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PREFACIO 
 

La resistencia a insecticidas es la capacidad de los insectos de tolerar dosis de insecticidas 

que pueden ser letales para la mayoría de individuos de una misma especie. Entre los mecanismos 

de resistencia están las enzimas detoxificadoras citocromo P450. Este trabajo tuvo como finalidad 

validar in silico iniciadores degenerados y específicos para amplificar genes citocromo P405 de la 

familia CYP6 y CYP9 en Anopheles albimanus 

Una de las formas de control del mosquito vector de la malaria, es el uso de insecticidas. 

Debido al uso de insecticidas, es importante conocer los mecanismos que confieren esta 

resistencia como las enzimas citocromo P450. El principal vector de la malaria en Guatemala es 

Anopheles albimanus. No se cuenta aún con el genoma secuenciado de este vector por lo que 

tampoco se conoce la secuencia de los genes citocromo P450. Por esto es importante validar 

iniciadores que permitan amplificar estos genes y poder conocer su secuencia, para determinar en 

investigaciones futuras el papel que juegan estos genes citocromo.  
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SINOPSIS 

La resistencia  a insecticidas en Anofelinos y otros vectores es un obstáculo para el 

control de enfermedades como la malaria en Guatemala. Debido a esto,  es necesario contar 

con herramientas que permitan entender los mecanismos de resistencia a nivel molecular y 

poder detectarla en poblaciones del campo. Uno de los mecanismos de resistencia más común 

en cepas resistentes a insecticidas,  es la detoxificación  por medio de las enzimas citocromo 

P450. 

En Guatemala, el principal vector de la malaria es Anopheles albimanus. Actualmente 

no se ha secuenciado el genoma de este mosquito por lo que se desconocen muchos genes, 

entre estos los miembros de la familia de los citocromo P450. Debido a que estos genes 

pueden impartir un mecanismo de resistencia, es importante identificarlos para poder analizar 

el papel que cumplen en la resistencia a insecticidas de A. albimanus en Guatemala. 

El objetivo de este trabajo fue la validación in silico de iniciadores reportados en la 

literatura para la amplificación del ARNm de genes de las familias Citocromo P450 6 (CYP6) 

y 9 (CYP9) en A. albimanus. Esto se logró realizando alineaciones de secuencias de proteínas 

y mARN de citocromos P450 de diferentes insectos, en programas de bioinformática  tales 

como BLAST y ClustalW.   

Los resultados indican que los iniciadores degenerados propuestos por Amenya, et.al., 

2005 para amplificar genes de las familias CYP6 y CYP9 se pueden utilizar en A. albimanus. 

Los alineamientos en ClustalW mostraron que los iniciadores fueron diseñados a partir de 

regiones altamente conservadas en diferentes insectos lo cual sugiere que estas regiones 

también se encuentran conservadas en A. albimanus. Se rediseñó el iniciador CYP9 R para 

que se pueda utilizar para amplificar CYP9 con diferentes secuencias ya que el propuesto por 

Amenya, et.al., 2005 tiene una región que no se une a varias secuencias de CYP9. De los 

iniciadores específicos solamente el CYP6AA4 y CYP6P3 forward pueden amplificar genes 

homólogos directos de CYP6 de otras especies de Anopehlinos además de la que son 

específicos; sin embargo los iniciadores reversos de ambos CYP6 no pueden amplificar en 

otras especies, por lo que no se recomienda utilizar estos iniciadores para amplificar genes 

CYP6 en A. albimanus 

Los resultados obtenidos a partir de este trabajo, se podrán utilizar en un futuro, para 

obtener secuencias de los genes de las familias CYP6 y CYP9 en A. albimanus,  generando 

información necesaria para el análisis del papel de estas familias en la resistencia a 

insecticidas. 
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ABSTRACT 
 

Insecticide resistance in Anophelines and other disease vectors is an obstacle for vector 

control in Guatemala. An understanding of the molecular mechanisms involved in insecticide 

resistance facilitates the development of tools for monitoring and new strategies for vector 

control.  The most common mechanisms of resistance are associated with increased 

detoxification via cytochrome P450 (CYP).  

The main malaria vector in Guatemala is Anopheles albimanus. The genome sequence 

of this mosquito is not complete yet; because of this, many gene sequences are unknown, 

including the CYP gene family. The CYP genes play a crucial role in insecticide resistance; it 

is important to identify these genes in A. albimanus to analyze their role in insecticide 

resistance in Guatemala.  

The aim of this study was in silico primer validation for mRNA amplification from 

genes of the cytochrome P450 6 and 9 families in A. albimanus. Alignments of protein and 

mRNA sequences were done in BLAST and CLUSTALW to validate the primers. 

The degenerate primers proposed by Amenya, et.al., 2005 to amplify genes from CYP6 

and CYP9 families could amplify CYP genes in A. albimanus. The alignments show that the 

primers were design based on highly conserved regions among different insects; this implies 

that in A. albimanus these regions are also conserved. The CYP9 reverse primer was 

redesigned to amplify CYP9 with different sequences because the one proposed by Amenya 

et.al, 2005 had a region that didn’t hybridize with several CYP9 sequences. 

The results for the specific primers showed that only two set of primers might amplify 

homologues genes from other Anopheles species. The set of primers were CYP6AA4 and 

CYP6P3. Only the forward primer of the two sets presented an alignment with other CYP6; 

the reverse primer didn’t showed alignments with other CYP. These set of primers might not 

amplify CYP6 genes in A. albimanus.  

Primer in silico validation constitutes the first step to elucidating the role of these genes 

in insecticide resistance. In the future, the results of this investigation are going to allow 

researchers to amplify genes from de CYP6 and CYP9 families in A. albmianus. This will 

generate important information for the analysis of insecticide resistant mechanism and the role 

of these genes. 
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I. INTRODUCCIÓN 
 

La resistencia a insecticidas es definida como la selección de características heredables en 

una población de insectos que produce que los insecticidas utilizados para control de vectores, 

sean inefectivos (Aultman, et. al., 2006).  

Entre los métodos utilizados para el control del vector de la malaria en Guatemala está el 

uso de insecticidas en rociado intradomiciliar y en pabellones. Los insecticidas se utilizan para 

el control del insecto adulto para evitar que continúe la transmisión. (Zaim et al., 2007). 

Actualmente la resistencia a insecticidas se ha observado en gran cantidad de vectores. Debido a 

esto, es importante estudiar los mecanismos que confieren resistencia a insecticidas. Uno de 

estos mecanismos es el aumento de enzimas detoxificadoras como las citocromas P450.  

A. Albimanus es uno de los vectores principales de la malaria en Centro América, el 

Caribe y algunas regiones de norte y sur América. En Guatemala es el vector principal. Debido 

a que es el vector más importante, es necesario contar con herramientas que permitan 

controlarlo para evitar la transmisión de la malaria. Debido a que el genoma de A. albimanus no 

se ha secuenciado, se desconocen gran cantidad de genes, entre estos las citocromas P450 

(Merida et.al., 1999).  

El objetivo de este trabajo fue la validación in silico de iniciadores degenerados 

reportados en al literatura para la identificación de los genes  de las familias de citocromo P450 

CYP6 y CYP9 en A. albimanus.  La validación de iniciadores específicos reportados  para los 

genes CYP6P4, CYP6AA4, CYP6P3, CYP6M2 y CYP6P9 implicados en la resistencia a 

insecticidas piretroides en A. funestus y A. gambiae, y determinar si estos iniciadores se pueden 

utilizara para amplificar genes de A. albimanus. 
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II. MARCO TEÓRICO 
 

A. Malaria 

La malaria es una enfermedad parasitaria causada, en el humano, por 4 especies 

diferentes de Plasmodium  (CDC. Life cycle of malaria, 2004) (Burton et. al., 2005). 

El parásito se desarrolla en dos hospederos, en el vector que es el mosquito hembra del 

género Anopheles y en el humano  (CDC. Life cycle of malaria, 2004) (Burton et. al., 2005). 

 

Figura 1. Ciclo de vida del parásito causante de la malaria. 

Modificado de: Centers for disease control and prevention. Schema of the life cycle of 

malaria.  2006 

 

 

Fuente: http://www.cdc.gov/Malaria/biology/life_cycle.htm 

 

El ciclo de vida de la malaria se divide en dos fases, una asexual esquizogonia y una 

sexual gametogonia. La fase sexual ocurre en el mosquito hembra Anopheles y la fase asexual 

en los humanos (CDC. Life cycle of malaria, 2004) (Burton et. al., 2005). 

http://www.cdc.gov/Malaria/biology/life_cycle.htm
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El ciclo de vida se inicia cuando una hembra de mosquito Anopheles ingiere sangre y 

secreta en la saliva esporozoitos. Esta fase infectiva es depositada debajo de la epidermis del 

humano, directamente al torrente sanguíneo. Los esporozoitos migran a las células 

parenquimales del hígado en donde se desarrolla hasta llegar a esquizonte. La preferencia por 

las células del hígado se debe al reconocimiento de la capa de recubrimiento del 

circumesporozoito por receptores en las células del hígado.  Dentro del hepatocito el 

esprozoito madura hasta trofozoito. Esta fase se alimenta del citoplasma de la célula del 

hígado. A continuación el núcleo del trofozoito se divide varias veces, seguido por una 

división del citoplasma. Este proceso de división produce miles de merozoitos. Estos son 

liberados al romperse la célula del hígado. Esta fase que ocurre en el hígado, es la fase exo-

eritrocitaria. Los merozoitos liberados pasan al torrente sanguíneo  en donde infectan 

eritrocitos. Al igual que con las células del hígado, los merozoitos entran a las células 

sanguíneas por el reconocimiento de receptores. La fase de infección de los eritrocitos se 

conoce  como fase eritrocitaria esquizogónica (CDC. Life cycle of malaria 2004) (Burton et. 

al., 2005). 

Dentro del eritrocito el merozoito crece hasta una etapa temprana del trofozoito. Esta  

es la fase en forma de anillo que se utiliza como diagnóstico En esta etapa se presenta la 

vacuola del parásito, llena de hemoglobina del hospedero. A continuación el trofozoito sufre  

una múltiple división y se transforma en esquizonte. Este esquizonte se rompe liberando 

merozoitos, los cuales pueden infectar otros eritrocitos. Otro destino que pueden seguir los 

merozoitos es el desarrollarse hasta llegar a machos microgametocitos y  hembra 

macrogametocitos (CDC. Life cycle of malaria, 2004) (Burton et. al., 2005). 

La fase sexual, que se da en el mosquito, inicia con la ingestión de sangre de un 

humano infectado. El mosquito ingiere el microgametocito y el macrogametocito. Dentro del 

mosquito ocurre la exaflagelación del microgametocito, fase durante la cual se divide 

produciendo de 6-8 núcleos que migran a la periferia del gametocito; en esta fase el 

microgametocito pasa a ser microgameto. El gametocito hembra pasa a ser macrogametocito. 

Ocurre la fusión del gameto macho y hembra. Después de 12-24hrs se forma el ooquineto. El 

ooquineto penetra la pared del intestino del mosquito en medio del epitelio y la lámina basal 

en donde se desarrolla hasta ooquiste con esporozoitos. Finalmente el mosquito ingiere sangre 

nuevamente, y libera los esporozoitos (CDC. Life cycle of malaria 2004) (Burton et. al., 

2005). 
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1. Malaria en Guatemala 

1. Malaria en Guatemala.  En el 2003 se registraron aproximadamente 30,000 casos de 

malaria. Los casos se dieron en un 40% en Alta Verapaz, 32% en Petén, 6% en Quiché,  5% 

en Baja Verapaz, 4% en Huehuetenango, 4% en Escuintla y 3% en Izabal. El 17.1% se dio en 

niños menores de 5 años, el 32% en niños entre 5-14 años y el 40% en personas entre 15-49 

años  (Korenromp, et.al., 2005). 

El principal causante de malaria en Guatemala es Plasmodium vivax que produce 97% 

de los casos y Plasmodium falciparum el 3%. En la Figura 2 se muestra un mapa con la 

distribución de casos de malaria causados por P. falcipaurm Los principales vectores de la 

malaria tanto por P. vivax como P. falciparum son A. albimanus, A.pseudopuntipennis, y A. 

darlingi (PAHO, 2007) (CDC. Malaria en Guatemala. MERTU/G, 2004). 

Figura 2.  Mapa de la distribución de casos de malaria causados por P. falciparum en 

Guatemala. 

PfAPI, infecciones causadas por P. falciparum Modificado de: Guerra, 2008 

  

 
 

 

 

 

 

 

 

B. Descripción de Anopheles  
 

La malaria es transmitida por los  moquitos del género Anopheles. De las 444 especies 

de Anopheles solamente entre 30-40 son vectores de la malaria (CDC. Anopheles Mosquitoes. 

Biology 2008). 
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1. Ciclo de vida 

1. Ciclo de vida. Los Anofelinos pasan por cuatro fases en su ciclo de vida: huevo, 

larva, pupa y adulto. Las primeras tres fases son acuáticas y esta dura de 5-14 días 

dependiendo de la temperatura. En la etapa adulta es cuando puede transmitir la malaria 

(CDC. Anopheles Mosquitoes. Biology 2008). 

a. Huevo: los huevos son depositados por las hembras en el agua. Estas depositan 

entre 50-200 huevos por ovipostura. Estos eclosionan de 2-3 días después (CDC. 

Anopheles Mosquitoes. Biology, 2008). 

b. Larva: este estadío posee una cabeza desarrollada con boca en forma de cepillo, la 

cual usan para alimentarse. Poseen también, un tórax largo y abdomen 

segmentado. En este estadío no poseen patas a diferencia de otros mosquitos. 

Tampoco posee un sifón respiratorio sino espiráculos que se localizan en el octavo 

segmento del abdomen. Las larvas viven en la superficie de los hábitats acuáticos 

lo que les permite respirar. Ésta se alimenta de bacterias y algas que encuentra en 

la superficie. Este período larvario está compuesto por cuatro subetapas en las que 

cambia de exoesqueleto (CDC. Anopheles Mosquitoes. Biology 2008). 

c. Pupa: en esta etapa, la cabeza y el tórax están juntos en el cefalotórax con el 

abdomen curvo debajo. Al igual que la larva, la pupa sale a la superficie del agua 

para respirar. En esta etapa, posee unas trompetas en el cefalotórax que le permiten 

respirar. Al terminar este estadio, se quiebra el cefalotórax y sale el mosquito 

adulto (CDC. Anopheles Mosquitoes. Biology 2008). 

d. Adultos: el cuerpo de estos está divido en cabeza, tórax y abdomen. La cabeza 

contiene los ojos, un par de antenas segmentadas, la proboscis y papulas sensitivas. 

Las antenas le permiten captar olores, y en las hembras sirve para escoger sitios 

para la ovipostura. La proboscis y las pápulas sensitivas las utiliza para 

alimentarse. Solamente las hembras poseen una proboscis que les permite penetrar 

la piel humana, por lo que solamente estas ingiere sangre y pueden transmitir la 

malaria (CDC. Anopheles Mosquitoes. Biology 2008). 

El tórax está compuesto por tres pares de patas y un par de alas que le permiten 

movilizarse (CDC. Anopheles Mosquitoes. Biology 2008). 

El abdomen está segmentado y se expande cuando se alimentan. Esta parte está 

especializada en la digestión y desarrollo de los huevos  (CDC. Anopheles 

Mosquitoes. Biology 2008). 
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Los adultos se aparean unos días después de salir de la pupa. Los machos viven 

aproximadamente una semana, y se alimentan de fuentes de azúcar. Las hembras 

viven alrededor de 1-2 semanas, y  se alimentan de sangre para el desarrollo de los 

huevos y de azúcar para obtener energía. Después que las hembras ingieren sangre, 

descansan de 2-3 días, en condiciones tropicales, para la digestión de la sangre y el 

desarrollo de los huevos (CDC. Anopheles Mosquitoes. Biology 2008). 

 
Figura 3. Diagrama de mosquito hembra. 

Modificado de: Centers for Disease control and prevention.  Anopheles Mosquitoes. Biology. 

2008. Atlanta, Estados Unidos 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Página web. http://www.cdc.gov/malaria/biology/mosquito/ 

 

 

En Guatemala  solamente A. vestitipennis, A. Pseudopunctipennis , A. darling y 

A. albimanus están asociados a la transmisión de la malaria (Padilla 1997). En la 

figura 4 se observa el mapa de distribución de vectores de la malaria en América.  

 

 

 

http://www.cdc.gov/malaria/biology/mosquito/
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Figura 4. Distribución de  los vectores de la malaria en América. 

Modificado de: Kiszewski, 2004 
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C. Filogenética de Anofelinos 
 

Los mosquitos del género Anopheles tiene importancia médica como vectores de 

enfermedades como la malaria; sin embargo se conoce muy poco sobre la filogenética de 

estos. Esto se debe a que algunas especies no tiene un genoma secuenciado como A. 

albimanus y otras sí están secuenciadas como A. gambiae  (Slakwr et.al., 2001). 

 

La clasificación taxonómica del mosquito A. albimanus es la siguiente (ITIS 1996): 

Reino Animalia

   Filo Artropoda

     Subfilo Hexapoda

       Clase Insecta

         Subclase Pterygota

           Infraclase Neoptera

              Superorden Endopterygota

                  Orden Diptera

                     Suborden Nematocera

                        Infraorden Culicomorpha

                          Familia Culicidae

                            Subfamilia Anophelinae

                              Género Anopheles

                                   Especie Anopheles albimanus Wiedemann
 

 

Como se observa en la clasificación taxonómica los anofelinos pertenecen al 

orden Diptera dentro del cual también se clasifican una gran diversidad de organismos 

como Musca domestica y Drosophila melaogaster. 

En la Figura 5 se encuentra la relación filogenética entre el orden Diptera y 

Lepidoptera. Al primer orden pertenecen los Anofelinos, Cx. quinquefasciatus, Ae. 

Aegypti, D. melanogaster y M. domestica; mientras que al orden Lepidoptera pertene 

Helicoverpa armígera y Heliothis virescens. (ITIS 1996). 
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Figura 5. Árbol filogenético de las divisiones en órdenes del superorden  Endopterygota 

(Whiting, 2001) 
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Así mismo los Anofelinos pertenecen al infraorden Culicomorpha y Brachycera al que 

pertenecen D. melanogaster y M. domestica. En la figura 6 se muestra la relación filogenética 

entre el infraorden Culicomorpha y Brachycera (ITIS, 1996). 

 

Figura 6. Árbol filogenético de la relación entre el infraorden Brachycera y  

Culicomorpha. 

Modificado de: Bertone 2008. 
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Los Anofelinos se encuentran dentro de la familia Culicidae a la cual pertenecen otros 

vectores de enfermedades como Culex quinquefasciatus y Aedes aegypti. En la figura 7 se 

muestra la relación filogenética entre los diferentes géneros que forman la familia  Culicidae 

(ITIS 1996). 

Figura 7. Árbol  filogenético de los géneros que forman la familia Culicidae. 

El género Anopheles contiene todos los mosquitos Anofelinos como A. albimanus. Cx. 

quinquefasciatus pertenece al género Culex y Ae. Aegypti a  Aedes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Harbach 1998 
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El género incluye 444 especies clasificadas y 40 clasificadas provisionalmente. Existen 

seis subgéneros: Anopheles, Cellia, Kerteszia, Lophodomyia, Nyssorhynchus y Stethomyia. En 

la Figura 8 se muestra la relación filogenética entre estos subgéneros así como algunas 

especies de Anofelinos. Entre éstas especies hay vectores importantes, como A. gambiae, A. 

funestus y A. albimanus (Sallum, et.al. 2002). 

