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1. INTRODUCCIO

Els mosquits sén insectes que pertanyen a l'ordre Diptera i la familia Culicidae. Sén al voltant
de 3.500 especies de culicids diferents en el mén (Harbach i Howard, 2007). Avui dia, hi ha una
gran quantitat de mosquits que comporten un risc de malalties ja que moltes estan transmeses
per vectors associats amb els mosquits. Per aix0, s’ha de mantenir un control i evitar I'excés de
poblacié.

Actualment vivim en I'eépoca dels genomes. El genoma apareix com una explicacid natural i
comuna de tots els éssers vius, basada en els trets fonamentals del DNA. El genoma, que conté
tots els gens de cada espécie, és la base de la reconstruccié de I'evolucid i la clau per descobrir
més coses sobre la diversitat biologica.

El metode actual i classic per determinar les espécies que poblen la terra, i entre elles els
mosquits, és utilitzar claus dicotomiques de classificacio basades en la comparacié morfologica
dels individus, aquest és el métode que Carl Linnaeus desenvolupa el 1700. Des que Watson i
Crick van presentar el seu model de I'ADN de doble helix el 1953 pero, va comencar una nova
era d’estudis moleculars que han revolucionat el camp de la taxonomia. La revolucié no és en
termes del nou mecanisme de classificacié sind pels canvis que apareixen en el coneixement
de la diversitat biologica a la Terra. No obstant aixo, la morfologia, I'ecologia i les
caracteristiques de comportament sén encara importants i s'utilitzen juntament amb la
informacid d'un gen o de tot el genoma per acabar de definir les espécies.

El codi de barres d'ADN és un dels métodes prometedors per a la identificacié molecular de les
especies. Un petit segment d'un gen, aproximadament d’entre 400-1000 parells de bases (pb),
son examinats per una polimerasa de reaccié en cadena (PCR) i la posterior seqlienciacid.
Aguest segment permetra la caracteritzacio de I'espécie.

El nostre Treball de Recerca ens mostra els dos metodes de classificacié, el morfologic per la
identificacido d’espeécies que sdn facilment distingibles morfologicament i sense possibilitat
d’error i el molecular per la identificacié d’aquelles que sén tan semblants que altrament, seria
impossible d’arribar a classificar.

Si bé el metode morfologic és més rapid, el molecular, basat en seqiiéncies idéntiques de DNA,
no deixa cap dubte sobre I'especie identificada. Tot i aix0, no cal fer-lo servir en els casos que
la identificacié morfologica és clara ja que és complicat i costos.

En aquest treball els farem servir tots dos i intentarem aportar reflexions interessants a I’hora

gue aportarem dades que fins ara eren desconegudes.

k.

=
Culex pipiens(esquerra)
i Culex torrentium
'y (dreta). Dues especies
dificils de classificar
morfologicament.
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2. OBJECTIUS

L'objectiu principal d'aquest Treball de Recerca ha estat provar el concepte de codi de barres
d'ADN per a la identificacio de diferents espécies de mosquits catalans. Ens hem basat en la
identificacio6 morfologica en primer terme i en la identificaci6 molecular a partir de la
sequenciacid d’ADN per dues especies concretes, impossibles de distingir morfologicament.
Concretament els nostres objectius han estat:

- Estudiar les diferents espéecies de mosquits que trobem a Sant Viceng dels Horts en
diferents ambients (boscs, camps i cases) i els que trobem a alta muntanya. Estudiar la
distribucié de les diferents especies i la seva abundancia relativa als diferents
ambients.

- Utilitzar tecniques moleculars per classificar especies dificils de distingir
morfologicament: Culex pipiens vs Culex torrentium.

- Analitzar les poblacions de Culex pipiens i Culex torrentium a baixa altitud (0-1000m) i a
alta muntanya (1300m).

- Valorar els dos métodes de classificacio d’especies, el morfologic, a partir de claus
dicotomiques de classificaciod i el molecular, amb la seqlienciacié del DNA.

- Avaluar l'efectivitat d’un sistema relativament rapid d'identificaci6 de mosquits, el
DNA barcoding system, com a eina d'identificacié d'especies de mosquit.
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3.NOCIONS INTRODUCTORIES

3.1. EL CICLE BIOLOGIC DELS MOSQUITS

En aquest apartat descriurem el cicle vital dels mosquits, imprescindible per interpretar les
variacions en el nombre d’adults de les poblacions i poder tenir un bon control de les
d’aquestes.

—— (AR ——
/ huevos \

adulto

Cicle biologic d’'un mosquit

Els mosquits s’adapten molt bé a qualsevol massa d’aigua estancada encara que tingui poc
volum per criar. Els deltes acostumen a ser zones propicies per la cria ja que tenen un conjunt
de biotops favorables pel desenvolupament de les cries. Les femelles fertils, un cop han ingerit
la sang dels vertebrats, fan la maduracié dels ous i els dipositen sobre la superficie aquatica en
grups o navicules de 100 o 300 unitats, com es el cas dels Culex i Culiseta, individualment sobre
la superficie de I'aigua, en el cas dels Anopheles, i sobre la terra seca inactius fins que el
terreny s’inunda, com és el cas dels Aedes i Ochlerotatus.

La fecundacié dels ous es fa en el moment de la posta pero I'acoblament es realitza abans. Hi
ha generalment una sola posta al principi de la vida de l'adult. En aquesta copula lI'esperma
queda emmagatzemat dins la femella on es conserva al llarg de tota la seva vida. El nombre
d'ous varia segons les especies i també la quantitat de sang xuclada. Si la femella ha pogut
xuclar suficient quantitat de sang sense ser molestada, una sola picada acostuma a ser
suficient per produir una posta i no picara de nou fins que I'hagi realitzat. El mosquit tigre
pero, sol fer un seguit de xuclades successives, fins i tot arriba a perseguir a les preses, per
aconseguir tota la sang que necessita.

Posta d’ous de mosquit
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Aquests ous originen unes larves les quals son sempre aquatiques. Les larves tenen quatre
estadis de creixement separats per canvis de mudes. La durada de I'estadi de larva depén de la
temperatura ja que, per exemple, al Delta del Llobregat el desenvolupament larvari de Culex
pipiens dura entre 5 i 7 dies a I'estiu pero, en canvi, amb temperatures més altes dura molt
més. En aquest periode les larves creixen d’lmm a uns 12mm de longitud i es desplacen
mitjangant contraccions abdominals.

Durant el creixement larvari les larves s’alimenten de la matéria organica d’algues unicel-lulars
i de bacteris. Les larves de la majoria d’espécies (excepte del génere Coquillettidia) capten
I'aire atmosféric; aixd ho fan mitjangant un sifé respiratori situat a I'extrem de I'abdomen que
queda arran de la superficie de I'aigua en la seva posicio habitual (de cap per avall). Totes les
especies tenen aquest sifé que els permet respirar I'aire exceptuant les del génere Anopheles
que es col-loquen paral-lelament a I'aigua respirant directament per I'extrem de I'abdomen.
Aquestes larves poden habitar en tot tipus d’aiglies tant salades com dolces, netes o

contaminades i permanents o no.

Larves a la superficie de I'aigua

Quan la larva es troba en el quart estadi deixa d’alimentar-se i esdevé pupa. Aquest procés
dura unes 48 hores i és on es produeixen els canvis estructurals per tal que la larva esdevingui
mosquit adult. Més concretament, aquestes transformacions comencen al final del
desenvolupament larvari per la lisi dels musculs i continuen a I'estadi nimfal en qué s’elabora
un nou sistema. La pupa no s’alimenta ja que aprofita les reserves acumulades al estadi larvari
i respira mitjancant dues "trompetes" situades sobre el cefalotorax. En el moment en que
gairebé és un mosquit adult, I'exosquelet es trenca longitudinalment i I’adult s’infla d’aire i surt
de la despulla pupal a la superficie de I'aigua. S’hi queda un curt periode fins que és capag de
volar.

Pupa de mosquit
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Els adults, tant els mascles com les femelles, s’alimenten del néctar de les flors. Pero, a més,
les femelles piquen per obtenir sang per tal d’aportar proteines a la maduracio dels ous; és tan
necessaria aquesta sang pel creixement de les seves cries que sén capaces de recOrrer
quilometres per cercar-la.

Els mosquits piquen sobretot als vertebrats, tot i que cada espécie té unes preferéncies per un
tipus de vertebrat com la Culiseta longiareolata que prefereix les aus o el Culex hortensis que
prefereix els amfibis.

Hi ha mosquits com els Culex pipiens que poden produir una primera posta sense picar
anomenada autogena, la qual sobreviu gracies a les reserves energétiques acumulades per la
larva.

La majoria de mosquits piquen a unes hores concretes del dia, sobretot a la sortida i posta del
sol (hores en que la temperatura ambient no és gaire alta) exceptuant el Ochlaratus caspius
que pica a totes les hores del dia.

Els mascles viuen aproximadament una setmana i les femelles repeteix el cicle de reproduccio
fins que moren. La seva longevitat depen de la temperatura, la humiditat i la seva capacitat
d'obtenir amb exit un apat de sang, tot evitant les defenses de I'hoste i els depredadors
naturals. La majoria no viu més d'una o dues setmanes tot i que en captivitat poden arribar a

viure durant més d'un mes.

Mosquit adult sobre la pell humana. Normalment no viu
més d’una o dues setmanes.
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3.2. UHABITAT

L’habitat dels mosquits és practicament el medi aquatic ja que les larves es desenvolupen a
I'aigua i les femelles han de tornar-hi per pondre-hi els ous. Gairebé qualsevol massa d’aigua
és adient pels mosquits, sempre i quan sigui aigua estancada o flueixi amb lentitud. A 'aigua
no hi han d’estar gaire temps ja que en una setmana o deu dies ja poden apareixer els nous
mosquits. Els mosquits, en funcid de I'espécie, prefereixen aiglies més brutes o més netes, o
bé més fredes o més calentes (tot i que generalment prefereixen temperatures altes).

Per exemple, I'espécie Culex pipiens acostuma a trobar-se en aiglies brutes, tot i que s’adapta
prou bé a tots els ambients, a uns 152C, i encara que és capag¢ de suportar temperatures més
baixes. Es doncs, el rang de temperatures en que poden viure que fa que puguem trobar
aquests mosquits durant tota la temporada d’estiu, des d’abril fins a octubre. En canvi,
Ochlerotatus caspius prefereix zones susceptibles d’ésser inundades. Un altre exemple és el
d'Aedes albopictus que es troba en espais petits de zones urbanes com galledes, cendrers... i a
la zona de muntanya en els forats dels arbres plens amb aigua de pluja i als tolls que queden a
les rieres, a llocs apartats del corrent. En aquests llocs també hi trobem espécies com
Anopheles claviger, Ochlerotatus vexans i Ochlerotatus geniculatus.

En aquests habitats hi ha nombrosos enemics naturals dels mosquits. Les larves es troben
exposades a depredadors com peixos, insectes adults i larves d’altres insectes.

Actualment es coneixen més de 3.000 espécies de mosquits, presents a totes les latituds. Al
Baix Llobregat se'n troben 19 de diferents, distribuides en 7 géneres: Culex , Ochlerotatus ,
Aedes, Culiseta, Coquillettidia, Anopheles i Uranotaenia .

Forats dels arbres Testos amb aigua on ponen els mosquits
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3.3. ELS MOSQUITS, TRANSMISSORS DE MALALTIES

En molts paisos desenvolupats esta augmentant la incidéncia de malalties emergents
transmeses per mosquits. L'escalfament global, I'acceleracié de la globalitzacié i I'agilitat del
transport entre paisos permeten exportar i importar facilment les malalties i els vectors que
les transmeten. La Unid Europea ha patit brots i epidémies, com la Febre dels Nil Occidental i
la de Chikungunya, que es podrien haver introduit procedents de zones endemiques, a través
d'aus migratories i de viatgers. Catalunya també es troba entre els paisos en risc a causa del
seu elevat cens demografic, la gran afluéncia de turisme, la presencia d’Aedes albopictus i les
grans zones d’aiguamolls amb poblacions d’aus autoctones i migratories. De fet, a Catalunya ja
hi ha hagut casos de Chikungunya a I'lany 2014.

La Febre del Nil Occidental és una malaltia que habitualment es cursa sense simptomes o amb
simptomes lleus, perd que en alguns casos pot produir efectes més greus, com encefalitis i,
fins i tot, la mort. Aquesta malaltia pot ser transmesa pel mosquit tigre encara que amb menor
freqUiéncia que Culex pipiens. El virus d’aquesta malaltia creix i es propaga d'una au a una altra
a través de mosquits infectats. Si els mosquits infectats amb el virus piquen als cavalls o als
humans, I'animal o la persona poden emmalaltir. Es endémica en parts d'Africa, el Orient i
Europa, i en les darreres decades s'ha estat estenent a altres zones.

La Chikungunya és una malaltia infecciosa ocasionada per un arbovirus (un tipus de virus que
aprofita els artropodes com a vectors) i transmesa per la picada de mosquits femella del
genere Aedes, com ara el mosquit tigre, que també pot ser vector d’altres virus com el Dengue.
La Chikungunya és endémica de I’Africa, el Sud-est asiatic, I'india i el Pakistan on apareix
sobretot durant I'estacié de pluges. Els simptomes consisteixen principalment en febre i dolor
articular. La majoria de persones es recuperen completament, perdo no hi ha cap vacuna
enfront aquest virus. Quan s’alimenten de la sang d’una persona infectada amb Chikungunya,
els mosquits poden passar a ser transmissors de la malaltia durant, aproximadament, uns 10
dies després. Si durant aquests dies piquen a una persona susceptible d’identificar-se, aquesta
pot incubar el virus durant 2-12 dies i després manifestar-ne els simptomes. No hi ha
evidéncies de transmissid directa entre persones (sense que hi intervinguin els mosquits).

Mosquit tigre (Aedes albopictus)

10
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Pero, a més d’aquestes malalties que poden arribar a afectar als paisos desenvolupats el
mosquit tigre també transmet altres malalties com el dengue a America Central, i a Sud-
America i a la zona del Pacific, la febre groga. Aquest mosquit és originari del sud-est asiatic i
és conegut per les ratlles blanques al cos i per la moléstia que provoca pel nombre tan elevat
de picades.

