CONTENIDO

PREF A CID oot e e iv
LISTADE CUADROS ...ttt et e et et e e et e et e e e e e e e ae e eeean s X
LISTA DE FIGURAS ettt et e e e e e e e e et et e e e eeens xiii
RESUMEN ..ttt e e e e e e e et e et e e e e Xvi
Capitulos Pagina
I INTRODUCCION ..ottt 1
I ANTECEDENTES ..ottt ettt ntenen 2
AL PAUAISMO e bbb bbbttt eb b 2
I LTSt o T3 o o TS 2
B o1 1= T To] oo 1 - SRRSO 2
a. Epidemiologia a nivel mundial ..o 2
b. Epidemiologia en GUAtEMAIA .......c.cceoviiviiirierceeecee e e 3
3. Ciclo de transmisidn de la enfermedad .........c.ccocveiieiiiiniiece e 4
I | -1 | (o TSRS PSRN 4
(T 4T (o SO S U U RTURURUSOURURURR 5
1) Vectores de malaria en Guatemala ..........ccocoeiiiiiiiiniie e 9
2) Efectos del ClMa ......cociiiiiice e 10
3) GENELICA B INSECLOS ..vvivieeieieeee et se e ste et ste ettt e e e e e eneens 10
(o T ] 01T L1 (o SRS 11
O (o] (o]0 |- TSROSO 12
ST - =001 T=T o1 (o SRS SRURSRPRPRN 13
6. Medidas de CONLIOL .......cc.oiiiiee e e et sne 14
8. INSECUICTUAS ...t bbb e 14
. LANVICIAS ..ot ettt ettt ettt e 15
C. MOSQUILEr0S IMPregNadOS ......c.eviviriiiiirieietiieie ettt 15
d. Tecnologia tranSGENICA .......ccvevieiiesire e ens 15
B. Técnicas moleculares para el estudio de genética de poblaciones ...........ccccecevevvevvecvciniinnnnns 16
1. PrinCipios 08 GENELICA ....... wvovieierieeeieeeieerieee ettt ne e 16
a. Estructura basica del ADN..........ccccciiiiiriiiiec e 16

Vi



b. Regiones codificadoras y no codificadoras ...........ccccoeeriiiieiniiiinie e

C. Herencia MEndElIANA .........cooiiiiiii et

(o I 01 = Tod o] 1= L OSSPSR

2. Métodos utilizados para el estudio de genética de poblaciones ..........c..ccoceevvvieiieniiic s,
A, GENEIAIAAURS .....ovveveieie ettt bns

b. Variacién genética nuclear para medir la estructura poblacional................cccc......

1) N o T=T a4 33

2) Amplificacion de ADN Y PCR ..ot

c. Variacion genética mitocondrial para medir la estructura poblacional .................

KT Y103 (0T 1 (=] 11 (OO URRRRR
Q. DESCIIPCION ..ottt bbbttt ettt ettt

D. Procesos de MULACION ........cvieiiieiieiie et s

c. Importancia como marcadores MOIECUIArES ..........ccccovveiieriniiiesiceee e

1) LiMItACIONES ..ocvvieeieiiiieecccee et nnen

4. Medida de frecuencia alélica y genotipica ........ccccoovervriininniesienie e

C. Estudios de genética de poblaciones de Anopheles Sp. ......ccoveeiirrneieneninieeienees

D. Anélisis de fragmentos pequefios de ADN .........cccoreeiinnnnienennnee e

[11. OBJETIVOS E HIPOTESIS ..ottt
AL ODJELIVO GENEIAL ... bbb e

B. ObjJetivos BSPECITICOS ...viiviiiiiiicicicese et st neerearn

(O o 1700 (T [T
IV. MATERIALES Y METODOS .....ooiiitieitree sttt et ettt neene e
A. Seleccion de secuencias MICTOSATENTES. ..........cviiririrreerireeirererr et

B. Seleccion y colecta de Anopheles albimanus ... s
C. EXIracCion 08 ADN ......coiiiiiiiieeie sttt sttt sttt sb et esbe e st e ebe e ebesaeteneere e

1. Procedimiento para la extraccion de ADN mediante una modificacion

del método de Collins et al., 1987 y el Kit comercial 1soQuick®

(Orca RESEArCH, WA) . .v it e e e e e et e e e e e

2. Procedimiento para la extraccién de ADN con fenol/cloroformo,

mediante una modificacion del método de Collins et al., 1987 .......cc.ccoevevviiiiiieiireinens
D. AMPLIfiCACION 08 ADN .....coomiiiiieiieeeeee ettt eere s
1. Optimizacion de la técnica de PCR para la amplificacion de ADN ..........ccccocoeeennee.

