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RESUMEN

La ineficacia de las estrategias actuales para el control quimico de los mosquitos vectores plantea la necesidad de desarrollar enfoques novedosos, entre
estos estan las estrategias genéticas para reducir las poblaciones de mosquitos vectores o sustituirlos por aquellos que no son capaces de transmitir
patogenos, esto se logra a través de herramientas moleculares que permiten la manipulacion y transgénesis de genes. Las secuencias del genoma de los
mosquitos y las bases de datos de marcadores de secuencias expresadas asociadas permiten investigaciones a gran escala para proporcionar nuevos
conocimientos sobre las vias evolutivas, bioquimicas, genéticas, metabdlicas y fisioldgicas. Ademas, la genémica comparativa revela las bases de los
mecanismos evolutivos con especial atencién a las interacciones especificas entre vectores y patdgenos. Se ha desarrollado tecnologia de transgénesis
para el mosquito de la fiebre amarillay dengue, Aedes aegypti. Se ha logrado integracién exitosa de ADN exdgeno en la linea germinal de este mosquito
con los elementos transponibles. La disponibilidad de multiples elementos y genes marcadores proporciona un poderoso conjunto de herramientas para
investigar las propiedades bioldgicas bésicas de este insecto vector, asi como los materiales para desarrollar nuevas estrategias de control genético de
poblaciones de mosquitos basadas en la técnica del insecto estéril. Una de estas estrategias consiste en liberar a la poblacién machos esterilizados por
radiacion; otro, de integrar un gen letal dominante bajo el control de un promotor especifico en hembras inmaduras. El uso de esta técnica de
modificacion genética constituird una herramienta importante para el manejo integrado de vectores.

Palabras clave: Control de mosquitos, intervencion genética, uso de técnicas genéticas, Aedes aegypti.

ABSTRACT

The ineffectiveness of current strategies for the chemical control of vector mosquitoes raises the need to develop novel approaches, among these are
genetic strategies to reduce populations of vector mosquitoes or replace them with those that are not capable of transmitting pathogens, this is achieved
through molecular tools that allow the manipulation and transgenesis of genes. Mosquito genome sequences and associated expressed sequence marker
databases enable large-scale investigations to provide new insights into evolutionary, biochemical, genetic, metabolic, and physiological pathways.
Furthermore, comparative genomics reveals the basis of evolutionary mechanisms with special attention to the specific interactions between vectors
and pathogens. Transgenesis technology has been developed for the yellow fever and dengue mosquito, Aedes aegypti. Successful integration of
exogenous DNA into the germ line of this mosquito with the transposable elements has been achieved. The availability of multiple elements and marker
genes provides a powerful set of tools to investigate the basic biological properties of this insect vector, as well as the materials to develop new strategies
for genetic control of mosquito populations based on the sterile insect technique. One of this strategy is to release radiation-sterilized males into the
population; another, to integrate a dominant lethal gene under the control of a specific promoter in immature females. The use of this genetic
modification technique will constitute an important tool for the integrated management of vectors.

Keywords: Mosquito control, genetic intervention, use of genetic techniques, Aedes aegypti.
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Introduccion

La historia del control de las enfermedades transmitidas por vectores es muy extensa y las evidencias muestran lo
exitosos que fueron varios programas en el pasado; sin embargo la aplicacion de las herramientas de control tradicionales,
la participacion social y la comunicacion; han llevado tiempo, se han aplicado de forma parcial o insuficiente y no han
sido oportunas, continuas ni sostenibles, como tampoco se han evaluado bien. Por eso, la escasa efectividad que se les ha
atribuido obedece més a la manera de llevarlas a la practica o evaluarlas que a su eficacia demostrada en ciertos contextos.
Las nuevas tecnologias, ademas de demostrar su efectividad, deben incorporarse al manejo integrado de vectores para
mejorar las estrategias y ayudar a solucionar los desafios operativos y organizativos comunes a todas las intervenciones
tradicionales (OPS, 2019).