Pero no només és el mosquit tigre el que transmet malalties, el génere Anopheles és
transmissor d’una malaltia molt estesa, la malaria. La malaria és una protozoosi de caracter
febril produida pel parasit Plasmodium que s'encomana per la picada del mosquit Anopheles
femella, que és el vector. Aquesta malaltia és la primera causa de malalties debilitants, i és la
primera en importancia entre aquest tipus de malalties, amb més de 200 milions de casos cada
any en tot el mon.

11
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3.4. ELS MOSQUITS I LA RESISTENCIA ALS INSECTICIDES

Molts predadors naturals, com les orenetes, els ratpenats, les gambusies o les libel-lules, sén
els nostres aliats en la lluita contra els mosquits.

Malgrat els diferents meétodes de control, els mosquits continuen sent un problema, i seria
molt més greu, si no fos pel gran nombre de predadors que se’ls mengen, especialment els
ocells. Cada familia d’aquests ocells (2 adults i 5 polls), com les orenetes, consumeix uns 8.000
insectes al dia. A més s’han produit adaptacions en el seu organisme que els permeten cagar al
vol. Els ratpenats també sdn uns grans insecticides, en una sola nit consumeixen de 1.400 a
2.800 mosquits cadascun. La gambusia és un peix originari d’Ameérica del Nord introduit a
moltes zones palustres a causa de la seva voracitat consumint larves de mosquit (en angles
s’anomena mosquito fish). Les libel-lules son els predadors naturals més antics que tenen els
mosquits. Ja van apareixer molts milions d’anys abans que les orenetes, per exemple. A més,
els depreden per partida doble. La larva aquatica caca larves de mosquit i la libél-lula adulta
caca mosquits adults. Perdo per molta ajuda que tinguem dels predadors i per molt que
combatem els mosquits no aconseguirem exterminar-los.

Pero els humans intentem tenir el control sobre els mosquits i aix0 ho fem basicament
eliminant els mosquits adults amb insecticides quimics.

Diferents técniques per combatre als mosquits

12
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Per combatre les larves utilitzem Bacillus thuringiensis israelensis, una espécie de bacteri que
ens serveixen per matar les larves. Per combatre els adults hi ha dos tipus d’insecticides, els
organofosfats que actualment s’han deixat d’utilitzar perque sén cancerigens a llarga durada i
els piretroides que sén els utilitzats. Aquest Ultims pero, sén repel-lents i toxics per persones i
peixos i, si no s’aplica bé per experts, els mosquits simplement els oloren i marxen. Aquests
piretroides els tenim a mosquiteres tractades amb insecticides (MTI), mosquiteres tractades
amb insecticides de llarga durada (MILD) i als aerosols residuals interiors (IRS). Malgrat que
tots aquests insecticides afavoreixen la reduccié de mosquits, darrerament hi esta havent un
increment de la resistencia dels mosquits als insecticides. Ja s’ha detectat resisténcia ens els
piretroides com la metometrina, la metrina o daltametrina (causa reaccions molt altes). Pero a
més a Sud America comenca a haver-hi problemes amb els heroticides.

Per tal de reduir els efectes de la resisténcia s’han d’inventar nous insecticides quimics en
mosquiteres i IRS. Aixi doncs per augmentar |'eficacia d’aquests productes quimics cal tenir en
compte les condicions microclimatiques rellevants, és a dir, tenir en compte tant les
temperatures durant el dia 25-272C, en les que es fan el assajos, pero a més, tenir en compte
les diferents temperatures (més baixes a la nit) en qué els mosquits estan en condicions reals
al camp.

13
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3.5. IDENTIFICACIO D’ESPECIES | DNA BARCODING

El metode classic per identificar, etiquetar i classificar organismes es basa principalment en
I'analisi dels seus trets morfologics. Aquest métode va ser desenvolupat per Carl Linnaeus al
segle XVIII i és encara el sistema taxonomic que, en gran mesura, s'utilitza avui dia. Tot i que
actualment els taxonomistes també consideren la fisiologia, el comportament i la biologia de
poblacions a I’hora de classificar noves especies.

Des del descobriment de I'ADN i del reconeixement del seu paper en I'herencia, la variacio
genetica té un paper cada vegada més important a I’hora d’estudiar la diversitat de la vida. Aixi
doncs, la identificacié morfologica de les espécies és, obviament, limitada, ja que no té en
compte la plasticitat fenotipica, la variacié genética dels individus o la complexitat morfologica
(Hebert et al., 2003a). La identificaci6 molecular de 'ADN pot omplir aquest buit que la
morfologica no és capag de fer i, per tant, afegir més informacié sobre la diversitat biologica ja
coneguda. A més aquestes tecniques moleculars s’acostumen a utilitzar per a la identificacid
d'espécies de virus, bacteris i protozous que tan dificils son de classificar (Adl et al., 2007;
Edwards and Rohwer, 2005; Pace, 1997). D'una manera més general, tota la seqlienciacid del
genoma i altres métodes similars s'utilitzen per identificar la diversitat.

A causa de I'extensa diversitat biologica que hi ha, seria molt costés i consumiria molt de
temps intentar de comparar el DNA complet de diferents organismes, per tant, una forma més
adequada per identificar espécies és analitzar petits segments de gens, el que hem anomenat
el codi de barres de ’ADN. (Hebert et al., 2003a; Stoeckle, 2003; Stoeckle et al., 2003).

En els animals, el genoma mitocondrial sembla ser més adequat per al codi de barres que no
pas el genoma nuclear, perqué el mitocondrial no té introns i molt poques vegades es
recombinable. L’heréncia per via materna dels gens mitocondrials és també beneficids per
seguir els codis de barres (Saccone et al., 1999). No obstant aix0, les insercions i les delecions
sdn comunes en aquests gens, complicant aixi la seqlienciacid. (Doyle and Gaut, 2000).

Per les plantes i els fongs, la regié de I'ADN ribosomic, sembla que és la millor opcié per
aplicar els codis de barres (Chen et al., 2010).

Hi ha 13 gens que codifiquen proteines mitocondrials en els animals i I'eleccié de quina es vol
utilitzar depén de diferents factors. Alguns estudis previs als del codi de barres es van fer amb
el gen citocrom oxidasa B, perdo més tard, un altre gen que es va considerar fou el citocrom c
oxidasa | (COl) (el que hem utilitzat en aquest treball) (Hebert et al., 2003b). Aquest gen (COl)
té arees amb seqiiencies prou ben conservades i, per tant els encebadors universals
desenvolupats per a aquest gen son molt robustos (Folmer et al., 1994). En comparacié amb
altres gens mitocondrials, el senyal filogenetic COl sembla que és millor que el de citrocrom
oxidasa B. La substitucié d'una base en la tercera posicid de nucleotids es produeix amb una
freqiiéncia més gran del normal, la qual cosa fa que la taxa d'evolucié del gen sigui bastant
alta. Tot i que les variacions intraespecifiques es presenten a menys del 2% en el gen COI
(Simon et al., 1994).
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La utilitzacié del codi de barres de I'ADN avui dia quasi s’ha convertit en una rutina, sobretot
per la facilitat que aporta I'Us de les reaccions en cadena de la polimerasa (PCR) i la
sequenciacié de Sanger. No obstant aix0, un nova generacié de tecniques de seqiienciacio s'ha
desenvolupat en I'Ultima década. La técnica combina la captura d'ADN, PCR i la reaccié de
sequencia, i per tant podria ser molt adequada per als codis de barres de DNA.

Per donar suport a I'is del codi de barres com a tecnica de classificar i fer que la seqiiencia de
dades sigui més accessible per tothom, investigadors d’arreu del mon treballen
coordinadament en aquest camp. A més, s’ha fundat el Consorci Internacional per al codi de
barres de la Vida (CBOL) . Tot plegat suposa un gran esforg i la idea és aconseguir que els codis
de barres d'ADN siguin un estandard global per a la identificacié biologica. Al voltant de 200
organitzacions associades de 50 paisos treballen junts per promoure I'is dels codis de barres.
Un dels membres d’aquest consorci és el MBI (Iniciativa de codi de barres de Mosquits) i el seu
objectiu és tenir codis de barres d'ADN d'almenys 5 mostres del 80% de totes les espécies de
Culicidae. BOLD és un portal de suport que proporciona als usuaris eines d'analisi, recursos
computacionals i un emmagatzematge estructurat de dades. Les dades de codi de barres estan
vinculades a la taxonomia, als llocs geografics i a les imatges. L'objectiu és tenir una base de
dades de referencia amb els registres de seqiiencia validats per a totes les espécies, des de
tots els taxons (Ratnasingham and Hebert, 2007).

Mosquito Barcoding Initiativ®

Logotip de Mosquito Barcoding Initiative

Un intrd és una regio del DNA compresa en la regio codificant d'un gen pero que no s'arriba a expressar
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4.ESTUDI MORFOLOGIC | MOLECULAR
4.1. TREBALL DE CAMP

4.1.1. Introduccio

El nostre estudi esta centrat en els mosquits. Ens caldra doncs primer de tot fer una acurada
campanya de recol-leccié de mostres per poder desenvolupar posteriorment el nostre treball.
Per recol-lectar mostres haurem d’utilitzar tecniques diferents per a les larves i per als adults.

4.1.2.Material de la recol-leccid

Trampa mosquits. Ens serveix per cacar els mosquits de
manera eficient i en gran nombre durant la nit, atraient
els mosquits amb CO, i lum.

Gel sec. El gel sec despren CO, en sublimar-se de
manera que atrau els mosquits durant la nit, per tant el
necessitem per la trampa de mosquits.

Congelador. Per evitar que el gel sec es sublimi massa
aviat, abans de col-locar-lo en la trampa perque faci la
seva funcié, I'hem de mantenir en una caixa de
porexpan i en el congelador, aixi evitem al maxim la
sublimacié fins al moment de col-locar-lo a la trampa.
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Pots. En els pots guardem les larves amb alcohol.

Pinces. Ens serveixen per la manipulacido dels
mosquits, tot i que hem d’anar en compte i vigilar
de no fer malbé les mostres.

Pinzell. Igual que les pinces ens serveix per la
manipulaciéo dels mosquits, tot i que és millor
treballar amb el pinzell perqué aixi evitem més
facilment de fer malbé les mostres.

Lupa binocular. Ens serveix per veure els
mosquits amb detall i aixi poder classificar-los
morfologicament.

Eppendorff. Ens serveixen per emmagatzemar
els mosquits.

Silicagel. S6n unes boletes de color blau que ens
serveixen per conservar els mosquits en sec
sense que es facin malbé.

Silicagel: és un polimer d'acid silicic en forma de gra que serveix per conservar els mosquits en sec.
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Xeringa gran. Ens serveix per agafar les larves.

Alcohol de 802. Ens serveix per matar les larves i
conservar-les.

Col-lador de tela. Ens serveix per agafar les larves.

4.1.3. Meétode

Recollirem mostres de mosquits adults i de larves per tal de poder-los classificar tant
morfologicament com molecularment (seqlienciant el DNA). Per dur a terme aquesta
recol-leccié haurem de cacar els mosquits i les larves i emmagatzemar-los degudament per
assegurar una bona conservacié del DNA.

Per cacar els mosquits adults i capturar les larves hem seguit tres meétodes diferents (2 per els
adults i 1 per les larves).

El mostratge I'hem fet en 3 localitats: a alta muntanya, a Campelles (1300m), al bosc de
Torrelles de Llobregat (400m) i als horts de la vora del riu Llobregat a I'algada de Sant Viceng
dels Horts (22m) i al casc urba de Sant Viceng (100m) que son les localitats on hem centrat el
nostre treball.
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Mapa de Catalunya amb les poblacions de
Campelles (vermell) Torrelles de Llobregat (blau) i
Sant Viceng dels Horts (verd) i marcades amb

cercles.
TERME MUNICIPAL DE o
'TORRELLES DE LLOBREGAT s
Mapa de relleu de Campelles (1300m) Mapa de Torrelles de Llobregat (400m)

Mapa de Sant Viceng dels Horts (22-350m) amb els diferents punts on
hem fet el mostreig.
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4.1.3.1.La caca dels mosquits adults

1. Un dels metodes més senzills de recol-lecciéd del mosquits adults és sense utilitzar trampa.
Aquest metode el vaig utilitzar durant els mesos previs a tenir la trampa de captura.

Consisteix en esperar durant el temps necessari que un mosquit vingui al lloc on ens trobem i
un cop el mosquit deixa de volar i es para en una superficie plana, amb un pot, I'atrapem
agilment i hi col-loguem un paper perqué no escapi. Tot seguit el congelem i, un cop mort, el
guardem de la manera més adequada per la seva conservacid. Aquesta técnica la vaig utilitzar
amb 14 de les mostres inventariades, que corresponen, totes elles, a les recol-lectades al casc
urba de Sant Viceng dels Horts.

Es un métode molt simple perd no per aixd menys efectiu. Sovint és utilitzat per experts quan
desenvolupen prospeccions de camp.

2. Un altre metode és el de la captura de mosquits adults
mitjan¢ant una trampa. Aquest métode el vaig dur a terme durant
I'estiu 2014.

Consisteix en deixar la trampa de mosquits durant tota la nit, en el
lloc d’'on es volen capturar les mostres. El dia seglient els mosquits es
troben atrapats en la xarxa de la trampa. Pel nostre estudi vam
aconseguir una trampa en préstec del Centre de Control de Mosquits.

La trampa consta d’una capsa negra on s’introdueix el gel sec i
s’omple fins dalt. D’alla en penja un motoret que té un ventilador i un
llum. Alla mateix s’hi enganxa, amb una goma, una xarxa on
guedaran atrapats els mosquits.

La trampa funciona de la seglient manera: el gel sec sublima poc a

La trampa

poc desprenent CO, el qual atrau els mosquits, un cop els mosquits
estan a prop la trampa veuen el llum del motor i en apropar-se, el
ventilador, que es troba just sota el llum, els xucla i els deixa atrapats
a la xarxa.

Per preparar la trampa seguim els passos que detallem:

¢ Aconseguim gel sec (CO,) del Centre de Control de Mosquits el mateix dia que I’hem
d’utilitzar i el guardem en una caixa de porexpan dins d’un congelador, perquée sublima
molt rapid . D’aquesta manera aconseguim reduir la velocitat de sublimacié.

e Posem el gel sec a la capseta negra de la trampa.

e Anem al lloc on volem posar la trampa (bosc de Torrelles i horts al costat del riu
Llobregat) i busquem una branca d’un arbre que sigui segura per penjar-la-hi.
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Posem el gel sec en la capsa negra de la Passem la cadena de la capsa per la branca de I'arbre
trampa

e Passem la cadena de la capsa negra per la branca de I'arbre i un cop tenim la capsa
negra amb el gel sec penjada hi col-loquem el motor sota la capsa. Cordem ben fort la
xarxa al ventilador del motor i engeguem el motoret amb el qual s’encendra el llum i el
ventilador.