A continuación se muestra una figura con la relación filogenética entre diferentes 

vectores de la malaria en Latinoamérica. 

Figura 8. Árbol filogenético de  Anofelinos. 

Análisis de parsimonia utilizando aproximaciones por peso sucesivas de secuencias de 

rADN y mtADN.  Los números arriba y debajo de las ramas indican las proporciones de 

MP Bootstrap obtenidas. Tomado de Sallum, et.al. 2002. 
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D. Control de vectores 
 

El control de vectores se refiere a los métodos utilizados para disminuir el contacto 

entre el humano y vectores de enfermedades, como Anopheles albimanus que transmite 

la malaria. Esta es una de las medidas más efectivas para la prevención de la 

transmisión de esta enfermedad (CDC. Vector Control, 2008)  (Zaim et al. 2007). 

Entre los métodos para el control de vectores y prevención de la malaria están: 

1. Insecticide-treated bed nets ITN) 

1. Redes de cama tratadas con insecticida (Insecticide-treated bed 

nets ITN). Este método, como su nombre lo indica, consisten en la impregnación de 

redes de cama con insecticida. La red proporciona protección contra las picaduras de 

mosquito; mientras que el insecticida mata a los mosquitos que llegan a la red. Así 

mismo, posee características repelentes ya que disminuye la cantidad de mosquitos que 

entran a las casa para alimentarse (CDC. Vector Control 2008).  

Actualmente se utilizan insecticidas piretroides para rociar las redes. Este tipo de 

insecticida posee baja toxicidad para los mamíferos, pero es altamente tóxico para los 

insectos, además no se degradan rápidamente. Las redes deben ser  tratadas con 

insecticida cada 6-12 meses (CDC. Vector Control 2008). 

Ahora existen redes tratadas con insecticida que dura más tiempo. Estas retienen 

concentraciones letales de insecticida hasta por tres años. Estas redes también son 

rociadas con insecticidas piretroides (CDC. Vector Control 2008). 

2. Aplicación de insecticida en interiores (Indoor residual spraying) 

2. Aplicación de insecticida en interiores (Indoor residual spraying). 

Este método implica el rociado de paredes y otras superficies de las viviendas con 

insecticida. Por varios meses el insecticida puede matar mosquitos que entran en 

contacto con las superficies rociadas. Actualmente se utiliza DDT como insecticida 

(CDC. Vector Control, 2008). 

Por lo general los mosquitos después de la ingesta sanguínea, permanecen dentro de las 

casas en donde picaron. Por lo que este método no previene las picaduras, pero sí 

previene la transmisión de la malaria (CDC. Vector Control 2008).  

En la Figura 9 se muestra un mapa con al distribución del uso de redes de cama tratadas 

con insecticida y rociado de interiores.  
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Figura 9. Mapa de los países que utilizan como control del vector de la malaria. 

Redes de cama tratadas con insecticida en A y en dónde se utiliza el rociado de interiores 

en B. Modificado de: (Zaim et al. 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. Reducción de fuentes de larvas (source reduction for larval control) 
 

3. Reducción de fuentes de larvas (source reduction for larval 

control). Este método consiste en la destrucción o reducción de posibles hábitats para 

el desarrollo de larvas de mosquito. Este método es utilizado para el control de 

mosquitos cuando hay baja concentración de estos en un número pequeño de hábitats. 

Este método elimina al mosquito antes que alcance el estadio en el que puede transmitir 

la malaria (CDC. Vector Control, 2008).  

4. Otros métodos: estos métodos incluyen el rociado de áreas extensas 
  

4.  Otros métodos: estos métodos incluyen el rociado de áreas 

extensas. Este método está reservado solamente para situaciones de emergencia en 

lugares donde hay epidemias. Este método consiste en rociar con insecticida áreas 

abiertas para matar a los mosquitos cuando estos se han convertido en una peste. Otro 

método es la liberación de machos estériles, así como la futura modificación genética 

de los mosquitos (CDC. Vector Control 2008).  

                   A                                                              B 
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A continuación se muestra en la Figura 10 el uso global de insecticidas para el control 

de la malaria y los diferentes métodos de control.  

Figura 10. Uso de insecticidas para el control de la malaria reportado por WHOPES. 

Clase de insecticida y método de aplicación durante los años 2003-2005. Las clases de 

insecticidas son: OC. Organoclorados, OP. Organofosforados, C. carbamatos y PY. 

Piretroides. IRS: aplicación de insecticidas en el interior. ITN: redes tratadas con 

insecticidas SS: aplicación de insecticidas en grandes áreas. Modificado de: (Zaim et al. 

2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se observa en la figura que solamente los insecticidas piretroides son utilizados en 

redes de cama. Esto se debe a que poseen baja toxicidad y no se degradan fácilmente como 

otros insecticidas. También se muestra que se utilizan insecticidas organoclorados, 

organofosforados y carbamatos para el rociado intradomiciliar y aplicación en grandes áreas. 

 

E. Resistencia a insecticidas 

La resistencia a insecticidas se define como la selección de características heredables en 

una población de insectos que evita que los insecticidas sean efectivos para el control de 

vectores (Aultman, et. al. 2006).  

Los insecticidas cumplen un papel importante en los programas de control de vectores. 

Estos son utilizados en interiores, exteriores, en redes para cama etc. A causa de esto algunos 

mosquitos han desarrollado resistencia debido a la exposición prolongada a los insecticidas.  

Debido a que los mosquitos pueden tener varias generaciones por año, la resistencia se 
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desarrolla rápidamente. Se han reportado más de 125 especies de mosquitos resistentes a uno 

o más insecticidas; entre estos A. Albimanus (CDC. Vector Control, 2008).  

 

F. Factores que influyen en la resistencia a insecticidas 

De acuerdo con la organización mundial de la salud los factores que influyen el 

desarrollo de la resistencia a insecticida son los siguientes: 

1. Genéticos 

a. Tasa de mutación y frecuencia para los genes de resistencia 

b. Penetración, expresión y dominancia de los genes de resistencia 

c. Qué tan adecuado es el fenotipo del insecto (WHO, 2003). 

2. Reproductivos 

a. Generaciones por año 

b. Tasa de incremente y fluctuación en el tamaño de la población 

c. Monogamia/poligamia partenogénesis y otras variaciones (WHO, 2003). 

3. De comportamiento/Ecológicos 

a. Migración dentro y fuera de la población expuesta 

b. Evitar los insecticidas 

c. Variación de condiciones ecológicas 

d. Monofagia y polifagia (WHO, 2003). 

4. Operacionales 

a. Proporción de la población expuesta a dosis selectivas 

b. Dosis de insecticida ingerido por los insectos expuestos. 

c. Persistencia del insecticida 

d. Existencia de refugios sin rociar 

e. La ruta de exposición 

f. Estadío en el que fue expuesto 

g. Integración de insecticidas con métodos de control biológicos o genéticos 

h. Uso de mezcla de insecticidas y patrón de aplicación 

i.  Liberación de machos susceptibles (WHO, 2003). 
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G. Mecanismos de resistencia  

Existen diferentes formas de resistencia a insecticidas, entre  estás están: 

1. Resistencia por comportamiento 
1.  Resistencia por comportamiento. Esta resistencia se refiere a una modificación 

en el comportamiento del insecto lo cual evita el efecto dañino de los insecticidas; por 

ejemplo cuando los mosquitos evitan cierto lugar que fue rociado con insecticida, esto es 

resistencia por comportamiento  (Aultman, et. al. 2006) (WHO 2003). 

2. Resistencia de penetración 
2.  Resistencia de penetración. Esta resistencia se da cuando hay modificaciones en 

la cutícula del insecto o en el tracto digestivo. Esto previene la penetración del insecticida o 

causa que sea lenta. Si existe penetración del insecticida, debido a que es lenta, el insecto 

puede activar las enzimas detoxificantes reduciendo así el daño. Este tipo de mecanismo se ha 

identificado solamente en moscas domésticas (Aultman, et. al. 2006) (WHO 2003). 

3. Resistencia metabólica 
3.  Resistencia metabólica. Este tipo de resistencia se refiere a la modificación de 

las rutas metabólicas de detoxificación. Este mecanismo y el de resistencia por alteración del 

sitio blanco son los más comunes. Es mediada por cambios en la actividad de enzimas 

detoxificadoras. Existen varias enzimas que participan en la detoxificación como lo son: las 

esterasas, monooxigenasas del citocromo P450 y glutatión S-transferasas.  Por lo general se 

observa un incremento en  los metabolitos que producen estas enzimas  (Aultman, et. al. 

2006)  (Hemingway 2002). 

4. Resistencia por alteración del sitio blanco 
4.  Resistencia por alteración del sitio blanco. Es el mecanismo de resistencia 

más común en los insectos. Por lo general los insecticidas actúan sobe un sitio blanco en 

específico, por ejemplo el sistema nervioso del insecto. Cuando ocurre una mutación en este 

sitio blanco, el insecticida ya no puede unirse al sitio. Esto hace que el insecticida no afecte, o 

afecte menos al insecto (Aultman, et. al. 2006)  (Hemingway 2002). 

En Culex spp. se han encontrado mutaciones en la acetilcolinesterasa, sitio blanco de 

los insecticidas organofosfatados y carbamatos También se han encontrado la mutación 

conocida como “knockdown resistance”, esta consiste en un cambio en la secuencia de 

aminoácidos del canal de sodio de las células nerviosas del insecto; esto produce una 

reducción en la sensibilidad de la unión del canal con insecticidas como el DDT y los 

piretroides. Este tipo de mutación se ha encontrado en A. gambiae en África (Aultman, et. Al. 

2006) (Hemingway 2002). 
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H. Tipos de insecticidas utilizados para el control de la malaria 

1. Organoclorados. 

1. Organoclorados. Son los más utilizados en servicios de salud. Estos 

insecticidas contienen carbono, hidrógeno y cloro. Este grupo se puede dividir en  tres 

categorías: DDT y análogos, hexacloro-ciclo-hexano, y compuestos ciclodieno. Este 

tipo de insecticidas ataca el sistema nervioso del insecto.  Entre los insecticidas de este 

tipo más utilizados en el control de vectores están: DDT, heptacloro, endrina, 

endosulfán y dieldrina (WHO 2003). 

2. Organofosfatados 
2.  Organofosfatados. Presentan un amplio espectro insecticida con la ventaja de ser 

poco  tóxicos para los mamíferos.  La mayoría de insecticidas que pertenecen a este grupo son 

esteres o amidas con un enlace orgánico a un ácido fosfórico o pirofosfórico.  El mecanismo 

de acción consiste en la fosforilación de la enzima acetilcolinesterasa en las terminaciones 

nerviosas, por lo que inhibe la función de la enzima (WHO 2003). 

Ejemplos de este tipo de insecticidas que son utilizados para el control de la malaria están: 

fenition, temephos, cloropirifos, fenitrotion, pirimifos-metil y malation (WHO 2003). 

3. Carbamatos. 
3.  Carbamatos. Estos son ácidos de éster. Estos insecticidas afectan el receptor de la 

acetilcolinesterasa. Ejemplos de este tipo de insecticida utilizado contra la malaria es el 

Propoxur (WHO 2003). 

4. Piretroides. 
4.  Piretroides. Son  insecticidas sintéticos, similares químicamente a las piretrinas 

extraídas de los Crisantemos. Estas piretrinas naturales han sido modificadas para hacerlas 

más estables en el ambiente y que puedan ser utilizadas como insecticidas. Estos insecticidas 

actúan paralizando el sistema nervioso del insecto (WHO 2003). 

Tienen baja toxicidad para los humanos y una acción rápida contra un gran espectro de 

insectos. Poseen baja polaridad y volatilidad propiedades que restringe su movimiento en el 

aire y suelo del sitio de donde fueron aplicados. Los insecticidas de este tipo más utilizados en 

el control del vector de la malaria son: permetrina, deltametrina, etofenprox entre otros. 

(WHO 2003). 

 

 



20 

 

A continuación se presenta un cuadro con los insecticidas más utilizados para el control 

del vector de la malaria en Guatemala (WHO 2003). 

 

Cuadro 1. Insecticidas utilizados en Guatemala para el control de la malaria. 1995-2005 

(Zaim et al., 2007). 

Año Tipo de Insecticida (Kg de ingrediente activo) 

Organofosforados Carbamatos Piretroides 

1995 273 650 543 

1996 266 11620 454 

1997 3547 12000 3968 

1998 1108 4592 66 

1999 530 494 194 

2000 532 3420 640 

2001 10 872 355 0 

2002 494 959 704 

2003 492 3642 454 

2004 582 2254 24 

2005 909 1512 0 

 
 

I. Resistencia a insecticidas en Anopheles albimanus  
 

En Guatemala se han realizado pocos estudios sobre la resistencia a insecticidas en A. 

albimanus. La mayoría de estos estudios se realizaron durante la década del 90. Uno de estos 

reportó la resistencia a organofosforados y piretroides por medio del mecanismo detoxificante 

de las esterasas (Beach 1989). 

En 1989 se demostró resistencia a fenitrotión en A. albimanus con un método 

enzimático y por el ensayo de la Organización Mundial de la Salud. (Beach, 1989). Luego en 

1990 se reportó la resistencia a carbamatos por el mecanismo de alteración del sitio blanco. 

(Cordón-Rosales, 1990). En 1992 se detectó resistencia a organofosforados por el mecanismo 

de acetilcolinesterasa insensible y altos niveles de esterasas. Por último, en 1999 se reportó la 

resistencia a piretroides y DDT debido a un alto nivel de oxidasas y esterasas  (Brogdon, 

1999). 
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J. Monooxigenasas Citocromo P450 

Las citocromas P450 son una familia de enzimas que se encuentran en una gran 

cantidad de organismos incluyendo los insectos. Éstas están involucradas en la biosíntesis de 

metabolitos secundarios, el transporte y el catabolismo de xenobióticos como los insecticidas. 

Son hemoproteínas, es decir contiene un grupo prostético hemo.  La superfamilia de genes 

P450 se subdivide  y clasifica con base a la identidad de los aminoácidos, criterios 

filogenéticos y por la organización de los genes. La nomenclatura consiste en el símbolo CYP 

seguido por el número de la familia, que son grupos de proteínas con un 40% de identidad; 

luego sigue la letra de la subfamilia y por último el número del gen. Los grupos  de proteínas 

de las subfamilias poseen >55% de identidad. Un ejemplo de esta nomenclatura es el CYP6P9 

en donde 6 es la familia, P la subfamilia y 9 el número de gen (Guengerich 1991) (Omura 

1999) (Werck 2000).  

Las principales familias de CYP, en diferentes insectos, que se asocian a la resistencia a 

insecticidas son CYP4, CYP6 y CYP9 (Hemingway 2000). 

1. Mecanismo enzimático Mecanismo enzimático 

1.  Mecanismo enzimático. La reacción general mediada por las enzimas 

monooxigenasas P450 es: 

 

En este caso, el RH es el sustrato y la flavoproteína NADPH se utiliza para reducir 

equivalentes. Las monooxigenasas P450 poseen un gran número de isoformas por lo que 

pueden metabolizar diferentes sustratos. En los eucariotas la mayoría de estas enzimas se 

localizan en el retículo endoplásmico y la mitocondria (Scott 2001). 

2. Características estructurales.  
2. Características estructurales. Las citocromas P450 se dividen en cuatro clases 

dependiendo del método por el cual los electrones del NADPH son llevados al sitio catalítico. 

Las proteínas del tipo I requieren una reductasa con FAD y una redoxina con ión sulfuro. Las 

clase II requieren una P450 reductasa con FAD/FMN. La  Clase III no requiere donador de 

electrones, pero la clase IV recibe electrones directamente del NADPH (Werck 2000). 

La conservación en las diferentes secuencias de citocromo P450 es relativamente baja, 

pero existen tres sitios conservados. Las estructuras cristalográficas han mostrado una 

conservación general de la topografía y el plegamiento. El núcleo o centro de la proteína se 

encuentra altamente conservado, alrededor del grupo hemo. Esto refleja un mecanismo en 

común de transferencia de electrones, protones y activación de oxígeno. El centro conservado 
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está formado por cuatro hélices D, E, I y L; posee también hélices J y K y dos pares de hojas 

. Esos plegamientos constituyen la región de unión al grupo hemo. La familia se puede 

identificar por esta región conservada de  la proteína, que tiene la secuencia Fen-X-X-Gli-X-

Arg-X-Cis-X-Gli. Otra región conservada en la hélice K cercana a la región de unión al grupo 

hemo es la región Glu-X-X-Arg. La última región conservada se encuentra en la parte central 

de la hélice I, esta también permite identificar las proteínas de la familia P450. La secuencia 

de la región es Ala/Gli-Gli-X-Asp/Glu-Thr-Thr/Ser); esta región corresponde al sitio de 

intercambio de protones (Werck 2000). 

 

Figura 11. Diagrama de la estructura secundaria de una citocroma P450. 

Lo rectángulos azules son hélices , y las flechas beige son hojas . El primer dominio es 

asociado con el reconocimiento al sustrato y el segundo dominio al centro catalítico. 

Tomado de: Werck 2000 
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Figura 12. Estructura de CYP101. 

Se observa el grupo hemo en color rojo. Se observa la hélice K e I las cuales presentan 

las regiones conservadas. También se observa la hélice L cercana al grupo de unión al 

hemo, otra región conservada. Tomado de: Mestres 2005. 

 

 

 

 

K. Resistencia por medio del citocromo P450 
 

Uno de los mecanismos de resistencia a insecticidas más común es la resistencia 

metabólica. Ésta involucra un incremento en la capacidad de los sistemas de detoxificación. 

Este mecanismos de resistencia incluye las enzimas monooxigenasas citocromo P450 

(Xianchun 2007) (Scott 1999) (Bergé 1998). 
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1. Mecanismos moleculares de resistencia por medio de 

citocromo P450 

1.  Mecanismos moleculares de resistencia por medio de citocromo P450. Se ha 

demostrado que el principal mecanismo de resistencia por citocromo P450 es un incremento 

en la expresión del gen.  En la mayoría de los casos la sobreexpresión no se da por una 

duplicación de los genes. Hasta ahora se ha reportado solo duplicación de los genes CYP6P4 

y CYP6P9 en A. funestus. (Wondji, 2009) Los mecanismos moleculares de resistencia por 

citocromo P450 son: Vía mutaciones en sitios trans-regulatorios, vía mutaciones en sitios cis-

regulatorios y por cambios en la secuencia codificante. 

a.  Vía mutaciones en sitios trans-regulatorios. La sobreexpresión de los genes se 

debe a regulación vía mutaciones en loci trans-regulatorios. A pesar que la sobreexpresión se 

puede deber a un incremento en la transcripción, estabilidad del mARN y traducción de la 

proteína; en la mayoría de los casos el incremento se debe a la activación por mutaciones e 

inserciones/deleciones en promotores que actúan en cis o en locus regulatorios trans. En M. 

domestica los alelos de CYP6A1 (en el cromosoma 5) y CYP6D1 (en el cromosoma 1) en la 

cepa resistente “Rutgers”, son regulados por factores del cromosoma 2 proveniente de la cepa 

susceptible. Esto produce una reducción en la expresión de estos dos genes a niveles similares 

a los de la cepa susceptible, cuando, en el cruce las dos copias del cromosoma 2 provienen de 

la cepa susceptible. Esto sugiere que la sobreexpresión de CYP6A1 y CYP6D1 se debe en 

parte a mutaciones que causan una pérdida en la función en el locus regulador en el 

cromosoma 2 de la cepa resistente (Xianchun 2007)  (Hemingway 2004). 

