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RESUMEN. La idea del control genético de insectos no es nueva, ésta se desarrollé a mediados del siglo XX con el
objeto de alterar el genoma de una especie, disminuyendo la viabilidad poblacional o la sustitucién por un genotipo mas
benigno. Lo anterior impulsd un esfuerzo importante en la investigacion en genética clasica con diferentes enfoques
gue incluye, principalmente, la generacion de machos estériles y genes letales condicionales. Sin embargo, tanto el éxito
aparentemente rotundo del uso de pesticidas quimicos, como la investigacion en el desarrollo de vacunas contra las
enfermedades transmitidas por vector (ETV) y los problemas técnicos como econdmicos derivados de éste
disminuyeron el interés en la investigacion del control genético de insectos durante los Gltimos 20 afios del siglo XX.
No obstante, en el presente siglo el surgimiento de insectos resistentes a pesticidas y la falta de éxito de las vacunas para
el control de ETV, han estimulado nuevamente el interés en el desarrollo de estrategias para el control genético de
insectos, impulsadas también las nuevas herramientas de ingenieria genética y los avances de las ciencias gendémicas
de insectos, lo que permite transferir genes y expresarlos de forma regulada de una manera mas rapida y eficiente. En
este trabajo describiremos brevemente el control genético y abordaremos a mayor detalle los nuevos métodos de
ingenieria genética de insectos para la generacién de mosquitos transgénicos y el control de las ETV. También se
discutiran las experiencias obtenidas, asi como las ventajas y desventajas del uso de mosquitos transgénicos.

Palabras clave: Mosquitos Transgénicos, Enfermedades Transmitidas por Vector, Ingenieria Genética de
Insectos, Control Genético de Insectos.

ABSTRACT. This paper will briefly describe the genetic control and address in greater detail the new methods
of insect genetic engineering used to generate transgenic mosquitoes to control vector-borne (VBD) diseases. The
idea of genetic control of insects is not new, it developed in the mid-twentieth century to alter the genome of a
species, decreasing population viability or replacement by a more benign genotype. This led to an important effort
in classical genetic research with different approaches that includes, mainly, the generation of sterile males and
lethal conditional genes. However, both the seemingly resounding success of the use of chemical pesticides, and
the research into the development of VBD vaccines, and the technical and economic problems derived from it,
have diminished the interest in the investigation of the genetic control of insects during the last 20 years. However,
in the present century the emergence of insect’s resistant to pesticides and the lack of success of vaccines for the
control of VBD, have stimulated again the interest in the development of genetic control strategies of insects, also
driven the new engineering tools genetic and advances in the genomic sciences of insects, allowing to transfer
genes and express them in a regulated way in a faster and more efficient way. In this work we will briefly describe
the genetic control and we will approach in greater detail the new methods of genetic engineering of insects for
the generation of transgenic mosquitoes and the control of VBD.

Key words: Transgenic Mosquitoes, Vector-borne Diseases, Insect Genetic Engineering, Insect Genetic Control.

INTRODUCCION vectores (ETV). Mas de la mitad de la poblacién
a nivel mundial vive en areas de riesgo donde las

La Organizacién Mundial de la Salud estima que principales especies de insectos capaces de
el 17 % de todas las enfermedades infecciosas transmitir enfermedades se encuentran presentes.

humanas son enfermedades transmitidas por (www.oms.org).
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La ubicuidad de los insectos es una caracteristica
que les ha permitido ser un grupo interesante para
su estudio; si bien la mayoria son probablemente
inocuos o0 benéficos para las poblaciones
humanas, existen otros que pueden ser un riesgo
en la transmision de enfermedades. La
globalizacién y el cambio climatico pueden
incrementar el riesgo de dispersion de lasETV, ya
que los cambios en la variacion climética tienen
gran impacto en la poblacion de artrépodos,
particularmente en mosquitos (Liu-Helmersson et
al., 2016).

Las enfermedades transmitidas por vectores,
tienen un gran impacto en la salud publica en todo
el mundo; dentro de éstas se encuentran aquellas
que son transmitidas por garrapatas 0 mosquitos.
Ambos artropodos son capaces de transmitir
patdgenos tales como baterias, parasitos y virus.
En el caso de los paréasitos, la malaria o paludismo
ha sido una de las enfermedades mas mortifera,
tan solo en el afio 2015 caus6 438,000 muertes.
(www.oms.org). Por otro lado, en el caso de los
virus, se encuentran los arbovirus, los cuales son
virus que bioldgicamente necesitan replicarse
dentro del vector artrépodo para llevar acabo la
transmision al huésped vertebrado, durante la
alimentacion de artropodos hematofagos (Weaver
y Reisen, 2010).

Las enfermedades virales transmitidas por
vectores pueden circular entre poblaciones de
animales silvestres, domésticos y en poblaciones
humanas. Virus como el dengue (DENV), el
Chikungunya (CHIKV) y recientemente el virus
de Zika, se han distribuido ampliamente en todo
el mundo, no obstante, la enfermedad viral con
mayor crecimiento es el dengue, cuya incidencia
se ha multiplicado 30 veces en los ultimos 50 afios
(http://lwww.who.int/mediacentre/factsheets/fs11
7/esl).

La reemergencia, mutacion y dispersion de estos
virus, ha planteado nuevos problemas desde el
punto econdémico, sociales y de salud publica,
recientemente el conjunto de efectos que causa el
virus de Zika, lo que ha generado una gran
preocupacion, debido a las alteraciones en
neonatos durante la gestacion como es la
microcefalia, la cual genera un dafio permanente
en el tamafio del cerebro al nacer vy
consecuentemente en las cualidades cognitivas y
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en los infantes y las pérdida de autonomia en
etapas posteriores de desarrollo. La infeccion
durante el embarazo tambien se ha vinculado a
resultados adversos que incluyen pérdida del
embarazo, defectos en los ojos, pérdida de
audicién y trastornos de crecimiento en los
neonatos (www.oms.org). Por otro lado, los
efectos secundarios de esta enfermedad en adultos
se asemejan al sindrome de Guilian-Barret que
provoca paralisis progresiva (ECDC, 2015).

A pesar de los esfuerzos para prevenir brotes
epidémicos mediante el control de poblaciones de
mosquitos, se ha estimado que las ETV son
responsables de mas de un millon de muertes al
afio. Si bien, la distribucion de estas enfermedades
estd determinada por una compleja dindmica de
factores medioambientales y sociales, existen
diferentes programas de prevencién que han logrado
atenuar la trasmision de enfermedades mediante el
control de las poblaciones de los distintos vectores
proporcionando una mejor calidad en la salud
publica a nivel mundial (Culshaw et al., 2017)

Estrategias de control genético. Es importante
sefialar que recientemente no ha habido una
clasificacion a las diferentes estrategias de control
genético, a pesar de una gran numero de reportes
recientes al respecto. Sin embargo, en los diversos
articulos reportados los autores destacan algunas
de sus propiedades que nos permite diferenciarlas
unas de otras. En primer lugar, la genética clasica
utiliza insectos irradiados para generar esterilidad
0 disminuir su capacidad reproductiva (Steril
Insect Thecnology, SIT; Gould y Schliekelman,
2004; Kraaijeveld y Chapman, 2004; Helinski et
al., 2009). La segunda, mosquitos transgénicos
que se basan en la manipulacion del material
genético in vitro, a través de métodos de
ingenieria genética o de biologia sintética para el
disefio y construccion de elementos genéticos los
cuales llevan genes especificos de control de
enfermedades o control poblacional (Stebbins et
al., 2001). Los mosquitos transgenicos se pueden
clasificar en varias subdivisiones, como moscos
refractarios, los cuales al expresar un efector,
disminuyen o evitan la capacidad de infectarse;
los moscos dominantes letales de uno y dos
componentes que inducen esterilidad vy
disminuyen la poblacion de insectos (Gong-P et
al., 2003); los mosquitos con fenotipo sin vuelo
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que presentan vulnerabilidad a depredadores e
ineficiencia en la reproduccion; y los moscos para
reemplazo o disminucion poblacional genéticamente
dirigidos (del inglés Gene Drive), basados en
CRISP-CAS9 (Cuadro 1) (Adelman y Tu, 2016;
Godfray et al., 2016).

