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RESUMEN. EI género Wolbachia esté integrado por bacterias intracelulares obligadas de transmision maternal que
infectan artrépodos y nematodos. Esta bacteria disminuye la propagacion de algunos agentes etiol6gicos de
enfermedades mediante diversos mecanismos que incluyen el acortamiento de la vida media de los individuos, la
esterilizacion de la poblacién y el bloqueo de la infeccion. Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue
determinar los niveles de infeccion por Wolbachia y su distribucion en diferentes especies de mosquitos del sur de
Chiapas, mediante la amplificacién por PCR del gen que codifica para la proteina de superficie wsp. En general, la
poblacion silvestre de Ae. albopictus presentd una tasa de infeccion del 42.3%, mientras que Unicamente la poblacion
de Ae. aegypti de Motozintla presento niveles de infeccion del 45.7%. Estos primeros hallazgos en el sur de Chiapas
marcan la pauta para realizar investigaciones mas amplias para la busqueda del endosimbionte en otras especies de
mosquitos locales con el proposito de disponer cepas nativas y contemplar su uso como posibles agentes bioldgicos
para el control de vectores de arbovirosis en México.
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Distribution of the infection by Wolbachia sp. in mosquitoes of cemeteries from southern
Chiapas, Mexico

ABSTRACT. The genus Wolbachia is composed of obligate intracellular bacteria of maternal transmission that infect
arthropods and nematodes. This bacterium decreases the spread of some etiological agents of diseases through various
mechanisms that include the shortening of the life spam of the individuals, the sterilization of the population and the
blocking of the infection. Therefore, the objective of this study was to determine Wolbachia infection levels and their
distribution in different mosquito species from southern Chiapas, by PCR amplification of the gene wsp that coding
for the surface protein. In general, the wild population of Ae. albopictus presented an infection rate of 42.3%, while
only one population of Ae. aegypti of Motozintla had infection levels of 45.7%. These findings in southern Chiapas
will serve to conducting more extensive investigations for the search for the endosymbiont in other local mosquito
species in order to provide native strains and contemplate their use as possible biological agents for the control of
arboviral infectious diseases in Mexico.
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INTRODUCCION

A nivel mundial las enfermedades transmitidas por vectores representan el 17% de las
enfermedades en el mundo (WHO, 2017). Estas enfermedades a su vez generan un gran problema
de salud publica nacional e internacional repercutiendo en cuantiosos costos y afectando la
morbilidad y mortalidad de la poblacion humana (Carneiro et al, 2015). En este contexto, Aedes
aegypti es un mosquito originario de Africa que tiene la capacidad de adaptarse a diversos
ambientes ecoldgicos modificados, misma que le ha permitido ampliar su distribucion geogréafica
a traves del mundo (Cook, 2009). La variabilidad climéatica ha influenciado, en gran parte, la
dindmica poblacional de esta especie (Barrera et al., 2011), ademas, ha afectado la capacidad
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vectorial de los mosquitos (Watts et al., 1986). Entre de los principales arbovirus que transmiten
los mosquitos del género Aedes destacan el dengue, la fiebre amarilla, chikungunya y Zika (Cook,
2009), todas ellas clasificadas como enfermedades emergentes de alta importancia a nivel global
(Ocampo et al., 2011). Estas enfermedades se presentan con mayor intensidad y frecuencia en las
regiones con climas tropicales y subtropicales de todo el planeta (Cook, 2009).

En la actualidad se utilizan dos métodos principales para el control de las poblaciones de Ae.
aegypti y Ae. albopictus, uno es el uso de insecticidas quimicos y el otro es la eliminacion de
criaderos (Ranson et al., 2010). Desafortunadamente, las poblaciones de mosquitos Aedes han
desarrollado mecanismos de resistencia fisioldgica a los insecticidas quimicos y campafias para la
eliminacion de criaderos son muy costosas y requieren de una capacitacion permanente del
personal operativo (Werren et al., 2008). Por esta razon, el endosimbionte del género Wolbachia
se ha perfilado como un importante agente bioldgico para el control de las arbovirus transmitidas
por mosquitos debido a que bloquea la infeccion por agentes etiologicos, disminuye la sobrevida
del mosquito o esteriliza a la poblacién de vectores (Ocampo et al., 2011; Uyar, 2013; Caragata et
al., 2016).