En D. melanogaster resistente a DDT, los genes CYP6A2 y CYP6A8 (en el cromosoma 

2) son regulados por el loci repressor en el cromosoma 3. En este caso también se sugiere que 

la resistencia se debe a una mutación que causa la perdida de función del sitio represor 

(Xianchun 2007) (Hemingway 2004). 

b.  Vía mutaciones en sitios cis-regulatorios. Otro mecanismo de resistencia por 

citocromo P450 se debe a regulación vía mutaciones en loci cis-regulatorios. En los CYP6D1, 

CYP6D3 y CYP6A8 de M. domestica se encontraron mutaciones e inserciones/deleciones en 

el promotor lo cual puede contribuir a la sobreexpresión de estos genes (Xianchun 2007). 

Los cambios en loci cis-regulatorios más importantes, son los encontrados en D. 

melanogaster y D. simulans. En D. melanogaster resistente a DDT el cambio se encuentra en 

la región 5´ del promotor del gen CYP6G1. En esta el retrotransposon llamado Accord está 

insertado a 300pb antes del sitio de inicio de la transcripción. Varios estudios han demostrado 

que esta inserción Accord se relaciona con la resistencia a DDT e imidacloprid. En D. 
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simulans el retrotransposón que se inserta es llamado Doc. Este se inserta 200pb antes del 

sitio de inicio de la transcripción en el homólogo de CYP6G1 (Xianchun 2007). 

Estas inserciones pueden tener diferentes efectos en la resistencia. Pueden introducir 

elementos aumentadores, alterar el sitio de represión, alterar la distancia física entre el sitio 

regulatorio y el de inicio de transcripción (Xianchun 2007). 

c.  Por cambios en la secuencia codificante. La pérdida de parte de la resistencia 

cuando los citocromos P450 no están sobreexpresados en D. melanogaster, sugiere que las 

mutaciones puntuales pueden cumplir un papel secundario en la resistencia mediada por P450 

(Xianchun 2007). 

Así  mismo, se han observado mutaciones en el gen CYP6A2 en el sitio activo de la 

enzima lo cual incrementa el metabolismo del DDT (Xianchun 2007). 

 

L. Citocromos P450 implicados en resistencia en Anofelinos 
 

En Anofelinos, se ha reportado resistencia a insecticidas por citocromo P450 en A. 

gambiae, A. funestus y A. minimus.  En A. gambiae  los genes reportados asociados a 

resistencia son: CYP6Z1, CYP6P3 y CYP6M2 (Amenya 2005) (Ranson 2002). 

En A.  funestus los genes asociados a resistencia son: CYP6P4, CYP6AA4 y CYP6P1. 

Los genes CYP6P4 y CYP6P9 se expresan hasta 25 a 51 veces más en la cepa resistente 

comparada con la susceptible (Wondji 2009). 

En A. minimus los genes expresados son CYP6AA3, CYP6P7. El gen CYP6P7 se 

expresa de 2-4 veces más en la cepa resistente a deltametrina (Rodpradit 2005). 

 

M. Citocromos P450 implicados en resistencia en diferentes insectos 
 

Se ha reportado diferentes genes citocromo P450 implicados en resistencia a 

insecticidas en diferentes insectos. Por ejemplo en D. melanogaster, se ha reportado que el 

gen CYP6G1 se sobreexpresa en la cepa resistente. Se ha demostrado que solamente con la 

expresión de este gen se puede lograr la resistencia a DDT en D. melanogaster (Daborn, et al. 

2002) (McCart 2008). 
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En Musca domestica, se han reportado una diferencia en la expresión de los genes 

CYP6A5, CYP6D1 y CYP6A5v2 en la cepa resistente a piretroides. Este último CYP se 

sobreexpresa constitutivamente en la cepa resistente. La parte donde se expresa en mayor 

cantidad es en los tejidos abdominales, en donde se localizan los órganos principales para la 

detoxificación (Zhu 2008). 

En vectores de enfermedades como Culex pipiens y Aedes aegypti, también se ha 

reportado la sobreexpresión de citocromos P450 en cepas resistentes a insecticidas. (Shen 

2003) (Strode 2008) En Cx. Pipiens se ha reportado genes de la familia CYP4 como 

CYP4H21, CYP4H22v1, CYP4J4v2, CYP4J6v1, y  CYP4J6v2 que se expresan de 3.1-7.7 

veces más en la cepa resistente comparado con la cepa susceptible (Shen 2003). 

En otros insectos como Heliothis virescens el citocromo CYP9A1se sobreexpresa en la 

cepa resistente (Rose 1997). En Helicoverpa armigera la detoxificación de insecticidas 

piretroides es a través del citocromo P450. Se han encontrado dos genes de citocromo P450 

CYP9A12,  CYP9A14  y CYP6B7 que se expresan de 433, 59 y 9.3 veces más en la cepa 

resistente que en la susceptible.  (Yang, et. al. 2006) En Bemisia tabaci se encontraron 11 

genes P450 implicados en la resistencia a imidacloprid, entre estos el CYP6CM1. (Karunker, 

et. al., 2008) En Blattella germanica el gen CYP4G19 también se sobreexpresa en la cepa 

resistente (Wu 1998). 

 

N. Bioinformática 
 

La bioinformática es la aplicación de técnicas de cómputo para el manejo, 

almacenamiento  y análisis de datos biológicos. Actualmente la bioinformática tiene una gran 

cantidad de aplicaciones, entre estas el estudio de familias de genes, que es lo que se hará en 

este trabajo. El análisis de familias de genes permite comparar secuencias de diferentes 

organismos y encontrar las secuencias conservadas, así como las relaciones evolutivas  y 

tiempos divergencia (Madden, 2002). 

En este trabajo, los programas de bioinformática a utilizar serán BLAST y ClusttalW. 
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O. BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) 
 

Algoritmo de comparación de secuencias. El programa encuentra las secuencias de 

ADN o proteína de la base de datos que tienen mayor parecido a la secuencia que se está 

analizando (Madden 2002). 

 

1. Estadística de los programas de bioinformática BLAST  

a.  Estadísticas de la comparación de secuencias globales. Se conoce muy poco 

sobre las comparaciones globales óptimas; esto debido a que los puntajes de un alineamiento 

global crecen proporcionalmente al tamaño de la secuencia a comparar, y pequeños cambios 

en el sistema de puntaje pueden producir alineamientos diferentes. Por lo que hay pocos 

métodos para conocer si un alineamiento es estadísticamente significativo. Un alineamiento 

óptimo, es el mejor alineamiento que se puede obtener utilizando ciertos parámetros; mientras 

que un alineamiento global es cuando se realizan alineamientos de la secuencia entera, de 

principio a fin (Pang et.al. 2005). 

Uno de las formas de conocer si un alineamiento es estadísticamente significativo, 

es generar muchos pares de secuencias del tamaño y composición adecuada y calcular el 

puntaje óptimo para cada alineamiento. Por ende se puede expresar el alineamiento en 

términos de desviaciones estándar de la media. Sin embargo no se puede asumir una 

distribución normal y convertir el valor de Z en valor P,  ya que se desconoce el 

comportamiento de las colas de la distribución de un alineamiento global. Lo único que se 

puede afirmar es que de 100 alineamientos al azar con un puntaje menor al alineamiento de 

interés, el valor P del alineamiento de interés, probablemente será menor a 0.01 (Madden 

2002). 

b.  Estadística de la comparación de secuencias locales y de secuencias con 

espacios. Debido a que no se cuenta con métodos que demuestren que un alineamiento es 

estadísticamente significativo, el programa BLAST utiliza la estadística de un alineamiento 

local. Un alineamiento local sin espacios consiste en un par de segmentos de igual tamaño. La 

estadística de estos alineamientos se basa en los siguientes términos: 

1) Puntaje bruto (Raw Score, S). Se calcula a partir de las sumas de los 

puntajes de las sustituciones y de espacios. Los puntajes de sustitución están dados por las 

matrices de sustitución PAM (Point Accepted Mutation)  o BLOSUM (Blocks Substitution 

Matrix). Los puntajes de espacio se calculan como la suma de  las penalidades que se dan en 

la puntuación por alinear un espacio G (gap),  más la penalización por extender un espacio 
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preexistente L (largo). Para un espacio de largo n, el valor del espacio será G+Ln. Los valores 

de G normalmente se encuentran entre 10-15 y los de L entre 1-2. Estos valores se escogen 

empíricamente (Madden 2002). 

2) Radio Lambda (S´). Es el puntaje S normalizado. Se utiliza la ecuación 1. En 

donde lambda y K son parámetros dependientes del sistema de puntaje, es decir la matriz de 

sustitución y los costos por los espacios. El radio de lambda es el radio para un sistema dado 

de puntaje en el cual se usa la misma matriz de sustitución, pero costos de espacios infinitos. 

Este radio indica que proporción de la información, en un alineamiento sin espacios, debe ser 

sacrificada para mejorar el puntaje por medio de la extensión de espacios. Se ha determinado 

empíricamente que los costos de espacios tienden a unos radios de lambda de 0.8-0.9 

(Madden, 2002). 

 

  (Ecuación 1) 

 

3) Valor –E. Es el número de diferentes alineamientos con puntajes equivalentes 

a o mejores que el valor S que se esperan que ocurran por azar en una búsqueda en base de 

datos. Es decir, entre menor sea el valor- E, más significativo será el puntaje. Se calcula con la 

ecuación 2 en donde m y n son el largo de la secuencias a comparar (Madden 2002). 

 

  (Ecuación 2) 

 

4) Identidades: Segmento en donde dos aminoácidos o nucleótidos son iguales 

o invariantes  (Madden 2002). 

5) Espacios: Es un espacio introducido en un alineamiento para compensar las 

inserciones y deleciones en una secuencia comparado con otra. La introducción de un  espacio 

causa la sustracción de un valor fijado (el gap score) del puntaje del alineamiento (Madden 

2002). 

c.  Estadística del alineamiento con bases de datos. Ese alineamiento involucra 

compara una secuencia de largo m con una base de datos. En este alineamiento también se 

analiza el valor-E. En este caso, el valor-E se debe multiplicar por N/n en donde N es el largo 
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total de la base de datos en residuos, y n es el largo de la secuencia obtenida de la base de 

datos (Madden 2002). 

Para determinar si el alineamiento que se produjo en BLAST es significativo o no, el 

programa proporciona valores como el valor-E y el Puntaje normalizado (EMBL-EB 2009). 

El puntaje normalizado o puntaje máximo indica que tan bueno es el alineamiento 

que se produjo, entre más alto sea el valor mejor será el alineamiento producido. Este puntaje 

es calculado con la ecuación 1 (Madden 2002). 

 

P. ClustalW 
 

Es un programa para realizar alineaciones múltiples de secuencias de ADN o proteína.  

Calcula la mejor identidad entre secuencias y las alinea para representarlas gráficamente 

(EMBL-EB 2009). 

 

1. Estadística de los programas de bioinformática ClustalW. 

a. Matrices de sustitución. Una matriz de sustitución contiene valores proporcionales 

a la probabilidad que el aminoácido i mute al aminoácido j. Estas matrices son construidas 

con una muestra grande y diversa de alineamientos verificados. Si la muestra es lo 

suficientemente grande para que sea estadísticamente significativa, las matrices resultantes 

deberán reflejar las verdaderas probabilidades de que ocurran ciertas mutaciones en un 

período de evolución (Madden 2002). 

Se les asigna un valor positivo a las identidades; las mutaciones observadas 

frecuentemente se les da una puntuación positiva, mientras que las poco observadas una 

puntuación negativa (Madden 2002). 

Hay cuatro tipos de matrices: PAM, BLOSUM, GONNET y DNA Identity Matrix 

(EMBL-EB, 2009). 

Las matrices PAM se basan en la distancia evolutiva entre pares de secuencias. Una 

unidad de 1.0PAM  representa el 1% de cambios evolutivos que se producirá, en promedio, en 

los aminoácidos de una proteína.  Una matriz PAM(x) es una tabla en donde los puntajes para 

cada sustitución de aminoácidos se han calculado; basándose en la frecuencia que se encontró 
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en proteínas altamente relacionadas  que han experimentado una cantidad (x) de evolución 

divergente (Madden 2002). 

La matriz PAM40 es la más sensible. La PAM250 es para secuencias más distantes. 

Para comparación de secuencias de nucleótidos se puede modificar la matriz PAM40 para que 

reconozca identidades y desigualdades; en este tipo de matrices se permite el cambio de una 

purina por otra purina, y una pirimidina por otra (EMBL-EB 2009). 

BLOSUM es la más utilizada. En este tipo de matrices los puntajes para cada 

posición son obtenidos a partir de observaciones de las frecuencias de sustitución en 

bloques de alineamientos de proteínas relacionadas. Cada matriz es construida para 

una distancia evolutiva específica. Por ejemplo para construir la matriz BLOSUM62 

se utilizaron secuencias que compartieran no más del 62% de identidad (Madden 

2002). 

Éstas son ideales para tratar de identificar una secuencia de nucleótidos 

desconocida (EMBL-EB 2009). 

La matriz GONNET fue construida a partir de la medición de distancias para estimar 

el alineamiento de proteínas y a partir de esto crear una matriz. Los autores de esta matriz, 

encontraron que la distancia en las matrices como PAM250 difería dependiendo si se habían 

construido a partir de proteínas homólogas o distantes (EMBL-EB 2009). 

En la matriz de  DNA Identity matrix, se obtiene un puntaje positivo para una 

igualdad y un puntaje de -10000 para una desigualdad. Debido a que las desigualdades tienen 

una alta penalidad, no se permiten sustituciones pero si espacios (EMBL-EB 2009). 

El programa ClustalW además de utilizar las matrices de sustitución utiliza el 

Cuadro 2 para determinar si un cambio en los residuos mantiene la región conservada o no. 

Por ejemplo, si un residuo es A y cambia a  F la región sigue siendo conservada debido a que 

el cambio fue de un residuo pequeño e hidrofóbico, por otro igual. Las regiones en donde los 

residuos o los nucleótidos son idénticos en toda la secuencia, se denota con un asterisco “*”; 

dos puntos “:” significa que ha habido una sustitución de acuerdo con el Cuadro 2, y el punto 

“.”significa que es una sustitución semi-conservativa (EMBL-EB 2009). 
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Cuadro 2. Clasificación de los aminoácidos por sus características químicas (EMBL-EB 

2009). 

 

Aminoácidos Característica 

AVFPMILW Pequeños e hidrofóbicos 

DE Ácidicos 

RK Básicos 

STYHCNGQ Hidroxilos-amino y básicos 
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III. JUSTIFICACIÓN 

 

En el 2003 se dieron aproximadamente 30,000 casos registrados de malaria. Ésta es 

tratada con medicamentos como cloroquina y primaquina; sin embargo, se ha reportado 

resistencia del parásito contra estos medicamentos. Debido a esto, es importante encontrar 

formas alternativas para combatir la malaria, siendo una de las alternativas el control de 

vectores con el uso de insecticidas (Korenromp, et.al. 2005) (Sina 2002). 

El uso extendido de insecticidas en Guatemala, ha producido que A. albimanus  sea 

resistente a insecticidas organofosforados, piretroides y carbamatos (Brogdon 1992) (Beach 

1989) (Beach, 1989)(Cordón-Rosales 1990). Por lo que es importante entender los 

mecanismos por los cuales se da la resistencia a insecticidas. Uno de estos mecanismos es la 

detoxificación por medio de enzimas citocromo P450 (Hemingway 2000). Actualmente, solo 

se cuenta con partes de la secuencia de 17 CYP de la familia 4 de una cepa  de A. albimanus 

resistente a deltamentrina (Scott 1994). Este estudio, permitió validar iniciadores para 

amplificar genes de las familias CYP6 y CYP9. Actualmente no se cuenta con ninguna 

secuencia para estas familias en A. albimanus.  Los iniciadores de cada familia se validaron a 

partir de iniciadores degenerados publicados diseñados con base a regiones conservadas en 

diferentes especies de insectos. Este trabajo demostró que los iniciadores específicos 

propuestos para A. gambiae y A. funestus no amplificarán genes homólogos en A. albimanus, 

ya que los iniciadores son específicos para el CYP y la especie.  

En un futuro, se espera que el uso de estos iniciadores permitan obtener secuencias de 

los genes de las familias CYP6 y CYP9  para diseñar iniciadores específicos que permitan 

detectar los diferentes genes implicados en la resistencia a insecticidas en una cepa resistente 

de A. albimanus. A largo plazo, también se podrán desarrollar métodos de monitoreo de 

resistencia en el campo basados en esta nueva información.  
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IV. OBJETIVOS 

 

A. General 
 

1. Validar in silico iniciadores reportados en la literatura para la amplificación del 

ARNm de genes de las familias CYP6 y CYP9 del citocromo P450 en Anopheles 

albimanus.  

 

B. Específicos 

1.  Validar in silico iniciadores para la amplificación de familias de genes del 

citocromo P450 CYP6 y CYP9 implicados en la resistencia a insecticidas en otros 

insectos, utilizando como modelo A. albimanus. 

2. Validar in silico iniciadores para los genes CYP6P9, CYP6P4, CYP6AA4, 

CYP6M2 y CYP6P3 implicados en la resistencia a insecticidas en A. funestus y A. 

gambiae y determinar si se pueden utilizar para amplificar genes en A. albimanus 
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V. MÉTODOS 
 

A. Procedimiento 
 

El objetivo de este trabajo fue la validación  in silico de iniciadores para la 

identificación de  genes citocromo P450 en Anopheles albimanus. Se validaron los iniciadores 

reportados en Wondji 2009; Muller, et.al. 2008 y Amenya, et.al. 2005.   

Se utilizaron dos planteamientos para validar los dos tipos iniciadores: degenerados ye 

specíficos. Para los degenerados se partió de iniciadores degenerados diseñados en base a 

regiones conservadas se buscó fue determinar si estos iniciadores generales podrían amplificar 

genes en una especie específica como A. albimanus. El acercamiento utilizado para validar los 

iniciadores específicos consistió en determinar si un iniciador específico para un gen de una 

especie se podía utilizar de manera general para amplificar genes homólogos en diferentes 

Anofelinos.  

Los iniciadores degenerados fueron diseñados de acuerdo a las secuencias conservadas 

de las citocromas P450. Las regiones conservadas utilizadas fueron: para CYP6 la región 

YELN  y la región de unión al grupo hem; para CYP9 la región conservada de la hélice I 

FTGS y la región ETLR en CYP9.  Para determinar si los iniciadores amplificarían genes de 

la familia del citocromo P450, se realizaron alineamientos de diferentes secuencias de 

proteínas de las familias CYP6 y CYP9 de A. gambiae, A. funestus y otros insectos como D. 

melanogaster, C. quinquefasciatus, M. domestica,  Heliothis vircenses  y Helicoverpa 

armigera. Esto permitió determinar si las regiones utilizadas para diseñar los iniciadores son 

realmente conservadas en los diferentes insectos,  y por lo tanto pueden amplificar genes 

citocromo P450 en A. albimanus.  Se comparó con otros insectos debido a que las secuencias 

disponibles de citocrormos P450 eran de A. funestus y A.gambiae, los cuales están cercanos 

filogenéticamente entre sí, pero alejados de A. albimanus. Utilizar otros insectos permitió 

conocer si las regiones estaban conservadas y, por lo tanto, estarían conservadas también en A. 

albimanus, dando confiabilidad a los resultados obtenidos.  