Los patdgenos humanos que son transmitidos por insectos son un problema global, particularmente aquellos
transmitidos por mosquitos; por ejemplo, parasitos de la malaria transmitidos por especies de Anopheles y virus como el
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dengue, zika y chikungunya que son transportados por mosquitos Aedes. Durante los ultimos 20 afios, la prevalencia de
la malaria se ha reducido sustancialmente y los brotes de virus se han contenido mediante el control de los mosquitos
vectores utilizando enfoques basados en insecticidas; sin embargo, el control de enfermedades ahora se ve amenazado
por tasas alarmantes de resistencia a los insecticidas en las poblaciones de insectos, lo que genera la necesidad de
desarrollar una nueva generacién de estrategias especificas que puedan reducir la transmision mediada por vectores. Aqui,
se revisara cémo un mayor conocimiento en biologia de insectos e interacciones insecto-patdgeno esta estimulando
nuevos conceptos y herramientas para el control de vectores. Se enfocaran estrategias que interfieren con el desarrollo de
patégenos dentro de sus vectores o impactan directamente en la supervivencia de los insectos, incluido el uso de nuevas
y poderosas herramientas genéticas para editar genomas vectoriales (Shaw & Catteruccia, 2019).

Sabemos desde hace mas de un siglo que los mosquitos son vectores de patdgenos que causan enfermedades
humanas. Aun asi, las tasas de mortalidad y morbilidad asociadas con estos patdgenos siguen siendo altas en paises de
bajos ingresos en regiones tropicales y subtropicales (Guinovart et al., 2006). En total, mas de la mitad de la poblacién
mundial se ve afectada por enfermedades transmitidas por mosquitos que provocan millones de muertes y cientos de
millones de casos cada afio. Estas estadisticas brindan el impulso para estudiar los mosquitos con la expectativa de que
los nuevos conocimientos puedan contribuir al alivio de la carga de estas enfermedades (Terenius et al., 2008).

De tal forma que la aplicacion de analisis genéticos y técnicas de biologia molecular para la investigacion de
mosquitos brinda oportunidades para el desarrollo de nuevas estrategias de control de enfermedades, alentando a los
investigadores a la exploracion y desarrollo de nuevas tecnologias, como control genético, para aliviar la carga la carga
de enfermedades transmitidas por mosquitos en los paises en desarrollo en el planeta (Hill et al., 2005; Adelman et al.,
2007). Entre estas oportunidades se encuentran nuevos métodos de control de vectores para la reduccién o el reemplazo
de la poblacion (Curtis & Graves, 1988). En lo que respecta a la reduccion de la poblacion, esta busca disminuir el nimero
absoluto de mosquitos, y por lo tanto, disminuir la probabilidad de contacto entre mosquitos y sus huéspedes humanos.
Las estrategias de reemplazo de poblacion estan disefiadas para reemplazar mosquitos susceptibles (pueden transmitir el
patdgeno) con mosquitos refractarios (no pueden transmitir el patégeno) y tales estrategias no requieren cambios en las
densidades de poblacién de mosquitos. Para que cualquiera de estas estrategias sea efectiva, es importante reducir el
namero de mosquitos infectados por debajo de un nivel de umbral para que la probabilidad de transmision caiga hasta un
punto en el que la poblacién de los patdgenos disminuya abrupta e irreversiblemente (Terenius et al., 2008).