GENETICA CLASICA PARA EL CONTROL
DE INSECTOS

Técnica del Insecto Esteril (SIT). Estas se
basan en la generacion de mutaciones en gametos
de insectos a través de compuestos quimicos o
radiacion. La méas ampliamente utilizada fue la
radiacion y consiste exponer a los huevos de
insecto con particulas gama de fuentes de cobalto
60 0 Cesio 137 (®°Co 0 '3Cs), después los huevos
son incubados para que se desarrollen a un estado
adulto. La radiacion produce dafio cromosémico
en las células del insecto resultando en la
esterilidad deseada, pero también causa efectos
somaticos que reducen la competitividad de los
machos (Fig. 1) (Kraaijeveld y Chapman, 2004).
Por lo tanto, tiene que haber un balance entre la
dosis de radiacion, la esterilidad producida, la
competitividad sexual de los machos y el nivel de
la esterilidad reproductora cuando se cruzan con
las hembras silvestres (Fig. 1) (Parker y Mehta,
2007; Dame et al., 2009; Helinski et al., 2009). La
técnica SIT fue utilizada después de la segunda
guerra mundial durante cuatro décadas y sirvio
para controlar diversos insectos como la mosca de
la fruta y el gusano barrenador del ganado entre
otros (Kraaijeveld y Chapman, 2004; Gould y
Schliekelman, 2004). Sin embargo, existen muy
pocos programas SIT en la actualidad. Diversos
factores desalentaron la utilizacion de la tecnologia
SIT, tales como el costo en el manejo y produccion
de insectos, ademas de las dificultades técnicas, asi
como el aparente éxito con el uso de pesticidas
quimicos para el control de insectos. Sin embargo,
debido a la falta de éxito de vacunas seguras para el
control de las ETV y al surgimiento de insectos
resistentes a los diversos insecticidas, se ha
renovado el interés en la técnica SIT (Kraaijeveld y
Chapman, 2004). En México, en fechas recientes,
el Centro Regional de Investigacion en Salud
Pablica (CRISP) del INSP, ha iniciado un
proyecto muy interesante para establecer las
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condiciones optimas de irradiacion de huevecillos
del mosquito Aedes aegypti Linnaeus, a fin de
establecer un programa de control de las poblaciones
de esta especie, vector de dengue, Chinkungunya y
Zika.

Avances de las ciencias genomicas de insectos.
Los avances en las ciencias gendmicas de
insectos, proporciona nuevos caminos para
entender la organizacién estructural de los genes
en el genomay la expresion de genes involucrados
en diferentes procesos de la interaccion del
vector-patdgeno o de virus, tales como: los genes
que participan en la hematofagia, reproduccion,
desarrollo, diferenciacién y respuesta del sistema
inmune a patégenos y virus (Holt et al., 2002;
Nene et al., 2007; Chen, et al., 2015; Giraldo-
Calderdn et al., 2015). Adicionalmente, existe una
gran cantidad de informacion derivada de los
métodos de biologia molecular desarrollados en el
siglo pasado, como son el “Southern blot” para
determinar el nimero de genes, el “Nothern blot”,
la hibridacion in situ y el RT-PCR para hacer
estudios de expresion espacio-temporal en células
y tejidos, asi como la clonacion de las secuencias
genodmicas y la comparacién con las secuencias de
ADN complementario (ADNc). (Chen et al.,
2015). Estos estudios se complementan con el
andlisis de las secuencias de los promotores a
través de fusiones transcripcionales con genes
reporteros y su transgenesis en insectos. La
secuenciacion de genomas con métodos masivos
no es el Unico camino para generar una alta
calidad de la anotacion del genoma, en muchos
casos hay fragmentos del genoma no secuenciados
0 por la presencia de una alta frecuencia de
polimorfismo genético y de secuencias repetidas,
por lo que hay genomas incompletos o0 no bien
anotados. Debido a lo anterior, esta informacion se
debe de complementar con los estudios de los
proteomas y transcriptomas correspondientes, o
cual nos permite entender mejor la estructura y
funcion del genomay la expresion genética global
en el tejido u érgano especifico. En su conjunto, los
métodos de biologia molecular y de las ciencias
gendmicas generan conocimiento mas preciso de la
fusion y expresion genética, lo cual es fundamental
para el entendimiento de la fisiologia molecular de
insectos y en la generacion de MTs para el control de
insectos y las ETV (Chen et al., 2015).
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Cuadro 1. Control Clasificacion de Diferentes Tipos de Control Genéticos de Mosquitos.

Tipo de control

o Subtipo Definicion Requerimientos Ventaja Desventaja
genetico
I) Control Genético Tecnologia del Insecto Estéril La genética clasica utiliza Instalaciones especiales paraeluso Ha sido probada su efectividad 1) Es muy costosa respecto a otras
clasico de insectos. (SIT Steril Insect Techology), mutaciones inducidas para de radioactividad. en diversos insectos. tecnologias genéticas

I) Mosquitos
transgénicos.

(Kraaijeveld
2004).

y  Chapman,

a) Mosquitos refractarios.
(Ghosh et al., 2001; Ito et al.,
2002; Franz et al., 2006).

b) Dominante Letal de Uno y
Dos Componentes. (Phuc,
2007).

c) Fenotipo Sin vuelo. (Fu et
al., 2010).

d) Gene Drive (Genéticamente
Dirigido; GD; Oye K. et al,,
2014).

generar esterilidad o disminuir
su capacidad reproductiva.

Mosquitos que expresan un
péptido o proteina que evita la
infeccion del mosquito por el
virus o patégeno.

Mosquito en el que se porta un
gen que en el contexto
heterocigoto ~ despliega el
fenotipo letal.

Insectos incapaces de volar por
un defecto en la musculatura de
las alas.

Es la préctica de “estimular una
herencia predispuesta o sesgada
de genes particulares para alterar
poblaciones enteras”.

1) Efecto antiparasitario y viral
2) Expresion 6rgano o tejido
especifico.

1) Requieren de un gen letal.

2) El gen letal debe ser fuerte y
especificamente regulado para
expresarse durante el desarrollo
del mosquito y en el medio
ambiente.

Expresion de una version del gen
de actina mutante 6rgano o tejido
especifico.

1) Se requiere de usar un gen
egoista o el sistema de CRISPR-
CAS9 para favorecer el sesgo
genético.

2) Requiere de un gen efector o
blanco para el control del patégeno
o favorecer incremento de su
frecuencia genética.

1) Evita la diseminacion del
patégeno.
2) No extermina a una especie.

1) Disminuye la poblacion del
insecto.

2) Teniendo lineas transgénicas
se pueden reproducir en el
laboratorio a un costo mas bajo
y menos elaborado que la
estrategia SIT.

1) Evita la diseminacion del
mosquito.

2) Disminuye la poblacién del
insecto.

1) Favorece su permanencia y
sustitucion de poblaciones.

2) Requiere de menos insectos
liberados para disminuir una
poblacion.

3) Podria ser la mejor estrategia
para disminuir una especie de
mosquito peligrosa para la
humanidad.

2) Se generan desechos radioactivos.
3) Se exponen a los seres humanos
involucrados en el proceso.

4) Se deben de liberar constantemente
mosquitos irradiados.

5) Se debe de optimizar la dosis de
radiacion para tener el Optimo de
esterilidad/viabilidad y
competitividad sexual.

No presenta ventaja reproductiva.

1) Se debe de comprar o desarrollar
la tecnologia propia.

2) Se deben de liberar mosquitos
constantemente para disminuir la
poblacién de insectos, porque la
poblacién transgénica tiende a
desaparecer.

1) Se debe de comprar o desarrollar
la tecnologia propia.

2) Se deben de liberar constantemente
para disminuir la poblacion de insectos,
porque la poblacién transgénica tiende
a desaparecer.

No han sido probados en campo y
muchos modelos de GD estan en
alguna etapa previa de desarrollo.
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Figura 1. Optimizacion de la exposicion a radiacion para la generacion de insectos estériles. Consiste exponer
a los huevos de insecto con particulas gama de fuentes de cobalto 60 o Cesio 137 (5°Co 0%'Cs), después los
huevos son incubados para que se desarrollen a un estado adulto. La radiacion produce dafio cromosémico en
las células del insecto, resultando en la esterilidad deseada pero también causa los efectos somaticos que
reducen la competitividad de los machos. Desventajas se requieren grandes cantidades de machos por no todos
son estériles, viables o competitivos desde el punto de vista sexual (Helinski et al., 2009).

ESTRATEGIAS DE INGENIERIA GENETICA
DE INSECTOS

Transposones para la Introduccién de Genes
en Insectos. Dos principales tecnologias de
transgénesis han sido desarrolladas; la primera se
basd en la capacidad de los transposones para
recombinar de manera casi al azar en el genoma
del insecto y la segunda, estd soportada por las
nucleasas de doble cadena, estd fundamentada la
tecnologia de ediciébn de genomas, como se
describird més adelante.

En el primer caso, los principales transposones
usados fueron el “piggyBack.” y “Hermes”
(Grossman et al., 2001; Jasinskiene et al., 1998).
Estos tienen un tamafio de alrededor de 3,000
pares de bases y contienen una unidad de
transcripcion que codifica para la transposasa
(Fig. 2) flanqueada por dos terminales invertidas
repetidas (TIR). La transposasa cataliza la
recombinacion no homologa cortando y pegando
dentro de las TIR, fendmeno conocido como
transposicion genetica (Atkinson et al., 2001).
Los transposones fueron utilizados manipulando
su estructura, particularmente la construccion
genética de interés se incluye entre las secuencias
invertidas repetidas y la transposasa dentro del
mismo vector de clonacion o bien, complementado
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en trans en otro plasmido. En este ultimo caso la
introduccion del DNA para la generacion de
moscos transgénicos se realiza microinyectando
ambos plasmidos al huevo del insecto (Grossman
et al., 2001; Jasinskiene et al., 1998).