Para la validación de iniciadores de CYP6P9, CYP6P4, CYP6AA4, CYP6P3, 

CYP6M2 se realizaron alineamientos de las secuencias de iniciadores con la base de datos de  

Anofelinos de BLAST; esto con el fin de determinar si los iniciadores específicos podrían 

amplificar homólogos de CYP6 en otras especies de Anofelinos además de la que son 

específicos. Si los iniciadores mostraban un alineamiento con otro CYP6 de otro anophelino, 
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estos iniciadores podrían amplificar los homólogos de estos genes en A. albimanus. El valor-E 

y el puntaje máximo fueron los valores para determinar si el alineamiento en BLAST es 

significativo. 

En la figura 13 se observa un diagrama de flujo del proceso para la validación de los 

iniciadores degenerados (A) y específicos (B) 

Figura 13. Diagrama de flujo del procedimiento para la validación in silicio de 

iniciadores 

A)  Validación de iniciadores degenerados publicados en Amenya et al. (2005) 

1. Búsqueda de 
secuencias de 

proteína y ARNm de 

diferentes insectos. 

2. Alineamiento de 
secuencias en 

ClustalW

4. Alineamiento de mARN de 
insectos del orden Diptera y 

Lepidoptera, y de insectos de 

la familia Culicidae

3. Alineamiento de proteínas de 
insectos del orden Diptera y 

Lepidoptera, y de insectos de 
la familia Culicidae. 

3.1 Búsqueda de sitios 
conservados a partir de los 

cuales se diseñaron los 

iniciadores

3.2 Conservación de las
regiones en Dipteros,

Lepidopteros y familia

Culicidae conservación
en A. albimanus

4.1 Búsqueda de sitios donde se
une el iniciador. Búsqueda de

conservaciónen estos sitios

4.2 Conservación de las
regiones en Dipteros,

Lepidopteros y familia

Culicidae conservación
en A. albimanus

6. Análisis de iniciadores en 
OligoAnalyzer

6.1 Se realizó este análisis 
si los iniciadores eran 

adecuados o no. 

5. Conservación en 
proteína y mARN de los 

diferentes insectos 

conservación en A. 
albimanus

7. Iniciadores 

validados para 

utilizarlos en A. 

albimanus
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B)  Validación de iniciadores específicos publicados en   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C.  

1. Búsqueda de secuencias.  

1. Búsqueda de secuencias. Se realizó una búsqueda de las secuencias de 

proteínas y nucleótidos de citocromo P450 implicadas en la resistencia en diferentes dípteros 

como: Drosphila melanogaster, Culex quinquefasciatus, Musca domestica, Anopheles 

gambiae, Anopheles funestus, Anopheles minimus, Heliothis virescens y Helicoverpa 

armígera. 

Las búsquedas se realizarán en NCBI con la base de datos de proteínas y de 

nucleótidos (www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide y www.ncbi.nlm.nih.gov/protein ). 

1. Alineamiento en BLAST de los iniciadores 
con la base de datos de Anofelinos. 

1.1 Se buscó un alineamiento con otro 
CYP en otra especie de Anofelino

además del alineamiento con el gen 

para el cual fue diseñado el iniciador.

1.2 Un alineamiento con otro CYP podría 
implicar que el iniciador amplifica 

genes CYP homólogos en otra especie 

 posible amplificación de homólogos 
en A. albimanus

4. Alineamiento en ClustalW
de secuencias de CYP6 y 

localización de los 

iniciadores en el gen 
específico y el homólogo.

3. 1 Puede amplificar 
homólogos en otros 

anofelinos

incluyendo A. 
albimanus

3.2 Los iniciadores 
probablemente 

no amplificarán 

homólogos en A. 
albimanus

4.1 Se localizaron las regiones para 
comprobar que el iniciador se 

uniera a alguna región 

conservada y amplificara otros 
genes. 

5. Se analizaron los iniciadores en 
OligoAnalyzer sin importar si 

presentaron un alineamiento con 

otro CYP o no. 

5.1 Se realizó este análisis si los 
iniciadores eran adecuados o no. 

Procedimiento

Razonamiento

Conclusión 

Conclusión 
preliminar

2. Se pueden obtener dos resultados. 
Un alineamiento con otro CYP6 o 

solo con el gen para el cual es 

específico. 

Resultado 
preliminar

3. Alineamiento con 
otro          CYP

Alineamiento con el 

mismo

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein
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En el Cuadro 3 y 4 se muestran las secuencias de proteína y mARN obtendias de 

NCBI. 

Cuadro 3. Secuencias de proteínas obtenidas de NCBI 

 

 

 

Gen CYP Número de accesión Insecto

CYP6P1 AAY85596.1 Anopheles funestus

CYP6P9 AAV68097.2

CYP6P5 AAZ04292.1

CYP6P4 AAY85603.1

CYP6Y1 AAY85604.1

CYP6N2 AAY85601.1

CYP6M1 AAY85600.1

CYP6M8 AAV68096.1

CYP6M7 AAV68095.1

CYP6AA4 AAL93295.1

CYP6P3 AAL93295.1 Anopheles gambiae

CYP6Z1 AAL93296.1

CYP6P2 AAL93298.1

CYP6P7 AAN05727.1 Anopheles minimus

CYP6F1 BAA92152.1 Culex quinquefasciatus

CYP6G1 AAF58557.1 Drosophila melanogaster

CYP6A2 AAB36782.1

CYP6A8 AAF58185.2

CYP6D1 AAC99341.1 Musca domestica

CYP9L4 AAY85606.1 Anopheles funestus

CYP9M3 AAV68102.1

CYP9J14 AAV68101.1

CYP9J13 AAV68100.1

CYP9J12 AAV68099.1

CYP9K1 AAR13731.1 Anopheles gambiae

CYP9L1 AAL96668.1

CYP9C1 XP_001869970.1 Culex quinquefasciatus

CYP9B2 XP_001864297.1

CYP9B1 XP_001855241.1

CYP9J1 AAK73350.1 Aedes aegypti

CYP9J2 AAK17188.1

CYP9B1 NP_523645.1 Drosophila melanogaster

CYP9C1 NP_523850.1

CYP9B2 AAF59290.1

CYP9A1v2 AAD25104.1 Heliothis virescens



41 

 

 

 

Cuadro 4. Secuencias de proteínas obtenidas de NCBI 

 

 

 

2. Identificación de iniciadores a validar   

 2. Identificación de iniciadores a validar.  Los iniciadores degenerados a 

validar para amplificar genes de las familias CYP6 y CYP9 se muestran en el Cuadro 2, y los 

iniciadores específicos en el Cuadro 3.  

 

Gen CYP Número de accesión Insecto

CYP6P9 DQ497428.1 Anopheles funestus

CYP6M8 AY729660.1

CYP6M7 AY729659.1

CYP6AA4 AY729658.1

CYP6P3 AF487534.1 Anopheles gambiae

CYP6Z1 AF487535.1

CYP6P2 AF487537.1

CYP6M1 AY062208.1

CYP6P7 AY426719.1 Anopheles minimus

CYP6G1 NM_136899.2 Drosophila melanogaster

CYP6A2 NM_078904.1

CYP6A8 NM_079025.3

CYP6D1 U22366.1 Musca domestica

CYP6B7 DQ497428.1 Helicoverpa armigera

CYP9M3 AY729666.1 Anopheles funestus

CYP9J14 AY729665.1

CYP9J13 AY729664.1

CYP9J12 AY729663.1

CYP9J11 AY729662.1

CYP9K1 AF487533.1 Anopheles gambiae

CYP9L1 XM_320243.3

CYP9C1 XM_001869935.1 Culex quinquefasciatus

CYP9B2 XM_001864262.1

CYP9J1 AF390099.1 Aedes aegypti

CYP9J2 AF329892.1

CYP9H1 NM_136976.1 Drosophila melanogaster

CYP9C1 NM_079126.2

CYP9B1 NM_078921.2

CYP9A1V2 AF140021.1 Heliothis virescens
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Cuadro 5. Iniciadores generales para las familias CYP6 y CYP9 (Amenya, et.al. 2005). 

 

Familia Iniciador forward Iniciador reverse 

CYP6 5´-TCW SIC TGT ACGAGC TKG C-3´ 5´-GGI CCC TCG CCGAACGG-3´ 

CYP9 5´-TTYACCGGC AGC AAR ATG CG-3´ 5´-AGY GTYTCC GAY ACR ACC ATR TC-3´ 

 

En el Cuadro 2 los nucleótidos degenerados: W puede ser A/T, S puede ser C/G, K 

puede ser G/T, Y puede ser C/T y R puede ser G/A (NC-IUB 2008). 

 

Cuadro 6. Iniciadores específicos (Wondji 2009) (Muller, et.al. 2008) 

 

3. Alineamiento de secuencias 

3. Alineamiento de secuencias. Se llevó a cabo una alineación de las secuencias 

de proteína y nucleótidos de citocromo P450 de los diferentes dípteros en ClustalW. 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html). 

Para los iniciadores específicos además de los programas anteriores se utilizó 

BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)  de nucleótidos. 

 

 

 

 

Gen Iniciador forward Iniciador reverse
Especie para la que 

es específico
Homólogo

CYP6P9   5´-

AGGTGACACTATAGAATATCTT

CGTAGTGTCGGCAGTG -3´

5´-

GTACGACTCACTATAGGGACCG

AACAGAAAATGTGGGTT-3´ 

A.        funestus CYP6P3 de 

A. gambiae

CYP6P4 AGGTGACACTATAGAATAGAGG

ACCATGGTGGACAAGT 

GTACGACTCACTATAGGGACTG

GGTAAAACTCGGGATCA 

A.        funestus CYP6P4 de 

A. gambiae

CYP6AA4 AGGTGACACTATAGAATATCCC

GGTCGGTAATATGAAA 

GTACGACTCACTATAGGGACAC

CGGCTTAAGCATGAAGT 

A.        funestus CYP6AA1 

A. gambaie

CYP6P3 AGCTAATTAACGCGGTGCTG AAGTGTGGATTCGGAGCGTA A.        gambiae CYP6P9 A. 

funestus

CYP6P1 AGGTGACACTATAGAATACCCG

CGTAATGTAGGAGTTC 

GTACGACTCACTATAGGGAACT

CCTCAGCTGAAAACCGA 

A.        funestus CYP6P1 A. 

gambiae

CYP6M2 TTCGTCGACTCTCCTCACCT GAAATGTACCGGGACTGGTG A.        gambiae CYP6M8 A. 

funestus

http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Cuadro 7. Parámetros a utilizar en  BLAST  en los alineamientos 

 

Parámetros Valores 

Umbral esperado 10 

Puntaje de identidad/desigualdad 1,-2 

Costos de espacios Lineal 

 

 

a. Umbral esperado  Este parámetro especifica el umbral de los valores de 

significancia estadística que se aceptarán para identidades.  El valor escogido es 10, lo cual 

significa que si el valor-E es mayor que el umbral esperado, la identidad encontrada no será 

significativa; mientras que si el valor-E es menor que el umbral, sí será significativo (Madden 

2002). 

b. Puntaje de identidad/ desigualdad. Se refiere a un puntaje positivo que se 

da por una identidad y una penalidad por una desigualdad. La proporción de 

identidad/desigualdad debe aumentar mientras más divergentes sean las secuencias 

comparadas. Un radio de 0.33 (1/-3) es para secuencias que son 99% conservadas; un radio de 

0.5 (1/-2) es para secuencias 95% conservadas, y un radio de (1/-1) para secuencias 75% 

conservadas (Madden 2002) 

c. Costos de espacios.  Es el costo de abrir o extender un espacio en un 

alineamiento. En este caso se escogerá un costo lineal que es el valor para megablast y es 

determinado por los puntajes de identidad/desigualdad (Madden 2002). 

 

Cuadro 8. Parámetros del alineamiento para ClustalW  en los alineamientos 

 

Parámetros Valores (Proteína/ADN) 

Penalidad por abertura de espacio 10/ 15.0 

Penalidad por la extensión de un espacio 0.2/6.66 

Matriz de sustitución  BLOSSUM/DNA Identity matrix 

 

d. Penalidad por abertura y extensión de un espacio  Es la penalidad que 

tendrá  abrir o extender un espacio en un alineamiento (Madden 2002).  
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4. Análisis de los iniciadores  

4.  Análisis de los iniciadores Se realizó un análisis de cada iniciador para determinar 

si formaría estructuras de lazo, dímeros con el mismo o con el otro iniciador, la diferencia 

de Tm, etc.  

Se utilizó  el programa Oligo Analyzer de SciTools 

(http://www.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/) 

Cuadro 9. Parámetros para el análisis de los iniciadores en SciTools 

 

Parámetros Valores  

Concentración de Na
+
 50mM 

Concentración de dNTPs y Mg
++ 

 0.0mM 

Concentración del iniciador 0.25uM 

 

5. Análisis de datos 

5.    Análisis de datos.  Para el análisis de los iniciadores de las familias CYP6 y CYP9 en 

ClustalW se analizaron los segmentos de las secuencias conservadas utilizadas para diseño de 

los iniciadores degenerados. Es decir las que tienen los símbolos “*”,  “:”  y “.”(EMBL-EB, 

2009). Los alineamientos para esta sección se hicieron con secuencias de proteínas y de 

nucleótidos (mARN). 

Como parte de este análisis se utilizaron secuencias de insectos de diferente orden 

(Diptera y Lepidoptera) de la familia Culicidae y diferentes especies de Anofelinos. Se 

utilizaron estas secuencias ya que al conocer la relación filogenética que existe entre los 

diferentes insectos se podría determinar si la secuencia sería conservada en insectos del 

mismo orden, familia pero de diferente especie como A. albimanus. 

Para el análisis de los iniciadores específicos en BLAST se tomaron en cuenta el Valor-

E, Puntaje máximo e  Identidades de los homologos de CYP en otros Anofelinos que mostro 

el alineamiento. Se tomo como significativo, el alineamiento con  valor-E menor a 2. El 

puntaje máximo debió ser mayor a 30 bits, y el porcentaje de identidades mayor a 75%.  

Se realizaron alineamientos en ClustalW de  secuencias de genes de la familia CYP6 de 

varios insectos,  y se observo donde se une el iniciador. Esto permitió determinar si el 

http://www.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/
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iniciador se unirá  o no a regiones conservadas. Ya que si se une a regiones conservadas no 

será tan específico para el gen blanco.  

También se analizaron las estructuras de cada primer como la formación de dímeros 

con el mismo, la formación de lazo, el G, diferencia de Tm. Se aceptará una diferencia en el 

Tm= 3°C  y un G menor a -3kcal/mol para la formación de lazo y  dímeros G menor a  -

6Kcal/mol. Un porcentaje de CG de 40-70% (Premier Biosoft International, 2009). 
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VI. RESULTADOS  
 

A. Resultados del análisis de los iniciadores degenerados 

1. Análisis en ClustalW de iniciadores degenerados 

1. Análisis en ClustalW de iniciadores degenerados. Las figuras con los alineamientos 

muestran solamente la región donde se unen los iniciadores y no el alineamiento completo. 

Los alineamientos completos se encuentran en la sección de Anexos.  

Las secuencias de proteínas de genes de CYP6 de Dípteros se alinearon para determinar 

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

conservadas. Las secuencias de proteínas utilizadas se detallan en el Cuadro 10 y la alineación 

se muestra en la Figura 14. 

 

Cuadro 10. Secuencias de proteínas de la familia CYP6 de insectos utilizados para el 

alineamiento de la Figura 14 

 

 

Gen CYP6 Insecto
Abreviatura utilizada en la 

figura

CYP6P1 Anopheles funestus Fun

CYP6P9

CYP6P5

CYP6P4

CYP6Y1

CYP6N2

CYP6M1

CYP6M8

CYP6M7

CYP6AA4

CYP6P3 Anopheles gambiae Gamb.

CYP6Z1

CYP6P2

CYP6P7 Anopheles minimus Min.

CYP6F1 Culex quinquefasciatus Cx.

CYP6G1 Drosophila melanogaster Dros.

CYP6A2

CYP6A8

CYP6D1 Musca doméstica Mus
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Figura 14. Alineamiento de secuencias de proteínas de la familia CYP6 de diferentes 

insectos. 

Los residuos conservados utilizados para diseñar los iniciadores están marcados con 

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

puntos. F: región a partir de la cual se diseñó el iniciador forward. R: región a partir de 

la cual se diseñó el iniciador reverse. Se muestra parte del alineamiento. 

 

 

Las secuencias de proteínas de genes de CYP6 de insectos de la familia Culicidae se 

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

determinar si están conservadas dentro de la familia. Las secuencias de proteínas utilizadas se 

detallan en el cuadro 11 y la alineación se muestra en la Figura 15. 
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Cuadro 11. Secuencias de proteínas de la familia CYP6 utilizadas para el alineamiento 

de la Figura 15 

 

Figura 15. Alineamiento de secuencias de proteínas de la familia CYP6 de insectos de la 

familia Culicidae. 

Los residuos conservados utilizados para diseñar los iniciadores están marcados con 

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

puntos. F: región a partir de la cual se diseñó el iniciador forward. R: región a partir de 

la cual se diseñó el iniciador reverse. Se muestra parte del alineamiento 

 

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gen CYP6 Insecto
Abreviatura utilizada 

en la figura

CYP6P1 Anopheles funestus Fun.

CYP6P9

CYP6P5

CYP6P4

CYP6Y1

CYP6N2

CYP6M1

CYP6M8

CYP6M7

CYP6AA4

CYP6P3 Anopheles gambiae Gamb.

CYP6Z1

CYP6P2

CYP6P7 Anopheles minimus Min.

CYP6F1 Culex quinquefasciatus Cx.
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Las secuencias de proteínas de genes de CYP6 de insectos de la familia Culicidae se 

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

determinar si están conservadas dentro de la familia. Las secuencias de proteínas utilizadas se 

detallan en el Cuadro 8 y la alineación se muestra en la Figura 15. 

Las secuencias de proteínas de genes de CYP9 de insectos del superoden 

Endopterygota se alinearon para observar las regiones a partir de las cuales se diseñaron los 

iniciadores y determinar si están conservadas dentro de la familia. Las secuencias de proteínas 

utilizadas se detallan en el Cuadro 12 y la alineación se muestra en la Figura 16. 

 

Cuadro 12. Secuencias de proteínas de la familia CYP9 utilizadas para el alineamiento 

de la Figura 16 

 

CYP9 Insecto
Abreviaturas utilizada 

en la figura

CYP9L4 Anopheles funestus Fun.

CYP9M3

CYP9J14

CYP9J13

CYP9J12

CYP9K1 Anopheles gambiae Gamb.

CYP9L1

CYP9C1 Culex quinquefasciatus Cx

CYP9B2

CYP9B1

CYP9J1 Aedes aegypti Aed.

CYP9J2

CYP9B1 Drosophila melanogaster Dros.

CYP9C1

CYP9B2

CYP9A1v2 Heliothis virescens Helio  
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Figura 16. Alineamiento de secuencias de proteínas de la familia CYP9 de diferentes 

insectos. 