Una estrategia de reemplazo de la poblacion tiene el objetivo de modular genéticamente la competencia del vector
y se basa en la hipédtesis de que una mayor frecuencia en una poblacién de vectores de un gen que interfiere con un
patdgeno resultara en la reduccion o eliminacién de la transmisién de ese patdgeno (Benedict et al., 2011). Probar esta
hipotesis estimulé el desarrollo de tecnologias genéticas moleculares para el analisis y la manipulacién de genes en
mosquitos. Un objetivo clave era establecer métodos de rutina para generar mosquitos transgénicos y esto se logré con
un nimero de especies usando elementos transponibles (Allen et al., 2001; Grossman et al., 2001). Estos éxitos
estimularon el debate y la investigacion para medir el impacto de los genes introducidos en la capacidad vectorial de los
mosquitos. Por ejemplo, la integracion de un transgén puede interrumpir o alterar las caracteristicas de expresion de los
genes enddgenos, los productos transgénicos pueden ser toxicos o la transcripcién y traduccién del transgén pueden
usurpar los recursos necesarios para la supervivencia normal o las funciones reproductivas (Terenius et al., 2008).

En consecuencia, los efectos de la integracidn y expresién de transgenes en la capacidad vectorial de los mosquitos
varian (Irvin et al., 2004; Marrelli et al., 2006). La mayoria de los enfoques genéticos requieren que los insectos
transformados muestren un costo de aptitud tan bajo como sea posible (Lambrechts et al., 2008). Por lo tanto, la expresion
de un transgén debe limitarse a un tejido y tiempo especificos en el mosquito para lograr el méximo efecto sobre el
patégeno, mientras se minimiza la carga potencial sobre el vector. Se espera que los avances recientes en las areas de
gendmica e ingenieria genética permitan el disefio y la produccién de mosquitos que expresen moléculas efectoras
antipatogenas bajo el control de ADN promotor-regulador sintético o hibrido (quimérico o mosaico) para lograr un
rendimiento 6ptimo. Promotores de plantas sintéticas funcionales que combinan una coleccion de elementos de secuencia
de ADN de genes activados por patégenos (Rushton et al., 2002) sirven como modelo conceptual para desarrollos
similares en mosquitos.

Elementos reguladores para la direccion de la expresion transgénica a través de herramientas
genémicas

Los genomas de varios mosquitos, entre ellos el Aedes aegypti, estan disponibles en bases de datos de acceso
publico. Estos recursos brindan una gran cantidad de informacién y desafios para el disefio y la implementacion de
mosquitos transgénicos. Ahora es factible utilizar estos recursos para comprender mejor la regulacion génica en los
mosquitos y aplicar este conocimiento para identificar o disefiar ADN promotor capaz de dirigir la expresion de moléculas
efectoras en puntos de tiempo relevantes después de la infeccion y dentro de los tejidos en los que hay interacciones
significativas con el patdgeno, como el intestino medio, las glandulas salivales y la grasa corporal (Terenius et al., 2008).

La identificacion de promotores de mosquitos funcionales no estuvo restringida por la ausencia de secuencias
gendmicas completas. La clonacion y caracterizacion de genes individuales combinada con la transgénesis permitié el
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descubrimiento de fragmentos de ADN que contienen elementos reguladores capaces de dirigir la expresion génica
temporal y espacial restringida. La funcionalidad de varios promotores se demostr6 mediante la determinacion de la
expresion de genes indicadores o antipatégenos en mosquitos transformados genéticamente (Ito et al., 2002). Hay
promotores disponibles para expresar productos que se acumulan en el intestino medio, la hemolinfa y las glandulas
salivales de los mosquitos hembras (Chen et al., 2007; Yoshida y Watanabe, 2006), y ademas, se identificaron promotores
que permiten la expresion de genes especificos de etapa y sexo (Adelman et al., 2007; Smith et al., 2007). Sin embargo,
la disponibilidad de pocos genomas de mosquitos amplia nuestra capacidad para explorar los mecanismos implicados en
la regulacion de la transcripcion y permite bisquedas exhaustivas de genes que muestren patrones de expresion espacial
y temporal bien definidos.