Edicion de Genomas para Introducir Genes,
Quitarlos o Editarlos. El desarrollo de las nuevas
tecnologias para insertar genes, escindirlos o
editarlos, tuvo su origen en el descubrimiento de
que un corte en un ADN blanco de doble cadena,
in vivo, estimula la edicion del genoma a través
de una recombinacién homologa (HR: del inglés:
Homologous Recombination) (Rudin et al., 1989;
Rouet et al., 1994; Choulika et al., 1995; Bibikova
et al., 2002; Bibikova et al., 2003). Estudios
posteriores realizados por Chandrasegara y
Carroll (2016) demostraron la posibilidad de disefiar
nucleasas basadas en el dominio de union de
factores de transcripcion del tipo “dedos de zinc”
(Bibikova et al., 2002, 2003). En el mismo grupo de
investigacion descubrieron que cuando las hebras de
ADN blanco son cortadas y simultaneamente se
introduce una secuencia que no presenta identidad
con la secuencia blanco del genoma, éste se repara
por recombinacion introduciendo la secuencia no
homologa o bien, reuniendo la doble cadena de
manera imprecisa, lo cual genera una insercion o
pérdida de secuencia de ADN (Fig. 3).
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Anticarsia gemmatalis
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Transposasa

Figura 2. Los piggyBack son una familia de transposones de aproximadamente 3 kilobases con similitud en estructura y
propiedades similares encontrados originalmente en una linea celular TN-368 de Anticarsia gemmatalis. Son Utiles para
la generacién de moscos transgénicos, ya que los elementos invertidos pueden ser usados para flanquear una construccion
genética de interés y la transposasa puede ser expresada fuera las secuencias invertidas repetidas en un mismo plasmido
0 proporcionadas en trans en otro plasmido. La transposasa acta como enzima de corte y pegado para la introduccion de
las construcciones genéticas incluidas entre las dos secuencias invertidas IR-5" e IR-3" (Grossman et al., 2001).

Ingenieria Genética por Nucleasas de Doble
Cadena ZFNs, TALENs CRISPR/CAS)
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Correccion Genética por HDR

Interrupcién genética

ZFNs, TALENs o CRISPR-CASS
Blanco de DSB

Y o A
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Adiccion de Transgen por HDR

Figura 3.- Ingenieria Genética usando Nucleasas Programables (NP): ZFNs, Talens y CRISPR-Cas9. Las nucleasas se pueden
programar para realizar un corte doble en un sitio especifico de la doble cadena del ADN; el doble corte en el ADN induce la
reparacion por el sistema de reparacion homologa HDR o no homologa NHEJ, (del inglés: HDR Homology-Directed Repair
y Non-Homologous End Joining NHEJ, respectivamente). Durante un evento de doble corte del ADN realizado por cualquiera
de las endonucleasas la célula escoge alguno de las dos vias de reparacion. La reparacion por la via de HDR es favorecida
cuando se introducen secuencias que comparten identidad de al menos de 20 pares de bases al sitio de corte, mientras que al
no encontrar una secuencia homologa de ADN alrededor del sitio de corte, la célula repara por unién directa los extremos de
las cadenas de ADN. La induccidn del sistema de reparacion de ADN por las NP, se ha utilizado para desarrollar la ingenieria
genética in vivo o también llamada ingenieria gendmica (figura adaptada de Chandrasegara S y S. Carroll, 2016).

A este proceso le llamaron NHEJ (del inglés:
Non Homologous End-Joining (NHEJ) (Bibikova
et al., 2002). Los estudios antes mencionados
fueron la base para el desarrollo de la poderosa
tecnologia de ingenieria gendmica conocida en la
actualidad como Edicion de Genomas. En la
actualidad tres nucleasas de doble cadena de DNA
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(DSB, del inglés: Doble Strand Break): conocidas
como ZFNs, TALENs y CRISP-CAS9 son
utilizadas, para la edicién de genomas y transgénesis
(Fig. 3). Durante la insercion de genes por DSB, el
requisito es que la construccion de interés lleve
secuencias identicas cortas (de 20 pares de bases)
del genoma donde se desea recombinar. Esta



tecnologia, que se ha ensayado en insectos y en
muchos organismos, se ha demostrado que es mas
eficiente que los transposones para insertar genes,
ya que en un solo evento de transformacion se
puede tener la insercion en los dos cromosomas,
generando  facilmente lineas transgénicas
homocigotas y ademas, se puede dirigir la
insercion en el lugar del genoma que sea mas
conveniente, evitando asi, la insercion al azar y los
problemas de silenciamiento posicional del
transgén, por estructura de cromatina (Reid y
O’Brochta, 2016).

Sistemas de nucleasas ZFNs y TALENSs. Las
dos primeras herramientas antes mencionadas son
el resultado del estudio de la estructura funcion de
las nucleasas de restriccion tipo Il [lamada Fokl y
de los dominios de unién a ADN tipo dedos de
zinc (Zinc Finger o ZF), el cual forma parte de un
factor de transcripcion I1IA de la rana Xenopus
laevis, que se une a unas secuencias consenso
ricas en GC (5 GCGTGGGCG3’) (Miller et al.,
1985; Berg, 1990). La enzima Fok I, est4 formada
por dos dominios estructurales: un dominio de
unién a una secuencia/s especifica ADN de doble
cadena (5"GGATG-3":5"CATCC3") y un dominio
de nucleasa de corte inespecifico entre 9-13 bases
del sitio de reconocimiento. Esta propiedad
permitié a través de ingenieria genética, fusionar
la secuencia de ADN que codifica para el dominio
de nucleasa (ZFN) y unirla con la secuencia de
ADN que codifica para el dominio de unién a
ADN ZF, del factor de transcripcion (Fig. 4a)
(Kim Y-G, 1996). La reprogramacion a diferentes
sitios de pegado es posible gracias a los estudios
de la estructura de la proteina ZF, permitio
entender, que residuos de aminodcidos de la alfa hélice
del dominio ZF, interaccionan especificamente con
cada uno de los cuatro nucledtidos del ADN.
Ademas, el dominio ZF que esta repetido tres
veces en tandem, se le puede agregar uno dominio
ZF y se pueden generar cambios especificos de
esos dominios para un nuevo reconocimiento de
una secuencia de ADN contigua y especifica
(Chandrasegara y Carroll 2016). La desventaja
mas importante es que, para cada sitio seleccionado
con fines de edicion de genoma, se deben disefiar
y ejecutar nuevos cambios del dominio ZN
multiple. La nucleasa quimérica ZFN funciona
haciendo un corte sencillo en una hebra de la
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cadena de ADN, asi que, para generar un doble
corte, se deben disefiarse dos ZFNs: una ZFN-
Izquierda y otra ZFN-Derecha, para que
reconozcan secuencias vecinas en una region con
corte coincidente (Chandrasegara y Carroll.,
2016) (Fig. 4a). 2016) (Fig. 4a).

Por otro lado, el sistema de nucleasa TALENS
fue desarrollado gracias al descubrimiento de un
modulo de union a ADN derivado de un factor de
virulencia de Xantomonas (un patégeno de
plantas). Este factor de virulencia se llama TALE,
mismo que presenta un dominio central repetido
que consiste en 33 a 35 amino acidos (Christian et
al., 2010; Miller et al., 2011). Cada moddulo
repetido es idéntico excepto en dos aminoacidos
en posiciones 12 y 13, conocidos como RVDS
(del inglés: Repeat Variable Di-Residues).
Mientras cada ZF reconoce de tres a cuatro bases;
cada motivo TALE reconoce un solo nucleotido.
La especificidad del RVD opera de la siguiente
manera: los residuos NI reconocen A, HD
reconoce C, NG o HG reconocen T and NN
reconoce G o A (Fig. 4b) (Moscou y Bogdanove,
2009; Christian et al., 2010; Mussolino et al.,
2011; Deng et al., 2012). Una diferencia
importante entre los dominios ZF y el moédulo
TALE, es la independencia de los maodulos
vecinos, lo que lo hace conceptualmente sencillo
para el disefio de mddulos de reconocimiento a
secuencias de ADN especificas, pero no desde el
punto de vista técnico, por lo que su costo es
elevado (hasta US $5000 / blanco). Estos médulos
de disefio se deben fusionar (a nivel de las
secuencias codificantes correspondientes) con el
dominio de nucleasa de la enzima de restriccion
Fok I. Al igual que las ZFNs, las nucleasas
TALENS deben ser disefiadas en pares (izquierda
y derecha) para lograr un doble corte en la cadena
de ADN (Fig. 4b) (Chandrasegara y Carroll,
2011).