¢ Ho deixem funcionant tota la nit i el dia seglient anem al lloc, traiem la xarxa amb molt
de compte perque no s’escapin els mosquits i els congelem juntament amb la xarxa per
tal que, més tard, puguem procedir a 'emmagatzematge dels mosquits.

Amb aquesta tecnica hem recollit 10 mostres de mosquits diferents.

Col-locacié del motor i la xarxa a la capsa de Recollida de la xarxa amb els mosquits dintre
la trampa
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4.1.3.2. La captura de les larves

Per capturar les larves ens cal agafar un colador de tela per tal que els forats de la xarxa siguin
tan prims que no hi passin les larves o bé les agafem directament amb una xeringa gruixuda,
xuclant de I'aigua.

Un cop es troba un basal on s’hi veuen larves, s’introdueix en un Unic moviment el colador per
no moure gaire el aigua; després és renta el colador dins una cubeta amb aigua. D’alla haurem
d’anar agafant, d’'una en una, les larves amb I'ajut d’una xeringa. | les posem a dins d’un pot
amb alcohol de 80¢2.

O bé s’agafen directament de I'aigua les larves amb I'ajut d’'una xeringa i es posen en el pot
amb alcohol de 802 intentant de posar el minim d’aigua de la bassa per no diluir la
concentracié de I'alcohol.

Amb aquestes técniques vam agafar quatre pots plens de mostres d’alta muntanya (1300m) i
tres pots més amb larves del bosc de Cesalpina (200m).

Agafant les larves d’una basa amb una xeringa gruixuda (esquerra) i amb el colador (dreta).
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Rentat del colador en la cubeta. Agafem una a una les larves de la
cubeta amb la xeringa o la pipeta.

Posem les larves de la xeringa/pipeta dins el pot amb alcohol de 80°.

4.1.3.3. 'emmagatzematge

Hem utilitzat dos processos diferents per 'emmagatzematge dels mosquits adults i de les
larves.

1. Mosquits adults

e Agafem un eppendorf i hi posem unes boletes de silicagel i un trosset de cotd fluix a sobre
de les boletes.

e Posem un mosquit a I'interior de I'eppendorf i ho tanquem molt bé perqué no hi entri aire
(ja que I'aire impediria I'accio del silicagel i per tant els mosquits no es conservarien).
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e Retolem I'eppendorf amb un ndmero i anotem en una llibreta la correspondéncia del
numero amb l'inventari del lloc, la poblacid, I'altitud , la data i hi deixem un espai on
indicarem I’espécie un cop I’haguem classificat.

2. Larves

e Cal colar les larves per llengar I'aigua de la bassa i posar-les en un pot vuit.
e Afegir alcohol al 802 de pot on hi ha les larves vives i esperar que morin.
e Traslladar les larves amb I’alcohol als eppendorff.

* Retolem els eppendorfs amb una lletra i anotem totes les dades, incloent la lletra, a
I'inventari : el lloc, 'altitud, la poblacié, la data i I'espécie, que esbrinarem més tard.

Emmagatzematge dels mosquits amb eppendorfs Mosquits emmagatzemats i etiquetats
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4.2. ESTUDI AL LABORATORI

4.2.1. Introduccio

Ara ens caldra fer un estudi molt acurat per classificar els individus (adults i larves)
recol-lectats. Per aixo utilitzarem dos métodes:

1.- Métode classic de la classificacié morfologica mitjangant claus taxonomiques.

2.- Métode de classificacié molecular pel qual utilitzarem com a eina de classificacié la
seqiienciacio de DNA.

El sistema classic de classificacié taxonOmica es fa mitjancant la observacid detallada de
I'organisme amb I'ajut d’aparells optics com la lupa binocular i el microscopi optic, i claus
dicotomiques de classificacio.

En ocasions, aquest sistema de classificacié6 morfologica és insuficient i llavors ens cal recérrer
a altres metodes com el molecular. Aixo0 ens passa en espécies morfologicament molt
semblants, espécies que es confonen amb facilitat i per totes aquelles identificacions de les
guals no n’estiguem segurs.

4.2.2. Classificaciéo morfologica

4.2.2.1.Introduccio

La classificacié morfologica es fa mitjangant I'observacié exhaustiva i detallada dels mosquits
sota la lupa binocular. Un cop tenim observades totes les caracteristiques d’'una mostra es
comparen amb les caracteristiques de mosquits que ja s’han classificats anteriorment i, a més,
s’utilitza un programa informatic anomenat “The mosquitoes of Europe’” per completar la
identificacio. Aquest programa permet identificar unes 100 espeécies de Culicidae (larves,
femelles i mascles adults dels genere Aedes, Anopheles, Culex, Culiseta, Conquillettidia,
Ochleratus i Uranotaenia).

El programa et permet una identificacié intuitiva enfocada en el multi criteri. Amb cada pas,
selecciones un dels criteris proposats entre morfologia, ecologia i distribucid, avangant cap a la
identificacio de la mostra per eleccions successives de propostes suportades mitjancant
imatges i descripcions. Al final del procés, unes targetes taxonomiques et mostren el resultat
de I'espéecie amb informacid addicional.

Aquest és un metode molt util i facil de fer servir excepte quan ens trobem amb espécies molt
semblants (practicament indistingibles) com Culex pipiens i Culex torrentium, per la
identificacio de les quals s’han d’utilitzar metodes més complexos com la classificacio
molecular o bé classificar-los mitjancant I'observacié dels aparells reproductors dels mosquits
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mascles i femelles, cosa que es forca dificil de veure i que requereix fer preparacions
microscopiques.

4.2.2.2. Métode

1. Agafem una mostra de mosquit congelat i la posem en una capsula de petri.
2. L’'observem detingudament sota la lupa binocular.
3. Anem seguint les indicacions de les claus de classificacié del programa informatic (“The

mosquitoes of Europe”).

Mirant mosquits en la lupa binocular per clasificar-
los morfoldgicament
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4.2.2.3. Descripcio d’espécies identificades

Presentem el cataleg d’especies que hem identificat ordenades per subfamilies i en ordre
alfabetic. De cada espécie indiquem la localitat on ha estat recol-lectada i el nombre
d’individus inventariat en relacid al total.

A continuacid explicarem les caracteristiques més destacades de les espécies; ordenades
alfabéticament pel nom generic. De cada especie en ressaltem I'ecologia, la distribucid i els
trets diferencials més caracteristics.

Aedes
Aedes aegypti

2. Aedes albopictus
Anopheles

3. Anopheles antroparvus
Culicidae

4. Culex impudicus

5. Culex pipiens

6. Culex torrentium
Culiseta

7. Culiseta longiareolata
Ochlaratus

8. Ochlaratus caspius
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Aedes aegypti:

Aedes aegypti
Imatge extreta de Bold System

Només hem trobat larves d’aquest mosquit ampliant la nostra area d’estudi cap a Sant Boi,
concretament unes 22 larves (10% del total). A Sant Vicen¢ no n’hem trobat.

Es troba en totes les regions del mdén que tenen una temperatura mitjana anual superior a
20°C, cosa que es correspon amb nombroses regions. Aquesta espéecie no té una diapausa
hivernal i per tant no esta adaptada a les regions fredes. Les poblacions que es troben en el
limit de I'area de distribucié de I'especie son forga inestables, d'altra banda a causa del control
sistematic que s’ha fet d'aquesta especie, I'eradicacid, en la majoria dels paisos europeus, s’ha
pogut aconseguir facilment.

L'especie perd encara es pot trobar en gairebé tots els paisos de la Mediterrania, especialment
en els ports on l'espécie es va introduir a través de la navegacid comercial. A Grecia les

observacions d’aguesta especie sén una mica més sovintejades.

Els ous sén dipositats a la superficie de I'aigua i la seva incubacié dura 4 dies. L'ou és resistent
a la dessecacid i es pot mantenir viable entre aquest interval de temperatura: 462C/-17°C.

La seva estructura superficial és semblant a la de |’Aedes albopictus.
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Aedes albopictus MOSQUIT TIGRE

Mosquit adult de Aedes
albopictus

Imatge extreta de Bold
System (esquerra)

Larva de Aedes albopictus
Imatge  d’Andrea  Rubio
(dreta)

L’hem trobat a la zona urbana de Sant Viceng dels Horts en una proporcié del 3% .

Es conegut com el mosquit tigre. Es una espécie que pertany a la familia Culicidae. Es
caracteritza per la seva coloracié negra amb ornamentacié blanca al torax i 'abdomen, potes
amb bandes negres i blanques i una conspicua linia blanca longitudinal central al torax i al cap.
Té una longitud d'entre uns 5 i 10 mm. La seva adaptacié a petits vivers artificials fets per
I’'hnome, a més de la seva resisténcia al fred dels ous i a la dessecacid, ha fet possible el seu
transport a tot el mén en contenidors de pneumatics usats o d’altres. Tot i que la seva
reproduccid esta limitada per diferents factors com el fotoperiode, la temperatura, les
precipitacions i la humitat, la seva gran plasticitat li permet adaptar-se a una gran varietat
d'entorns, des d'arees boscoses, a llogarets rurals i fins a ecosistemes urbans. Tant a les zones
tropicals com a les regions temperades s’hi mantenen amb I'ajut de la diapausa hivernal dels
ous. Fins i tot, després de la seva transferencia a una nova regid, A. albopictus conserva la
capacitat de colonitzar els forats dels arbres. Aquest mosquit d'origen asiatic, és propens a
ampliar l'area de distribucié, sobretot des dels anys 70. Avui dia, no coneixem cap continent
qgue no en tingui. A Europa, la preséncia d’aquest mosquit s'ha registrat des de fa pocs anys.
Primer a Albania i Italia, on l'espécie ja esta fermament implantada, i més recentment a Franca
i Belgica. També s’ha escampat a la resta de paisos. Cal vigilar les poblacions perque, tal i com
hem dit abans, pot ser transmissor d’algunes malalties.
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Anopheles atroparvus

Anopheles antroparvus
Imatge extreta de Google
imatges (esquerra)

Anopheles antroparvus
Imatge  d’Andrea  Rubio
(dreta)

No I’hem localitzat al Baix Llobregat ni a alta muntanya. Només en tenim una mostra (7% del
total) recol-lectada del Delta del Ebre (que no forma part del nostre estudi).

Es una espécie que té una diapausa incompleta, quan les condicions sén favorables les
femelles poden romandre actives durant I'hivern. La distribucié de I'espeécie inclou la major
part d'Europa, exceptuant I'extrem sud-est i les regions al nord de latitud 572N.

Es extremadament dificil identificar morfoldgicament els mascles adults. Tot i que és complexa
I'observacié dels ous pot arribar a ser util per una identificacié. Sempre pero es recomana
estudiar un gran nombre d'individus de la mateixa poblacid. Per poder tenir la identificacid
amb prou garanties, sovint es requereix un estudi genétic.
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Culex impudicus

Mosquit ~ adult  de
Culex impudicus
Imatge extreta de
Google imatges
(esquerra)

Larva de  Culex
impudicus

Imatge d’Andrea
Rubio (dreta)

Només I'hem trobat a alta muntanya (1300m) a Campelles. En una mateixa mostra hi havia
tant Culex impudicus com Culiseta longiareolata, de Culex impudicus n’hi havia un 9% del
total.

Es troba en etapa larval des de comengament de primavera fins a la tardor. Les femelles ponen
els ous a I'hivern, en buits naturals com coves o altres cavitats i, en tornen a pondre a la
primavera. Es una espécie mediterrania i la seva area de distribucié s'estén cap a I'est fins a
I'lran. les larves son morfologicament molt semblants a les de Culex territans. Les larves viuen
en aiglies clares, fresques i ombrejades. Sovint les troben al llarg de rierols ombrejats, de
vegades en els camps d'arros, trinxeres cobertes d'herba i llacunes temporals. D’una banda,
per la poca presencia d’aquest mosquit i, de l'altre, per les seves preferéncies alimentaries,
mai no és responsable de la transmissié de malalties parasitaries en éssers humans.
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Culex pipiens MOSQUIT coMmU

Culex pipiens

Imatge extreta de ‘the
mosquitoe of Europe”
(esquerra)

Culex pipiens
Imatge d’Andrea Rubio
(dreta)

1mm

Ha estat I'espécie més trobada durant la recerca ja que és el mosquit més comu. N’hem trobat
dintre de la zona urbana (Sant Andreu de la Barca, Viladecans, el Prat i Sant Viceng dels Horts)
en un 17%. També n’hem trobat, a la muntanya de Torrelles de Llobregat (400m) un 11% de
mascles Culex pipiens i un 4% de femelles. A I’hort n’hem trobat només un 2%. | a alta
muntanya, a Campelles (1300m), hi hem trobat un 17% de larves del total , que podien ser tant
Culex pipiens com Culex torrentium. Perdo com que amb metodes classics no es poden distingir
aquestes dues espécies perqué son molt semblants, hem utilitzant técniques moleculars per
fer-ho. Vam seqiienciar 8 mostres de les quals una era Culex pipiens i dues Culex torrentium,
les altres no les vam poder seqlienciar completament.

També anomenat mosquit comu, és una espéecie de mosquit de la familia Culicidae. Arreu del
mon és causant o transmissor de moltes malalties com la encefalitis japonesa, la meningitis i la
urticaria i, a Estats Units, es transmissor també del virus del Nil occidental. Aquesta especie té
una enorme plasticitat ecologica i morfologica, les seves variacions morfologiques han originat
moltes descripcions de formes diferents, les quals no sén genéticament aillades siné que soén el
resultat d’'una seleccid ecologica. Presenta una gran variabilitat d’aquests caracters d’acord
amb la latitud i la temporada en la que es capturin. Les larves de Culex pipiens apareixen a
mitjans de primavera i desapareixen amb les primeres gelades perd els adults sén abundants
durant I'estiu i la tardor. Aquesta espécie es troba a America i Europa.
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Culex torrentium

Culex torrentium
Imatge extreta de Google imatges (esquerra)

Ha estat una especie que només hem trobat a alta muntanya, a Campelles (1300m). Del total
de larves que hem recol-lectat un 17% podien ser tant Culex pipiens com Culex torrentium.
Perdo com que amb la classificacié morfologica no es podien distingir semblants hem hagut
d’utilitzar técniques moleculars per fer-ho. Vam seqlienciar 8 mostres de Campelles de les
quals dues les vam identificar com Culex torrentium i una com a Culex pipiens, la resta no van
ser seqlienciades correctament.