Los residuos conservados utilizados para diseñar los iniciadores están marcados con 

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

puntos. F: región a partir de la cual se diseñó el iniciador forward. R: región a partir de 

la cual se diseñó el iniciador reverse. Se muestra parte del alineamiento. 

 

 

 

Las secuencias de proteínas de genes de CYP9 de insectos de la familia Culicidae se 

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

determinar si están conservadas dentro de la familia. Las secuencias de proteínas utilizadas se 

detallan en el Cuadro 13 y la alineación se muestra en la Figura 17. 
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Cuadro 13. Secuencias de proteínas de la familia CYP9 utilizadas en el alineamiento de 

la Figura  17 

 

 

Figura 17. Alineamiento de secuencias de proteínas de la familia CYP9 de diferentes 

insectos. 

Los residuos conservados utilizados para diseñar los iniciadores están marcados con 

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

puntos. F: región a partir de la cual se diseñó el iniciador forward. R: región a partir de 

la cual se diseñó el iniciador reverse. Se muestra parte del alineamiento 

 

 

 

Las secuencias de mARN de genes de CYP6 de Dipteros se alinearon para determinar 

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

conservadas dentro de la familia. Las secuencias de mARN utilizadas se detallan en el cuadro 

14 y la alineación se muestra en la Figura 18. 

CYP9 Insecto
Abreviatura utilizada 

en la figura

CYP9L4 Anopheles funestus Fun.

CYP9M3

CYP9J14

CYP9J13

CYP9J12

CYP9K1 Anopheles gambiae Gamb.

CYP9L1

CYP9C1 Culex quinquefasciatus Cx.

CYP9B2

CYP9B1

CYP9J1 Aedes aegypti Aed.

CYP9J2
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Cuadro 14. Secuencias de mARN de la familia CYP6 utilizados para el alineamiento de 

la Figura 18 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gen CYP6 Insecto
Abreviaturas 

utilizadas en la figura

CYP6P9 Anopheles funestus Fun.

CYP6M8

CYP6M7

CYP6AA4

CYP6P3 Anopheles gambiae Gamb.

CYP6Z1

CYP6P2

CYP6M1

CYP6P7 Anopheles minimus Min.

CYP6G1 Drosophila melanogaster Dros.

CYP6A2

CYP6A8

CYP6D1 Musca domestica Mus.

CYP6B7 Helicoverpa armigera Helico
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Figura 18. Alineamiento de secuencias de mARN de la familia CYP6 de diferentes 

insectos. 

Los residuos conservados utilizados para diseñar los iniciadores están marcados con 

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

puntos. W:A/T R: A/G  Y: C/T S:C/G. F: iniciador forward. R: complemento reverso del 

iniciador reverse 
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Las secuencias de mARN de genes de CYP6 de insectos de la familia Culicidae se 

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

determinar si están conservadas dentro de la familia. Las secuencias de proteínas utilizadas se 

detallan en el Cuadro 15 y la alineación se muestra en la Figura 19. Para este alineamiento se 

utilizaron solamente secuencias de Anofelinos debido a que se contaba sólo con la secuencia 

de mARN de estos y no de otros insectos de la familia Culicidae.  

Cuadro 15. Secuencias de mARN de la familia CYP6 utilizadas para el alineamiento de 

la Figura 19 

 

Figura 19. Alineamiento de secuencias de mARN de la familia CYP6 de insectos de la 

familia Culicidae. 

Los nucleótidos conservados utilizados para diseñar los iniciadores están marcados con 

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

puntos. F: iniciador Forward. R: complemento reverso del  iniciador reverse W:A/T R: 

A/G  Y: C/T S:C/G 

 

CYP6 Insecto Abreviaturas utilizadas 

en la figura

CYP6P9 Anopheles funestus Fun.

CYP6M8

CYP6M7

CYP6AA4

CYP6P3 Anopheles gambiae Gamb.

CYP6Z1

CYP6P2

CYP6M1

CYP6P7 Anopheles minimus Min.
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 Las secuencias de mARN de genes de CYP9 de insectos del superoden Endopterygota 

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

determinar si están conservadas dentro de la familia. Las secuencias de mARN utilizadas se 

detallan en el Cuadro 16 y la alineación se muestra en la Figura 20. 

 

Cuadro 16. Secuencias de mARN de la familia CYP9 utilizadas para el alineamiento de 

la Figura 20 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gen CYP9 Insecto
Abreviaturas utilizadas 

en la figura

CYP9M3 Anopheles funestus Fun.

CYP9J14

CYP9J13

CYP9J12

CYP9J11

CYP9K1 Anopheles gambiae Gamb.

CYP9L1

CYP9C1 Culex quinquefasciatus Cx

CYP9B2

CYP9J1 Aedes aegypti Aed.

CYP9J2

CYP9H1 Drosophila melanogaster Dros.

CYP9C1

CYP9B1

CYP9A1V2 Heliothis virescens Helio.
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Figura 20. Alineamiento de secuencias de mARN de la familia CYP9 de diferentes 

insectos. 

Los residuos conservados utilizados para diseñar los iniciadores están marcados con 

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

puntos. W: A/T R: A/G  Y: C/T S:C/G. F: iniciador forward. R: complemento reverso 

del iniciador reverse. Se muestra parte del alineamiento. 

 

 

 

 

Las secuencias de mARN de genes de CYP9 de insectos de la familia Culicidae se 

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

determinar si están conservadas dentro de la familia. Las secuencias de mARN utilizadas se 

detallan en el  Cuadro 17 y la alineación se muestra en la Figura 21. 
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Cuadro 17. Secuencias de mARN de la familia CYP9 utilizadas para el alineamiento de 

la Figura 21 

CYP9 Especie
Abreviaturas utilizadas 

en la figura

CYP9M3 Anopheles funestus Fun.

CYP9J14

CYP9J13

CYP9J12

CYP9J11

CYP9K1 Anopheles gambiae Gamb.

CYP9L1

CYP9C1 Culex quinquefasciatus Cx.

CYP9B2

CYP9J1 Aedes aegypti Aed.

CYP9J2  

 

Figura 21. Alineamiento de secuencias de mARN de la familia CYP9 de insectos de la 

familia Culicidae. 

Los nucleótidos conservados utilizados para diseñar los iniciadores están marcados con 

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

puntos. W:A/T R: A/G  Y: C/T S:C/G. F: iniciador forward. R: complemento reverso del 

iniciador reverse. Se muestra parte del alineamiento 
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Debido a que el iniciador reverse de la CYP9 no coincidía con algunas partes de la 

secuencia, se diseñó un nuevo iniciador basado en el anterior. Para observar cómo se unía el 

nuevo iniciador se realizó otro alineamiento con secuencias de mARN de CYP9 de diferentes 

insectos. Las secuencias de mARN utilizadas se muestran se detallan en el Cuadro 18 y la 

alineación se muestra en la Figura 23.   

 

Cuadro 18. Secuencias de mARN de la familia CYP9 utilizadas para el alineamiento de 

la Figura 23 

Gen CYP9 Insecto
Abreviaturas utilizadas 

en la figura

CYP9M3 Anopheles funestus Fun.

CYP9J14

CYP9J13

CYP9J12

CYP9J11

CYP9K1 Anopheles gambiae Gamb.

CYP9L1

CYP9C1 Culex quinquefasciatus Cx.

CYP9B2

CYP9J1 Aedes aegypti Aed.

CYP9J2

CYP9H1 Drosophila melanogaster Dros.

CYP9C1

CYP9B1

CYP9A1V2 Heliothis virescens Helio.  

 

Se observa en la Figura 22 la región donde cambio el iniciador anterior para adaptarse 

mejor a las diferentes secuencias. Este es el complemento reverso. 

Figura 22. Región en donde se rediseñó el iniciador CYP9 R. 

En negrilla se observa el cambio de TCG- por WSC. Siendo W: A/T, S: C/G, R:A/G, Y: 

C/T 

 

 

 

 

Se observa también la región donde cambio el iniciador original, como aparece 

publicado en Amenya et.al. 2005. 

5 -́GAYATGGTUGTRTCGGARACRCT-3´

5 -́GAYATGGTYGTRWSCGARACRCT-3´

5 -́AGYGTYTCCGAYACRACCATRTC-3´

5 -́AGYGTYTCGSWACRACCATRTC-3´
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En el Cuadro 19 se observa las diferentes secuencias que tiene la región en donde se 

une la parte TCG del iniciador inicial y la parte WSC del iniciador rediseñado.  

Cuadro 19. Comparación de las diferentes regiones de las secuencias de insectos donde 

se unen  los dos iniciadores reverse de la CYP9. 

Iniciador inicial Iniciador rediseñado

TCG WSC (A/T-C/G-C)

AGC AGC

AAC AAC

TCG TCG

ACA ACA

CTC CTC

TCC TCC

TCT TCT

ACT ACT  

Figura 23. Alineamiento de secuencias de mARN de la familia CYP9 de diferentes 

insectos. 

Los residuos conservados utilizados para diseñar los iniciadores están marcados con 

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

puntos. W: A/T, R: A/G  Y: C/T, S: C/G. F: iniciador forward. R: nuevo complemento 

reverso del iniciador reverse. Se muestra parte del alineamiento 
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Las secuencias de proteínas de genes de la familia CYP6 y CYP9 de insectos de la 

familia Culicidae se alinearon para determinar si las regiones conservadas utilizadas para 

diseñar  los iniciadores son específicas para cada familia. Las secuencias de proteínas 

utilizadas se detallan en el Cuadro 20 y la alineación se muestra en la Figura 24. 

 

Cuadro 20. Secuencias de proteínas de la familia CYP6 y CYP9 de Anopheles utilizados 

para el alineamiento de la Figura 23 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gen CYP6
Número de 

accesión
Especie Gen CYP9

Número de 

accesión
Especie

CYP6P1 AAY85596.1 Anopheles funestus CYP9L4 AY729666.1 Anopheles funestu s

CYP6P9 AAV68097.2 CYP9M3 AY729665.1

CYP6P5 AAZ04292.1 CYP9J14 AY729664.1

CYP6P4 AAY85603.1 CYP9J13 AY729663.1

CYP6Y1 AAY85604.1 CYP9J12 AY729662.1

CYP6N2 AAY85601.1 CYP9K1 AF487533.1 Anopheles gambiae

CYP6M1 AAY85600.1 CYP9L1 XM_320243.3

CYP6M8 AAV68096.1

CYP6M7 AAV68095.1

CYP6AA4 AAL93295.1

CYP6P3 AAL93295.1 Anopheles gambiae

CYP6Z1 AAL93296.1

CYP6P2 AAL93298.1

CYP6P7 AAY85596.1 Anopheles minimus
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Figura 24. Alineamiento de secuencias de proteína de la familia CYP6 y CYP9 de 

insectos. 

Los residuos conservados están marcados pro cuadros. Los residuos idénticos o 

altamente similares están marcados con asteriscos y puntos 
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Los iniciadores degenerados fueron analizados con el programa OligoAnalyzer para 

determinar el Tm, la formación de estructuras de lazo, de heterodímeros y homodímeros.  

 

2. Análisis en OligoAnalyzer de iniciadores degenerados 

2.  Análisis en OligoAnalyzer de iniciadores degenerados. En el cuadro 21 se 

observan las características generales de los oligonucleótidos CYP6. En el cuadro 22 la 

formación de estructuras de lazo y en el 23 la formación de homodímeros con el mismo y con 

el otro iniciador. 

Cuadro 21. Resultados del análisis del iniciador CYP6  en Oligo Analyzer 

 

 

Cuadro 22. Resultados del análisis del iniciador CYP6  para estructuras de Hairpin 

 

 

 

 

 

Cuadro 23. Resultados del análisis del iniciador CYP6 para formación de homodímeros  y 

heteodímeros 

G (Kcal/mol) 

homodímero

Pares de bases que 

forman el 

homodímero

G (Kcal/mol) 

heterodímero

Pares de bases que 

forman el 

heterodímero

G (Kcal/mol) 

homodímero

Pares de bases que 

forman el 

homodímero

-9.99 7 -6.78 4 -12.2 6

-6.78 4 -3.61 2 -9.06 5

-6.69 4 -3.14 2 -6.68 3

-6.44 5 -3.09 3 -6.21 3

-6.34 4 -3.05 3 -5.49 3

-4.74 3 -2.51 2 -3.61 2

-3.61 2 -1.95 2 -3.14 2

-3.3 3 -1.57 2 -3.07 2

-3.17 3 -1.57 2 -1.57 2

-3.09 3 -1.47 2

-2.51 2

-1.95 2

-1.57 2

-1.47 2

Iniciador Forward CYP6 Iniciador Forward y Reverse CYP6 Iniciador Reverse CYP6

 

Característica Iniciador CYP6 F Iniciador CYP6 R

Largo 19 17

Contenido GC: 55.30% 76.50%

Tempreatura meLT 64.8°C 64.7°C

Estructura G (Kcal/mol) Estructura G (Kcal/mol)

1 -0.57 1 -5.57

2 -0.54

CYP6 F CYP6 R
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En el Cuadro 24 se observan las características generales de los oligonucleótidos CYP9. 

En el Cuadro 25 la formación de estructuras de lazo y en el Cuadro 26 la formación de 

homodímeros con el mismo y con el otro iniciador. 

 

Cuadro 24. Resultados del análisis del iniciador CYP9 en Oligo Analyzer 

 

 

Cuadro 25. Resultados del análisis del iniciador CYP9 para estructuras de Hairpin 

 

 

 

Cuadro 26. Resultados del análisis del iniciador CYP9 para formación de homodímeros  y 

heteodímeros 

 

Característica Iniciador CYP9 F Iniciador CYP9 R

Largo 20 23

Contenido GC: 55.00% 50.00%

Tempreatura meLT 65.5°C 64.7

Estructura Estructura G (Kcal/mol)

1 1 -1,86

2

G (Kcal/mol)

-1.33

-1.03

CYP9 F CYP9 R

G (Kcal/mol) 

homodímero

Pares de bases que 

forman el 

homodímero

G (Kcal/mol) 

heterodímero

Pares de bases que 

forman el 

heterodímero

G (Kcal/mol) 

homodímero

Pares de bases que 

forman el 

homodímero

-9.75 4 -6.75 3 -8.13 5

-5.09 3 -6.68 3 -4.89 4

-3.72 3 -3.72 3 -4.34 3

-3.61 2 -3.61 2 -4.12 3

-3.14 2 -3.43 3 -3.61 3

-1.95 2 -3.23 3 -3.1 3

-1.94 2 -3.14 2 -2.78 2

-1.76 2 -3.07 3 -2.24 2

-1.47 2 -2.8 3 -1.77 2

-1.46 2 -1.95 2 -1.76 2

-1.94 2 -1.47 2

-1.76 2 -1.46 2

-1.47 2 -1.41 2

-1.34 2

Iniciador Forward CYP9 Iniciador Forward y Reverse CYP9 Iniciador Reverse CYP9
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En el Cuadro 27 se observan las características generales de los oligonucleótidos CYP9 

con el iniciador R rediseñado. En el Cuadro 28  la formación de estructuras de lazo y en el 

Cuadro 29 la formación de homodímeros con el mismo y con el otro iniciador. 

Cuadro 27. Resultados del análisis del iniciador CYP9 en Oligo Analyzer 

 

Cuadro 28. Resultados del análisis del iniciador CYP9 para estructuras de Hairpin 

 

 

 

 

 

Cuadro 29. Resultados del análisis del iniciador CYP9 para formación de homodímeros  y 

heteodímeros 

 

 

Característica Iniciador CYP9 F Iniciador CYP9 R

Largo 20 23

Contenido GC: 55.00% 50.00%

Tempreatura meLT 65.5°C 64.8

Estructura Estructura G (Kcal/mol)

1 1 1.26

2 2 1.45

3 1.82

G (Kcal/mol)

-1.33

-1.03

CYP9 RCYP9 F

G (Kcal/mol) 

homodímero

Pares de bases que 

forman el 

homodímero

G (Kcal/mol) 

heterodímero

Pares de bases que 

forman el 

heterodímero

G (Kcal/mol) 

homodímero

Pares de bases que 

forman el 

homodímero

-9.75 4 -11.4 4 -8.13 5

-5.09 3 -5.19 3 -6.31 4

-3.72 3 -4.72 3 -5.19 4

-3.61 2 -4.54 3 -5.02 3

-3.14 2 -4.41 3 -4.89 4

-1.95 2 -4.38 4 -4.72 3

-1.94 2 -3.84 3 -4.66 4

-1.76 2 -3.53 3 -4.34 4

-1.47 2 -3.35 3 -4.12 3

-1.46 2 -3.2 3 -3.61 2

-2.98 3 -3.2 3

-2.78 2 -3.1 2

-2.24 2 -3.07 2

-1.95 2 -2.78 2

-1.76 2 -2.24 2

-1.6 2 -1.77 2

-1.58 2 -1.62 2

-1.57 2 -1.58 2

-1.46 2 -1.46 2

-1.41 2

Iniciador Forward CYP9 Iniciador Forward y Reverse CYP9 Iniciador Reverse CYP
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B. Resultados del análisis de los iniciadores específicos  

1. Análisis en BLAST de iniciadores específicos 

1. Análisis en BLAST de iniciadores específicos. Se realizaron alineamientos 

de cada iniciador específico con CYP6P9, CYP6P4, CYP6AA4, CYP6P3, CYP6P1 y 

CYP6M2 en BLAST con la base de datos de Anofelinos. Los resultados se muestran en los 

cuadros 30-35. 