Sistema de Nucleasa CRISPR-CAS9. La
tercera nucleasa usada para editar genomas
proviene del descubrimiento del sistema inmune
adaptativo CRISPR-CAS9 de la bacteria
Streptococcus pyogenes, cuyo nombre deriva la
organizacion del locus donde se encuentra la
nucleasa CAS9 (del inglés CRISPR: Clustered
Regular Interspaced Short Palindromic Repeats
CRISPR-Associated Sequence 9).
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Figura 4. Esquema que representa las nucleasas programables. Se muestran las nucleasas unidas
a su sitio blanco. En a) schematic nucleasas unidas a 4 dedos de zinc, en b) TALENs y en c)
CRISPR-Cas9-RNAguia (adaptado de Chandrasegara S y S. Carroll. 2016).

En realidad, CRISPR-CAS9 es uno de los tres
sistemas CRISPR-CAS encontrados en el 50 % de
las diversas especies estudiadas y es del tipo 11 el
cual el mas sencillo desde el punto de vista
estructural, lo que facilita su manipulacion para el
uso de la ingenieria gendmica (Chandrasegara y
Carroll, 2011; Jiang y Doudna, 2017) (Fig. 4).

No obstante que las nucleasas programables
ZFNs y TALENS se desarrollaron primero y han
sido usadas con éxito por muchos autores para
generar ingenieria gendmica, incluyendo la
generacién de moscos transgénicos, el sistema
CRIPR-CAS9 ha tenido un mayor éxito en el uso
y versatilidad en la ingenieria genémica debido a
su sencillez, ya que la proteina CAS9 siempre es
el nucleo de reaccién y la especificidad sobre las
secuencias de ADN blanco es mediado por la
secuencias de ARN guia intercambiables que
varian solo en los 20 nucleétidos de la secuencia de
reconocimiento, manteniendo los otros elementos
de la estructura que forma plegamientos secundarios
que son importantes para ser reconocidas por la
proteina CAS9 (Chandrasegara y Carroll, 2016)
(Fig. 5). El sistema CRISPR-CAS9, no solo se
presenta como una herramienta prometedora para
la generacion de moscos transgénicos, ofrece una
variedad de oportunidades, para desarrollar “nocaut
genético”, silenciamiento transcripcidnal, modificacion
de elementos reguladores de la transcripcion, y
sobre-expresion de genes, lo cual potenciara el
conocimiento de la fisiologia molecular de los
seres vivos Yy, en particular, la oportunidad de
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conocer a mayor detalle los eventos de interaccion
insecto-vector patdgeno o virus, pero de hecho ya
se plantean una infinidad de estrategias para la
supresion y sustitucion poblacional de insectos a
través de genética dirigida, usando el sistema
CRISPR-CAS9 (Esvelt et al., 2014).

Sistema Sintético tTAV-OP7 para la Expresion
Regulada de Efectores en Insecto por
Tetraciclina. Los elementos de control del operdn
de resistencia a tetraciclina (Tc) del transposon
Tn10 de Escherichia coli, fueron utilizados por
primera vez para desarrollar un sistema altamente
eficiente de control transcripcional negativo en
células de mamifero. Lo anterior se consiguio
fusionando la secuencia de ADN que codifica
para el represor de tetraciclina (tet) con la
secuencia codificante ADN de los ultimos 109
aminoacidos del dominio de transactivacion de la
proteina V16 del virus herpes humano (V) y
colando el elemento de ADN operador OP en siete
repeticiones (OP7), justo antes de un promotor
minimo de citomegalovirus humano (PMC) vy el
gen de luciferasa, que se expresa de manera
constitutiva (Figs. 6 y 7). Con esta construccién se
logré modular la transcripcion de luciferasa en
respuesta a la concentracién de Tc, alcanzando un
apagado a concentraciones de 1 pg/ml con un
maximo de transcripcion de cinco veces en
ausencia de Tc (Gossen y Bujard, 1992).

Usando el sistema de regulacion tTAV-OP7,
pero en este caso bajo un promotor minimo de
heat shock 70 fue evaluado en insectos (en lineas
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Figura 6. En a) se presenta la construccion genética para producir el transactivador quimérico tTAV, esto se logré fusionando
la secuencia del gen regulador de tetraciclina TR con los ultimos 327 nucleétidos del gen V16 del virus herpes generando una
proteina de fusion. b) La secuencia primaria del transactivador quimérico tTAV tiene tres dominios estructurales que se
pliegan para darle una integridad funcional. En b) y c) se presentan los tres dominios de tTA: el dominio de unién a ADN
(DBD), el dominio de union a tetraciclina (BTCD) y el dominio de transactivacion que recluta a la ARNpol Il para iniciar la
transcripcion en un promotor minimo (PM). d) En ausencia de Tc el regulador tTAV se une al ADN reconociendo la secuencia
OP, lo cual posiciona el dominio TD, para reclutar componentes del RNA polimerasa Il en el PM (Gossen y Bujard, 1992).

transgénicas de), donde se demostrd por el fue un paso importante para el desarrollo del
funcionamiento adecuado de este sistema para la control poblacional de insectos en A. aegypti, ya
expresion del gen Ala5 que dispara la muerte que los elementos de control fueron utilizados
celular en un sistema de dos componentes con para generar la cepa OX513A de moscos
patrén de expresion durante el desarrollo transgénicos, la cual lleva un gen dominante letal
embrionario y larval y encendido-apagado en que actua a nivel larvario como un sistema de un
ausencia o presencia de Tc en Drosophila solo componente (Figs. 8 y 9) (Phuc et al., 2007).
melanogaster (Stebbins et al., 2001). Lo anterior
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Figura 7. La primera construccion genética para controlar la transcripcion de manera negativa en presencia de tetraciclina fue
desarrollada por Gossen y Bujard en 1992. Se muestra, en cuadros negros los siete sitios para el pegado (OP7) del
transactivador quimérico (tTAV), que al unirse a estos sitios favorece la transcripcion de un promotor minimo, el cual incluye
la caja TATAAA vy el sitio de inicio de la transcripcion de un promotor de citomegalovirus humano que controlan el gen
reportero de luc (del gen de lucifersasa) (Gossen y Bujard H, 1992).
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Figura 8. Sistema letal de retroalimentacién positiva o también conocido como de sistema de un componente. Se muestra la
construccién realizada por Luke Alpey y colaboradores para la generacién de moscos transgénicos dominante letal de accién
retardada (del inglés Late-Acting Dominant Lethal: LADL). En donde el transactivador quimerico tTAV esta bajo el control de su
propio sitio de unién, tetO, el promotor minimo de Drosophila Hsp70, y una secuencia 3 ' UTR de Drosophila fs 1-K10 que favorece
la terminacion y el pegado del poli A durante la transcripcion (ver figura 6 y es similar a lo descrito en la figura 4). El elemento
funciona de la siguiente manera: en ausencia de tetraciclina, tTAV se une a tetO y dirige la expresion de mas tTAV, en un bucle de
retroalimentacion positiva. En presencia de tetraciclina, el factor de transcripcién tTAV se une tetraciclina; lo que genera un cambio
conformacional que afecta el dominio de unién a ADN y por lo tanto no se une tetO, lo que no conduce a la expresién de mas tTAV.
En consecuencia, esta construccion da niveles muy altos de expresion de tTAV en ausencia de tetraciclina, pero la expresion sélo
llega a nivel basal en presencia de tetraciclina. La expresion de alto nivel de tTAV es tdxico, posiblemente debido a la interaccion
del dominio VP16 con factores de trascripcion clave factores durante el desarrollo (Phuc et al., 2007; figura modificada de Gabrieli
etal., 2014).