Los analisis de transcriptoma que utilizan la secuenciacién de alto rendimiento de ADNc (secuencias de ADN
complementarias) y las determinaciones de la regulacion de la transcripcion mediante tecnologia basada en micromatrices
son enfoques técnicos poderosos para identificar patrones de genes con expresion adecuada. Mas de 200.000 marcadores
de secuencias expresadas de An. gambiae, 300.000 Aedes aegypti, y 200.000 Cx. quinquefasciatus estan disponibles
actualmente en la “base de vectores” y en el Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica, y estos proporcionan
evidencia de la actividad transcripcional y revelan estructuras genéticas, particularmente en los extremos 5' y 3', donde
las secuencias de nucleétidos son a menudo menos conservado. Ademas, estos grandes conjuntos de datos de secuencias
permiten la identificacion de genes implicados en la inmunidad, el olfato, la reproduccion, la resistencia a los insecticidas,
la desintoxicacidn de xenobi6ticos, la regulacion endocrina y la adquisicion y digestion de la sangre de los mosquitos
(Waterhouse et al., 2007; Strode et al., 2008). Estos esfuerzos se complementan con enfoques proteémicos modernos
para identificar productos génicos (Li et al., 2006; He et al., 2007). Si bien las predicciones automatizadas de la estructura
de los genes son esenciales para administrar grandes conjuntos de datos, la anotacién manual basada en secuencias de
ADNCc y proteinas de alta calidad es importante para revelar productos transcripcionales novedosos y variantes de corte
y empalme alternativos, y proporcionar limites de exones precisos (Ding et al., 2003; Li et al., 2006).

Técnica del insecto estéril-supresion de poblaciones

En 1955 Knipling propuso el concepto de liberacién insectos estériles para controlar poblaciones de plagas de
importancia agricola. Segin Robinson et al., (2004). La técnica del insecto estéril (TIE) se basa en la reproduccién masiva,
la esterilizacion por radiacién y la liberacion de grandes cantidades de insectos machos en un area objetivo. Los machos
liberados se aparearan con hembras silvestres, lo que reducira el potencial reproductivo de la poblacion silvestre, lo que
provocara una reduccion de la poblacion en generaciones posteriores. Si se liberan suficientes machos estériles durante
el tiempo suficiente, la poblacidn objetivo colapsara, lo que conduciré a su supresion o incluso a la eliminacion completa
del area objetivo. Esta técnica es, por lo tanto, especifica para cada especie y no dafia el medio ambiente.

El control genético busca la cobertura universal aprovechando el comportamiento altamente eficiente del macho
para localizar hembras de la misma especie para aparearse (Wyss, 2000). La presencia de resistencia a los insecticidas en
la poblacion objetivo es irrelevante para el éxito de este tipo de método. Las hembras salvajes evitan aparearse con machos
criados artificialmente o estériles, hecho que debe ser tomado en consideracion. Sin embargo, existe una posibilidad real
que la liberacion de mosquitos estériles puede erradicar poblaciones diana aisladas, ya que si la densidad de la poblacién
silvestre disminuye, la tasa de mosquitos estériles en la poblacion aumenta, facilitando el cruce entre machos estériles y
hembras silvestres.

El paradigma de este método fue el éxito en la eliminacién de Cochliomyia hominivorax (una miasis) del sur de
Estados Unidos, México y América Central. Esta &rea esta actualmente protegida de una nueva invasion a través de
América del Sur a través de una barrera en Panaméa con relativamente pocas moscas estériles. Estas moscas estériles
también se utilizaron para eliminar la entrada potencialmente devastadora de esta especie en Africa del Norte (Bushland
et al., 2000). Existen otros ejemplos de erradicacion y control de plagas agricolas e incluso vectores patdégenos utilizando
la TIE, como la erradicacién de moscas mosca tsé-tsé, vector de los agentes de la tripanosomiasis bovina (enfermedad
del suefio) en Zanzibar (Vreysen, et al., 2000).