El género Wolbachia esta integrado por bacterias intracelulares obligadas de transmision
maternal que infectan artrépodos y nematodos (Nugapola et al., 2017).

Diversos estudios han reportado que Ae. albopictus se encuentra frecuentemente infectado con
Wolbachia de manera natural (Gratz, 2004; Dutton y Sinkins, 2004), mientras que en Ae. aegypti
la infeccion por la bacteria es rara (Kullkarni et al., 2018). Al respecto, se han realizado
experimentos con los embriones de los huevos de Ae. aegypti en donde estos pueden ser infectados
por Wolbachia mediante micro inyecciones de por lo menos dos cepas del endosimbionte, wMel y
wMelpop cada una con diferentes mecanismos de accion pero con la capacidad de brindarle
proteccion ante el virus dengue (Segoli et al, 2014).

Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue determinar los niveles de infeccion por
Wolbachia y su distribucion en diferentes especies de mosquitos del sur de Chiapas, mediante la
amplificacion por PCR del gen que codifica para la proteina de superficie wsp.

MATERIALES Y METODO

Los mosquitos fueron colectados en 12 cementerios localizados en el sur del estado de Chiapas
(Figura 1), durante tres periodos de muestreo: 1) agosto-septiembre (temporada de lluvia); 2) enero-
junio 2018 (temporada de seca), y; 3) octubre 2018-febrero 2019 (temporada de transicién
estacional).

En cada uno de los cementerios seleccionados, un grupo de 5 personas llevaron a cabo colectas
entomoldgicas con redes aéreas a lo largo de 2 h. Todos los mosquitos colectados fueron
transportados al Laboratorio de Taxonomia y Biogeografia de Vectores del Centro Regional de
Investigacion en Salud Publica (CRISP) en Tapachula, para la separacion por especie y sexo.

La extraccion del ADN de mosquitos se realizé individualmente utilizando el kit DNAzol®
(Invitrogen, San Diego, CA, USA) con modificaciones al protocolo del fabricante. Para analizar la
presencia de Wolbachia se llevé a cabo la prueba de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por
sus siglas en ingles), para amplificar el gen que codifica para la proteina de superficie (wsp).
Inicialmente, se conformaron grupos de ADN de 5 individuos para ser analizados y, aquellos
grupos que resultaron positivos fueron analizados de forma individual. Para la PCR se utilizé un
par de iniciadores especificos en sentido: 5> TGG TCC AAT AAG TGA TGA AGA AAC 3’y
antisentido: 5° AAA AAT TAA ACG CTA CTC CA 3’ (Nugapola et al., 2017).
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La mezcla de reaccion fue preparada con 1 pL de DNA, 5 pL de buffer 10X, 1 uL de MgClo,
0.5 uL de dNTP’s, 0.2 uL de Taq DNA polimerasa, 1 UL de cada iniciador y agua estéril hasta
completar 25 pL.
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Figura 1. Localizacion de los sitios de colecta de mosquitos en el sur de Chiapas, México.

Las condiciones de amplificacion consistieron de 94°C por 4 min, 30 ciclos de 94°C por 1 min,
55°C por 1 min y 72°C por 1 min, continuando con una extensién final de 72°C por 10 min.
Finalmente, las muestras se mantuvieron a 4°C. Los productos de amplificacion se observaron por
electroforesis en gel de agarosa al 2% (Figura 2).
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Figura 2. Productos amplificados correspondientes a los grupos A 'y B para Wolbachia detectados en
mosquitos Aedes aegypti del cementerio de Motozintla. Se observa la banda del grupo B de 500 pb y la del
grupo A de 400 pb. PM: Marcador de peso molecular (100 bp), (-) control negativo, carril 1-2 muestras de

ADN de hembras de Ae. aegypti, carril 3-4 muestras de DNA de machos de Ae. aegypti, (+) control positivo.
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El analisis estadistico de los datos consistio en tablas de X? en donde la variable dependiente
fue la presencia/ausencia de Wolbachia, mientras que las variables independientes fueron la especie
y el sexo de los mosquitos, para determinar independencia entre las variables incluidas en el
andlisis. Se consideraron como diferencias estadisticamente significativas los resultados con
valores de P<0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se analizaron molecularmente un total de 379 mosquitos de los cuales 343 fueron Ae. albopictus
(90.8%) y 35 Ae. albopictus (9.2%). El cuadro 1 muestra el nUmero de mosquitos colectados en
cada cementerio por especie y sexo.