Genes Marcadores para Mosquitos Desde que el ADNc que codifica para la GFP fue
Transgénicos. La proteina nativa verde clonado por Prasher y colaboradores (1992), se ha
fluorescente (Green Fluorescent Protein: GFP), fue utilizado como un marcador de expresion genética,
aislada originalmente de la medusa Aequoria en estudios de tréafico y localizacién de proteinas en
victoria del pacifico norte (Shimomuraet al., 1962). células y tejidos de diversos organismos. Lo anterior
Se demostrd que esta tenia propiedades especiales: se consigue fusionando la secuencia codificante de
no necesita de sustrato para fluorescer, es muy la GFP con el promotor, o fase de lectura con la
estable en tejidos fijados o vivos (Ward, 1979). secuencia de ADNCc codificante de la proteina de
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Figura 9. Estructura del sistema letal de un componente (ver texto). La construccion genética esta integrada dentro de las secuencias
invertidas repetidas (IN-REP) del transposon piggyBac. En el extremo 57, justo debajo del IN-REP 3"del piggyBac, se encuentra el
promotor de Actb, que se expresa en la mayor parte del cuerpo del insecto. El promotor Ac5 activa la transcripcién de la proteina
roja fluorescente (Dsred2) al encontrarse rio arriba de éste; por lo que se usa como marcador genético para seguir a los moscos
transgénicos. El sistema letal de retroalimentacidn positiva o de un componente, es construido con una region sintética de siete sitios
de pegado (tetO7) para la proteina reguladora. La region tetO7, se encuentra justo antes del promotor minimo de HSP70 y en
conjunto activan la transcripcion del regulador transicional quimérico tTAV, el cual tiene varios dominios funcionales, como son el
dominio de unién a ADN, el dominio de regulacion que se une a tetraciclina y el dominio de trans-activacion de la proteina V16 del
virus herpes de humano. Este regulador se une a su propio promotor como un sistema de retro-alimentacion positiva, que se ha
sugerido es letal por que posiblemente secuestra reguladores transcripcionales durante el desarrollo del insecto (Kim et al., 2007.)

interés (Cubitt et al., 1995; Prasher, 1995; Ward,
1979). Se ha logrado la generacion de mutantes de
GFP, que presentan diferentes rangos de excitacion-
emision, resultando en la fluorescencia en diversos
colores como en rojo y azul, (red-shifted GFP: rsGFP
y la Blue Fluorescent Protein: BFP), por lo que se
pueden utilizar en diversos blancos de localizacion y
expresion simultanea en la misma célula o tejido
(Ormo et al., 1996). Otra proteina que se ha usado
frecuentemente como marcador genético para
insectos es DsRed la cual fue aislada del coral
Discosoma spp. (Matz et al., 1999). Algunas de sus
variantes mutagénicas como mCherry, han sido
usadas como marcadores genéticos para la seleccion
de moscos transgénicos bajo el control de expresion
de promotores 6rgano o tejido especifico, como es el
caso del promotor Act5 de actina muscular, que se
expresa en el cuerpo del insecto y el promotor 3xP3
que se expresa especificamente en 0jos. Esto permite
la simple seleccion visual del portador, sin destruir
ningan 6rgano o tejido del mosquito transgenico
(Dong et al., 2015).

INGENIERIA GENETICA PARA EL CONTROL
DE ENFERMEDADES TRASMITIDAS POR
VECTOR

Insectos que Trasmiten un Gen Dominante
Letal de Uno y Dos componentes. El sistema de
dominante letal de un componente fue
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desarrollado por el grupo Alphey et al. (2010),
basandose el sistema de regulacién tTAV-OP;
(Figs. 4 a 7). En este caso el modulo sintético es
sencillo: el gen efector (que codifica para la
proteina que se desea expresar), es el mismo
regulador transcripcional que activa su propia
transcripcion, al llevar un promotor quimérico
OP7-PM, cuya expresion autologa es toxica en
insectos (Fig. 7). EI mecanismo por el cual la
sobre expresion del transactivador tTAV es toxico
para insectos se desconoce, ya que trabajos
previos se ha encontrado no ser letal en ratones,
sin embargo, se ha propuesto que en insectos la
sobreexpresion de tTA secuestra a reguladores
clave del desarrollo embrionario en insectos o
interfiriendo con el sistema de protedlisis
dependiente de ubiquitina (Thomas et al., 2000).

En el caso del sistema de dos componentes el
transactivador quimérico tTAV regula la
transcripcion de un gen efector (HidAla5), el cual
es un gen que dispara la muerte celular
programada, logrando la expresién especifica de
tejido a través de poner el gen que codifica para el
transactivador tTAV bajo un promotor érgano o
tejido especifico, mientras que el efector se pone
bajo el promotor OP7-PM (Heinrich y Scott,
2000; Horn y Wimmer, 2003). La ventaja es que se
puede modular la expresion del gen de interés porque
es posible apagarlo en presencia de Tc, (Figs. 9y 10)
(Stebbins et al., 2001).
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Figura 10. El sistema de letalidad embrionaria de dos componentes fue desarrollado en Ceratitis capitata por Schetelig
et al., en 2009. En a) se muestra el sistema de dos componentes que consiste en un promotor embrionario Sry-a que
regula el transactivador quimérico tTAV, que a su vez controla la expresion del gen que codifica para la proteina
Hind"?, |a cual es un elemento en la cascada de transduccion de sefiales que dispara la muerte celular programada.
El sistema letal es regulado negativamente por Tc, lo que permite reproducir los insectos en el laboratorio y en ausencia
de Tc el gen Hind"'® se expresa durante el desarrollo embrionario y es letal en la progenie (Schetelig et al., 2009).

Los primeros indicios de la funcionalidad de esta
tecnologia fueron demostrado en un trabajo
reportado en Drosophila. melanogaster Meigen,
en donde se construyd un modulo que lleva el
transactivador tTA bajo un promotor (yolk 1) que
se expresa en la yema de huevo e insertando el gen
pro-apoptético Hid”'® bajo el promotor OP7, es
posible regular la transcripcién en presencia de Tc
(Heinrich y Scott, 2000). Tanto los machos como
en las hembras de una cepa que llevan ambos
componentes son viables en medio suplementado
con Tc, pero sé6lo los machos sobreviven medio en
ausencia de Tc. Heinrich y Scott (2000) proponen
que una cepa con tales propiedades seria ideal
para un programa de liberacién para garantizar un
adecuado control de Insectos, ya que es mas eficaz
que el método SIT. Un sistema de letalidad
embrionaria de dos componentes fue desarrollado
en Ceratitis capitata. El sistema consiste en un
promotor embrionario Sry-a que regula el
transactivador quimérico tTAV, mismo que a su
vez controla la expresion de gen que codifica para
la proteina HindA'®, la cual es un elemento en la
cascada de transduccion de sefiales que dispara la
muerte celular programada. El sistema letal es
regulado negativamente por Tc, lo que permite
reproducir los insectos en el laboratorio y, en
ausencia de Tc, el gen Hid"® se expresa durante
el desarrollo embrionario y resulta letal en la
progenie (Fig. 10) (Schetelig et al., 2009). No
obstante, el sistema letal de dos componentes no
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ha sido utilizado en la supresién de insectos para
el control de las ETV.

Mosquitos con Fenotipo sin vuelo. Los
métodos modernos en el control de insectos
requieren del conocimiento detallado del ciclo de
vida, fisiologia y comportamiento del mosquito.
En este sentido el vuelo es una funcion fundamental
durante el apareamiento sexual, asi como en la
dispersion y escape de los depredadores en el estado
adulto. Con estas consideraciones se desarrollaron
lineas transgénicas de A. aegypti para tener un
fenotipo reprimible no volador especifico
expresado solo en hembras. Lo anterior se logro
utilizando dos transgenes separados o un Gnico
transgén, y el uso del promotor de actina 4 (Act4)
para la expresion especifica de una version
mutante de actina no funcional en las hembras de
A. aegypti (Fu et al., 2010). También se han
desarrollado lineas transgénicas de Aedes
albopictus Skuse, con un fenotipo similar (Labbé
etal., 2012); sin embargo, no existen estudios que
se hayan realizado en ambientes confinados ni
tampoco en campo, para poder estimar o medir su
efectividad.

MOSQUITOS TRANSGENICOS REFRACTARIOS
A PATOGENOS O VIRUS

Mosquitos Refractarios a Malaria. La malaria
permanece como una de las enfermedades mas
devastadoras, causando alrededor de un millon de



muertes de seres humanos por afio en el mundo,
debido a esto ha sido objeto de intenso estudio
durante varias décadas. El conocimiento del ciclo
de vida de este parasito indica que el estadio méas
vulnerable del Plasmodium es el ooquiste
encontrado en el intestino medio (de s6lo cinco
ooquistes por insecto), razén que lo convierte el
primer blanco de ataque empleando mosquitos
transgénicos que expresen moléculas efectoras
antiplasmaédicas o, en su caso, mediante para-
transgénesis que involucra el uso de simbiontes
transgénicos del mosquito, mismos que expresan
los efectores en presencia del ooquiste (Wang y
Jacobs-Lorena, 2013). En Anopheles stephensi
Liston, el péptido MS1, que se une a un posible
receptor del oocineto, se ha expresado en el
intestino medio en MTs; dicho péptido inhibe
fuertemente la invasién del oocinete y
subsecuentemente éste es incapaz de trasmitir el
parasito (Ghosh et al., 2001; Ito et al., 2002).
Reportes posteriores de diferentes laboratorios
han expresado diferentes péptidos con resultados
similares. Estos estudios demuestran que es
posible reducir la trasmision del Plasmodium via
modificacion genética del mosquito vector. No
obstante, estos logros, se debe de trabajar en la
ventaja genética (genética dirigida o Gene-Drive
GD) para que los moscos transgenicos
refractarios, portadores de los efectores antes
mencionados, pudiesen ser efectivos para su
aplicacién en algun programa de sustitucion
poblacional.