 
Cuadro 30. Resultados de alineamiento del iniciador CYP6P9 con secuencias de Anofelinos 

 

 

Cuadro 31. Resultados de alineamiento del iniciador CYP6P4 con secuencias de Anofelinos 

 

 

Iniciador Descripción 
Puntaje 

máximo
Puntaje total

Cobertura  

del 

alineamiento

E-valor

Gen  CYP6P13 de A. funestus 42.1 42.1 55% 4.00E-04

mARN de CYP6P9  de A. funestus 42.1 42.1 55% 4.00E-04

Anopheles funestus CYP6P9 gene, complete cds 42.1 42.1 55% 4.00E-04

mARN  AGAP010245 (AgaP_AGAP010245) A. 

gambiae  cepa PEST 
28.2 28.2 36% 5.4

mARN CYP6P9 A. funestus  CYP6P9 40.1 40.1 51% 0.001

Gen CYP6P9 A. funestus 40.1 40.1 51% 0.001

Proteína de serina producida en respuesta a la 

infección en A. gambiae 
34.2 34.2 43% 0.092

Gen de la cutícula específico de la pupa de A. 

gambiae
34.2 34.2 43% 0.092

Anopheles gambiae Pen-1 region; BAC clones 30N20, 

10K02, 13E09, 31J16 and 01G10 from library 

NotreDame1 of Anopheles gambiae (African malaria 

mosquito) strain PEST

30.2 311 89% 1.4

CYP6P9 F

CYP6P9 R

Gen CYP6P4 A. funestus 40.1 40.1 52% 0.001

mARN AGAP002159-PA (AgaP_AGAP002159) A. gambiae 

cepa PEST 
30.2 30.2 50% 1.4

mARN AGAP001954-PA (AgaP_AGAP001954) A. gambiae 

cepa PEST 
28.2 28.2 36% 5.4

mARN AGAP011131-PA (AgaP_AGAP011131) A. gambiae 

cepa PEST 
28.2 28.2 36% 5.4

Single read from an extremity of a full-length cDNA clone 

made from Anopheles gambiae total adult females. 3-PRIME 

end of clone FK0AAC48BB02 of strain 6-9 of Anopheles 

gambiae (African malaria mosquito)

28.2 28.2 36% 5.4

Gen CYP6P4 A. funestus 40.1 40.1 52% 0.001

Proteína de serina producida en respuesta a la infección en 

A. gambiae 
32.2 32.2 42% 0.35

Gen de la cutícula específico de la pupa de A. gambiae 32.2 32.2 42% 0.35

mARN AGAP012715-PA (AgaP_AGAP012715)  A. gambiae 26.3 26.3 34% 21

mARN AGAP012588-PA (AgaP_AGAP012588) A. gambiae 26.3 26.3 34% 21

Puntaje total
Cobertura  del 

alineamiento
E-valor

CYP6P4 F

CYP6P4 R

Iniciadores Descripción 
Puntaje 

máximo
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Cuadro 32. Resultados de alineamiento del iniciador CYP6AA4 con secuencias de Anofelinos 

 

 

 

Cuadro 33. Resultados de alineamiento del iniciador CYP6P3 con secuencias de Anofelinos 

 

Iniciador Descripción 
Puntaje 

máximo
Puntaje total

Cobertura  

del 

alineamiento

E-valor

mARN AGAP002865-PA 

(AgaP_AGAP002865) A. gambiae  cepa PEST 
40.1 40.1 100% 4.00E-04

mARN CYP6P3 A. gambiae 40.1 40.1 100% 4.00E-04

mARN CYP6P9 A. funestus 34.2 34.2 85% 0.024

Gen CYP6P13 A. funestus 34.2 34.2 85% 0.024

mARN CYP6P9  A. funestus 34.2 34.2 85% 0.024

Gen CYP6P9 A. funestus 34.2 34.2 85% 0.024

mARN  AGAP002865-PA 

(AgaP_AGAP002865) A. gambiae  cepa PEST 
40.1 40.1 100% 4.00E-04

mARN  CYP6P3 A. gambiae 40.1 40.1 100% 4.00E-04

mARN AGAP007808-PA 

(AgaP_AGAP007808)  A. gambiae cepa PEST 
28.2 28.2 70% 1.5

mARN AGAP011719-PA 

(AgaP_AGAP011719) A. gambiae cepa PEST 
26.3 26.3 65% 5.9

mARN AGAP011097-PA 

(AgaP_AGAP011097) A. gambiae  cepa PEST
26.3 26.3 65% 5.9

CYP6P3 F 

CYP6P3 R

 

 

Iniciador Descripción 
Puntaje 

máximo
Puntaje total

Cobertura  

del 

alineamiento

E-valor

Gen CYP6AA4 A. funestus 40.1 40.1 52% 0.001

mARN  AGAP010077-PA (AgaP_AGAP010077) 

A. gambiae  cepa PEST (CYP)
28.2 28.2 36% 5.4

mARN  AGAP002159-PA (AgaP_AGAP002159) 

A. gambiae  cepa PEST 
28.2 28.2 47% 5.4

Gen CYP6AA2 A. funestus 26.3 26.3 34% 21

mARN  AGAP008989-PA (AgaP_AGAP008989) 

A. gambiae  cepa PEST 
26.3 26.3 34% 21

Gen CYP6AA4 A. funestus 42.1 42.1 53% 4.00E-04

Proteína de serina producida en respuesta a la 

infección en A. gambiae 
34.2 34.2 43% 0.092

Gen de la cutícula específico de la pupa de A. 

gambiae
34.2 34.2 43% 0.092

mARN AGAP012715-PA (AgaP_AGAP012715)  

A. gambiae
26.3 26.3 33% 22

mARN AGAP012588-PA (AgaP_AGAP012588) 

A. gambiae
26.3 26.3 33% 22

CYP6AA4 F

CYP6AA4 R
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Cuadro 34. Resultados de alineamiento del iniciador CYP6P1 con secuencias de Anofelinos 

 

 

 

Cuadro 35. Resultados de alineamiento del iniciador CYP6P1 con secuencias de Anofelinos 

 

Iniciador Descripción
Puntaje 

máximo
Puntaje total

Cobertura  del 

alineamiento
E-valor

Gen secuencia parcialCYP6P1 A. 

funestus
40.1 40.1 52% 0.001

Gen secuencia CYP6P1 A. funestus 40.1 40.1 52% 0.001

mARN AGAP007010-PA 

(AgaP_AGAP007010)  A. gambiae 

cepa PEST

30.2 30.2 39% 1.4

mARN AGAP004637-PA 

(AgaP_AGAP004637) A. gambiae 

cepa PEST

28.2 28.2 36% 5.4

mARN AGAP000273-PA 

(AgaP_AGAP000273) A. gambiae 

cepa. PEST

28.2 28.2 36% 5.4

mARN CYP6P1 A. funestus 40.1 40.1 51% 0.001

Gen CYP6P1 A. funestus 40.1 40.1 51% 0.001

Proteína de serina producida en 

respuesta a la infección en A. 

gambiae 

34.2 34.2 43% 0.092

Gen de la cutícula específico de la 

pupa de A. gambiae
34.2 34.2 43% 0.092

mARN AGAP007647-PA 

(AgaP_AGAP007647)  A. gambiae 

cepa PEST

28.2 28.2 35% 5.7

CYP6P1 F

CYP6P1 R

Iniciador Descripción 
Puntaje 

máximo
Puntaje total

Cobertura  

del 

alineamiento

E-valor

mARN AGAP008212-PA 

(AgaP_AGAP008212) A. gambiae  cepa 

PEST 

40.1 40.1 100% 4.00E-04

mARN CYPm3r9 A. gambiae  40.1 40.1 100% 4.00E-04

mARN AGAP012181-PA 

(AgaP_AGAP012181) A. gambiae  cepa 

PEST 

26.3 26.3 85% 5.9

ARN ribosomal 18S A. fluviatilis 

secuencia parcial 

24.3 68.9 60% 23

ARN ribosomal 18S A. fluviatilis 

secuencia parcial

24.3 68.9 60% 23

mARN AGAP008212-PA 

(AgaP_AGAP008212) A. gambiae  cepa 

PEST 

40.1 40.1 100% 4.00E-04

mARN CYPm3r9 A. gambiae 34.2 34.2 85% 0.024

mARN AGAP008889-PA 

(AgaP_AGAP008889) A. gambiae  cepa 

PEST 

28.2 28.2 70% 1.5

mARN protein cuticular CPLC15 A. 

gambiae  cepa PEST 

28.2 28.2 70% 1.5

mARN AGAP001687-PA 

(AgaP_AGAP001687) A. gambiae  cepa 

PEST 

26.3 26.3 65% 5.9

CYP6M2 F

CYP6M2 R
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2. Análisis en ClustalW de iniciadores CYP6P3 y CYP6AA4 

  2. Análisis en ClustalW de iniciadores CYP6P3 y CYP6AA. Debido a que 

los iniciadores forward CYP6P3 y CYP6AA4 fueron los únicos en presentaron un 

alineamiento con otro CYP de otra especie, se realizó un alineamiento de los iniciadores con 

secuencias de mARN de la familia CYP6. Las secuencias de mARN de genes de CYP6 de 

insectos de la familia Culicidae se alinearon para determinar si las regiones donde se unen los 

iniciadores CYP6P3 y CYP6AA4 no son conservadas, ya que se busca que el iniciador sea 

específico. Las secuencias de mARN utilizadas se detallan en el Cuadro 36 y la alineación se 

muestra en la Figura 25. 

 

Cuadro 36. Secuencias de mARN de la familia CYP6 utilizados para el alineamiento de la Figura 

25 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gen CYP Insecto
Abreviaturas utilizadas 

en la figura

CYP6P3 Anopheles gambiae Gamb.

CYP6P9 Anopheles funestus Fun.

CYP6M8

CYP6M7

CYP6AA4

CYP6Z1 Anopheles gambiae Gamb.

CYP6P2

CYP6M1

CYP6P7 Anopheles minimus Min.
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Figura 25. Alineamiento de secuencias de mARN de la familia CYP6. 

Los cuadros señalan las regiones donde se hibridizan los iniciadores específicos para CYP6P3 de 

A. gambiae. F: iniciador forward. R: complemento reverso del iniciador reverse 
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3. Análisis en OligoAnalyzer de iniciadores específicos 

3. Análisis en OligoAnalyzer de iniciadores específicos. En el Cuadro 37 se 

observan las características generales de los oligonucleótidos CYP6P9. En el Cuadro 38 la 

formación de estructuras de lazo y en el 39 la formación de homodímeros con el mismo y con 

el otro iniciador. Este iniciador fue diseñado para A. funestus. 

 

Cuadro 37. Resultados del análisis del iniciador CYP6P9  en Oligo Analyzer 

 

 

Cuadro 38. Resultados del análisis del iniciador CYP6P9 para estructuras de Hairpin 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Característica Iniciador CYP6P9 F Iniciador CYP6P9 R

Largo 38 39

Contenido GC: 44.70% 46.20%

Tm 63.1°C 64.6°C

Estructura G (Kcal/mol) Estructura G (Kcal/mol)

1 -4.75 1 -1.62

2 -2.93 2 -0.97

3 -0.81

CYP6P9 F CYP6P9 R
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Cuadro 39. Resultados del análisis del iniciador CYP6P9 para formación de homodímeros  y 

heteodímeros 

 

G (Kcal/mol) 

homodímero

Pares de bases 

que forman el 

homodímero

G (Kcal/mol) 

heterodímero

Pares de bases 

que forman el 

heterodímero

G (Kcal/mol) 

homodímero

Pares de bases 

que forman el 

homodímero

-8.77 7 -8.26 4 -6.59 6

-6.59 6 -7.49 5 -4.41 3

-4.89 4 -7.13 4 -3.65 4

-3.61 2 -6.59 6 -3.61 2

-3.52 3 -6.53 4 -3.3 3

-3.3 3 -5.86 5 -3.29 3

-3.17 3 -4.89 4 -3.07 2

-3.14 2 -4.87 4 -1.95 2

-2.44 3 -4.41 3 -1.94 2

-1.95 2 -3.52 3 -1.6 2

-1.6 2 -3.3 3 -1.57 2

-1.57 2 -2.94 3 -1.47 2

-1.34 2 -2.92 3 -1.34 2

-0.96 2 -2.44 3 -0.96 2

-1.95 2

-1.94 2

-1.6 2

-1.57 2

-1.47 2

-1.34 2

-0.96 2

Iniciador Forward CYP6P9
Iniciador Forward y Reverse 

CYP6P9
Iniciador Reverse CYP6P9

 

 

En el Cuadro 40 se observan las características generales de los oligonucleótidos 

CYP6P4. En el Cuadro 41 la formación de estructuras de lazo y en el 42 la formación de 

homodímeros con el mismo y con el otro iniciador. Este iniciador fue diseñado para A. 

funestus. 

 

Cuadro 40. Resultados del análisis del iniciador CYP6P4  en Oligo Analyzer 

Característica Iniciador CYP6P4 F Iniciador CYP6P4 R

Largo 38 39

Contenido GC: 44.70% 48.70%

Tm 64.0°C 64.9°C
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Cuadro 41. Resultados del análisis del iniciador CYP6P4 para estructuras de Hairpin 

 

 

 

 

 

 

Cuadro 42. Resultados del análisis del iniciador CYP6P4  para formación de homodímeros  y 

heteodímeros 

 

 

En el Cuadro 43 se observan las características generales de los oligonucleótidos 

CYP6AA4. En el Cuadro 44 la formación de estructuras de lazo y en el Cuadro 45 la 

formación de homodímeros con el mismo y con el otro iniciador. Este iniciador fue diseñado 

para A. funestus. 

 

Estructura G (Kcal/mol) Estructura G (Kcal/mol)

1 -2.85 1 -0.88

CYP6P4 F CYP6P4 R

G (Kcal/mol) 

homodímero

Pares de bases 

que forman el 

homodímero

G (Kcal/mol) 

heterodímero

Pares de bases 

que forman el 

heterodímero

G (Kcal/mol) 

homodímero

Pares de bases 

que forman el 

homodímero

-14.2 8 -6.59 6 -6.59 6

-6.59 6 -5.02 3 -5.19 3

-5.02 3 -4.87 4 -4.62 4

-4.41 3 -4.41 3 -3.65 4

-4.03 4 -4.03 4 -3.61 2

-3.3 3 -3.53 3 -2.3 3

-3.07 2 -3.3 3 -1.95 2

-1.95 2 -3.17 3 -1.6 2

-1.6 2 -3.07 2 -1.57 2

-1.47 2 -2.94 3 -1.34 2

-1.34 2 -1.95 2 -0.96 2

-0.96 2 -1.6 2

-1.57 2

-1.47 2

-1.34 2

-0.96 2

Iniciador Forward CYP6P4 Iniciador Forward y Reverse 

CYP6P4

Iniciador Reverse CYP6P4
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Cuadro 43. Resultados del análisis del iniciador CYP6AA4  en Oligo Analyzer 

 

 

Cuadro 44. Resultados del análisis del iniciador CYP6AA4 para estructuras de Hairpin 

 

 

 

 

 

 

Cuadro 45. Resultados del análisis del iniciador CYP6AA4  para formación de homodímeros  y 

heteodímeros 

 

Característica Iniciador CYP6AA4 F Iniciador CYP6AA4 R

Largo 38 39

Contenido GC: 39.50% 48.70%

Tempreatura meLT 61.7 ºC 65.5 ºC

Estructura G (Kcal/mol) Estructura G (Kcal/mol)

1 -0.47 1 -1.46

2 -0.76

CYP6AA4 F CYP6AA4 R

G 

(Kcal/mol) 

homodímero

Pares de bases 

que forman el 

homodímero

G 

(Kcal/mol) 

heterodímero

Pares de bases 

que forman el 

heterodímero

G 

(Kcal/mol) 

homodímero

Pares de bases 

que forman el 

homodímero

-9.75 4 -11.09 5 -14.33 8

-6.68 3 -8.02 4 -9.75 4

-6.59 6 -7.71 4 -6.59 6

-3.91 4 -6.59 6 -5.38 4

-3.61 2 -6.53 4 -3.65 4

-3.3 3 -4.87 4 -3.61 2

-3.07 3 -3.61 2 -3.54 3

-2.92 3 -3.53 3 -3.53 3

-2.44 3 -3.43 3 -3.14 2

-1.95 2 -3.07 2 -3.07 2

-1.6 2 -2.94 3 -2.94 3

-1.57 2 -2.91 3 -1.95 2

-1.47 2 -2.44 3 -1.6 2

-1.34 2 -1.95 2 -1.57 2

-0.96 2 -1.94 2 -1.34 2

-1.6 2 -0.96 2

-1.57 2

-1.47 2

-1.34 2

-0.96 2

Iniciador Forward CYP6AA4
Iniciador Forward y Reverse 

CYP6AA4
Iniciador Reverse CYP6AA4
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En el Cuadro 46 se observan las características generales de los oligonucleótidos 

CYP6P3. En el Cuadro 47 la formación de estructuras de lazo y en el Cuadro 48 la formación 

de homodímeros con el mismo y con el otro iniciador. Este iniciador fue diseñado para A. 

gambiae. 

Cuadro 46. Resultados del análisis del iniciador CYP6P3 en Oligo Analyzer 

 

 

 

 

 

Cuadro 47. Resultados del análisis del iniciador CYP6P3 para estructuras de Hairpin 

 

 

 

 

 

Cuadro 48. Resultados del análisis del iniciador CYP6P3  para formación de homodímeros  y 

heteodímeros 

 

G (Kcal/mol) 

homodímero

Pares de bases que 

forman el 

homodímero

G (Kcal/mol) 

heterodímero

Pares de bases que 

forman el 

heterodímero

G (Kcal/mol) 

homodímero

Pares de bases que 

forman el 

homodímero

-10.36 4 -8.09 4 -3.61 2

-7.29 6 -4.74 3 -3.14 2

-6.34 4 -3.61 2 -1.94 2

-4.85 4 -3.42 3 -1.57 2

-4.74 3 -1.94 2 -1.47 2

-3.61 2 -1.6 2 -0.96 2

-3.14 2 -1.34 2

-1.34 2 -0.96 2

-0.96 2

Iniciador Forward CYP6P3 Iniciador Forward y Reverse CYP6P3 Iniciador Reverse CYP6P3

 

En el Cuadro 49 se observan las características generales de los oligonucleótidos 

CYP6P1. En el Cuadro 50 la formación de estructuras de lazo y en el Cuadro 51 la formación 

Característica Iniciador CYP6P3 F Iniciador CYP6P3 R

Largo 20 20

Contenido GC: 50.00% 50.00%

Tempreatura 

meLT
55.7 ºC 56.2 ºC

Estructura G (Kcal/mol) Estructura G (Kcal/mol)

1 -0.3 1 0.3

CYP6P3 F CYP6P3 R
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de homodímeros con el mismo y con el otro iniciador. Este iniciador fue diseñado para A. 

funestus. 

Cuadro 49. Resultados del análisis del iniciador CYP6P1 en Oligo Analyzer 

 

 

 

 

 

Cuadro 50. Resultados del análisis del iniciador CYP6P1 para estructuras de Hairpin 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Característica Iniciador CYP6P1 F Iniciador CYP6P1 R

Largo 38 39

Contenido GC: 44.70% 48.70%

Tempreatura 

meLT
63.1 ºC 65.2 ºC

Estructura G (Kcal/mol) Estructura G (Kcal/mol)

1 -0.18 1 -1.35

2 -0.72

CYP6P1 F CYP6P1 R
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Cuadro 51. Resultados del análisis del iniciador CYP6P1  para formación de homodímeros  y 

heteodímeros 

G (Kcal/mol) 

homodímero

Pares de bases 

que forman el 

homodímero

G (Kcal/mol) 

heterodímero

Pares de bases 

que forman el 

heterodímero

G (Kcal/mol) 

homodímero

Pares de bases que 

forman el 

homodímero

-10.36 4 -12.7 8 -13.39 8

-6.59 6 -6.59 6 -6.59 6

-4.41 3 -6.14 3 -4.67 3

-3.61 2 -5.91 4 -4.64 3

-3.52 3 -4.87 4 -3.65 4

-3.3 3 -4.67 3 -3.61 2

-3.07 2 -4.41 3 -3.07 2

-2.94 3 -3.61 2 -1.6 2

-2.56 3 -3.53 3 -1.57 2

-2.44 3 -3.52 3 -1.34 2

-2.3 3 -3.29 3 -0.96 2

-1.94 2 -3.14 2

-1.6 2 -3.07 2

-1.47 2 -2.94 3

-1.34 2 -2.56 3

-0.96 2 -2.44 3

-2.3 3

-1.95 2

-1.94 2

-1.6 2

-1.57 2

-1.47 2

-1.34 2

-0.96 2

Iniciador Forward CYP6P1 Iniciador Forward y Reverse 

CYP6P1

Iniciador Reverse CYP6P1

 

En el Cuadro 52 se observan las características generales de los oligonucleótidos 

CYP6M2. En el Cuadro 53 la formación de estructuras de lazo y en el Cuadro 54 la formación 

de homodímeros con el mismo y con el otro iniciador. Este iniciador fue diseñado para A. 

gambiae. 