Es una espécie paleartica, la trobem al nord i centre d'Europa. En les seves etapes aquatiques
es poden trobar a molts llocs diferents de reproduccid, incloent forats de roques, piscines al
llarg dels torrents, bassals d'aigua i vores de llacunes o habitats artificials com barrils i
contenidors. L'aigua pot ser dolca o salada, molt bruta o neta, i fins i tot, rica en oxid de ferro;
els llocs on es multiplica son generalment petits, oberts i prop del bosc. Sovint es troba a
I'aigua amb C. pipiens pero a diferencia de C. pipiens, C. torrentium s'adapta a les temperatures
de l'aigua més baixes i domina en les regions fredes o en altituds més grans. A més C.
torrentium és I'Unica espécie de Culex que viu en forats naturals dels arbres naturals. Els ous
son dipositats a la superficie de l'aigua i les larves sén presents durant l'estiu, des de la
primavera fins a principis de tardor. Cal dir que el desenvolupament de les larves sembla ser
més lent que en C. pipiens. Els adults sdn presents durant I'estiu fins a les primeres gelades i
s'han observat mosquits adults alimentant-se de nectar de les flors, sobretot a la nit. Les
femelles transmeten el virus Sinbis.
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Culiseta longiareolata

Culiseta longiareolata
Imatge extreta de ‘the
mosquitoe of Europe”
(esquerra)

Culiseta longiareolata
Imatge d’Andrea Rubio
(dreta)

N’hem recol-lectat un 6% al bosc de Cesalpina (Torrelles de Llobregat) i 5% a la zona urbana
(Sant Viceng dels Horts). A més, com ja hem dit anteriorment, en una mostra d’alta muntanya,
Campelles (1300m), d’entre les 33 larves recol-lectades n’hi havia tant de Culex impudicus com
de Culiseta longiareolata, d’aquesta ultima un 8%.

Mostra un desenvolupament continu en els paisos calids, perd pot presentar una diapausa
hivernal en les larves de les regions temperades i en les femelles de les regions fredes. Trobem
adults al llarg de tot I'any amb la maxima densitat a la primavera i la tardor. Les femelles sén
monogames i autogenes. Aquesta espécie és present en les regions paleartiques, orientals i
afro-tropicals del sud. A Europa, és comuna als paisos mediterranis com Espanya. Registres
esporadics mostren que en ocasions es troba al nord de Francga i al Regne Unit.

Ponen uns grupets d’ous que queden enganxats a la superficie d’aiglies tranquil-les. Els llocs de
reproduccio sédn molt variats (piscines, abeuradors, pous abandonats, buits de roques, estanys,
arrossars, canals), on l'aigua sempre esta estancada i generalment rica en materia organica.
Aquests vivers poden tenir caracter permanent o temporal, ja sigui a I'ombra o al sol, amb
aigua dolca o salada, amb aigua neta o contaminada. Aquesta amplia gamma d’habitats explica
I'amplia distribucid i abundancia d'aquesta espécie.
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Ochleratatus caspius

Ochleratatus caspius
Imatge extreta de “the
mosquitoe of Europe”
(esquerra)

Ochleratatus caspius
Imatge d’Andrea Rubio
(dreta)

N’hem recolectat un 5% a la zona urbana (Sant Viceng dels Horts) i un 1% a la zona propera al
riu, els horts de Sant Viceng.

Es una espécie de mosquit de la familia Culicidae que inclou dues subespécies: O. caspius
meira i O. caspius caspius, aquest Ultim es troba a Europa. Oc. caspius passa I'hivern en estat
d'ou. A les regions calides els adults viuen durant tot I'any, perd sén més abundants a la
primavera, després que hagi augmentat la temperatura de l'aigua i que s’hagi allargat el
fotoperiode. Les femelles produeixen una gran quantitat d'ous.
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4.2.2.4. Abundancia relativa i distribucio a I’area d’estudi

A continuacié presentem una taula de dades en queé es veu I'abundancia relativa i la distribucié
en I'area d’estudi de les espécies recol-lectades. Podem observar el percentatge en que es
troba cada espécie d’entre el total d’especies estudiades a totes les arees i més concretament
podem veure quina és I'abundancia de cada especie en les diferents zones. A més, en el cas del
Culex pipiens que hem trobat a la muntanya de Torrelles podem veure I'abundancia relativa
entre mascles i femelles.

L'espécie més freqlient i més ampliament repartida és Culex pipiens , el mosquit comu, ja que
el trobem a tot arreu, des de terra baixa fins a alta muntanya, i amb una alta proporcié. Cal
observar pero que a alta muntanya, una part dels Culex pipiens sén substituits per un altra
especie molt proxima, el Culex torrentium que ocupa el mateix ninxol ecologic. Fenomen
idéntic al que observem a Europa central, aixi doncs aquestes espécies de mosquits segueixen
una distribucié latitudinal que s’avé perfectament amb la distribucid altitudinal. La resta
d’espécies les trobem sobretot a la zona urbana excepte Ochlaratus caspius que el trobem
també a I'hort. Culiseta longiareolata és tan abundant a terra baixa com a muntanya mitjana
com a alta muntanya. Culex torrentium i Culex impudicus, per contra, els trobem Unicament a
alta muntanya. Cal afegir que a alta muntanya trobem en major proporcié el Culex torrentium
que el Culex pipiens ja que a mesura que l'altitud augmenta la proporcié de Culex torrentium

també.
- 41% 3 72% 100%
Culex pipiens 45% 6%  38% — 11%
0,
torfgrlz;(um 9% 100% 1o
0,
imgzlcli:us 8% 100% 1o
0,
alqu::iiius 3% 100% o
Aedes 100%
aegypti 10% 100%
0,
Oci;;esrpaizl‘lc;tus 6% 90% 10% 100%
[ [0)
Ioncg;t!é’::czjata 20% 31% 32% 37% oo
TOTAL  |100%
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Abundancia relativa de mosquits a I'area estudiada

B Culex pipiens

H Culex torrentium
m Culex impudicus

B Aedes albopictus
B Aedes aegypti

m Ochlaratus caspius

i Culiseta logiareolata

El mosquit més abundant és, clarament, el mosquit comu. En canvi el mosquit tigre que pot
arribar a ser tan molest, ens adonem que no és, ni de bon tros, tan abundant.

Abundancia relativa de Culex Abundancia relativa de Culex
pipiens torrentium

M Zona urbana

M Hort
mAlta
® Muntanya muntanya
mAlta
muntanya

El mosquit comu veiem que és molt abundant a la terra baixa, tant a les zones urbanes com a
les muntanyoses. En canvi, baixa molt la seva preséncia a alta muntanya. En canvi, Culex
torrentium només el trobem a alta muntanya.
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Abundancia relativa de Culex
impudicus

mAlta
muntanya

Abundancia relativa de Aedes
albopictus

M Zona urbana

Abundancia relativa de Aedes
aegypti

M Zona urbana

Abundancia relativa de
Ochleratatus caspius

M Zona urbana

W Hort

Culex impudicus el trobem Unicament a alta muntanya. En canvi, Aedes albopictus i Aedes

aegypti els trobem només a les zones urbanes. D’altra banda, Ochlaratus caspius el trobem a

zona urbana en major proporcié pero també en els horts.
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Abundancia Culiseta
longiareolata

M Zona urbana
W Hort

Muntanya

mAlta
muntanya

Culiseta longiareolata, en canvi, la trobem en proporcions molt semblants en qualsevol
habitat.

4.2.2.5. Comparacio amb altres estudis

Aquest estudi ens mostra les especies de mosquits recol-lectades a Huelva, Barcelona,
Tarragona i Girona. Entre el 2001 i el 2005, aixi com el nombre absolut d’individus inventariats
i les dades relatives en %. Podem veure que a tota I'area estudiada hi trobem sobretot
Ochlerotatus caspius en un 41%, en canvi, Culex pipiens és abundant pero no ho és tant ja que
n’hi ha un 32% en el total. D’entre les altres espécies estudiades trobem Anopheles atroparvus
en un 7% i Aedes albopictus i Culiseta longiareolata en menys d’un 1%.

El fet que Ochlerotatus caspius sigui més abundant només ho veiem a Huelva i Tarragona,
zones més al sud. En canvi, a Barcelona, on queda inclosa la nostra area d’estudi, i a Girona, hi
trobem més Culex pipiens que Ochlerotatus caspius en un tant per cent elevat. Per exemple, a
Barcelona trobem Culex pipiens en un 91% mentre que Ochlerotauts caspius el trobem
Unicament en un 7%. Si ho comparem ara amb els resultats que hem obtingut en la nostra area
d’estudi ens adonem que trobem una distribucié i una abundancia relativa molt semblant. A
més, a Girona hi trobem també més Culex pipiens perd en menys proporcid que a Barcelona,
exactament en un 52% respecte un 16% d’Ochlerotatus caspius. Tot i no estar inclos en el
nostre estudi, gracies a aquestes dades, veiem que a menys latitud disminueix el nombre de
Culex pipiens i, en canvi, augmenta el d’Ochlerotatus caspius.

Les altres dues especies Aedes albopictus i Culiseta longiareolata, igual que en el nostre estudi,
es troben en menys proporcié. A les dades anteriors caldria afegir una nova especie, Culex
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torrentium, que nosaltres hem pogut inventariar a Campelles (1300m), Pirineu gironi. Es troba

en més baixa proporcié que Culex pipiens pero no gens menyspreable.

Aixi doncs amb el nostre estudi corroborem les dades anteriors (2001-2005) i hi afegim una

nova troballa (Culex torrentium). Una espécie, d’altra banda, que, fins ara, havia estat trobada

a Europa central i del nord.

2001+2002+2003+2004+2005 Huelva % Barcelona % Tarragona % Girona % Complete %
Species Mosquitoes Mosquitoes Mosquitoes Mosquitoes ,I:“/Iroese;uitoes

Culex pipiens 8.425 20,54 6.347 90,68 393 4,48 8.396 52,13 23.561 32,32
Cx. theileri 6.672 16,26 0 0,00 0 0,00 1.266 7,86 7.938 10,89
Cx. modestus 95 0,23 1 0,01 3.240 36,96 0 0,00 3.336 4,58
Cx. perexiguus 47 0,11 0 0,00 0 0,00 0 0,00 47 0,06
Culiseta longiareolata 54 0,13 359 513 1 0,01 0 0,00 414 0,57
Cs. annulata 42 0,10 0 0,00 0 0,00 14 0,09 56 0,08
Cs. subochrea 1 0,00 4 0,06 0 0,00 0 0,00 5 0,01
Culiseta sp. 1 0,00 2 0,03 0 0,00 0 0,00 3 0,00
Aedes vexans 0 0,00 0 0,00 0 0,00 427 2,65 427 0,59
Ae. albopictus 0 0,00 15 0,21 0 0,00 0 0,00 15 0,02
Ochlerotatus caspius 22.910 55,85 260 3,71 4.092 46,68 2.556 15,87 29.818 40,91
Oc. detritus 1.714 4,18 0 0,00 0 0,00 66 0,41 1.780 2,44
Oc. pulcritarsis 0 0,00 5 0,07 0 0,00 0 0,00 5 0,01
Oc. geniculatus 2 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 2 0,00
Coquillettidia richiardii 113 0,28 2 0,03 6 0,07 0 0,00 121 0,17
Anopheles atroparvus 517 1,26 0 0,00 1.035 11,81 3.294 20,45 4.846 6,65
An. maculipennis 0 0,00 0 0,00 0 0,00 1 0,01 1 0,00
An. algeriensis 100 0,24 0 0,00 0 0,00 0 0,00 100 0,14
An. plumbeus 9 0,02 2 0,03 0 0,00 0 0,00 11 0,02
An. claviger 1 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 1 0,00
Uranotaenia unguiculata 1 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 1 0,00
Anopheles sp. 0 0,00 2 0,03 0 0,00 86 0,53 88 0,12
Culex sp. 319 0,78 0 0,00 0 0,00 0 0,00 319 0,44
Total 41.023 100,00 6.999 100,00 8.767 100,00 16.106 100,00 72.895 100,00

Dades facilitades per Carles Aranda del Centre de Control de Mosquits
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4.2.3. Classificacié molecular: seqiienciacio del DNA

4.2.3.1.Introduccid

Per comencar volem fer esment al fet que per treballar al laboratori cal ser molt curds i
metodic. Durant tot el temps que hem treballat en el laboratori hem portat bata i guants en
tot moment, a més de portar els cabells recollits, i de no portar polseres, ni penjolls, ni
arracades per tal de no contaminar les mostres. A més també cal dir que no hem de portar
lentilles, ni sandalies, ni pantalons curts per motius de seguretat.

Cal dir també que durant tot el procés hem seguit uns protocols molt estrictes i hem etiquetat
totes les mostres molt escrupolosament per tal d’identificar posteriorment cada mostra amb la
sequencia de DNA corresponent, evitant aixi possibles errors.

Poden semblar detalls molt evidents o, fins i tot, banals perd en un treball de laboratori i,
especialment, amb el material amb que hem treballat, son molt importants, sobretot a I’hora

d’assegurar uns bons resultats.

Els protocols que hem estat utilitzant sdn de “Canadian Centre for DNA Barcoding”’, de “UPF
Genomic Core Facility’” i de “QIAGEN" i el material utilitzat ha estat dels kits de “QIAGEN"".

4.2.3.2. Plantejament de |'estudi

Sabem que Culex pipiens és la especie de mosquit més comuna a les nostres contrades pero a
mesura que pugem cap Europa central i la latitud augmenta, el nombre de Culex pipiens
disminueix progressivament i augmenta, per contra, la proporcié de Culex torrentium. Tenint
en compte aix0, vam pensar que a les mostres d’alta muntanya també es produiria aquesta
progressio, i hi trobariem més Culex torrentium que Culex pipiens.

Aixi doncs, aquesta va ser la hipotesi que ens vam formular, creiem que si aplicavem I'estudi
molecular del DNA podriem descobrir una preséncia de Culex torrentium que no trobariem a
terra baixa. | que, d’altra banda, amb una simple observacié morfologica ens podia passar
desapercebuda.