a. Deteccidn del producto amplificado durante la optimizacion de la

vii

16
17
18
18
18
19
19
20
21
22
22
23
24
24
26
28
30
32
32
32
32
33
33
34
37



TECNICA 0B PCR ...ttt sttt ettt bbb

E. Analisis de fragmentos pequefios de ADN por electroforesis capilar ..........ccccccoveeeniiennnen,
F. Determinacién de herencia Mendeliana de 105 Microsatélites ..........ccooeevveiviiervieieneiiienns
G. Identificacion de alelos en €ada I0CUS ........ccccviiiiiiieicceee e
1. Presencia de un Solo grupo de PICOS ......cccvevveiveeiieisiesie et

2. Presencia de dos grupos 0 PICOS .....cveeerreereresesesesieieesesessesieseesressesaeseensesessenns

H. Anélisis genético de las secuencias MICroSatelites ..........ocoveeierrierierirneieressieee e

V. RESULTADOS Y DISCUSION........coosiuiiririieiseeseetesieeeeseseesesiesee s sesessss s issaes s
A. Seleccion de secuencias de MICrOSAtEIITES..........covviriieriiiereire e
B. EXIraCCion de ADN .....c.ooioiiiciiieie ettt ettt ettt enne e
LR AN a1 o] L1 Tor: T To g I L= AN AN SRS
1. Optimizacién de la técnica de PCR para la amplificacion de ADN .........ccccccevvvienene.
a. Deteccidn del producto amplificado durante la optimizacion de la
tECNICA T PCR ..ottt
D. Anélisis de fragmentos pequefios de ADN por electroforesis capilar .................cccoveee
E. Determinacion de herencia Mendeliana de 10s microsatélites ...........c.cvvveveieneieneienieennnns
F. Identificacion de alelos en €ada I0CUS .........c.cceiiieiiieriiiice e
G. Andlisis genético de las secuencias microsatélites ..........ccccoovvvrienininiencierneenn,
1. Diversidad genética en la poblacion de Ixcan, QUIChE .........ccccoveviieiivcccceccce,
2. Diversidad genética entre los cuatro grupos definidos para el estudio
LT Do ST
3. Diversidad genética dentro de Cada grupo ..........coeeeenreeeenenensieese s
a. Diversidad genética dentro del grupo 1 .......ccoveieiiiiiiieieeieieeee e
b. Diversidad genética dentro del grupo 2 ........ccoovevveeieienieenee e
c. Diversidad genética dentro del grup0 3 .......ccooeieiiinieenicie e
d. Diversidad genética dentro del grupo 4 .........ccoveieeiniennineee e
VI CONCLUSIONES oottt ettt st nn et ne e anas
VII. RECOMENDACIONES ....coiiiiiitiet ettt s st
VL BIBLIOGRAFIA ..ottt

viii

41
42
44

45
46
49

51

56
56
56
57
57

58
59
60
61
72
72



IX. APENDICES
A. Secuencias de 10S 0NCe MICIOSAEIILES .......ceoirvrviiiiriririeerrie e

. SECUBNCIA TE NPIAF ...t

. SECUENCIA A8 NPLL3F ..ottt

1

2

3. SecUeNCIa 08 NPT7BCONSA .....cooiiieiiteiete ettt sttt ettt ebe e b e
4. SeCUENCIA 08 NPL28F ......cooiiiiiiiieiie et sb e e
5. SeCUENCIA 08 NPBLR .....cooiiiiiiieiiie bbbttt
6. SECUENCIA 08 NP3BF .......eiiiiieciee e et sr e e
7. Secuencia de NP106F

8. SECUBNCIA U8 ABB-AL ...ttt b e bbb b e
9. SECUBNCIA U8 AB2-25 ...ttt b bbb b e e e enas
10. SECUENCIA 08 AB2-14 ....coieeiiieiieieeeeseise ettt b b e
11. SecuenCia de ABL-90 ..ot erere s

B. Listado completo de la localidad, y fecha en que se colect6 cada individuo
o 1=] IS (o Lo TSRS
C. Recetas de buffers ¥ SOIUCIONES .........coviiiiiiiiiiec s
D. Estrategias para el analisis simultaneo de multiples fragmentos utilizando
un equipo de electroforesis capilar 3100 ..........ccoceieririniieie e
1. Consideraciones para el disefio experimental ............ccccccevviiviinini i,
a. Rangos de tamarios de alelos que se traslapan ..........ccccccvveveeieiieieseneseeie e
b. Mdltiple reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).......coovvvvieries cevinecennennnn,
c. Optimizacion de la concentracion de SalES ..........ccovvvererreeiererreere s
d. Correr varias muestras en la misma liNea .........cccccovvevvveiieiisec s