La separacion de machos y el efecto de la radiacion

Una de las dificultades de implementar el programa de liberacion de insectos estériles es la necesidad de liberar
solo individuos machos. La separacion manual, ademas de ser extremadamente laboriosa, presenta niveles inadecuados
de contaminacion de hembras entre machos estériles en algunas especies (Delprat et al., 2002). De esta forma, se han
desarrollado sistemas que provocan la muerte de hembras en alguna etapa de su vida, separando automaticamente las
hembras de los machos, eliminando el trabajo de separacion y disminuyendo la presencia de hembras entre los machos
liberados a niveles muy bajos. Un ejemplo de esto lo constituye la mosca de la fruta, que estd muy determinada por el
sexo influenciado por el sistema de cromosomas sexuales XX/XY. Se puede disefiar un linaje genético de division por
sexos para especies ubicando una mutacion autosémica recesiva letal en situaciones especificas. Por ejemplo, la
sensibilidad a altas temperaturas esta vinculada al alelo de tipo salvaje del cromosoma Y usando la translocacion. La cepa
mutante de separacion sexual debe tener hembras homocigéticas para la sensibilidad a la temperatura y machos
fenotipicamente normales para este rasgo (Mayer et al., 1998). Los sistemas que provocan la muerte de hembras tienen
la ventaja de que pueden aplicarse a la poblacién en su conjunto, ya que la manipulacion individual de las pupas puede
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tener un efecto negativo sobre calidad final del lote a liberar. El éxito de la técnica de separacidn genética en moscas se
atribuye directamente al hecho de que los embriones pueden tratarse facilmente con altas temperaturas. Una mutacién
sensible a la temperatura que solo se expresa tarde en el desarrollo presentara problemas operativos, ya que no es facil
regular la temperatura de volimenes de alimentacion en salas grandes (Meats et al., 2002).

Adaptacion de la técnica del insecto estéril a mosquitos vectores patdgenos

A fines de la década de 1960 y principios de la de 1970, habia un gran optimismo con respecto al uso de la TIE
como una estrategia alternativa para controlar los mosquitos transmisores de enfermedades. Sin embargo, esta técnica
solo se ha utilizado contra unas pocas especies de mosquitos, debido a parte de los problemas fundamentales del sistema.
Los insectos machos genéticamente modificados deben competir para aparearse con los tipos salvajes. El proceso de
produccion, especialmente la esterilizacion de machos por radiacion, puede causar un efecto de pérdida drastico en la
capacidad de apareamiento de estos insectos en comparacion con los machos salvajes. Los machos irradiados pueden ser
menos competitivos y también tener una esperanza de vida reducida. Por ejemplo, el método de esterilizacion de la mosca
de la fruta (Ceratitis capitata) condujo a una reduccién de cuatro a diez veces en los parametros de competitividad,
perjudicando el programa de erradicacion de esta especie (Rendén et al., 2004).

En un estudio realizado en 1981 en California (EEUU), aproximadamente 85.000 machos de Culex tarsalis
irradiados se tifieron con polvo fluorescente y se liberaron en un cafién semiaislado para monitorear la abundancia y la
esterilidad. Los machos esterilizados se dispersaron satisfactoriamente y representaron el 30% de los machos capturados.
Sin embargo, la poblacion presentd solo un 11% de esterilidad, resultado insuficiente para suprimir o incluso provocar
alguna disminucion en la poblacion de hembras La mayoria de los machos irradiados no competian con los salvajes en
términos de copula con hembras salvajes locales. Las instalaciones de irradiacion son costosas y potencialmente
peligrosas. Existe la posibilidad de que se liberen individuos irradiados, pero todavia fértiles, lo que puede ser
potencialmente peligroso. La logistica se ve obstaculizada por la necesidad de liberacion en etapas de vida preestablecidas
y la distancia de las instalaciones a las areas objetivo (Alphey, 2002).