Amb la seqiienciacié del DNA intentariem distingir entre dues espécies morfologicament molt
semblants com Culex pipiens i Culex torrentium.
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4.3.3.3.Material del laboratori

Bata i guants. Ens serveixen per la
nostra seguretat pero sobretot per
no contaminar les mostres.

Micropipetes: pl1000 (200-1000ul), p200 (20-
200ul), p20 (2-20ul), p2 (0,1-2ul). Ens serveixen per
agafar quantitats molt petites amb molta precisio.

Puntes blaves (grans), grogues (mitjanes) i liles
(petites). Per agafar les quantitats precises amb
les micropipetes. Cada cop que n’utilitzem una, la
llencem i n’agafem una altra per no contaminar
cap mostra. Son d’un sol us.

Eppendorf o tubs centrifugadors, tubs PCR i
Dneasy Mini Spin Column. Tubs de polipropile
gue aguanten temperatures molt baixes i que ens
serveixen per mantenir substancies a dins.

Eppendorf: o tub de microcentrifuga, contenidor cilindric de plastic, amb un fons conic i una tapa unida al seu cos.

Dneasy Mini Spin Column: contenidor que consta de dues parts: un tub amb fons rod¢ i una tapa amb un filtre.
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Portatubs. Ens serveixen per aguantar els
eppendorffs mentre manipulem les pipetes o
altres materials del laboratori.

Caixa de porexpan i gel. Els utilitzem quan
treballem amb el DNA i el material de la PCR ja
que aixi no es fa malbé res gracies a la
conservacié en fred.

Brossa biologica. La utilitzem per llengar el
material de laboratori i no contaminar la brossa
ordinaria amb material com ADN o productes
quimics.

Retolador permanent, llibreta i boligraf. Es
importantissim prendre nota de tot el que fem
i marcar molt bé les mostres per evitar
alteracions en el resultats per un mal
procediment.
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Diferents aparells de laboratori:

Mostres de mosquits adults i larves. Per fer
I'extracci6 de DNA abans haurem de tenir les
mostres ben conservades de mosquits i larves.

Vortex. Aparell que ens serveix per barrejar la
mostra uns segons per tal que el liquid que conté
quedi a la punta del eppendorf o per tenir una
mescla homogenia.

Centrifugadora. Aparell que serveix per
barrejar el contingut del eppendorf
mitjangant una centrifugacié durant un
temps i a unes revolucions determinades.

Balanga d’alta precisié. Aparell que serveix per
pesar coses amb pes molt petit com per exemple
els mosquits.

Vortex: aparell que mitjangant vibracions crea un flux giratori en el liquid de I’eppendorf. Aixi que quan fem un vortex volem dir que remenem

mitjancant aquest aparell.
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Incubadora. Aparell que serveix per escalfar
les mostres dels eppendorffs a la temperatura
desitjada.

PCR. Aparell que serveix per obtenir un gran
nombre de copies d'un fragment d'ADN
especific, a partir d'una quantitat minima de
mostra.

E-gel i gel doc. Aparells que serveixen per fer
les electroforesis per comprovar la quantitat
de DNA que conté la mostra.

Nanodrop. Aparell que serveix per mirar la
quantitat de DNA que hi ha la mostra
mitjangant unes corbes i unes quantitats de

ng/ul.
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Material del kit de QIAGEN (buffers, etanol,
instruments per triturar...) que trobem descrit
en el protocol i que ens serveix per I'extraccio,
la purificacié i per la PCR.

4.3.3.4. Métode

Les etapes que cal seguir, per aconseguir la seqlienciacié del DNA i la classificacié taxondmica
de les mostres sén les que descrivim a continuacio:

* Recol-leccié6 d’ADN: recollim mostres d’adults i larves seguint el protocol que hem
detallat anteriorment (pag. 15) i les conservem molt acuradament per assegurar la
conservacié del ADN (els adults en sec en silicagel i les larves en alcohol de 80%).

e Extraccié de ADN: primerament es fa la lisis cel-lular, és a dir, es trenquen les cél-lules
pero es conserven els nuclis intactes. Per cel-lules animals s’utilitzen metodes quimics
(amb solucions alcalines). Per cel-lules vegetals es fan server métodes fisics. Tot seguit
eliminem lipids i tots mena de residus mitjancant detergents i centrifugacid per
obtenir, finalment, un DNA pur i d’alta qualitat sense cap contaminant.

El primer cientific que va comencar a treballar amb aquestes técniques va ser Misher
(1844-1895). A més fou el primer en identificar el DNA dels leucocits. | com a mostres
feia servir les cel-lules que recollia del pus que s’acumulava a les venes dels malalts.

¢ Amplificar (fer copies) del gen (PCR). Per fer aixo cal::
-DNA motlle
-Nucleotids di fosfatats
-Encebadors o també anomenats primers que sén d’uns vint parells de bases que
aguanten molt bé la temperatura i que sdn molt especifics per la seqiencia que
desitgem amplificar ja que cada seqiéncia té el seu primer.
-La DNA polimerasa que és un enzim. En aquest cas utilitzem la Taq. polimerasa que
aguanta molt bé la temperatura sense fer-se malbé i que s’extreu de un bacteri
anomenat Termophillus aquatilis que viu en fons termals marins.
- Solucié isotonica
-Termociclador
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Electroforesi: ens permet veure si el DNA s’ha replicat bé. Aixo funciona de la seglient
manera: el DNA es desplaca cap el pol positiu ja que té carrega negativa. El gel
d’agarosa és porés de manera que el DNA es desplaca pels poros del gel, aixi els
fragments més petits corren més que els grossos. Un cop el desplagcament del DNA ha
acabat identifiguem els nostres fragments comparant-los amb uns marcadors de
nombre de parells de bases nitrogenades conegudes (leaders), aixi podrem saber
quants parells de bases nitrogenades té el nostre fragment.

Purificacio d’ADN: netegem la nostra mostra eliminant els primers, el DNA motlle, la
polimerasa, els dNTPs i la solucid ionica. Aixo ho fem utilitzant solucions alcoholiques.

Espectrefotometria o nanodrop: aquesta técnica ens informa de la puresa de la
mostra mitjangant un feix de llum que passa a través de la mostra. Si passa poca llum
hi ha molta absorcié i per tant hi ha molta concentracié de mostra. Una absorbancia
de 260nm pels acids nucleics i 280 nm per les proteines. Un quocient 260/280 de 1,8-2
ens indica bona puresa de DNA

Seqiienciacié de I’ADN: seqienciar vol dir llegir el DNA i posar les bases nitrogenades
en ordre.

Maxen i Gilbert van fer la primera seqlienciacié quimica, per trencament quimic de la
cadena amb enzims el 1977. Era, pero, un métode molt lent.

Sanger va utilitzar dideoxidinucleotids el 1981, la qual cosa suposa un aveng molt
important. La seqlienciacié automatica que incorpora fluorocroms associats a cada
base nitrogenada (una base de cada color) amb les quals podrem llegir 10 milions de
bases per dia s’aconsegui cap el 1990.

Tractament bioinformatic de les dades: utilitzem programes informatics amb bases de
dades molt grans per analitzar les seqliencies obtingudes.
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Detall del procés al laboratori.

1. Extraccié de ADN

e Pesem, en principi, 25 mg de mostra a la balanca d’alta precisié. Mirem qué pesen els
nostres mosquits: 1 mosquit (0,9 mg) i 4 mosquits (4mg). Com que no sabem si obtindrem
uns resultats més bons amb un mosquit o amb quatre continuem endavant amb totes
dues mostres. En les proximes analisis ho valorarem i decidirem.

Mostres de 1 mosquit i de 4 mosquits preparades
per pesar-les a la balanga d’alta precisié.

e Posem els 4 mosquits en un eppendorf i 1 mosquit sol en un altre eppendorf i deixem els
eppendorfs en el porta tubs.

e Posem en ambdues mostres 180ul de buffer ATL amb la pipeta p1000.

e Trinxem les mostres amb un triturador manual.

e Afegim ales mostres 20ul de proteina k amb la micro pipeta p20.

*  Fem un vortex amb les mostres.

Buffer: dissolucié o solucié esmorteidora del pH.

ATL: és un tampo de lisi de teixit que s’utilitza en la purificacié d'acids nucleics.
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Mostres de 1i de 4 mosquits en els Triturem els mosquits que es troben en
eppendorfs retolats. contacte amb I'ATL.

Eppendorf amb un a quatre mosquits triturats
juntament amb I'ATL i la proteina K

e Posem les mostres a la incubadora a 562C tota la nit, la incubadora la posem
en el programa de mix (barreja) perque les mostres es remenin alhora que s’escalfen.
e Traiem les mostres de la incubadora i fem un vortex (remenem) durant 15 segons.
e Afegim a ambdues mostres 200ul de buffer AL amb la pipeta p1000.
e Tornem a fer un vortex durant 15 segons.
e Afegim 200ul d’etanol (96-100%) amb la pipeta p1000.
e Una altra vegada fem un vortex.
e Pipetegem el contingut de les mostres i el posem en un D-Neasy Mini Spin Column.

AL: tamp¢ de lisi que s'utilitza durant l'aillament d'ADN.
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Mostres a la incubadora a 56°C i 300rpm Vortex posterior a la incubadora.

Pipetejant les mostres (imatge de
la esquerra) en el D-Neasy Spin
Column (imatge de la dreta).

e Posem les mostres a la centrifugadora a 8000rpm durant 1 minut.

e Tirem el tub collection amb el liquid restant a les escombraries biologiques i col-loquem a
I’'spin column un altre tub collection.

e Afegim als spin column de les dues mostres 500ul de buffer AW1 i centrifuguem durant 1
minut a 8000 rpm.

e Llencem a les escombraries biologiques els tubs collection amb el liquid restant i en
posem de nous.

Tub collection: tub amb el fons arrodonit del Dneasy Spin Column.
Buffer AW1: és una soluci6 de rentat rigoros a base d'etanol.

Buffer AW2: solucid d’etanol que serveix per rentar les sals que hi ha presents.
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Afegim 500ul de buffer AW2 i centrifuguem durant 3 minuts a 14000rpm.
Un altre cop, llencem el tub collection i en posem un altre i hi afegim 200ul de buffer AE.
Deixem reposar les dues mostres a temperatura ambient durant 1 minut i centrifuguem les
mostres durant 1 minut més a 8000 rpm.
Ara anem al nanodrop o spectrophotomer per fer un control de la quantitat de DNA en
ng/ul d’ADN de les mostres.

0 Posem 1ul de I'dltim buffer utilitzat, en aquest cas el buffer AE, sobre I'Optic del

nanodrop per fer un blank (control) i aixi posar la maquina a 0 ng/ul.

Posant 1ul de la nostra mostra
amb la micropipeta en I'optic.
4_

—>
Centrifugaci6 de les mostres

0 Posem 1l de la nostra mostra en I'0optic (que hem netejat previament) i obtenim la
concentraci6 d’ADN i uns grafics que ens indiquen, mitjancant unes corbes, la
quantitat d’ADN i primers (que se situen en el 260nm) i la quantitat de proteines (que
es troben abans del 260nm). Convé que la corba sigui molt pronunciada en el 260nm ja
que ens indicara que hi ha una gran quantitat d’ADN i que no hi hagi cap corba abans
dels 260nm ja que aixi no hi haura gairebé proteines.

0 Ara veiem que els resultats de les nostres mostres sén molt bones ja que les corbes
han sortit gairebé perfectes i per tant tenim unes concentracions d’ADN molt
interessants:

Mostra 211 Mostra 214

Concentracié ADN(ng/pl) 50,7 159,2

Nanodrop: espectrofotometre per quantificar el DNA.

Buffer AE: una soluci6 que elueix I’ADN unit a la membrana i serveix com un mitja de emmagatzematge.
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Els resultats obtinguts amb la mostra 211 (la que vam preparar a partir d’un sol mosquit)
semblen més bons ja que I’ interval de concentracions se situa entre 60-250 ng/pul. Aixi doncs,

a partir d’ara continuarem només amb la mosta 211.

2. PCR: amplificacié del DNA

Durant tot el procés de preparacid de la mostra per posar-la a la PCR treballarem sobre gel

perque no volem que les mostres i tampoc els productes no es facin malbé.

Material per la PCR:

-Primers: - 1ul LCO1490F

FOLMER
- 1ul HCO2198R
- 1ul LepF1
LEPIDOPTERA
- 1ul LepR1

-0,25pul Polimerasa

-1pl ADN(10ng-250ng)

-0,5ul mix de nucleotids (ANTP, 10mM)
-5 ul buffer(go tag coberless)

-1,5 ul MgCl, (25mM)

-14,75 pl ddH,0

-tubs de PCR
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¢ Primer preparem la barreja (el mix) de primers:
Mix FOLMER

Mix primer LCO
-10 pl LCO
-30 pl ddH,0

Mix primer HCO
-10 ul HCO
-30 pl ddH,0

Mix LEPIDOPTERA

Mix primer LepF1
-10 ul LepF1
-30 pl ddH,0

Mix primer LepR1
-10 ul LepR1

-30 pl ddH,0

Material necessari per la preparaci6 de les mostres per la PCR
en gel per tal de que no es facin malbé.
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Preparem el mix de nucelotids (dNTP):
1L A, 1pL T, 1uL G, 1uLC

Un cop tenim els dos mix preparats, posem en un tub de PCR les quantitats necessaries que
estan descrites en les instruccions del material i fem un short spin (barrejem lleument). Cal
dir que la mostra 221 I’hem col-locada en dos tubs de PCR diferents i amb dos tipus de
primers: Folmer i Lepidoptera per veure amb quin primer obtenim més bons resultats.
Ho posem a la PCR.

Tl Cavirtecrin: b i

s Vanc e TR

Tubs de PCR en la PCR
Programem la PCR de la segiient manera:
100 2min 30seg
90 \\
80 1
\ min Smin

G 70 / \
£ \ / \
-.2 50 \20:9:7/ \
‘é’- 40 \
= 30 \\

20 \

10 P

\Infinit
0

2on cicle x35

Temps

Short spin: centrifugacio de pocs segons. En el laboratori s’utilitza un vocabulari angles ja que és el idioma internacional de la ciéncia i per

tant nosaltres utilitzem també aquests tecnicismes perque és llenguatge propi del laboratori.
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Temperatura (2C) Temps
95eC 2min
95eC 30seg ] '
R | cicl
502C 30seg V:pae;;nsﬁ el cicle 35
72°C 1min g
728C 5min
42C Infinit

*Les cinc primeres PCR que hem preparat estaven programades tal com hem detallat, el mateix cicle
pero canviant el 502C per 542C, potser per aix0 no han sortit tantes seqliéncies com esperavem.