€. Cuantificar fragmentos .......ccoiuiiiiiiiere e e

E. Métodos para marcar CON flUOrESCENCIA ......cvvveiieiiiiieeese e

1. Marcaje en el BXIrEMO 57 ......cuviiieie e r e e
F. Arreglo de capilares de 36 CM ..c..cvcicviie i
G. Marcador molecular GeneSCan®-500 ............cccvreirieirieirieerieiee e
H. MEtodo LOCal SOULNEIM ....ovcviiciiicie ettt s ere e

I. Manual del programa AIIEIOGIam .........ccooeriieiiiiiiee e

108
109
109
110
110
111
112
112
113
114
114
115
115

116
124

126
126
126
126
127
127
128

129
129
131
132
134
135



J. Archivos de salida «allelogram.err», para cada marcador utilizado.............cccceevnen.
K. Archivos de salida «binstats.out» con informacion sobre cada bin para

(0= 10 W 1 =T (o (o o] SO U PRSPPI 149
L. Archivo «allele_gph.sh» de gréaficas para cada marcador utilizado ..............cccceeuenee 156
165

M. Electroferogramas de muestras listadas en el archivo «allelogram.err»..................



LISTA DE CUADROS

Cuadro Pagina
1 Medicamentos antimalaricos clasificados por su accion en el ciclo de

Vida de PIasSMOCIUM .......cocoiiiiiiiiiec e e 14
2 Secuencias microsatélites seleccionadas para describir su uso como

marcadores polimérficos en poblaciones naturales de Anopheles

albimanus del municipio de IXcan, QUIChE ............cccciiiiii i e, 34

3 Caracteristicas y propiedades de los iniciadores utilizados para describir

su uso como marcadores polimorficos en poblaciones naturales de

Anopheles albimanus del municipio de Ixcan, Quiché................cocoviiiii i, 39

4 Mezcla de reaccion para el PCR de cada pareja de iniciadores...............coceeeeene. 40
5 Programa utilizado para la amplificacion por PCR de cada pareja de

(1T F= o (o] =1 PP 41
6 Punto de corte utilizado para definir los grupos de alelos que pertenecen

2 .Ca0a MICTOSALEIILE ... vt et e e 51
7 NUmero de mosquitos capturados por grupo y por comunidad en el

municipio de IXCAN, QUICHE. .. ....ou i e e e e e e 53
8 Porcentaje de muestras de Anopheles albimanus con amplificacion positiva

por PCR, de acuerdo al método de extraccion (1) Isoquick y
(2) fenol/cloroformo, a partir de un total de 232 diferentes mosquitos,

colectados en diferentes fechas y preservados a-80%C ..........cccovivviieiiiinie e, 57

9 Temperatura de hibridacion estandarizadas para cada locus analizado...........c....ccccceeenenee. 58

Xi



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

Determinacién de la herencia Mendeliana de los microsatélites NP113F,
NP38F y Aa2-25 a través de cruces con mosquitos del insectario de la
Universidad del Valle ... e e

Porcentaje de muestras con amplificacion positiva por PCR, de un

total de 163 MOSQUITOS. .. .v. ie s e et e et e e e e e e e e e e e e e

Alelos determinados para cada locus utilizando poblaciones naturales

de mosquitos Anopheles albimanus del municipio de IXCan ............ccoviiiieiinineennnn.

Diversidad genética para cada locus en la poblacién de Anopheles

albimanus del municipio de Ixcan (GenAIEX, 2002) ........cccoviieiiiieiiii i ieeeaanns

Diversidad genética para cada locus calculada por grupo de Anopheles

albimanus en el municipio de Ixcan (GenAIEX, 2002)........cccoeiiiiieiiniiiie e eeeeanen

Datos promedio para cada grupo de Anopheles albimanus en el
municipio de IXCan (GENAIEX, 2002) ......ovuiie it iee e e e e e

Analisis de Hardy-Weinberg para los grupos de Anopheles albimanus del
municipio de Ixcéan, estudiados con los microsatélites NP113F, NP38F

Y Aa2-25 (POPGENE, 1999) ...ttt et e e e e

Identidad y distancia genética de Nei para los cuatro grupos de

Anopheles albimanus en el municipio de Ixcan (PopGene, 1999) ..........cooviviiieeiinnnnns