Mosquitos Refractarios a Virus. Debido a que
el genoma del virus del dengue es de ARN, una de
estas estrategias para la generacion de moscos
refractarios se basé en la tecnologia del ARN
interferente (ARNI), la cual dirige la maquinaria
de degradacion de ARN hacia el genoma viral,
generando moscos resistentes a la infeccion. Los
resultados obtenidos fueron que la linea Carb77
que expresa el ARNI, redujo la infeccion del
mosquito significativamente en comparacion con
el control, mostrando un alto nivel de resistencia
contra dengue 2 (DEN-2). Esto sugiere que esta
tecnologia puede ser una poderosa herramienta
para el desarrollo de moscos refractarios a virus y
un posible uso en estrategias de reemplazo
poblacional para controlar la transmision del
DEN-2 (Franz et al., 2006).
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Se ha demostrado en muchos trabajos que el
disefio y uso de ribozimas llamadas cabeza de
martillo (del inglés Hammerhead ribozymes:
HRZ's) son una tecnologia Util para apagar genes
0 evitar la infeccion de virus de ARN (Scott et al.,
2013). En un trabajo reciente se disefiaron
ribozimas dirigidas contra genes proteinas
estructurales del virus CHIKV y se demostré que
son efectivas para suprimir la infeccién del virus
tanto en células VVero como en lineas transgénicas
de mosquitos. Este informe proporciona una
prueba de que las HRZs, adecuadamente
manipuladas son poderosos efectores antivirales
para la generacion de mosquitos transgénicos
resistentes a virus (Mishra et al., 2016).

ESTRATEGIAS DE REEMPLAZAMIENTO O
DISMINUCION  POBLACIONAL  DE
INSECTOS POR GENETICA DIRIGIDA
(GENE-DRIVE)

La Genética Dirigida (GD), se define como la
practica de estimular la herencia sesgada de genes
particulares o modulos sintéticos, con el fin de
disminuir o sustituir una poblacion silvestre por
un organismo menos perjudicial. Aunque el
concepto se desarroll6 a inicios de la década
pasada, éste se ha reforzado gracias a la tecnologia
de ediciébn de genomas que proporciona un
namero vasto de estrategias en donde sélo la
imaginacion es el limite (Oye et al., 2014; Fig.
11). El desarrollo de estrategias GD puede ser el
camino para hacer que una poblacion de insectos
refractaria sea capaz de sustituir a una poblacién
previa, 0 bien que a través de GD sexual podria
permitir la supresion poblacional, (favoreciendo
que una poblacion dada de insectos tienda a
desaparecer de manera sustentable). Aqui
describiremos algunos elementos genéticos
naturales que tienen propiedades GD (elementos
Medea, genes de endonucleasa HEGs: Homing
Endonuclease Genes, y la bacteria intracelular
Wolbachia), los cuales son interesantes para
manipulacion y su posible aplicacion en
programas de sustitucion poblacional de insectos
para controlar las ETV. Posteriormente
describiremos algunas de las nuevas estrategias de
GD basadas en el sistema de edicion de genomas
CRISPR-CAS9 (Esvelt et al., 2014).
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Figura 11. El concepto de genética dirigida (del inglés Gene Drive: GD) lo podemos ejemplificar en un caso
hipotético de un transgen que bloquea la transmision de la malaria (pero que no tiene valor selectivo en la
poblacion de insectos). Se podria impulsar el incremento en su frecuencia genética en la poblacién,
sustituyendo a los silvestres (sin color) a través de una construccién genética que incluya un gen que
proporciona una ventaja selectiva (Gene Drive o GD) (en rojo) (figura modificada de Esvelt et al., 2014).

Elementos Medea. Los Medea son miembros
de una clase de “elementos genéticos egoistas”
que mejoran su transmision genética al inducir la
muerte de aquellas crias que no logran heredar el
elemento (Burt y Trivers, 2006). Este se identificd
por primera vez en el escarabajo de la harina
(Tribolium castaneum Herbst), a traves del
analisis de los cruces entre cepas aisladas
geograficamente. El elemento Medea se fija en
una posicion del genoma, y tiene la caracteristica
de que la descendencia de las hembras
heterocigotas que se aparean con machos
silvestres, Unicamente sobreviven aquellos que
tienen el elemento Medea. En contraste, los
machos Medea heterocigotos que se cruzan con
hembras silvestres dan lugar al tipo silvestre de
manera mendeliana (Beeman et al., 1992). No
hace mucho tiempo, fue desarrollado un maodulo
sintético Medea que tiene los elementos para
poder comportarse como el natural; no obstante,
presentd una baja frecuencia de invasién y un alto
costo reproductivo en estudios poblacionales en
D. melanogaster. Asi que es necesario ajustar
algunos parametros para que, en el futuro, dicho
modulo resulte efectivo para su acoplamiento a un
gen de resistencia patdgenos o virus para su
aplicacion en la generacion de moscos
transgénicos refractarios (Marshall et al., 2011b).

Genes de endonucleasa. Los HEGs que tiene un
comportamiento de expansion en las frecuencias
geneticas sobre todo cuando la nucleasa reside
dentro de un intron tipo | y puede esparcirse
dentro de la poblacion hasta llegar a un 95 % los
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individuos a nivel experimental (Gimble y
Thorner, 1992). Debido a gque este es un elemento
genético movil que puede terminar invadiendo un
genoma, teniendo algun valor negativo en algunos
individuos de la poblacién, por lo que desde el
punto de vista GD para la sustitucion poblacional
lo hace interesante. Esto ha atraido la atencion de
diversos investigadores hacia el estudio de los
mecanismos de recombinacion destinados a
controlar de manera precisa y dirigida la
expansién dentro de un locus en el genoma, para
poder utilizarlo como un sistema de GD en algln
programa de sustitucion poblacional, asociando
algun gen de interés para el control de las ETV
(Deredec et al., 2008; Roy et al., 2016).
Bacterias del Genero Wolbachia. Existe una
gran variedad de cepas de Wolbachia que se
comportan como si fuesen elementos de ADN
egoista principalmente, y algunas veces,
mostrando ciertos aspectos simbidticos de las
poblaciones de artropodos y nemaétodos, por lo
que se ha pensado utilizar esta informacion como
un recurso de GD para suprimir la transmision del
virus del dengue (Hoffman et al., 2011). A pesar
de que Wolbachia no tiene una gran capacidad
infecciosa entre los insectos en la escala de
tiempo; su mayor éxito de expansion en la
naturaleza se debe a que estos elementos se
transmiten por via materna, al igual que las
mitocondrias, pero generando una distorsion en la
biologia reproductiva de su anfitrion (Jansen et
al., 2008). En este caso, los machos no propagan
al endosimbionte sdlo es heredado de la madre; en



lugar de eso los machos producen espermas

modificados que forman cigotos viables
solamente con los huevos de las hembras
infectadas, un fendmeno conocido como

incompatibilidad citoplasmica (Cl), fusionando
como un elemento esterilidad parcial de machos
perjudicando asi la reproduccion de hembras no
infectadas.

Debido a que Wolbachia es un simbionte
obligado, no es posible cultivarla y no se han
podido generar herramientas de ingenieria
genética para modificarla. Asi que, para utilizar a
esta bacteria en el control genético, se deben de
liberar mosquitos infectados, los cuales son
generados a través del aislamiento de Wolbachias
simbiontes de otras especies de insectos como D.
melanogaster que, a través de técnicas de
fragmentacion celular, y mediante microinyeccion
de embriones de A. agypti se pudieron obtener
lineas hiperinfectadas (Joubert 2016). La
posibilidad de infectar A. aegypti con Wolbachia
permitio encontrar que el fendbmeno de imcompatilidad
citoplasmica favorece la refractabilidad contra
dengue y zika (Moreira et al., 2009). No obstante,
existen reportes que en A. albopictus infectados
con Wolbachia no se tiene ningun efecto sobre la
refractabilidad del virus dengue (Rainey et al.,
2014); o incluso se incrementa la susceptibilidad
a la infeccion de Culex tarsalis Linnaus, contra el
Virus del Nilo Occidental (Dodson et al., 2014;
Hughes et al., 2012).

Las bases moleculares de la refractabilidad no se
conocen, pero se sabe que induce diversos
componentes del sistema inmune del mosquito,
las especies reactivas de oxigeno y la competencia
de recursos limitantes como el colesterol
(Kambris et al., 2009). La transferencia vertical
de Wolbachia es el principal mecanismo de
propagacion; no obstante, se ha encontrado
también evidencias de la transferencia horizontal
utilizando, marcadores moleculares de cepas de
Wolbachia (Ahmed et al., 2016). Por lo anterior
se debe considerar conocer a mayor detalle el
comportamiento de las diversas cepas de
Wolbachia para hacer estudios en el laboratorio,
antes de proponer un programa de control ETV a
fin de evitar errores de estrategias que pudieran
poner en riesgo la salud humana o un impacto
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ecologico negativo por el uso de esta bacteria
(Cuadro 2).