Otro problema del uso de la TIE en mosquitos vectores de patégenos es que, desde un punto de vista ético y de
seguridad, la liberacion de mosquitos machos estériles es solo aceptable si no hay liberacion de hembras con muchos
machos estériles. S6lo machos no realice una comida de sangre y, por lo tanto, no transmiten patégenos y no son un factor
de molestia. En mosquitos de los géneros Culex y Aedes, la separacion se puede hacer en funcién del tamafio de las pupas
(Robinson, 2002). Este sistema fue utilizado en la India y sélo el 0,2% de las hembras fueron liberadas entre los machos.
Sin embargo, cientos de miles de mosquitos se producian diariamente y liber6 un gran nimero de hembras entre machos,
haciendo inviable su eficacia. La liberacion de hembras entre machos irradiados resulta en un aumento de hembras en el
ambiente. Esto causa no sélo la transmision de molestias y enfermedades, sino interfiere con la copula con machos
irradiados, cuando compiten con hembras salvajes (Sharma et al., 1972).

Reemplazo de poblaciones de mosquitos-elementos genéticos transponibles

Las estrategias de control genético incluyen aquellas que proponen la insercién de ADN exd6geno en el mosquito
vector con el objetivo de reducir la poblacién del mismo o limitar o eliminar su capacidad de transmitir patégenos a los
humanos (reemplazo de la poblacién) (Adelman et al., 2007). Estas estrategias se benefician de la disponibilidad de
tecnologias de transgénesis, y la integracion estable de genes modificados en mosquitos A. aegypti mediante el uso de
elementos transponibles (ET) es ahora una rutina (O'Brochta y Atkinson, 2004). Las estrategias de reemplazo de
poblaciones también dependen del desarrollo de genes efectores para interferir y prevenir la transmision de patgenos;
estos genes reducen significativamente los titulos virales del dengue en mosquitos transgénicos (Frans et al., 2006).
Finalmente, las estrategias de reemplazo de poblaciones requieren un sistema de impulso genético para propagar genes
de resistencia a las poblaciones silvestres, y se han propuesto los elementos transponibles como una base mecénica para
el desarrollo de dicho sistema. La liberacién de mosquitos transgénicos tiene consideraciones técnicas, sociales y éticas,
y se han identificado criterios para cumplirlas (James, 2005). Uno de los desafios técnicos consiste en restringir la
actividad del sistema de impulsores genéticos a donde serd necesaria, es decir, en la linea germinal de la especie diana.
Este desafio puede resolverse parcialmente poniendo al ADN bajo el control de agentes impulsores genéticos, regulando
el desarrollo de genes para dirigir la transposicién especifica de sexo, tejido y etapa evolutiva del vector.

Por otra parte, los ET se proponen como base para desarrollar sistemas impulsores en la propagacion de genes de
resistencia a patogenos a través de poblaciones de mosquitos vectores. El uso de elementos de ADN de control
transcripcional y traduccional de genes expresados especificamente en la linea germinal de insectos para mediar la
transposicion ofrece posibilidades para mitigar algunas de las preocupaciones sobre el comportamiento del transgén en
las especies de vectores diana y eliminar los efectos en organismos no deseados. De esta forma, se ha descrito el uso
exitoso del promotor y las regiones no traducidas del gen ortélogo del A. aegypti, para controlar exdgenamente la
expresion especifica del sexo. Los mosquitos transgénicos expresaron ARNm de transposasa en abundancia cercana o
igual a la transcripcion enddgena y exclusivamente en las células germinales femeninas. Ademas, el ARNm de interés se
depositd en ovocitos en desarrollo y se localiz6 y mantuvo en el polo posterior durante el desarrollo embrionario temprano.
Es importante destacar que cuatro de las cinco lineas transgénicas examinadas fueron capaces de movilizar un segundo
transgén en el genoma del mosquito, lo que indica que se estaba produciendo una transposasa funcional. Por lo tanto, las
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secuencias de control se muestran prometedoras como parte de un sistema de impulso genético basado en ET (Adelman
etal., 2007).
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