Indice de fijacion total y flujo de genes para los 4 grupos de Anopheles

albimanus en el municipio de Ixcan (PopGene, 1999) .......cccovvii i e,

Diversidad genética para cada locus dentro del grupo 1 de Anopheles

albimanus en el municipio de Ixcan (GenAIEX, 2002)..........cveeveeiiniiniiiiaiaeaennes

Xii

61

63

71

72

74

75

77

79

81

86



20

21

22

23

24

25

26

27

28

Datos promedio de los loci NP113F, NP38F y Aa2-25 dentro del grupo 1

de Anopheles albimanus en el municipio de Ixcan (GenAlEXx, 2002)...................... 87

Analisis de Hardy-Weinberg con cada uno de los microsatélites dentro
del grupo 1 de Anopheles albimanus en el municipio de Ixcan
(Rg0] 0= T TN LT ) 88

Indice de fijacion total y flujo de genes para cada uno de los microsatélites
dentro del grupo 1 de Anopheles albimanus en el municipio de Ixcan
(POPGENE, 1999) ... ettt et et e et e e et e e e e e 88

Diversidad genética para cada locus dentro del grupo 2 de Anopheles

albimanus en el municipio de Ixcan (GenAIEX, 2002).......c.oveiiiiriie it e 89

Datos promedio de los loci NP113F, NP38F y Aa2-25 dentro del grupo 2
de Anopheles albimanus en el municipio de Ixcan (GenAIEX, 2002)..........c.ccevvunnnnn. 90

Anélisis de Hardy-Weinberg con cada uno de los microsatélites dentro
del grupo 2 de Anopheles albimanus en el municipio de Ixcan
[(R0] o= TR LT ) 92

Indice de fijacion total y flujo de genes para cada uno de los
microsatélitesdentro del grupo 2 de Anopheles albimanus en el municipio

de IXCAN (POPGENE, 1999) ... .uuiit it ettt et et et e et et e e e 92

Diversidad genética para cada locus dentro del grupo 3 de Anopheles

albimanus en el municipio de Ixcan (GenAIEX, 2002)........c.coviiiiiiiiiie i, 93

Datos promedio de los loci NP113F, NP38F y Aa2-25 dentro del grupo 3

de Anopheles albimanus en el municipio de Ixcan (GenAIlEx, 2002)..........cccevvvvennnen 94

Xiii



29

30

31

32

33

34

35

36

37

Andlisis de Hardy-Weinberg con cada uno de los microsatélites dentro
del grupo 3 de Anopheles albimanus en el municipio de Ixcan
(POPGENE, 1999) ... ettt et et e e et e 95

Indice de fijacion total y flujo de genes para cada uno de los
microsatélites dentro del grupo 3 de Anopheles albimanus en el municipio

de IXCAN (POPGENE, 1999) ... ..ttt e et e et e e e e e 96

Diversidad genética para cada locus dentro del grupo 4 de Anopheles

albimanus en el municipio de Ixcan (GenAlEX, 2002) ........ccovvvviiieiiinenennn. 97

Datos promedio de los loci NP113F, NP38F y Aa2-25 dentro del grupo 4

de Anopheles albimanus en el municipio de Ixcan (GenAlEx, 2002)..................... 97
Anadlisis de Hardy-Weinberg con cada uno de los microsatélites dentro

del grupo 4 de Anopheles albimanus en el municipio de Ixcan

(POPGENE, 1999). ..ttt et e et e e 98
Indice de fijacion total y flujo de genes para cada uno de los microsatélites

dentro del grupo 4 de Anopheles albimanus en el municipio de Ixcan

(20T o C=T TR LT ) 99

Colorantes ABI Prism y los colores que muestran los sets de filtros virtuales........... 128

Tamafios moleculares, en nucleétidos, del fragmento desnaturalizado de
GeNESCAN®-500. .. ... ittt et e et e e e 132

MEtodo LOCal SOULNEIN . .v.eei it e e e e e e 134

Xiv



Figura

10

11

12

13

14

LISTA DE FIGURAS

Distribucion geografica de la malaria en el mundo a nivel mundial..........
Distribucion geografica del paludismo en Guatemala ...........cccccoevvevenns
Ciclo de vida del parasito del paludiSmo .........ccccoeeiirirnnieneniecieenns
ANOTeling toMAaNdO SANQIE ........cviiiiriiieee e s
Huevos de Anopheles StEPhensi ........ccccvcvieieiii s
Estadios larvarios de ANOPheles .........ccocvveverereicccce e
Pupa de zancudo ANOPNEIES ..........cvviiiiiiice e