La PCR comenga amb la desnaturalitzacié del DNA. Les mostres s’escalfen fins 952C per
desnaturalitzar I’ADN, és a dir, separar les cadenes senzilles. Seguidament, la temperatura
baixa fins 502C. Aix0 permet als primers L(left) i R(right) reconéixer els parells de bases a les
seves sequlencies complementaries. Els primers sén encebadors que estan dissenyats per
amplificar justament la regié d’ADN que ens interessa. A continuacié la temperatura s’eleva
fins 729C, cosa que permet que la polimerasa estengui els primers i sintetitzi una cadena
d’ADN. Aix0 ho repetim 35 vegades per amplificar el ADN.

PCR ja programada en marxa

¢ Fem una electroforesi per comprovar que hem obtingut ADN en la PCR.

0 Posem el gel d’agarosa al 2%, que abans hem hagut de preparar, I'e-gel i carreguem la
magquina amb TAE1X (aigua salina).

0 Col-loquem 10ul de leader al primer forat del gel perque ens serveixi per mesurar el
pes molecular que tenen les bandes. Nosaltres utilitzarem el de 100bp perque el gen
COl(el gen que nosaltres seqiienciem) que és el gen que codifica I'enzim citocrom
oxidasa I) té 600 nucleotids. | en els forats continus col-loquem 5ul de la nostra mostra
(4ul de ADN de la PCR i 1ul de loading buffer).
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Col'locacié de la nostra mostra(4ul ’ADN
de la PCR i 1ul de loading buffer) en els
forats del gel.

0 Connectem el e-gel a 125V durant 35 minuts.

0 Un cop ha passat el temps de I'electroforesi traiem el gel i si no s’ha tenyit prou el
tenyim amb SaverSafe per poder veure les bandes.

0 Portem el gel al geldoc per veure si hi ha ADN a les mostres. Els resultats de les
mostres 211 han estat positius com podem veure en la fotografia ja que tenia bandes
als 100bp.

2% Agarose (GP) [
-

Resultats de l'electroforesi (mostra 211 i
214). Observem que aquestes dues mostres
(carrera 4 i 5) tenen la mida esperada, tal
com es veu en comparar-ho amb el leader
(carril 1).

|

16-Jul-2014 10:42:02  Low=0 High=532 Gamma=12 Excsure = 0.080 secs E

Leader: liquid que ens serveix com a guia dels bp.

Loading buffer: liquid blavds que s’utilitza per facilitar la carrega i el seguiment de les mostres d'ADN durant 'electroforesi en gel.
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3. Purificacié de ’ADN

e Durant tot el procés de purificacié posarem la centrifugadora a 13000rpm.

e Afegim 24ml d’etanol(96-100%) al buffer PE perque funcioni correctament.

e Posem en un eppendorf 21l de la mostra extreta de la PCR i 105ul de buffer PB.

e Passem el contingut del eppendorf a un QIA spin-column.

¢ Ho centrifuguem durant 30-60 segons (nosaltres ho farem 45s) i llencem el liquid restant
gue queda al tub collection pero no el tirem si no que el reutilitzem.

e Ara, per netejar, afegim 750ul de buffer PE i ho centrifuguem durant 30-60 segons (45s).

e Un altre cop llencem el contingut del tub collection i ho tornem a col-locar tal com estava
per reutilitzar-lo.

e Centrifuguem durant 1 minut i ara si que canviem el tub collection per un de nou.

e Afegim 30ul de buffer EB al centre de la membrana del QIA spin-column pero sense fer-la
malbé.

Pipetejant el buffer PB

e Deixem reposar les mostres durant 1 minut i després les centrifuguem durant 1 minut.
e Ara fem un control al nanodrop.

0 Repetim els passos del nanodrop pero aquest cop posant com a blank el buffer EB.
0 Els resultats han estat positius tant en la corba com en la quantitat de DNA.

Mostra 211F (folmer) Mostra 211l(lepidoptera)

Concentracié ADN(ng/pl) 47,4 56,9
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4.PCR de seqiienciacio
e Preparem la segilient solucié per la PCR de seqiienciacié d’'un volum total de 10pl:
-2ul Big Dye
-1 ul de cada primer.
-1 pl mostra de DNA
-5 pl ddH,0

¢ Programem la PCR de seqienciacié de la seglient manera:

Programacio de la PCR. Indiquem
els intervals de temps i temperatura i

el nombre de repeticions.

120

100 3min 10seg
o 80 \
3_
m .
5 \ 4min
T 60
g \ S5seg .~
£
2 40

\ Infinit

2on cicle x25

Temps

58



El codi de barres dels mosquits

Andrea Rubio Pérez

Temperatura (2C) Temps
94°C 3min
962C 10seg
502C 5seg Repetim 25 vegades el cicle
602C 4min
4°C Infinit

5. Purificacié del ADN

e 5.1. Preparem el mix de purificacié posant en un eppendorf de 1,5ml:

-5ul 500M EDTA
-15ul ddH,0
-20ul 3M NaOAc

-500ul etanol 100%

e Posem en un eppendorf 10ul de la mostra de ADN de la PCR | 10uL de ddH,0.

e Hiafegim a les mostres 54ul del mix preparat.

e Centrifuguem les mostres en un short spin i deixem reposar la mostra durant 15 minuts a

temperatura ambient.

e Centrifuguem durant 20 minuts a 14000 rpm a -49C.
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e Eliminem I'etanol de la solucid pipetejant I'etanol que ha quedat a sota perque és més
dens.

e Afegim ales mostres 200ul de etanol al 70%

e Centrifuguem les mostres durant 2 minuts a 14000rpm a -42°C.

¢ Eliminem completament I'etanol de la mostra (si és necessari centrifuguem més d’un
cop).

e Ara hauriem de trobar un pellet a I'eppendorf perdo no ens n’ha sortit, probablement és
gairebé invisible.

¢ Deixem assecar les mostres durant 20 minuts a temperatura ambient perqué I'etanol
s’evapori del tot.

e Guardem les mostres a -20°C.

6. Seqiienciacié de ’ADN

Aquesta part es duu a terme en el laboratori de seqlienciacié per mans d’experts. En aquesta
area del Parc Cientific de Recerca Biomédica de Barcelona (PRBB), el laboratori de
sequenciacio, s’hi fan les seqlienciacions d’ADN de tot el parc. Una seqlienciacid és un metode
que té com obijectiu llegir les bases nitrogenades de I’ADN, la guanina, la timina, la citosina i la
adenina, iordenar-les en un fragment d’ADN. Aixo0 es fa amb una técnica anomenada SANGER
o ELECTROFORESI CAPILAR, una técnica independent desenvolupada a la década de 1970 per
Fred Sanger, que utilitza dideoxid nucleotids, bases quimicament alterades, i primers per tallar
I’ADN en fragments que quedaran separats per grandaria. Llavors la seqliéncia d’ADN es podra
llegir. Pero per obtenir, a més de la seqiiéncia, la cromatografia necessitem que la nostra
mostra contingui didNTP els quals emeten una llum de color diferent per cada nucleotid.
Aquestes carreres d’ADN es produeixen en uns capil-lars molt llargs per tal d’obtenir millor
resolucid. El procés dura aproximadament unes dues hores i al final n"obtenim les lletres de la

seqiéncia i una cromatografia.

Sanger o electroforesis capilar Capil-lars molt llargs que es troben a l'interior de la Sanger

Pellet: DNA aglomerat o comprimit al fons conic de I’eppendorf.
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El procés que acabem d’explicar I’hem dut a terme amb les mostres 211 i 214 pero com que és
gairebé impossible que tinguem resultats amb una Unica extraccid, n'hem fet més. A
continuacié passem a detallar alguna de les variacions del protocol respecte el que hem
explicat i les diferents dificultats que ens han sorgit en cadascuna de les ultimes extraccions.

2a tanda d’EXTRACCIONS D’ADN

Per la 2a extraccio hem fet servir de les mostres 10,16,23,24,A1,A4,C1,C4 (les lletres
corresponen a les larves com s’indica en I'inventari) i per saber quina quantitat de mostra ens
anava millor, si una o més larves, ho hem provat de les dues maneres. Repetim el procés
d’extraccié d’ADN que hem seguit en la primera extraccidé i aquest son els resultats del

nanodrop:
Concentracié ADN (ng/ul)

Mostra 10 1 ng/ul

Mostra 16 4 ng/ul

Mostra 23 3,3 ng/ul
Mostra 24 5,3 ng/ul
Mostra Al 5,3 ng/ul
Mostra A4 4,4 ng/ul
Mostra C1 3,9 ng/ul
Mostra C4 5,4 ng/ul

Els resultats han estat negatius ja que la concentracié d’ADN que hem pogut extreure és
insuficent i els grafics obtinguts al nanodrop gairebé no tenen corba. Aixi que repetim I’dltim
pas del protocol perd aquest cop afegint 100ul de buffer AE en comptes de 200ul. Pero al
repetir aquest Ultim pas els resultats del nanodrop no milloren aixi que busquem un perque.
Arribem a la conclusid que és possible que hagi sortit malament perque hem utilitzat un
eppendorf en lloc d’un tub collection (ja que s’havien acabat), aixi que, com que els
eppendorfs sdn més curts, el liquid restant tocava el filtre i per tant la mostra es pot haver fet
malbé. A més de qué no vam posar tota la mostra en el DNeasy Mini Spin Column perque es
filtrés ja que no hi cabia prou bé. No podem continuar, aixi que farem una nova extraccio.

3a tanda d’EXTRACCIONS D’ADN

En aquesta 3a extraccid hem fet servir les mostres 10, 16, 23,24,A,C. Un altre cop, amb
aquestes mostres realitzem tots els passos de I'extraccid i els resultats del nanodrop soén:

Concentracié ADN (ng/ul)
Mostra 10 26,4 ng/ul
Mostra 16 21,2 ng/ul
Mostra 23 19,9 ng/ul
Mostra 24 28,9 ng/ul
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Mostra A 3,6 ng/ul

Mostra C 6,1 ng/ul

Les concentracié d’ADN que obtenim no és ben bé la que esperavem trobar i els grafics
tampoc, ja que hi ha una gran quantitat de proteines. Probablement, la raé d’aquest excés de
proteines rau en el fet que els mosquits, igual que les mosques, tenen una coberta de
proteines forca gruixuda sense quasi cel-lules. Com que els resultats no han estat del tot
satisfactoris repetim I'Gltim pas de I'extraccid exactament com hem fet en la 2a extraccid.
Tornem al nanodrop i les Uniques mostres que han donat resultats positius sén la 10 i la C.
Repetim tots els passos de la PCR, electroforesis, purificacié, nanodrop, PCR de seqiienciacio i
ultima purificacié perdo amb una variacid: aquest cop Unicament utilitzarem els primers Folmer
perque soén els que ens han donat més bons resultats en la primera electroforesi ( de la mostra
211).

Re-blark Print Screen | measurement complete. 18/07/2014 10:26
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Resultats de la electroforesis de la mostra C i 10. Veiem
que les dues mostres tenen una mida esperada ja que
coincideixen amb el leader, fot i que es veuen poc
marcades.

4a tanda d’EXTRACCIONS D’ADN

En la 4a extraccid hem fet servir sis mostres més: A, A’, B, B’, 23, 24. Seguim tots els passos
indicats anteriorment i Unicament obtenim bons resultats al nanodrop amb les mostres A, A’.
Continuem fent el mateix protocol fins I'electroforesi, Illavors la mostra A ja ens queda
descartada perqué no té prou DNA. Aixi doncs, continuem amb la mostra A’ fins que no podem
continuar amb aquesta mostra ja que no ha donat resultats positius en el darrer nanodrop (el
de la purificacié de seqlienciacid).
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5a tanda d’EXTRACCIONS ADN

Resultats del nanodrop de la mostra A

En la 5a extraccio hem fet servir les mostres 23, 24, B, B’, AA, AA’. En aquesta extraccio
utilitzarem un metode més rapid. Aquest méetode el fa servir un cientific del CRG per I'extraccio
d’ADN de mosques i per tant, és probable que ens doni també bons resultats amb mosquits.

Aquest protocol consta dels passos seglients:

-Fem un vortex durant uns segons.
-Posem la mostra 30 min a l'incubadora a 372C.

-Posem la mostra 3 min a l'incubadora a 95°C.

-Posem un mosquit a I'eppendorf i hi afegim 50 ul de SB i 0,55ul de proteina K.

-Anem al nanodrop per fer el control de la mostra.

Mostres de la 5% extraccio en el procés de pipetejar la mostra i
posar-la al DNeasy Spin Column

Un cop ja tenim feta I'extraccié continuem a partir d’ara amb els mateixos passos del primer
protocol. Els resultats del nanodrop han sortit positius, tot i que les mostres estaven molt
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brutes perquée no havien estat filtrades (com es fa en I’altre protocol). Continuem amb la PCR i

I’electroforesi amb totes les mostres excepte la mostra 23 ja que no ha donat bon resultat en

I'electroforesi. Després purifiquem les mostres, fem la PCR i les deixem a -42C fins al cap de

dues setmanes. Tornem a purificar, comprovem els resultats en el nanodrop i com que ens han

sortit positius, fem la PCR de seqiienciacié i purifiquem les mostres per enviar-les a seqlienciar.
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Resultats del nanodrop de la mostra B'. Tot i que la corba
no es gaire marcada ens indica juntament amb la quantitat
correcte d’ADN que podem continuar.
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Resultats del nanodrop de la mostra AA’. La corba Ens
mostra que hi ha massa bruticia i la quantitat de DNA es
massa elevada.
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Resultats del nanodrop de la mostra AA. La corba Ens
mostra que hi ha massa bruticia i la quantitat de DNA es
massa elevada.