Genética Dirigida (GD) con CRSIPR-CAS9.
Aunque existen varios tipos de elementos
geneéticos egoistas en la naturaleza, pocos han sido
disefiados con éxito en el laboratorio hasta el
momento. No obstante, con el descubrimiento del
sistema CRISPR-Cas9 se abren un sinndmero de
oportunidades para ser utilizado el disefio,
optimizacion y mejoramiento de unidades de
genes sintéticos egoistas GD para su uso en el
control ETV. Aqui describen dos diferentes tipos
de unidades de genes de ingenieria y sus
aplicaciones potenciales en la manipulacion de las
poblaciones de mosquitos silvestres (Macias et
al., 2017) (Fig. 12).

Genética dirigida (GD) utilizando el sistema
CAS9-ARN guia. En este sentido se ha estado
trabajando en diferentes grupos de investigacion
en el mundo; sin embargo, estan sélo en etapa de
desarrollo. Por ejemplo, se elige un gen esencial
cuya pérdida genere la inviabilidad del organismo
(Fig. 13). Las ventajas se incrementan introduciendo
varias unidades de ARN guia, con lo cual se
aumenta la frecuencia de corte y se reduce la
evolucion de alelos resistentes a GD hasta niveles
indetectables. Al elegir sitios diana dentro de un
gen esencial, éste debe ser modificado para hacer
un alelo resistente, e incluirlo en la construccion,
con el sistema CAS9-ARN guia, al que contenga
el gen marcador y gen de resistencia para el
patbgeno o virus que se trate. Cualquier
acontecimiento que elimine los sitios blanco del
sistema CAS9-ARN, produciran letalidad en
lugar de crear una unidad de alelo resistente, lo
que aumenta aln mas la robustez de la
construccién genética GD y favoreciendo la
sustitucion poblacional de insectos (Esvelt et al.,
2014) (Fig. 13).

Sistema de CRISPR-Cas9 de Distorsion de las
Frecuencias Sexuales para el Control Genético
de Insectos (Gene Drive Sex). Una estrategia
recientemente descrita por Galizi et al. (2016), se
basa en las nucleasas CAS9 y una guia de ARN
que se dirige contra un gen que reside en el
cromosoma sexual. Para evaluar el sistema se
desarrollaron lineas genéticas de Anopheles
gambiae sensu stricto CRISPRSD. Todas las lineas
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Cuadro 2. Tipo de Control de Mosquitos (ventajas y desventajas).

Meétodos de control de

insectos Ventajas Desventajas
Quimico 1) Efectividad alta 1) Generacion de resistencia
2) Baratos 2) No hay especificidad (dafian insectos benéficos).
3) Facil aplicacién 3) Contaminante en el ambiente,
4) Potencialmente teratégenos y carcindgenos.
Wolbachia 3) Su uso podria ser relativamente mas 1) Son obligadamente intracelulares, por lo que no se pueden cultivar fuera de

Genética clasica

Mosquitos transgénicos

barata que los mosquitos transgénicos.

Programas de este tipo han funcionado
para el control de poblaciones de
insectos.

1) Puede evitar la diseminacion del
patégeno o disminuirlo del mosquito.
2) Podria ser la estrategia para
exterminar una especie de mosquito
peligrosa para la humanidad.

3) Altamente especie especifico.

las células del huésped.

2) No hay herramientas genéticas para manipular este organismo.

3) Baja infectividad de insecto a insecto; pero se trasmiten a través de los
procesos sexuales a la descendencia. Se requiere la liberacion de mosquitos
infectados.

4) No son especificos (pudiendo perjudicar especies importantes y generar un
desequilibrio ecolégico).

5) Poco estudiados.

6) La proteccion contra un tipo de virus o patdgeno no protege contra otro, o
puede dar mayor susceptibilidad.

1) Requiere de infraestructura para la generacién de mosquitos estériles.

2) Se requieren estudios de optimizacion del proceso de esterilizacion de
mosquitos.

3) Genera residuos radioactivos contaminantes.

4) Se requiere de personal altamente especializado en la produccién de
mosquitos estériles.

5) Impacto negativo en la salud del personal expuesto a la radiacién.

6) Altamente costoso.

1) Se debe de comprar o desarrollar tecnologia propia.

2) Se deben de liberar mosquitos constantemente para generar la refractabilidad
a patdgenos o para disminuir la poblacién de insectos, porque la poblacién
transgénica tiende a desaparecer.

3) Muchos de los modelos transgénicos no han sido probados en campo y
muchos de ellos estan en alguna etapa previa de desarrollo.

4) Se podrian generar mutaciones con fenotipo silvestre.
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Figura 12. Genética dirigida (GD) utilizando el sistema CAS9-ARN guia. Las ventajas incrementan introduciendo varias
unidades de ARN guia, lo que aumenta la frecuencia de corte y dificulta la evolucion de alelos resistentes a GD a niveles
indetectables. Al elegir sitios diana dentro de un gen esencial, debe ser modificados para hacer un alelo resistente e incluirlo
en la construccién para unirlos a la construccién genética que lleva el sistema CAS9-ARN guia, y tanto al gen marcador,
como al gen refractario (por ejemplo). Cualquier acontecimiento que elimine los sitios blanco del sistema CAS9-ARN,
produciran letalidad en lugar de crear una unidad de alelo resistente, lo que aumenta atin mas la robustez de la construccion
genética GD y favoreciendo la sustitucion poblacional de insectos (modificada de Esvelt et al., 2016).
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Figura 13.- Sistema de CRISPR-Cas9 de Distorsion de las Frecuencias Sexuales para el Control Genético de Insectos (Gene
Drive Sex). Esta se basa en las nucleasas CAS9 y una guia de ARN que se dirige contra un gen que reside en el cromosoma
sexual. En este caso se genera una construccion genética dentro de las secuencias invertidas repetidas del transposon
piggyBac. La construccién contiene del lado izquierdo al gen dsRed que codifica para la proteina roja fluorescente bajo el
promotor P-3xP3 de expresidn especifica de ojos (como marcador genético) y en la parte central tiene el gen que codifica para
la enzima CAS9, el cual esta bajo el promotor b2 de tubulina que se expresa en células de linea germinal y del lado derecho
el gen que codifica para la guia de ARN bajo promotor P-U6 de ADN polimerasa Il que se expresa en muchos tipos y tejidos
celulares. La expresion de CAS9 y la guia de ARN en células de linea germinal durante la espermatogénesis, permite que
rompan un gen esencial que se encuentra en el cromosoma sexual X, teniendo como resultado espermas que llevan el
cromosoma masculino, lo que favorece la reproduccién Unicamente de machos (modificada de Galizi et al., 2016).
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CRISPRSD mostraron una fuerte distorsion de las
frecuencias sexual, con un sesgo masculino entre
la progenie que van desde 86.1 % a 94.8% de los
machos (Fig. 13). Estos resultados son muy
prometedores para que esta tecnologia pueda ser
usada en un futuro en algun programa de control
de ETV.

LIBERACION DE INSECTOS TRANSGENICOS

Para la liberacion de moscos transgénicos se han
considerado aspectos del comportamiento de
hembras y machos. Dentro de los cuales se sabe
que solo la hembra tiene hé&bitos hemato6fagos, es
la que pica y trasmite las enfermedades. Por otro
lado, durante la reproduccién sexual, la hembra
copula con un macho una sola vez y almacena los
espermatozoides en su espermoteca (Lang, 1956);
por lo tanto, solo los machos deben ser liberados
durante los programas de control, utilizando la
tecnologia del mosco estéril o dominante letal,
con el propdsito de que compitan sexualmente con
los machos silvestres (Phuc, 2007).

En el presente siglo el desarrollo cientifico y
tecnoldgico adquirido por el grupo Luke Alpey de
la Universidad de Oxford en Inglaterra permitio
fundar la compafiia OXITEC el afio 2002 (Alphey,
2002). Entre varias tecnologias desarrolladas por
ellos cuentan con una linea transgénica llamada
OX513A de moscos transgénicos dominante letal
RICDL (del inglés: Release of Insects Carrying a
Dominant Letal) de A. aegypti, como se menciond
anteriormente. Esta linea porta un gen dominante
letal que actta a nivel larvario (Figs. 6 y 7). Los
moscos pueden ser reproducidos en el laboratorio
ya que la expresion del gen letal se “apaga” en
presencia de un antibidtico (tetraciclina); sin
embargo, una vez liberados los moscos adultos
transgénicos y homocigotos se cruzaran con las
hembras silvestres y, en consecuencia, todos los
descendientes morirdn en el estado larvario en
tanto que la tetraciclina ya no esté presente (Phuc
et al., 2007).