Cuadro 1. Mosquitos analizados por especie y sexo para la deteccion de Wolvachia (Wb).

Localidad Especie Sexo Individuos Sin Wb Con Wb 9% infeccién
Ahuacatlan Ae. albopictus Hembra 3 0 3 100.0
Alvaro Obregon  Ae. albopictus Hembra 5 4 1 20.0
Cacahoatan Ae. albopictus Hembra 18 4 14 77.8
Ciudad Hidalgo Ae. albopictus Hembra 20 0 20 100.0
Escuintla Ae. albopictus Hembra 1 0 1 100.0
Huixtla Ae. albopictus Hembra 84 29 55 65.5
Mazatan Ae. albopictus Hembra 4 2 2 50.0
Motozintla Ae. albopictus Hembra 147 119 27 18.4
Motozintla Ae. albopictus Macho 28 23 5 17.8
Puerto Madero  Ae. albopictus Hembra 1 1 0 0.0
Rio Florido Ae. albopictus Hembra 15 4 11 73.3
Tuxtla Chico Ae. albopictus Hembra 13 12 1 7.7
Tuzantan Ae. albopictus Hembra 5 0 5 100

TOTAL 344 199 145 42.2
Motozintla Ae. aegypti  Hembra 13 4 9 69.2
Motozintla Ae. aegypti Macho 22 15 7 31.8

TOTAL 35 19 16 45.7

La tasa de infeccién natural por Wolbachia en las hembras de Ae. albopictus vari
marcadamente de 7.7% en Tuxtla Chico al 100% en Ciudad Hidalgo (Tabla 1). Para el caso de
Ahuacatlan, Alvaro Obregén, Escuintla, Mazatan, Puerto Madero y Tuzantan los resultados
requieren de una nueva verificacion debido al bajo nimero de individuos colectados.

La variacion en el porcentaje de infeccion por Wolbachia entre las poblaciones de Ae. albopictus
dependié del nimero de individuos recolectados en cada cementerio. Los resultados presentados
en este trabajo son comparables con los reportados por estudios previos realizados por Casas-
Martinez et al. (2016) con Ae. aegypti y Ae. albopictus de diferentes cementerios de la region del
Soconusco, Chiapas, donde las tasas de infeccion fueron de 12.0-80%, asi como los reportados por
Villafuerte-Reyes (2018) para Ae. albopictus en los cementerios de Tapachula y Huehuetan donde
la infeccion con Wolbachia fue de 93.0% y 94.3%, respectivamente.

La prueba estadistica reveld que la infeccion con Wolbachia es dependiente del sexo, es decir,
en Ae, aegypti las hembras fueron mas susceptibles que los machos (X?=4.609, 1 gl, P=0.043),
mientras que los individuos de Ae. albopictus indistintamente del sexo fueron significativamente
menos susceptibles a la bacteria que a Ae. aegypti (X>=7.378, 1 gl, P=0.008).

El hallazgo mas relevante de este trabajo fue la deteccion de una poblacion neotropical de Ae.
aegypti infectada naturalmente con Wolbachia en el cementerio de Motozintla, Chiapas.
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Previamente, solo dos poblaciones nearticas de Ae. aegypti habian sido reportadas con infeccion
natural, una en Nuevo México con el 57.4% y otra en Florida con el 4.3% (Kulkarni et al., 2018).

Por ultimo, las evidencias descritas anteriormente abren una nueva ventana de posibilidades de
investigacion para encontrar candidatos idoneos para el establecimiento de una estrategia
alternativa de control de enfermedades transmitidas por vector basada en agentes bioldgicos
microbianos (Brelsfoard y Dobson, 2009).

CONCLUSIONES

Este estudio es el primero en Meéxico y el segundo en América que reporta la infeccién natural
por Wolbachia, un endosimbionte de mosquitos, en una poblacion de Ae. aegypti del sur de
Chiapas. Al mismo tiempo, constituye un avance importante para la caracterizacion de cepas
nativas y su evaluacion como posibles agentes de control vectorial y la transmisién de arbovirus.
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