 

Cuadro 52. Resultados del análisis del iniciador CYP6M2 en Oligo Analyzer 

 

 

 

 

 

 

Característica Iniciador CYP6M2 F Iniciador CYP6M2 R

Largo 20 20

Contenido GC: 55.00% 55.00%

Tempreatura 

meLT
57.3 ºC 55.5 ºC
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Cuadro 53. Resultados del análisis del iniciador CYP6M2 para estructuras de Hairpin 

 

 

 

 

 

 

Cuadro 54. Resultados del análisis del iniciador CYP6M2  para formación de homodímeros  y 

heteodímeros 

 

G (Kcal/mol) 

homodímero

Pares de bases 

que forman el 

homodímero

G (Kcal/mol) 

heterodímero

Pares de bases 

que forman el 

heterodímero

G (Kcal/mol) 

homodímero

Pares de bases 

que forman el 

homodímero

-9.45 6 -6.37 4 -9.75 4

-5.19 3 -4.64 3 -4.41 3

-3.61 2 -3.61 2 -3.65 4

-1.57 2 -3.52 3 -3.07 2

-1.34 2 -3.07 2 -1.47 2

-2.92 3 -1.34 2

-1.95 2

-1.94 2

-1.57 2

-1.34 2

Iniciador Forward CYP6M2
Iniciador Forward y Reverse 

CYP6M2
Iniciador Reverse CYP6M2
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VII. DISCUSIÓN  
 

El objetivo general de este trabajo de graduación fue validar in silico iniciadores 

reportados en la literatura para la amplificación del mARN de genes de las familias CYP6 y 

CYP9 del citocromo P450 en A. albimanus.  

Se validaron iniciadores degenerados de la familia CYP6 y CYP9. Estos iniciadores 

están diseñados para amplificar todos los posibles citocromos de la familia 6 y 9 que hay en A. 

albimanus. Para validar los iniciadores degenerados, se realizaron alineamientos de secuencias 

de proteína y mARN de diferentes insectos y de la familia Culiccidae. 

En los alineamientos que se muestran en la figura 14 y 16, se observan las regiones que 

se utilizaron en Amenya, et.al. 2005 para diseñar los iniciadores degenerados para CYP6 y 

CYP9 En los dos alineamientos se utilizaron insectos como D. melanogaster, M. domestica, 

Cx. Quinquefasciatus, Ae. Aegypti, A. gambiae, A. fuenstus y Heliothis virescens. Se observa 

en la Figura 14 que la región LYELAK es altamente conservada entre las diferentes especies 

de insectos, al igual que la región de unión al hem PFGEGP. Las secuencias de insectos 

utilizadas para este alineamiento pertenecen al orden Diptera. Los resultados muestran que 

estas regiones se encuentran conservadas desde el orden, a pesar que los insectos pertenecen a 

diferentes subórdenes. Debido a que las regiones son altamente conservadas desde el orden de 

los insectos, se puede asumir que está región es conservada también en A. albimanus del 

órden Diptera, por lo que estos iniciadores se pueden utilizar para amplificar genes CYP6.  

En el alineamiento de la Figura 16 las regiones conservadas utilizadas fueron FTGSKM 

y ETLR de CYP9. Estas regiones también están conservadas en las diferentes especies. En 

este caso se utilizaron secuencias de insectos del mismo superorden, Endopterygota. Se 

observa que las regiones están altamente conservadas, y que solamente varían en uno o dos 

residuos. Debido a que las secuencias de proteínas se encuentran altamente conservadas desde 

el superorden, también se puede decir que están conservadas en A. albminaus.  

En los alineamientos de las Figuras 15 y 17 se utilizaron secuencias de insectos de la 

familia Culicidae a la cual pertenecen los Anofelinos y otros vectores como Ae. aegypti y Cx. 

quinquefasciatus. En estos alineamientos también se observa que, las regiones utilizadas para 

diseñar los iniciadores están conservadas en los insectos de esta familia. Esto  confirma que es 

probable que estas regiones también estén conservadas en A. albimanus ya que pertenece a la 

familia Culicidae. Estos dos géneros, el Culex, Aedes y Anopheles están separados 
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filogenéticamente, por lo que si una proteína esta conservada en los diferentes géneros es 

probable que en alguna especie de uno de estos dos géneros tenga la misma conservación.  

La Figura 18 y 20 muestran los alineamientos de secuencias de mARN de diferentes 

insectos y donde se hibridizan los iniciadores. En las dos figuras las secuencias utilizadas 

fueron de insectos del superorden Endopterygota al igual que en la figura 8. También se 

observa que las regiones donde se unen los iniciadores están conservadas en las diferentes 

secuencias y solamente varían pocos nucleótidos.  Esto indica que si las regiones en donde se 

unen los iniciadores son altamente conservadas dentro del superorden, es probable que en A. 

albimanus también estén conservadas a nivel de mARN y de proteína.  

En los alineamientos de las Figuras 19 y 21 se utilizaron secuencias de insectos de la 

familia Culicidae. En estos alineamientos se observa que las regiones donde se unen los 

iniciadores  de la CYP6 y el iniciador forward de la  CYP9, están conservadas dentro de la 

familia, por lo que si se podrían utilizar para amplificar genes de A. albimanus.  

El iniciador reverse de la CYP9 contiene una parte que no coincide con la región 

conservada con la que se une el resto del iniciador. La secuencia en el iniciador es TCG, esta 

región de la secuencia es variable en los diferentes insectos habiendo secuencias como TCT, 

AGC, AAC, ACA, CTC, TCC y TCG; esto se observa en el alineamiento de la Figura 14. 

Solamente tres CYP, CYP9J2, CYP9J1 y CYP9L1 presentaron la misma secuencia del 

iniciador. Se observa lo mismo en la Figura 16 en donde la mayoría de secuencias de insectos 

de la familia Culicidae tienen esta parte de la secuencia muy variable. Esto sugiere que este 

iniciador puede que no amplifique todos los CYP9 de A. albimanus. Por esto se rediseñó el 

iniciador reverse cambiando la región TCG por WSC como se observa en la Figura 22. La 

secuencia WSC puede unirse a diferentes secuencias ya que es más variable que la secuencia 

TCG. Se escogió la secuencia WSC como parte del nuevo iniciador ya que formó menos 

estructuras de lazo, heterodímeros y homodímeros, así mismo estas estructuras son poco 

estables. Además se adapta mejor a las secuencias ya que al ser más degenerado permite 

amplificar más secuencias diferentes.  

En la Figura 19 se observa que algunas secuencias no contienen partes donde se une el 

iniciador. Por ejemplo,  las secuencias CYP6AA4, CYP6M8 y CYP6M7 no contienen las 

cinco primeras pares de bases del iniciador forward.  Es posible que el iniciador aún funcione 

para este tipo de secuencias al momento de realizar un PCR ya que en Amenya, et.al. 2005 se 

utiliza una temperatura de annealing baja para poder amplificar la mayor cantidad posible de 

genes de la familia CYP.  Por lo que se sugiere utilizar condiciones similares durante las 
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amplificaciones en  A. Albimanus para maximizar la probabilidad de amplificar la mayoría de 

miembros de esta familia. 

Debido a que las familias CYP6 y CYP9 comparten regiones conservadas en común 

como ETLR, es importante que los iniciadores degenerados sean específicos para cada 

familia. En el alineamiento de la Figura 15 se observan las regiones utilizadas para diseñar los 

iniciadores. Los iniciadores forward son específicos para cada familia, ya que la región 

utilizada para diseñar el iniciador CYP6 es propia de esta familia y no se encuentra en la 

familia CYP9. Así mismo, la región para el iniciador forward CYP9 se encuentra solo en esta 

familia y no en la CYP6. Para el diseño del iniciador reverse de CYP9 se utilizó la región 

ETLR la cual tiene en común con la CYP6. Debido a que el iniciador forward es específico si 

se podrían amplificar secuencias de la familia CYP6. La CYP9 posee un grupo hemo con 

secuencia variable y distinta a la del CYP6.   

Las familias de genes CYP6 y CYP9 de insectos Culicidae mostraron regiones 

altamente conservadas, por lo que se podrían diseñar otros iniciadores a partir de estas 

regiones. Por ejemplo, para diseñar iniciadores para CYP6 se podría utilizar como iniciador 

forward la región de  AGGAKCGTTCGAATCTA entre los nucleótidos 1130-1085 y para el 

reverse se podría utilizar la región 

TTCCCGAGCCGGTACTGTACTCTCCGGAGCGATTCGAT entre los nucleótidos 1307-

1259, en la Figura 19.  Para la familia CYP9 las regiones propuestas por Amenya et.al. 2005 

son las más adecuadas ya que no hay otras regiones altamente conservadas entre las 

secuencias de insectos Culicidae. 

Los iniciadores degenerados se analizaron también en el OligoAnalyzer. Los resultados se 

muestran en los Cuadros 17-19 para CYP6 y para CYP9 de 20-22. El Tm de los dos pares de 

iniciadores es cercano entre sí,  por lo que se pueden utilizar como pareja para amplificar 

genes. El contenido GC de todos los iniciadores está dentro del rango recomendable, que es 

entre 50%-70%. También el largo de los iniciadores esta dentro de los valores recomendados. 

Se analizó las posibles estructuras secundarias, como estructuras de lazo, que podrían formar 

los iniciadores. Los resultados obtenidos indicaron que todos los iniciadores formarían 

estructuras de lazo, pero solamente uno está por encima del valor aceptado. Este es el 

iniciador CYP6 R que forman una estructura de lazo con un G=-5.57 Kcal/mol; esto 

significa que esta estructura es muy estable y es difícil de romperla. Esta estructura de lazo 

puede  reducir la cantidad de producto obtenido al amplificar los genes, ya que parte del 

iniciador estará como estructura de lazo, dificultando la unión con el templado. El iniciador 

rediseñado del CYP9 R mostró un G positivo, lo cual indica que las estructuras de lazo que 

se pueden formar son poco estables, por lo que es más fácil romperlas. El nucleótido CYP6 F 
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y CYP9 F presentaron lazos con G negativos, pero por debajo del valor aceptado para que el 

iniciador aún funcione y no afecte el rendimiento del producto del PCR.  

Otras estructuras analizadas fueron la formación de heterodímeros y homodímeros. Los 

iniciadores CYP6 fueron el par que  más homodímeros formó. Los homodímeros formados 

tienen un G mayor al aceptado. Debido a que los iniciadores se unen con ellos mismos, se 

reduce la cantidad de oligonucleótidos que se unen al templado, por lo que reduce el 

rendimiento del PCR. Los otros pares de iniciadores para CYP9 presentaron de 1-3 

homodímeros y heterodímeros con G por arriba del valor aceptado. Debido a que estos 

iniciadores son degenerados, pueden ser diferentes nucleótidos lo cual puede contribuir a la 

formación de heterodímeros y homodímeros. La formación de estas estructuras se debe tomar 

en cuenta al momento de monitorear el producto de un PCR ya que éste disminuirá por la 

formación de estas estructuras. 

Es importante mencionar que estos iniciadores degenerados pueden ser utilizados, 

también en otros vectores de la malaria en Latinoamérica, ya que se observó en los 

alineamientos que las secuencias están conservadas en los diferentes Anofelinos por lo que es 

muy probable que esté conservada en otros Anfoelinos cercanos filogenéticamente.  

 Para determinar si los iniciadores específicos CYP6P9, CYP6P4, CYP6AA4, CYP6P1 de A. 

funestus y CYP6P3 y CYP6M2 de A. gambiae se pueden utilizar para amplificar genes 

homólogos en A. albimanus, se realizaron alineamientos de cada iniciador con la base de datos 

de nucléotidos de Anofelinos en BLAST. En los Cuadros del 16-21 se observan los resultados 

para cada iniciador forward y reverse. Los iniciadores específicos de A. funestus que se 

podrían utilizar en A. albimanus presentarían un alineamiento con algún CYP6 de A. gambiae 

y viceversa; ya que el iniciador permitiría amplificar tanto el CYP6 para el cual fue diseñado 

así como los homólogos en otras especies de Anofelinos. De todos los iniciadores específicos, 

solamente el iniciador CYP6P3 de A. gambiae  y CYP6AA4 de A. funestus  presentaron un 

alineamiento con otro CYP de una especie diferente de Anofelinos. El iniciador forward de 

CYP6P3 presentó un alineamiento con el posible homólogo CYP6P9 de A. funestus con un 

Valor-E = 0.024 y un puntaje máximo de 34.2. También presentó alineamiento con el 

CYP6P13 de A. funestus con el mismo E-valor y puntaje máximo; sin embargo, el iniciador 

reverse de CYP6P3 no presentó alineamiento con estos dos CYP. Solamente presentó 

alineamientos con CYP de A. gambiae y otras secuencias de este mismo mosquito. Los 

alineamientos estadísticamente significativos para el iniciador reverse fueron  mARN  

AGAP002865-PA (AgaP_AGAP002865)  de A. gambiae cepa PEST  con un valor-E = 4.00E-

04 y mARN AGAP007808-PA (AgaP_AGAP007808) de A. gambiae cepa PEST con un 

Valor-E = 1.5. Los puntajes máximos fueron 40.1 bits y 28.2 bits respectivamente.  
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Se obtuvieron los mismos resultados para el iniciador CYP6AA4, en donde el CYP de A. 

gambiae con el cual se obtuvo otro alineamiento tuvo un valor-E = 5.4 y un puntaje máximo 

de 28.2. Estos valores están por debajo de los valores permitidos, por lo que este alineamiento 

no es estadísticamente significativo.  Para el iniciador reverse no se obtuvieron alineamientos 

con otros CYP. El Valor-E del iniciado reverse para otros genes además del CYP6AA4 fueron 

0.092. Los genes con este Valor-E fueron el gen de la proteína de serina producida en 

respuesta a la infección en A. gambiae y Gen de la cutícula específico de la pupa. Debido a 

estos resultados, el iniciador reverse tampoco se puede utilizar para amplificar genes 

homólogos en A. albimanus.  

Estos resultados muestran que probablemente, los iniciadores de estos CYP no 

amplificarán genes CYP en A. albimanus ya que son específicos para el gen para el cual 

fueron diseñados y no amplifican genes homólogos. Además, los iniciadores fueron diseñados 

para A. gambiae y A. funestus, los cuales están cercanos filogenéticamente; por lo que si un 

iniciador diseñado para A. gambiae no puede amplificar genes homólogos en A. funestus, 

tampoco amplificará homólogos en A. albimanus que está más alejado filogenéticiamente de  

estos dos Anofelinos. Para los iniciadores CYP6P3 y CYP6AA4 se podría diseñar nuevos 

iniciadores reverse que permitan amplificar homólogos de otras especies que no sean para la 

cual fueron diseñados. Otra razón por la cual estos iniciadores puede que no amplifiquen 

genes CYP de A. albimanus es debido a la distancia filogenética que hay entre A. funestus y A. 

gambiae. Debido a que estos dos están más cercanos, es más probable que los iniciadores 

diseñados para una de esta especie puedan amplificar homólogos de la otra especie; pero por 

encontrase más distantes de A. albimanus, es menos probable que amplifiquen algún gen de 

esta especie.  

Al igual que para los iniciadores degenerados, para los iniciadores específicos se realizó 

un análisis de cada par en el programa OligoAnalyzer. Los iniciadores CYP6P3 y CYP6M2 

diseñados para A. gambiae, mostraron valores de Tm,  contenido GC y dentro de los valores 

aceptables, además que fueron los pares que presentaron menor formación de estructuras 

como heterodímeros, homodímeros y lazo. Mientras que los inciadores CYP6P9, CYP6P4, 

CYP6P1 y CYP6AA4 mostraron varias estructuras de homodímeros, heterodímeros y lazos 

con G por encima de los valores aceptables. Por lo que además que los iniciadores no 

pueden amplificar genes homólogos, no son adecuados ya que pueden formar estructuras 

secundarias que son estables y, por lo tanto, difíciles de romper.  

La Figura 23 muestra la región donde se unen los iniciadores CYP6P3 y CYP6AA4. Para 

los dos iniciadores se observa que hay bastante variación entre los diferentes CYP6 de A. 

gambiae y A. minimus, y la secuencia del iniciador. Esto muestra que probablemente no 
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amplificará genes homólogos en A. albimanus, ya que al haber gran variabilidad entre 

especies muy cercanas habrá más variabilidad en especies más lejanas como el caso de A. 

albimanus y los otros tres Anofelinos. 
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VIII. CONCLUSIONES 
 

Los iniciadores degenerados propuestos por Amenya  et.al. 2005 se pueden utilizar para 

amplificar genes CYP6 y CYP9 de A. albimanus ya que los resultados muestran que estos se 

unen a regiones altamente conservadas en diferentes especies de insectos.  

El iniciador CYP9 R  fue rediseñado para que pueda unirse a diferentes secuencias de 

varios insectos. La secuencia del nuevo iniciador degenerado es 5´-AGY GTY TCG SWY 

ACR ACC ATR TC-3´.  

Se validaron los iniciadores degenerados, los cuales tiene las siguientes secuencias: 

CYP6   forward 5´-TCW SIC TGT ACGAGC TKG C-3´, reverse 5´-GGI CCC TCG 

CCGAACGG-3´; para CYP9 forward 5´-TTYACCGGC AGC AAR ATG CG-3´ y reverse 5´-

AGY GTY TCG SWY ACR ACC ATR TC-3´. 

Los iniciadores degenerados pueden ser utilizados, también en otros vectores de la 

malaria en Latinoamérica, ya que se observó en los alineamientos que las secuencias están 

conservadas en los diferentes Anofelinos. 

Los pares de iniciadores degenerados analizados en OligoAnalyzer mostraron un Tm 

compatible, un contenido GC y largo dentro del rango permitido; sin embargo el iniciador 

CYP6 puede formar estructuras de lazo ya que posee un G estable. Así mismo forma 

heterodímeros y homodímeros. Esto se debe tomar en cuenta al momento de amplificar genes 

utilizando estos iniciadores ya que por la formación de estas estructuras se disminuye la 

cantidad de producto formado.  

Los iniciadores específicos de A. funestus como CYP6P9, CYP6P1, CYP6P4 y 

CYPT6M2 de A. gambiae,  no se pueden utilizar para amplificar genes de A. albimanus ya 

que estos son específicos para los genes que fueron diseñados, por lo  que no amplificar 

ningún homólogo de otra especie de Anofelinos.  

El iniciador forward CYP6AA4 de A.funestus se puede unir al mARN de otro CYP de 

A. gambiae, pero el reverse no, por lo que este par de iniciadores no se podrían utilizar para 

amplificar genes CYP en A. albimanus ya que no amplifican genes homólogos de una especie 

más cercana filogenéticamente. Además que pueden formar estructuras como heterodímeros, 

homodimeros y lazos que son estables.  
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El iniciador forward CYP6P3 de A.gambiae se puede unir al CYP6P9 de A. funestus, 

pero el reverse no. Al igual que el iniciador CYP6AA4, estos dos iniciadores no amplificarán 

genes  CYP6 de A. albimanus ya que no presentaron alineamiento con otra especie de 

Anofelinos.  
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IX. RECOMENDACIONES 
 

Se recomienda realizar una validación de los iniciadores degenerados para obtener la 

receta y el programa del reverse transcription PCR y del PCR adecuado para poder amplificar 

genes CYP6 y CYP9 de A. albimanus. 