18-Jui-2014 18:07:20 Low=0 High=368 Gamma=1.0 Exposure = 0.344 secs

Resultats de I'electroforesi (mostra 23, 24, A, A’, BB’, AA,
AA’). Observem que totes les mostres aproximadament
tenen la mida esperada ja que s'assemblen a l'indicador
de leader.
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6a tanda d’EXTRACCIONS D’ADN

Per aquesta extraccid fem servir les mostres AR, 24R, 23R. Repetim els mateixos passos del
protocol original fins deixar les mostres a la incubadora. Traiem les mostres de la incubadora i
comencem amb el protocol. Perd un cop li afegim el buffer AL observem que les mostres es
tornen blanques i canvien la seva consisténcia ja que hem posat les mostres calentes de la
incubadora en un portaobjectes congelat de manera que les mostres s’han fet malbé.
Intentem arreglar-ho tornant a posar la mostra a la incubadora i seguint amb els passos pero la
mostra s’ha perdut ja que no es filtra pel DNeasy Spin Column ni desapareix aquesta textura
aixi que llencem les mostres a la brossa biologica ja que han estat fetes malbé pel canvi brusc
de temperatura.

7a tanda d’EXTRACCIONS D’ADN

Per aquesta extraccid fem servir de les mostres 23'R i 24’R. Seguim els passos del protocol
rapid que hem utilitzat en la 5a extraccié. Extraiem el ADN, comprovem en el nanodrop, fem la
PCR, i tornem a comprovar la quantitat d’ADN en I'electroforesi perd al comprovar-les veiem
gue no tenen quasi ADN aixi que repetirem la PCR pero variant la quantitat d’ADN ja que en
posem el doble i la quantitat de primers la reduim a la meitat per veure si aixi ens surt més
qguantitat d’ADN i menys de primers en |'electroforesi. Tot i canviar les proporcions, els
resultats de I'electroforesi no sén bons. Aixi doncs com que no han donat resultats correctes
no continuem amb aquestes mostres.

Resultats de l'electroforesi (mostra 23’ i
24). Veiem que tenim una bona quantitat
de DNA ja que coincideix amb el leader.

14 13:24.00  Low=0 High=368 Gamma=1.0 Exposure = 0.080 secs
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Mostra 23'R. Trobem una corba massa marcada Mostra 24'R Trobem una corba massa marcada
molt bruta. A més de massa quantitat ’ADN. i poc neta. A més de massa quantitat d’ADN.

Resultats de [Ielectroforesi (mostra
23R’ i 24R’). Veiem que la quantitat de
DNA correspon amb el leader aixi que
esta correcta.

28-Jul-2014 17:22:35 Low=0 High=491 Gamma=1.0 Exposure = 0.080 secs

7. Bioinformatica

e Un cop tenim les seqiéncies de les mostres i les cromatografies corresponents,
descarreguem els arxius que contenen ambdues coses i el programa informatic Chromas
lite per poder obrir-los conjuntament.

e Obrim la pagina web del Bold System i anem a I'apartat I/dentification i marquem |'opcid
gen COIl. Llavors al espai en blanc hi enganxem la nostra seqiiencia.

e Siens surt la correspondéncia directa amb una espécie, ja ho tenim, pero com que el més
probable és que no ens surti, anem a un enllag que ens apareix a la pagina Blast i hi afegim
a més a més la cromatografia. Alla mirem a quina espécie correspon la nostra seqliéncia
mitjangant uns grafics de barres que ens indiquen a quina espécie s’assembla més la nostra.
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Documents de les seqiiencies

Seqliéncia i cromatografia de la mostra BF

Bold System Blast

Resultats de la seqiiencia de la mostra BF
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4.2.3.5. Resultats

De les 33 mostres que hem preparat per treure el DNA i seqilienciar-lo només ho hem
aconseguit en les mostres 211F1, 211F2, 21111, 21112, 10F, 10R, CF, CR, B’F, B'R, AA’F, AA'R,BF,
BR, 24F, 24R, AAF, AAR, és a dir, un en 50% de les mostres. | d’aquestes només hem pogut
arribar a identificar I'espécie, mitjancant el tractament bioinformatic, de les mostres B'R, AA'F,
AA’R,BF,BR, AAF. Aixo vol dir que només hem aconseguit identificar un 20% de les mostres
amb aquest meétode. Aquest resultat no és dolent, sovint s’han de fer moltes analitiques abans
d’obtenir el resultat definitiu.

També cal dir que totes les mostres que hem arribat a seqiienciar, ha estat utilitzant el metode
d’extraccié d’ADN rapid (descrit a la pag. 63). Aixi doncs, si continuem, més endavant, aquesta
investigacio sera recomanable fer servir aquest sistema d’extraccié.

A continuacid, trobem les seqiiencies d’algunes de les mostres. Aquestes mostres sén la BR,
una larva de mosquit que no va donar cap resultat en els processos bioinformatiques a causa
de manca de lletres indicant les bases nitrogenades. Seguidament trobem les seqlieéncies que
van resultar correspondre a Culex pipiens i Culex torrentium. |, per ultim trobem la seqliéncia
d’una de les mostres que va resultar que corresponia al gen 5 del Homo sapiens.

CCCAGGGATTTTAATCATTTGTTGAGTAAACTCCTACCGATTTTTTGGGGCCAAAGGAGGAATTAACCATG
AAAAATGGG

GGCGCTCACCCCATGAGGGATTACGAATCCCCACTACTGATCCTAATAAGAATTTCAGGGGGCCATGGAT
GAGCACAAAA

AAGAAACAATTAACACAAGAGCAGGTGGAGGACGCAGGTCGCCTTAAAGAATTTATGACAAACGGAAAA
AAAACTGCTTA

TCCCAAAATTGTGGAAAAAAAGAGGGGAGG

Resultats de la seqtiéncia BR

Una seqiiencia que no era prou llarga per arribar a cap resultat definitiu.
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CCAGTATTTTTGGGAAACCCAAATCTTCTCATAGCTGTTTCCTGGGGGGCCCCTGAAACTGATTGAAGCAG
AATTAAGGG

GCGGAGTGTATTTATTGGAAATGAAAAATTTATAATGTAAGGAAGGAAGCTCATGCTTTTATTATAATTTT
TTTTATAGT

AATACCAATTATAATTGGAGGATTTGGAAATTGATCCTCTTCCTTTAATGTTAGGAGCTCCAGATATAGCC
TTTCCTCGA

ATAAATAATATAAGTTTTTGAATACTACCTCCCTCATTGACACTACTACTTTCAAGTAGTTTAGTAGAAAAT
GGAGCTGG

AACTGGATGAACAGTGTATCCCCCTCTTTCATCTGGAACAGCTCATGCTGGAGCTTCAGTAGACTTAGCTA
TTTTTTCTT

TACATTTAGCAGGAATTTCATCAATTTTATTTTTTTTTAAATTTTTTTTAATTAGTAATTAATATACGATCTTC
AGGAAT

TACTCTTGATCGAATACCTTTATTTGTTTGATCTGTAGTAATTACTGCAGTTTTACTACTTCTTTCTTTACCTG
TTTTAG

CAGGAGCTATTACTATACTATTAACAGATCGAAATTTAAATACTTCATTTTTTGATCCAATTGGAGGAGGA
GATCCAATT

TTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGACATCCAGAAGTTTAGTCATAGCTGTTTCCTAAACC

Resultats de la seqliencia AA’F —¥Culex torrentium
Un cop hem obtingut aquesta seqliéncia (que ara és prou llarga) el programa informatic Bold

System ens dona una semblanga d’'un 95% al Culex torrentium. Podem asegurar doncs que es
tracta d’aquesta especie.
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CCTTTAAATTTGATGCATATAAGAGGTGGAGTGGTACCTGAGGTCCGGGAGGGACCCTGAGAGCAGACTCTAG
AGAAAGA

AAAGAAGAAATGGTTCTTGGAATGACAACAAAGGAAAAGGGGAGAAAGAAAATTAGGGAAAGCCTTCTACCA
ATACCCTG

ATTATTGGAGGAATCGGAAAATGCTTCATCTCACGAGAATGCAGGAGCACCGGTATGGCCTTTCCTCGAAGAA
ATAACAA

AAGTTCTGGACTACCACCTCCTTCCGTGACACATGTACTTCCAAGAAAATAAGAAGACAATGGAGACGGGACA
GGATGAA

CAGGGTATCCCCCTCATAGAACTGGAACAGCTCATGCCGGAGCTTCAGGGGACTTAAACTTTTATTTCTTTACAT
TTAGC

AGGAATTTCATCAATTTCGGTATTTTTTTTAATTTAATTATTTAATTAACAAACACCGACCTTCAGGAACACTCTT
GACC

GAATACCTTAATTTGTTGGACCAGAATAC

Resultats de la sequiencia AAF = Culex pipiens

Si processem aquesta seqiiencia que hem obtingut de la PCR de seqlienciacié amb programes
informatics com el bold system trobem que la seqgliéncia correspon a un Culex pipiens.
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CCATTAACCCTAACCCCCCCCCCCCACCGTTATGACTGCTTCTGGGGGGTGCGGGGGATGCGGAGGGAGGTAT
GTTAATG

GAGGGGAGATGGGAGGATACCGGCTGGCTATGGGAGGGAAGAAAGAAAGCATCATCTTGTGAAGACAATTT
TGTTGTAGT

GACGCGACTTTGTTTTGCTGATCTTATTTTGTAGAATAAAAAAAATAAAATGTGTTGTGAAACAAAATGCTTTTT
AACCT

CCATATAATGCTATCTATACATAGTTATCTATAACAATATAGTTTTTTTTTTTAACTTCCTTTATTTTCCTTGCGGG
GGG

GAAGACAAAAACAAAAAAAAGGAAGGTGCCCACTCTCCAAAAAGAAACGAGGAAGGCTGCCATCATTATGAA
AATGAATC

TTACTTTAGTAAAAGGTTAGGGGAAGAGGAAAGTTTTTGTTTTTGAACATTTTGAAAGGAAGATGGTAAAAAG
GTGAAAG

GTTAATGATAAACAATCAATATTAAAGAAGTTTGATGCCTAAACTATTAGATAAAAGGTTAATCTACATCCCTAC
TCCAT

TCTCATACTTGGCTGGTTGGGAGGGTGGACTAAACATACTATCACATTACAGAGCGATATGATATGATGTCATT
TCATCT

CACTACAACGCATACCACTTTACTTATTGTGATAGGGATTAGGCATAACGTACTGCACACTGAGCTGTACACTCT
GACAT

ATTCAGGGCTCTTGGCACGCTCAACTGGAGAGCACAAGGGACACTGGCAACGCTCAACTCTCCAGTTCTCAGTT
CAAACT

AGCGCTTATGCGGGCATAGCTGGCCGCCAAACCGCCACAAATGACACACGAAAGAGACAACCAGACATGATA
TGCCGATG

CGACGCGTCACTGGCCACAACTCGTCACATTTCAACGAAATCAGTGTAGTGAAAGCAATAGTAACAG
AGTTAGTACTCGT

CATCGATGAACCATTTGTACCTACCCACTGCACTGTACATCAATCTTAAGGACCTCTGTTAGAAAAGC
CGTCCGTCAGAT

GCAATGACGACGTCGGGTGGGAAGCAACGTACGGAAAAGTTACGGAAGCTACTTAACAACCTCTGA
ATGACCTCTTCTCA

AACTTCTGATGAAATTTGTCAACATTCATTAGACCGACGTTTTAACTTGTGTAAAAAGCCTTTATTTTA
GTACCTCTG

Resultats de la seaiiencia BF -»Homo sabiens
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El resultat obtingut en el bold system d’aquesta seqliéncia ens déna una semblanc¢a d’un 49%
al cromosoma 5 de I’Homo sapiens.

Quadre resum dels resultats

B'R —» cromosoma 5 del Homo sapiens —p Mostra de Campelles, abeurador 2
AA’F Culex torrentium > Mostra de Campelles, abeurador 1
AA'R Culex torrentium —» Mostra de Campelles, abeurador 1
BF —» cromosoma 5 del Homo Sapiens —» Mostra de Campelles, abeurador 2
BR—» cromosoma 5 del Homo Sapiens—» Mostra de Campelles, abeurador 2
AAF—  Culex pipiens o Culex—» Mostra de Campelles, abeurador 1

Els resultats que hem obtingut son molt interessants i alhora sorprenents.

1. D’una banda hem corroborat la hipotesi que teniem : a terra baixa només trobem Culex
pipiens i a alta muntanya, a causa de I'augment d’altitud Culex torrentium que comparteix
ninxol ecologic amb el Culex pipiens. En estudis fets a la Cerdanya i a Europa central els
resultats sén molt semblants als nostres.

2. D’altra banda, hem quedat sorpresos per la preséncia d’ unes seqliéncies que eren en un
49% semblants a les de clons del cromosoma 5 de 'Homo sapiens fets artificialment als
laboratoris.

Aquests darrer resultat ens suggereix moltes preguntes, la més immediata que ens formulem
és la seglient:

Perque ha sortit una seqiiéncia d’'un Homo sapiens i no la d’'un mosquit? A qué ho podem
atribuir?

Per respondre-la hem de contestar abans un seguit de preguntes més per després formular-
nos unes hipotesis. Aquestes preguntes son:

e El resultat és una contaminacio?

Hem obtingut aquest mateix resultat en dues mostres, que corresponen totes a mostres de
dues larves (una d’elles amb el forward i el revers). Pero tot i que ho trobem en dues
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mostres independents, el fet podria ser degut a una contaminacié durant la manipulacio al
laboratori perqué ha succeit en la mateixa tanda d’extraccions, de manera que hem fet els
mateixos passos en totes dues.

Tot i que aix0, creiem que és poc probable ja que en aquesta tanda d’extraccions hi havia
sis sequencies (no només dues) entre les qual hi ha hagut una mostra de Culex torrentium
(amb el forward i el revers), una mostra de Culex pipiens i dues mostres de Homo sapiens
(una amb revers i forward).

A banda del que acabem d’explicar, les tres mostres de larves provenien de la mateixa
bassa, aixi és que podria haver-hi hagut una possible contaminacié en el lloc d’origen.

Cal afegir també que hi podria haver hagut una contaminacié en el moment de fer les
sequencies, ja que aquestes tres seqiencies es van fer en un mateix dia i separades de la
resta.

Es el que havia menjat el mosquit?

Dificilment ja que les mostres eren larves i no mosquits adults aixi que és impossible que en
I’estémac de les larves hi hagués sang humana. Si la mostra hagués estat un mosquit adult
hi hauria hagut una alta probabilitat de que s’hagués seqiienciat sang humana xuclada pel
mosquit, pero no ha estat el cas.