Electroferograma obtenido al amplificar una muestra de DNA de

Anopheles albimanus, utilizando el microsatélite NP76consA............
Localizacion del area de eStUdio ........ccccvovvviveviinneciin e

Sitios de colecta de Anopheles albimanus en las comunidades de

IXCAN, QUICKE. ..ottt
Electroferograma de microsatélite NP128F ..........ccccococvvvivneivieicnennnnns
Electroferograma de microsatélite NP38F .........c.ccccoecveiviieiiccnneneceeies
Electroferograma de microsatélite NP76CONSA .......ccccevvvvevevvevesnnienns

Electroferograma de microsatélite NP38F ...........ccccoveviieviiiiniereninn,

XV

30

35

36

46

47

48

48



15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

Electroferograma de microsatélite NPLL13F.........cccoceivvvivneieniieieieseiies e e

Electroferograma de microsatélite Aa2-25...........cccevvvieiiiinieienese e

Gel de poliacrilamida de los productos de PCR, para cada pareja de

[T 103 =0 (o] =T

Frecuencia de alelos nulos para cada lOCUS ..........ccovviiiiiiienienienene e

Frecuencia alélica para locus NP76consA (Allelogram, 2003) ..................

Frecuencia alélica para locus NP38F (Allelogram, 2003) .........ccccovvenvnennn.

Frecuencia alélica para locus Aa2-25 (Allelogram, 2003) .........cccvvvvvevnnnne.

Frecuencia alélica para locus NP94F (Allelogram, 2003) .........ccoveneenennnnn.

Frecuencia alélica para locus NP113F (Allelogram, 2003) ..........cccoevvviennn.

Frecuencia alélica para locus NP128F (Allelogram, 2003) .............cccveveee

Frecuencia alélica para locus NP81R (Allelogram, 2003) .........ccoevuveeennns

Patrdn alélico promedio para cada grupo de Anopheles albimanus en
el municipio de Ixcén, utilizando los loci NP113F, NP38F y Aa2-25

(GENAIEX, 2002) ... e ettt

Dendrograma basado en la distancia genética de Nei para los grupos

de Anopheles albimanus en el municipio de Ixcan (PopGene, 1999).............

Frecuencia alélica en cada grupo de Anopheles albimanus, en el

municipio de Ixcan, utilizando el locus NPL13F..........cooovviiieiiiiiieeennn,

XVi

49

50

59

63

65

66

66

68

68

69

70

76

80

82



29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

Frecuencia alélica en cada grupo de Anopheles albimanus, en el

municipio de Ixcén, utilizando el locus NP38F.............coovviiiiii v

Frecuencia alélica en cada grupo de Anopheles albimanus, en el

municipio de Ixcéan, utilizando el locus Aa2-25.............ccoceiiveiiiieiie e,

Patron alélico promedio de los loci NP113F, NP38F y Aa2-25 dentro
del grupo 1 de Anopheles albimanus en el municipio de Ixcan
(GENAIEX, 2002). .. et e et e et e e et e et e e e e e e e

Patron alélico promedio de los loci NP113F, NP38F y Aa2-25 dentro del

grupo 2 de Anopheles albimanus en el municipio de Ixcan

(GENAIEX, 2002) ... eu e et eee et e et e e e e e e et e et e e

Patron alélico promedio de los loci NP113F, NP38F y Aa2-25 dentro

del grupo 3 de Anopheles albimanus en el municipio de Ixcan

(GENAIEX, 2002). .. ettt et et e et e e e e e e e e
Patron alélico promedio de los loci NP113F, NP38F y Aa2-25 dentro

del grupo 3 de Anopheles albimanus en el municipio de Ixcan

(GENAIEX, 2002) ... ce e e et et e et e e e e et et e e e e
Efecto de la distancia, entre pozos, en la resolucion de fragmentos....... ..........
Electroferograma de GeneScan®-500 bajo condiciones desnaturalizantes.......
Electroferograma de microsatélite NPO4F ............cccccooevveviveievicncnne,

Electroferograma de microsatélite NP128F ..........c..ccccveevvrevervcvennnne,

Electroferograma de microsatélite NP128F ............ccccocevvveviieriiennennn,

Xvii

29

84

87

94

98

131

133

165

166

167



40 Electroferograma de microsatélite NP81R .........c.ccccevvvvveriiienicienieenan, 167

41 Electroferograma de microsatélite NP81R .........c.cccovcvvviiiiiienicienieenians 168

42 Electroferograma de microsatélite NP81R...........cccccocvvivviivincienieniennns 169

Xviii



	LISTA DE CUADROS 
	LISTA DE FIGURAS 