Se recomienda, además de validar los iniciadores degenerados, realizar una 

secuenciación de los productos de PCR obtenidos para confirmar que los productos obtenidos 

pertenezcan a la familia CYP6 y CYP9. Los pasos a seguir para la secuenciación de los CYP 

serían: la clonación de los productos de PCR en un vector de clonación como pGEM-T en 

Escherichia coli. Las bacterias transformadas podrían ser monitoreadas con PCR utilizando 

iniciadores para Sp6 y T7. Como tamizaje para evitar secuenciar los mismos CYP, se podrían 

analizar los productos del PCR de la transformación con polimorfismo de una sola hebra. Los 

clones con patrones únicos se secuenciarían utilizando los iniciadores Sp6 y T7.  

Para obtener las secuencias completas de los mARN de los diferentes CYP se podría 

crear una librería de cADN. Luego se realizaría un tamizaje de la librería identificando las 

posibles secuencias CYP. Estos insertos se podrían clonar y secuenciar. A partir de las 

secuencias obtenidas se podría crear un mapa que permita obtener la secuencia entera de un 

CYP.  
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XI. ANEXOS 
 

A continuación se muestran los alineamientos completos  de proteína y mARN 

utilizados para los iniciadores degenerados y los iniciadores específicos CYPP6P9 y 

CYP6AA4. 
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Figura 26. Alineamiento completo de secuencias de proteínas de la familia CYP6 de diferentes 

insectos. 

Los residuos conservados utilizados para diseñar los iniciadores están marcados con cuadros. Los 

residuos idénticos o altamente similares están marcados con asteriscos y puntos. F: región a 

partir de la cual se diseñó el iniciador Forward. R: región a partir de la cual se diseñó el iniciador 

reverse. Fun: A. funestus. Gam: A gambiae. Min: A. minimus. Cx: Cx. quinquefasciatus. Dros: D. 

melanogaster. Mus: M. domestica. 
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Figura 27. Alineamiento completo de secuencias de proteínas de la familia CYP6 de insectos de la 

familia Culicidae 

Los residuos conservados utilizados para diseñar los iniciadores están marcados con 

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

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

la cual se diseñó el iniciador reverse. Fun: A. funestus. Gamb: A. gambiae. Min: A. 

minimus. Cx: Cx. quinquefasciatus 
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Figura 28. Alineamiento completo de secuencias de proteínas de la familia CYP9 de diferentes 

insectos 

Los residuos conservados utilizados para diseñar los iniciadores están marcados con 

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

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

de la cual se diseñó el  iniciador reverse. Fun: A. funestus. Gamb: A. gambiae. Cx: Cx. 

quinquefasciatus. Aed: Ae. aegypti. Dros: D. melanogaster. Helio: Heliothis virescens. 
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Figura 29. Alineamiento completo de secuencias de proteínas de la familia CYP9 de diferentes 

insectos 

Los residuos conservados utilizados para diseñar los iniciadores están marcados con 

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

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

la cual se diseñó el iniciador reverse. Fun: A. funestus. Gamb: A. gambiae. Cx: Cx. 

quinquefasciatus. Aed: Ae. aegypti. 
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Figura 30. Alineamiento completo de secuencias de mARN de la familia CYP6 de diferentes 

insectos. 

Los residuos conservados utilizados para diseñar los iniciadores están marcados con 

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

puntos. F: iniciador Forward. R: complemento reverso del iniciador reverse. W:A/T R: 

A/G  Y: C/T S:C/G. Fun: A. funestus. Gamb: A. gambiae. Min: A. minimus. Dros: D. 

melanogaster. Mus: M. domestica. Helic: Helicoverpa armígera 
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Figura 31. Alineamiento  completo de secuencias de mARN de la familia CYP6 de insectos de la 

familia Culicidae. 

Los nucleótidos conservados utilizados para diseñar los iniciadores están marcados con 

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

puntos. F: iniciador Forward. R: complemento reverso del iniciador reverse. W:A/T R: 

A/G  Y: C/T S:C/G. Fun: A. funestus. Gamb: A. gambiae. Min: A. minimus. 
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Figura 32. Alineamiento completo de secuencias de mARN de la familia CYP9 de diferentes 

insectos. 

Los residuos conservados utilizados para diseñar los iniciadores están marcados con 

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

puntos. F: iniciador Forward. R: complemento reverso del iniciador reverse. W: A/T R: 

A/G  Y: C/T S:C/G. Fun: A. funestus. Gamb: A. gambiae. Cx: Cx. quiquefasciatus. Aed: 

Ae. aegypti. Dros: D. melanogaster.. Helio: Heliothis virescencs. 
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Figura 33. Alineamiento completo.de secuencias de mARN de la familia CYP9 de insectos de la 

familia Culicidae. 

Los nucleótidos conservados utilizados para diseñar los iniciadores están marcados con 

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

puntos. F: iniciador Forward. R: complemento reverso del iniciador reverse. W:A/T R: 

A/G  Y: C/T S:C/G. Fun: A. funestus. Gamb: A. gambiae. Cx: Cx. quiquefasciatus. Aed: 

Ae. aegipty 
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Figura 34. Alineamiento completo de secuencias de mARN de la familia CYP9 de diferentes 

insectos. 

Los residuos conservados utilizados para diseñar los iniciadores están marcados con 

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

puntos. F: iniciador Forward. R: nuevo complemento reverso del iniciador reverse. W: 

A/T, R: A/G  Y: C/T, S: C/G. Fun: A. funetus. Gamb: A. gambiae. Cx: Cx. 

quinquefasciatus. Aed: Ae. aegypti. Dros: D. melanogaster. Helio: Heliothis virescens. 
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Figura 35. Alineamiento completo de secuencias de proteína de la familia CYP6 y CYP9 de 

insectos. 

Los residuos conservados están marcados pro cuadros. Los residuos idénticos o 

altamente similares están marcados con asteriscos y puntos. Fun: A. funestus. Gamb: A. 

gambiae. Min: A. minimus. 
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Figura 36. Alineamiento completo de secuencias de mARN de la familia CYP6. 

Los cuadros señalan las regiones donde se hibridizan los iniciadores específicos para 

CYP6P3 de A. gambiae. F: iniciador forward. R: complemento reverso del iniciador 

reverse. Gamb: A. gambiae. Fun: A. funestus. Min: A. minimus. 
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Cronograma de Trabajo 

ACTIVIDADES 

Semana 

I 

Semana 

II 

Semana 

III 

Semana 

IV 

Semana 

V 

Semana 

VI 

Semana 

VII 

Semana 

VIII 

Semana 

IX 

Semana 

X 

Búsqueda de literatura  
X X X X             

Redacción del marco teórico 
  X X X             

Redacción del la metodología 
    X X             

Redacción de justificación, introducción, índices 
      X             

Revisión del protocolo 
      X X           

Búsqueda de programas para realizar 

alineamientos múltiples 
        X           

Búsqueda de las secuencias de citocromos P450 
        X           

Optimización de los programas de alineamiento  
        X X         

Alineamiento de las secuencias de proteínas y 

nucléotidos 
          X X       

Análisis de los alineamientos 
            X X X   

Redacción del informe final/revisión 
                X X 
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Glosario 

 

1. ADN (ácido desoxiribonucleico): polinucleótitdo que tiene una secuencia específica de 

unidades de desoxiribonucléotidos unidos por enlaces covalentes fosfodiéster de 3´-5´. 

Sirve como información genética (Nelson, et.al. 2005). 

2. Alineamiento de secuencias: forma de representar y comparar dos o más secuencias de 

proteína, ADN o ARN  para determinar las regiones en común (Klug, et.al. 2005).  

3. Annealing: unión por enlaces de hidrógeno de una secuencia de AND o ARN a una hebra 

complementaria (Klug, et.al. 2005). 

4. ARN: polinucleótitdo que tiene una secuencia específica de unidades de ribonucléotidos 

unidos por enlaces covalentes fosfodiéster de 3´-5´. Sirve como información genética 

(Nelson, et.al. 2005). 

5. Aumentador: sitio regulador del ADN que puede localizarse a distancia, sea corriente 

arriba o abajo del promotor regulador. La unión de uno o más factores transcripcionales a 

la secuencia aumentadora incrementa la velocidad de transcripción de un gen (Karp 

2006). 

6. Bases degeneradas: son una representación dada por la IUPAC para una posición en una 

secuencia de ADN que pueden ser diferentes nucleótidos (McNaughty et.al. 1997). 

7. Cloroquina: droga utilizada para combatir la malaria en los humanos (CDC malaria 

glossary 2004). 

8. Contenido GC: el número de Gs y Cs en el iniciador como porcentaje de la cantidad de 

bases totales. (Premier Biosoft International 2009). 

9. Diptera: orden de insectos caracterizados porque sus alas posteriores se han reducido  por 

lo que solo poseen dos alas membranosas y no cuatro como los otros insectos (Tree of life 

2005). 

10. Endopterygota: superorden de insectos con etapas bien definidas como larva, pupa y 

adulto. Endo = sin  y pterygos = alas; esto significa que  en las etapas inmaduras las 

futuras alas no son visibles, sino que está internalizadas, y aparecen en las últimas etapas 

como pupa (Tree of life 2005). 
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11. Esporozoito: estadío del ciclo de vida del parásito de la malaria. Estos son producido en el 

mosquito y migran a las glándulas salivales de este. Estos pueden ser inoculados 

directamente en el hospedero cuando el mosquito come (CDC malaria glossary 2004). 

12. Esquizogonia: fase asexual reproductiva del parásito de la malaria. En los eritrocitos, la 

esquizogonia involucra el desarrollo de un solo trofozoito en numerosos merozoitos. Algo 

similar sucede en las células del hígado infectadas (CDC malaria glossary 2004). 

13. Esquizonte: forma en desarrollo del parásito de la malaria que contiene muchos 

merozoitos. Estos se pueden observar durante la fase en el hígado y en la sangre (CDC 

malaria glossary 2004). 

14. Estructura de lazo o hairpin: estructura formada debido a la interacción intramolecular 

dentro el iniciador. (Premier Biosoft International 2009). 

15. Exflagelación: formación de microgametos flagelares en la desarrollo del parásito de la 

malaria (CDC malaria glossary 2004). 

16. FAD (flavin adenina dinucléotido) coenzima de algunas enzimas de óxido-reducción, 

contiene riboflavina (Nelson, et.al. 2005). 

17. Familia de genes: grupo de genes  que son homólogos y bioquímicamente similares (Karp 

2006).  

18. Flavoproteína: enzima que contiene un nucléotido de flavina como grupo prostético. 

(Nelson, et.al. 2005). 

19. Gametocito: célula eucariota que se divida por mitosis para genera gametocitos o por 

meiosis en  gametos. Los gametocitos machos se llaman espermatocitos y los femeninos 

ooquistes (CDC malaria glossary 2004). 

20. Gametogonia: células que se dividen en gametocitos durante la gametogénesis (CDC 

malaria glossary 2004). 

21. Gen: segmento del cromosoma que codifica para un solo polipéptido funcional o para una 

molécular de ARN (Nelson, et.al. 2005). 

22. Género: categoría de clasificación de un grupo de especies relacionadas en estructura y 

origen evolutivo. En la clasificación se encuentra debajo de la familia y por encima de la 

especie (Tree of life 2005). 
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23. Hélice alfa: estructura secundaria de un polipéptido en la cual el esqueleto de la cadena 

forma una conformación espiral en hélice (Karp 2006). 

24. Hemoproteína: proteína que contiene como grupo prostético el anillo de hierro-porfirina 

(Nelson, et.al. 2005). 

25. Heterodímero: estructura formada por interacciones intramoleculares entre los iniciadores 

forward y reverse cuando son homólogos. (Premier Biosoft International 2009). 

26. Hoja beta plegada: estructura secundaria posible de un polipéptido en la cual diferentes 

cadenas beta están dispuestas de forma paralela y crean una conformación de hoja (Karp 

2006). 

27. Homodímero: estructura formada por las interaccines intramoleculares entre dos 

iniciadores con el mismo sentido.  (Premier Biosoft International 2009). 

28. In silico: hecho por computadora o via simulación en computadora (Merriam-Webster 

2009) 

29. Infraorden: categoría taxonómica inmediatamente inferior al del suborden y superior al de 

familia o superfamilia (Tree of life 2005) 

30. Iniciador degenerado: Son iniciadores diseñados por lo general a partir de una secuencia 

de proteína de un organismo para amplificar genes en otros organismos que puede tener 

una secuencia parecida. Debido a que pueden haber codones diferentes para un 

aminoácido, se utilizan las bases degeneradas las cuales pueden representar diferentes 

nucleótidos (Klug, et.al. 2005). 

31. Iniciador forward: oligonucleótido que se lee de 5´a 3´ como la hebra molde y se une en la 

región 5´ de ésta (Klug, et.al. 2005). 

32. Iniciador reverse oligonucléotido que se une a la región 3´ de la hebra molde (Klug, et.al. 

2005). 

33. Iniciador: cadena de ADN que provee a la polimerasa de ADN el 3´ OH terminal 

necesario (Karp 2006). 

34. Inosina: nucleósido intermediario de las rutas de síntesis de ácidos nucleicos que se forma 

cuando la hipoxantina se une a un anillo de ribosa (Klug 2006). 

35. Insecta: clase de invertebrados del filo de artrópodos (Tree of life 2005). 
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36. Isoformas: múltiples formas de una enzima que catalizan la misma reacción pero difieren 

en la secuencia de aminoácidos y la afinidad por el sustrato (Nelson, et.al. 2005). 

37. Lepidoptera: orden de insectos que contiene a las mariposas y polillas. El estado juvenil 

de este orden se conoce como oruga (Tree of life 2005). 

38. Macrogametocito: gameto femenino del mosquito vector de la malaria (CDC malaria 

glossary 2004). 

39. mARN: tipo de ARN complementario a las hebras de ADN, lleva el mensaje genético del 

cromosoma a los ribosomas (Nelson, et.al. 2005). 

40. Metabolito: intermediario químico en las reacciones catalizadas por enzimas en el 

metabolismo (Nelson, et.al. 2005). 

41. Microgametocito: gameto masculino del mosquito vector de la malaria (CDC malaria 

glossary 2004). 

42. Monofagia: Alimentarse de un solo tipo de comida, o de un solo animal o planta 

(Merriam-Webster 2009) 

43. NADPH (nicotinamida adenin dinucléotido): coenzimas con nicotinamida funcionan 

como acarreadores de átomos de hidrógeno y electrones en algunas reacciones de óxido-

reducción (Nelson, et.al. 2005). 

44. Neoptera: infraclase de insectos que tienen como característica principal el plegamiento 

de las alas sobre el abdomen (Tree of life 2005). 

45. Nucleósido: compuesto formado por una base purina o pirimidina unida covalentetmente 

a una pentosa (Nelson, et.al. 2005). 

46. Nucleótido: un nucleosido fosforilado en uno de los grupos hidroxilo de la pentosa 

(Nelson, et.al. 2005). 

47. Ookineto: zigoto de algunos protozoarios como el parásito de la malaria (CDC malaria 

glossary 2004). 

48. Ooquiste: estadio del ciclo de vida del parasite de la malaria. Son quistes redondos 

localizados en  la pared exterior del estómago de los mosquitos. Los esporozoitos se 
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desarrollan dentro de la ooquiste. Cuando maduran, se rompe y se liberan los esporozoitos 

que luego migran a las glándulas salivales del mosquito (CDC malaria glossary 2004). 

49. Órden: grupo por debajo del reino, filo y clase y por encima de familia, género y especie. 

Los miembros de esta categoría comparten ciertas características que indican un mismo 

origen evolutivo y que los diferencian de otros órdenes (Tree of life 2005). 

50. Ovipostura: acción de poner huevos (Merriam-Webster 2009). 

51. PCR (Reacción en cadena de la polimerasa): técnica en la cual  una sola región del ADN, 

que puede estar presente en diferentes cantidades, puede amplificarse con precisión y 

rapiez (Karp 2006).  

52. Pirimidina: una clase de base nitrogenada hallada en los nucleótidos con una estructura de 

anillo único, con una citosina y timidina, las cuales se encuentran en el ADN, y citosina y 

uracilo que se encuetran en el ARN (Karp 2006). 

53. Polifagia: alimentarse de diferentes tipos de alimentos (Merriam-Webster 2009)  

54. Primaquina: droga utilizada para combatir la malaria en los humanos (CDC malaria 

glossary 2004). 

55. Proboscis: apéndice elongada que sale de la cabeza del animal vertebrado o invertebrado. 

Los insectos la utilizan para alimentarse (CDC malaria glossary 2004). 

56. Proteína: macromolécula compuesta de uno o más cadenas de polipéptidos cada una con 

una secuencia de aminoácidos característica (Nelson, et.al. 2005). 

57. Pterygota: subclase de insectos  cuya característica principal son las venas en las alas y en 

el segundo y tercer segmento torácico (Tree of life 2005). 

58. Purina: clase de base nitrogenada encontrado e los nucleótidos con estructura de doble 

anillo, incluidas adenina y guanina, que se encuentran en el ADN y ARN (Karp 2006 ) 

59. Regiones consenso: regiones común pero no necesariamente idéntica en una secuencia de 

ADN o proteína (Klug, et.al. 2005). 

60. Residuos de aminoácidos: cuando dos o más aminoácidos se combinan para formar un 

péptido, se remueve el agua en cada uno y lo que queda del aminoácido es el residuo 

(McNaughty 1997). 
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61. Retrotransposón: elemento tranponibles que requieren la transcriptasa inversa para sus 

movimientos (Klug, et.al. 2005). 

62. Secuencias conservadas: secuencias de aminoácidos de polipéptidos particulares o las 

secuencias de ácidos nuclearos específicos. Si dos secuencias son similares, por ejemplo 

homólogas, se dice que están conservadas y que tiene un ancestro en común (Karp 2006). 

63. Secuencias homólogas: cuando las secuencias de aminoácidos de dos o más polipéptidos 

o las secuencias nucleotídicas de dos o más genes, son similares entre ellas, se presume 

que han evolucionado a partir de una misma secuencia ancestral (Nelson, et.al. 2005). 

64. Sitio cis regulatorio o Elemento cis regulatorio: region del AND o ARN que regula la 

expression de los genes y está localizada en la misma hebra (Klug, et.al. 2005). 

65. Sitio tras regulatorio o Elemento trans regulatorio: factores, usualmente proteínas, que se 

unen a sitios cis regulatorios para controlar la expresión de genes (Klug, et.al. 2005). 

66. Superorden: subdivisión entre el orden y la clase de la clasificación de una planta o animal 

(Tree of life 2005). 

67. Tm o primer melting temperature: temperatura a la cual 50% de las moléculas del 

oligonucleótido esta 50% como simpre hebra y 50% como doble hebra. (Premier 

Biosoft International 2009). 

68. Trofozoito: forma en desarrollo durante la fase eritrocitaria del parásito de la malaria.  

Depués se desarrollan en trofozoitos y luego en esquizontes (CDC malaria glossary 2004). 

69. Vector: un cargador que transmite agentes infecciosos de un hospedero a otro (CDC 

malaria glossary 2004). 

70. ΔG: la energía libre de Gibbs G es la medicion de la cantidad de trabajo  que puede ser 

extraído de un proceso a presión constante. Es la medición de la espontaneidad de la 

reacción.  Valores negativos más pequeños de ΔG indican que las estructuras secundarias 

de los iniciadores son más estables (Premier Biosoft International 2009). 

 

 

 

 