Com pot ser que s’hagi seqlienciat una cosa diferent al Cytochrome c oxidase | (COI)?

En els humans també hi trobem el COI pero es diferent del dels mosquits. Comparant les
seqliencies d’aquestes mostres que coincideixen en un 49% amb el cromosoma 5 huma
amb la seqiiencia del Culex pipiens que hem obtingut de les altres mostres comprovem que
no s’assemblen gens aixi que estem segurs que el que s’ha seqiienciat no és el COIl. Aixi
doncs el que ha pogut passar és que els primers es poden haver col-locat erroniament a una
part del cromosoma del mosquit que no fos el COIl donant lloc a una seqliéncia de una part
totalment diferent del COI.

La seqiiencia dels primers es troba en el cromosoma 5 de I’Homo Sapiens? Algu ha utilitzat
abans aquests primers?

La seqliencia del primer no es troba en el cromosoma 5 del Homo sapiens per tant no es pot
haver seqlienciat el primer. Aquest primers es van inventar a 1994 amb el proposit de
sequenciar el COIl i només s’han utilitzat per aixo.

Aguest cromosoma 5 huma ha estat estudiat? Per quin motiu? Quins primers han utilitzat
per estudiar-lo?

El cromosoma 5 té al voltant de 181 milions de parells de bases i representa al voltant del
6% del total de I'ADN de la celllula. Els primers que s'utilitzen per seqienciar els
cromosomes humans sén especifics per aixo, igual que per seqlienciar insectes utilitzem els
folmers o lepidoptera.
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e Quina és la diferéncia entre la seqliencia del cromosoma 5 de I’Homo sapiens i la del COI
del mosquit? Es un % molt elevat? Estadisticament , és valid?

El que s’ha seqlienciat del mosquit coincideix un 49% amb clons del cromosoma 5 de
I’Homo sapiens. Es un tant per cent no gaire elevat ja que vol dir que aproximadament la
meitat de la seqiiéncia coincideix pero I'altra meitat no s’assembla gens. Pero tot i aixo és
I’Ginic al que s’assembla una mica.

Un cop ens hem formulat i valorat totes aquestes preguntes se’ns acut de proposar diferents
hipotesis.

Hipotesi 1:

Hi ha hagut una contaminacio de la bassa d’on provenien les larves o bé una contaminacio en
algunes de les mostres per error de manipulacio.

Hipotesi 2:

No hi ha hagut cap contaminacié ni en el laboratori ni a la bassa pero en el laboratori de
sequenciacidé les mostres han estat intercanviades per les d’una altra investigacid, ja que,
justament les tres que donen aquests resultats, van ser seqiienciades un dia diferent a la de la
resta de mostres i es va fer a part de la resta. A més aquesta part del procés no el vam fer
directament nosaltres i no tenim la certesa absoluta de que es va fer bé.

Hipotesi 3:

El primer s’ha enganxat a una altra part de ’ADN del mosquit i en comptes de seqlienciar el
gen COI per el qual és especific aquell primer, ha seqlienciat una altra part que casualment
coincideix en un 49% amb el cromosoma 5 de I’Homo sapiens. Si aquesta hipotesi fos la
correcta hauriem de procedir a revisar els primers que vam utilitzar ja que sén del 1994 i
potser no sén tan especifics com es pensava.

Cal afegir que per comprovar i esbrinar quina de les tres hipotesis que formulem és la correcta
i per tal de fer una investigacid sense cap mena d’error, hauriem de repetir tot el procediment
amb més mostres per corroborar que no ha estat ni una contaminacio, ni un canvi de les
mostres i poder seguir investigant amb 100% de seguretat la possible relaci6 Homo sapiens-
mosquit.
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4.3.3.6. Conclusions

1. Ens hem adonat que amb la técnica molecular (seqlienciacié de DNA) hem pogut distingir
entre espécies morfologicament quasi identiques. Hem pogut distingir entre Culex pipiens i
Culex torrentium que morfologicament hauriem estat incapagos de diferenciar.

2.També, hem pogut comprovar la necessitat d’utilitzar aquestes tecniques per identificar
especies molt semblants, pero, d’altra banda, també ens hem adonat que es mostra
innecessaria quan la classificacié morfologica és suficient i no ens deixa cap ombra de dubte.

3. Hem comprovat que la nostra hipotesis sobre la distribuccio altitudinal i latitudinal de dues
especies vicariants es confirmava. Efectivament, hem confirmat que I'augment d’altitud, igual
que de latitud, modifica les proporcions entre Culex torrentium i Culex pipiens. Aixi és que, a
més altitud (o latitud) augmenta la proporcié de Culex torrentium en comparacié a Culex
pipiens.

4. Pero a més d’aixo, hem extret altres conclusions. L'ADN conté una gran quantitat
d’inhibidors per la PCR els quals poden impedir una activitat correcta de la polimerasa o dels
encebadors. A més, algunes parts dels mosquits no permeten extreure un ADN de bona
qualitat, especialment les ales i les potes. Per tant és millor treballar només amb I'abdomen ja
gue un mosquit sencer amb extremitats plenes de inhibidors per la PCR i un exoesquelet amb
un munt de quitina proporcionen uns resultats més dolents. (Erik Helmersson et al., 2013)

5. Finalment, una conclusié addicional, la feina de laboratori és llarga i costosa. Demana
moltes repeticions i, fins i tot, a vegades, és dificil arribar a obtenir resultats. Nosaltres despres
de preparar 33 mostres només n’hem aconseguit seqlienciar sis, vam tenir exit en un 20% de
les mostres analitzades. Cal afegir, pero, que aguesta técnica, tot i ser costosa i laboriosa, és
necessaria per la identificacié d’espécies molt properes que no es poden identificar
morfologicament. A més de ser un sistema eficag i eficient en el temps, ja que disposem
d’ordinadors de gran capacitat que emmagatzemen milions de dades per tal de classificar
especies i treballar aspectes diferents a nivell mundial.
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5. CONCLUSIONS GENERALS

Amb aquest treball de recerca hem pogut extreure conclusions que fan referencia, d’una

banda, a les espécies estudiades, i de I'altra, a les técniques d’identificacié utilitzades, analisi

morfologica en relacié a I’analisi molecular.

El mosquit més freqlient i més ampliament repartit per tot el territori és Culex pipiens.
Aguesta espécie pero, toti ser tan abundant, a alta muntanya és substituida, en part,
per Culex torrentium, una espécie molt propera i molt semblant morfologicament. Aixi
doncs, a alta muntanya ens apareix una espécie, Culex torrentium, que no trobem a
terra baixa. La resta d’espécies, Aedes aegypti , Aedes albopictus, Anopheles
antroparvus, Culex impudicus, Culiseta longiareolata, Ochlerotatus caspius, les trobem
principalment a la terra baixa, sobretot en zones urbanes, excepte Ochlerotatus
caspius que també el trobem forca abundantment als horts. Culiseta longiareolata,
igual que Culex pipiens, la trobem tant en terra baixa com a muntanya mitjana i alta.
En canvi, Culex torrentium i Culex impudicus els trobem només a alta muntanya.

Comparant amb altres estudis hem comprovat que Culex pipiens és I'especie més
abundant en relacié a les altres espécies que si bé a la nostra area d’estudi, en general
a la peninsula lberica no ho és. També hem pogut observar que Ochlerotatus caspius
es més abundant a mesura que disminueim de latitud. A més, Culiseta longiarolata i
Aedes albopictus es mostren menys abundants, com en el nostre estudi.

Hem pogut comprovar que, la identificaci6 morfologica és un sistema d’identificacid
rapid i eficag excepte quan ens trobem amb espéecies que sén molt semblants
morfologicament, tant que sén molts dificils de distingir encara que s’utilitzi la lupa
binocular. En aquests casos hem hagut de recérrer a la técniques moleculars
(seqlienciacio de DNA) per identificar-les correctament. Aixi doncs, les técniques
moleculars, sé6n molt Utils i imprescindibles per identificar espécies molt properes,
perdo es mostren innecessaries quan la classificacié morfologica d’espécies es pot fer
facilment. En el nostre cas hem pogut identificar totes les especies morfologicament
excepte Culex pipiens i Culex torrenium pels quals hem de reconeixer a la seqiienciacié
del seu DNA ja que sdn espécies molt semblants.

A més, també cal dir que ’ADN conté una gran quantitat d’inhibidors per la PCR els
quals poden impedir una correcta activitat de la polimersa o dels encebadors. També
és important tenir en compte que hi ha parts del mosquit com les potes i les ales que
no permeten una bona extraccié d’ADN.
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Es important tenir en compte que la feina de laboratori és llarga i costosa i que
demana moltes repeticions pero a vegades és necessaria per la identificacié d’espécies
molt properes que no es poden identificar morfologicament.

Es produeix un fenomen de distribucié latitudinal i altitudinal de dues espécies
vicariants: Culex pipiens i Culex torrentium. Amb I'augment d’altitud, igual que amb la
latitud, es modifiquen les proporcions de Culex pipiens en front de Culex torrentium ja
que a més altitud o bé més latitud, augmenta la proporcié de Culex torrentium i en
disminueix proporcionalment la de Culex pipiens. Aquest fenomen I’hem observat a
alta muntanya i es repeteix de manera idéntica a Europa central. Per tant, aquestes
especies de mosquits segueixen una distribucié latitudinal que s’avé perfectament
amb la distribucié altitudinal.
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7. ANNEXOS

INVENTARI MOSQUITS

ADULTS

01. Poblacid: Sant Andreu de la Barca

02.

03.

04.

05.

06.

07.

08.

Lloc: Hotel Bristo (urba i net)
Data:25/06/14
Espécie: CULEX PIPIENS

Poblacié: Viladecans
Lloc: Les tanques (net)
Data:25/06/14
Espécie:CULEX PIPIENS

Poblacié: El prat

Lloc: Diposit DSU (subterrani brut)

Data: 25/06/14
Espécie: CULEX PIPIENS

Poblacié: El prat

Lloc: Militars

Data:26/06/14
Especie:OCHLARATUS CASPIUS

Poblacié: El Prat

Lloc: la Rilada

Data: 26/05/14

Espécie: OCHLARATUS CASPIUS

Poblacié:El Prat

Lloc: Militars

Data: 26/06/14

Espécie: AE. ALBOFICTUS

Poblacié: Sant Viceng dels Horts
Lloc:Urba

Data:15/05/14

Especie:CULEX PIPIENS

Poblacié: Sant Viceng dels Horts
Lloc: Urba
Data: 01/06/14
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09.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Espécie: AE. ALBOPICTUS

Poblacié: Sant Viceng dels Horts
Lloc: Urba

Data:13/06/14

Especie: CULEX PIPIENS

Poblacid: Sant Viceng dels Horts
Lloc: Urba

Data:28/05/14

Especie: CULEX PIPIENS

Poblacié: Sant Viceng dels Horts
Lloc: Urba

Data: 22/06/14

Especie:CULEX PIPIENS

Poblacié: Sant Viceng dels Horts
Lloc: Urba

Data: 12/06/14

Especie: CULEX PIPIENS

Poblacié: Sant Viceng dels Horts
Lloc: Urba

Data: 28/05/14

Especie: OCHLARATUS CASPIUS

Poblacié: Sant Viceng dels Horts
Lloc: Urba

Data: 16/05/14

Especie: CULEX PIPIENS

Poblacié: Sant Viceng dels Horts
Lloc: Urba

Data: 19/05/14

Espécie: CULEX PIPIENS

Poblacié: Sant Viceng dels Horts
Lloc: Urba
Data: 23/06/14

Especie: CULISETA LONGIAREOLATA

Poblacié: Sant Viceng dels Horts
Lloc: Urba
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18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

LARVES

Data:17/05/14
Espécie: CULEX PIPIENS

Poblacié: Sant Viceng dels Horts
Lloc: Urba

Data: 08/05/14

Especie: CULEX PIPIENS

Poblacié: Sant Viceng dels Horts
Lloc: Urba

Data: 06/06/14

Especie: CULEX PIPIENS

Poblacié: Sant Viceng dels Horts
Lloc: Urba

Data:20/05/14

Especie: CULISETA LONGIAREOLATA

Poblacid: Sant Viceng dels Horts
Lloc: Hort (a la vora del riu)
Data: 09/07/14

Especie: CULEX PIPIENS

Poblacié: Sant Viceng dels Horts
Lloc: Hort (a la vora del riu)
Data: 09/07/14

Especie: OCHLARATUS CASPIUS

Poblacié: Torrelles de Llobregat
Lloc: Bosc

Data: 10/07/14

Especie: CULEX PIPIENS MASCLES

Poblacié: Torrelles de Llobregat
Lloc: Bosc

Data: 10/07/14

Espécie: CULEX PIPIENS FEMELLES

A. Poblacio: Campelles (1300m)
Lloc: Abeurador
Data: 06/07/14
Especie: CULEX PIPIENS
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B. Poblacid: Campelles (1300m)
Lloc: Abeurador 2
Data: 06/07/14
Espécie: CULEX PIPIENS Y CULEX TORRENTIUM

C. Poblacié: Santa Coloma de Cervellé (Cesalpina)
Lloc: Balsa del bosc
Data: 10/07/14
Espécie: CULISIETA LONGIAREOLATA

D. Poblacid: Campelles (1300m)
Lloc: Abeurador 3(brut)
Data: 06/07/14
Especie: CULEX IMPUDICUS Y CULISETA LONGAREOLATA

E. Poblacid: Delta del Ebre
Lloc: -
Data: Any 2000
Especie: ANOPHELES ATROPARVUS

F. Poblacié: Sant Boi
Lloc: Laboratori: insectari
Data: Menys de 15 anys
Espécie: AEDES AEGYPTI

G. Poblacié: Viladecans
Lloc: -
Data: Menys de 10 anys
Espécie: CULISETA LONGIAREOLATA

- = Mostres portades al laboratori per seqlienciar. S6n les mostres que hem utilitzat per
sequenciar el DNA. Abans de fer-ne la seqlienciacié desconeixiem a quina espécie pertanyien.

A’ = Totes les mostres ressenyades amb una lletra o numero amb * corresponen a repliques
de la mostra inicial.

241 Els dos digits inicials corresponen al numero d’inventari i el tercer digit significa que
tot el treball de laboratori s’ha fet amb un o més mosquits. | I'abséncia d’aquest

243 N S .
tercer numero indica que la mostra contenia Unicament un mosquit.
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