En el 2009, la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) vy el gobierno de Malasia, asi como la
Sociedad de Ciencias de Malasia consideraron
utilizar esta tecnologia para el control del dengue.
Esto impuls6 un primer estudio de impacto
ecoldgico de la tecnologia RILDC en un area de
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selva Pahang en Malasia, donde se liberaron
machos adultos de misma linea de mosquitos
transgénicos anteriormente usadas en las Islas
Caimédn (OX513A), para compararla con una
linea silvestre ambientada al laboratorio de A.
aegypti. En ese estudio evaluaron parametros de
sobrevivencia y dispersion, comparando el
comportamiento de ambas lineas de insecto a
través de experimentos de captura y recaptura. En
este caso se encontrd6 que habia diferencia
significativa en la distancia de dispersion la cual
fue de 52 metros de la linea transgénica contra 100
metros de la silvestre en promedio. Mientras que
la sobrevivencia promedio fue de dos dias en la
linea transgénica, mientras en la silvestre fue de
2.2. Estos datos son importantes para futuras
pruebas de liberaciébn de insectos o la
implementacion de estrategias de control genético
en el campo, para esta u otras lineas de insectos
transgénicos (Lacroix et al., 2012).

Asi que la primera liberacion de un millén de
moscos macho de la linea transgénica OX513A de
A. aegypti realizada en el 2010 en las Islas Caiméan
en un espacio de 14 hectareas y durante un
periodo de cuatro semanas. Provocaron la
supresion de la poblacion silvestre en un 80 %.
Por lo que estos resultados sugieren que esta
tecnologia puede ser utilizada para el control
poblacional de insectos durante un brote
epidémico (Harris et al., 2011).

Después de un brote de dengue en Key West,
Florida, durante los afios 2009 vy 2010,
autoridades, consideraron realizar la primera
liberacion en EU de los mosquitos machos de A.
aegypti de la linea transgénica OX513A, para la
supresion poblacional. A pesar de la divulgacion
y atencion de los medios, sélo la mitad de la
comunidad estaba al tanto de la propuesta y la
mitad de ellos apoyaron la idea, sin embargo,
nunca se llegd a realizar la liberacion de
mosquitos transgénicos. De este estudio se
concluye que para la implementacion de las
nuevas estrategias de salud puablica requiere una
participacion muy importante de la comunidad
(Ernst et al., 2015).

Mientras tanto en Brasil, debido a la epidemia de
zika que inicio durante el 2015, se abri6 a un
debate publico en aquel pais, que involucro a
responsables politicos y legisladores, asi como el



publico en general para el uso de la tecnologia de
RILDC vy, particularmente el uso de la linea
transgénica OX513A, las cosas fueron distintas.
Aqui (en donde también) se discutieron los
riesgos potenciales de esta tecnologia y fueron
sopesados con respecto al contexto de la epidemia
de Zika. Esto elevo la importancia percibida de A.
aegypti como insecto vector. La Comision elabor6
una lista completa de riesgos percibidos y fueron
analizados sisteméaticamente. Tales riesgos
incluyen el potencial de supervivencia hasta la
edad adulta de los estadios inmaduros del insecto
que portan el transgen, es decir, como el riesgo de
ser comido por depredadores, o si el transgen deja
de ser expresado al apagarse por la exposicion a
suficiente tetraciclina del medio ambiente, etc.
Otros peligros percibidos en este foro, incluyen el
potencial alergénico o la toxicidad de las proteinas
expresadas por el gen, la posibilidad de que el
flujo de genes o aumento de la transmision de
patdgenos humanos y la ocupacion de los lugares
liberados de A. aegypti por otras especies de
insectos vectores; sin embargo en abril de 2014,
la Comision Técnica Nacional de Bioseguridad de
Brasil completé una evaluacion del riesgo de la
liberacion de la linea transgénica OX513A de A.
aegypti y concluyo que la cepa no presentd nuevos
riesgos bioldgicos para los seres humanos o el
medio ambiente y podria ser liberado en Brasil.
En ese momento, Brasil se convirtio en el primer
pais en aprobar la liberacion sin restricciones de
un mosquito modificado genéticamente para el
control de enfermedades (de Andrade et al.,
2016).

Lo anterior dio la pauta para la liberacion en
campo de la linea transgénica dominante letal
Aedes aegypti (OX513A) durante el 2015 para
una etapa de evaluacion en campo en los
suburbios de Juazeiro, Bahia, Brasil. Donde se
liberaron machos de manera regular durante mas
de un afio, lo cual redujo la poblacion local de A.
aegypti en aproximadamente 95 %, de la original,
estos resultados fueron sustentados por los datos
de poblacional de adultos mediante trampas y en
el 81 % en base a los indices de ovoposicion en
ovitrampas, en comparacion con el area control
adyacente donde no se liberaron insectos
transgénicos. La competitividad de apareamiento
de los machos liberados fue similar a la estimada
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en los ensayos que se realizaron en las islas
Caimén durante el 2010 (Harris, 2011). Lo cual
indica que las diferencias ambientales y de las
caracteristicas genéticas de la cepa OX513A de A.
aegypty liberada no tuvieron impacto negativo en
el éxito de apareamiento de los machos. Por lo que
concluyen que la liberacion sostenida de los
machos OX513A puede ser un método eficaz y
ampliamente util para la supresion del vector del
dengue A. aegypti. Los autores sugieren que con
el nivel supresion observada, probablemente seria
suficiente para prevenir epidemias de dengue en
las localidades con caracteristica similares a la
comunidad estudiada (de Andrade et al., 2016).

VENTAJAS'Y DESVENTAJAS DEL USO DE
MOSCOS TRANSGENICOS

Derivado de la epidemia mundial de las ETV, la
generacion de mosquitos transgénicos es una
alternativa muy importante para el control de estas
enfermedades y por lo que actualmente esta
pasando a una etapa de pruebas de campo y el
costo beneficio nos dara respuestas en un plazo no
muy largo sobre la verdadera efectividad de esta
tecnologia. Las principales desventajas actuales
del mosco dominante letal (como la linea
OX513A de A. aegypti), requiere una produccion
masiva y continda (Puch et al., 2011; de Andrade
et al.,, 2016). Lo cual involucra inversiones
importantes en infraestructura para los
laboratorios de biologia molecular para la
produccién y monitoreo del uso de la tecnologia,
asi como el pago de los derechos de uso de
organismos patentado, lo cual podria ser muy
costoso para paises como el nuestro. Por lo cual se
requiere generar tecnologia propia que nos
permita abaratar alternativamente el uso de los
moscos transgénicos a través de la busqueda de
nuevos métodos para inhibir la replicacion de
viral o multiplicacién del patégeno. Entre las
ventajas mas importantes de la tecnologia de los
mOoscos transgénicos, nos permite que la supresion
y/o sustitucion poblacional son altamente
especificos (especie-especifica), a diferencia del
uso de insecticidas como control quimico o
biolégico usando microorganismos. (Catterucia et
al., 2009; Puch et al., 2011; Massonnet-Bruneel et
., 2013; de Andrade et al., 2016; Phuc et al., 2016).
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La nueva tecnologia de moscos transgénicos
también nos genera una ventaja sobre 1os moscos
estériles generados por radiacion (SIT; Steril Insect
Techology), ya que son altamente eficientes en la
esterilidad reproductiva, los mosquitos transgénicos
es una tecnologia segura (geneticamente especifica y
no se exponen a radiacion a seres humanos) y de
manejo ecol6gicamente mas amigable con el
ambiente, (no se producen desechos radioactivos),
(LaChanse et al., 1967; Lecis et al., 1975; Catterucia
et al, 2009). Adicionalmente las estrategias
contemporéneas de manipulacion genética son ya
rutinarias, lo que permitira, a través de la genética
dirigida (GD), el control de las ETV de manera
eficiente y sustentable (Cuadro 2).

PERSPECTIVAS EN NUESTRO GRUPO DE
INVESTIGACION

En nuestro grupo de investigacion estamos
trabajando para desarrollar mosquitos transgénicos
de A. aegypti dominante letal y la generacion de
moscos refractarios a virus dengue. El sistema de
mosco transgénico dominante letal, esta basado en
la caracterizacién de un gen bacteriano, aislado
previamente en nuestro laboratorio, el cual, al ser
expresado tanto en células bacterianas como en
células de insecto, resulta en la muerte de éstas
(datos no publicados). Por otro lado, pretendemos
tener moscos transgénicos resistentes a virus
dengue expresando un péptido antimicrobiano
Ilamado escorpina, tanto en glandulas salivales
como en intestino (hemos demostrado previamente
que este péptido tiene propiedades contra virus
Dengue y Plasmodium) (Carballar-Lejarazu et al.,
2008). La efectividad de estas dos lineas de
moscos transgénicos se evaluara tanto en
condiciones de laboratorio como en sistema
confinado de jaulas en las instalaciones del
Instituto Nacional de Salud Publica en Tapachula
Chiapas. Pretendemos en el futuro desarrollar
lineas de moscos transgenicos con distorsion de
sexo (Gene Drive sexual) y GD para favorecer la
introduccion de genes refractarios a patdgenos y
enfermedades, con el fin de incrementar las
frecuencias de los genes refractarios en
poblaciones de A. eaegypti, durante un posible
programa de sustitucion poblacional.
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