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Resumen

Titulo: Evaluacion de la aptitud bioldgica asociada a los genes beta-2 tubulin / doublesex-dsx
de individuos silvestres de Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) de los municipios de

Bucaramanga, Floridablanca y Piedecuesta (Santander)*

Autor: Jose Arsenio Caceres Ayala**

Palabras Claves: Aedes aegypti, aptitud bioldgica, caracterizacion genomica, control

vectorial, CRISPR/Cas9, pgSIT.

Descripcion:

Se evalud la aptitud bioldgica asociada a la variabilidad genética de los fragmentos de los genes beta 2-tubulin y
doublesex de individuos silvestres de Aedes aegypti comparados con una cepa de laboratorio, para identificar
aquellos en los cuales implementar técnica de insecto estéril guiada con precision. Se recolectaron huevos de A.
aegypti con trampas de oviposicidn en los municipios Bucaramanga, Floridablanca y Piedecuesta (Santander).
Para establecer colonias, las hembras de cada municipio se alimentaron con sangre de rata albina Wistar y se
mantuvieron en jaulas de cria. La caracterizacion molecular de los especimenes involucrd la extraccion,
amplificacion y secuenciacion por Sanger de ADN de 18 individuos de A. aegypti silvestres y dos de la cepa
control. El porcentaje de similitud de las secuencias se evalu6 por medio de BLAST. Para evaluar la homologia
de los sitios codificantes se realiz6 alineamiento de las secuencias con el algoritmo CLUSTALW en Benchling y
se representaron los sitios polimorficos en MEGA. Posteriormente, se realizd un analisis filogeogréfico para
identificar grupos genéticos en los individuos con método bayesiano y coalescente, *BEAST. Para la evaluacion
de la aptitud bioldgica, se tomaron y compararon los parametros de desarrollo larva hasta pupa, pupa hasta adulto,
fecundidad, fertilidad y longevidad en las colonias establecidas en laboratorio. Los datos se analizaron con la
prueba de Kruskal Wallis y su prueba Post Hoc Dunn 'y ANOVA con su prueba post hoc Tukey. El gen beta 2-
tubulin de los individuos silvestres de A. aegypti comparten homologia en las regiones codificantes con el gen
objetivo. Se encontrd una mutacion no silenciosa en un individuo macho del municipio de Bucaramanga en el
fragmento del gen doublesex, No hay diferencias estadisticamente significativas en los pardmetros de aptitud
bioldgica evaluados entre los individuos silvestres, pero si de estos respecto al control (p < 0.01). Los resultados
indican que los individuos silvestres de A. aegypti de los municipios de Floridablanca y Piedecuesta sirven como
plataforma en la creacion de lineas modificadas genéticamente que seran utilizadas para crear el insecto estéril.

* Trabajo de grado

** Facultad de Salud. Escuela de Medicina. Director: Jonny Edward Duque Luna. Codirector:

Laura Alexandra Rengifo Correa.
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Abstract

Title: Evaluation of the biological fitness associated with the beta-2 tubulin / doublesex-dsx
genes of wild individuals of Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) from the municipalities of

Bucaramanga, Floridablanca and Piedecuesta (Santander)*

Author: Jose Arsenio Caceres Ayala **

Key Words: Aedes aegypti, biological fitness, genomic characterization, vector control,

CRISPR/Cas9, pgSIT.

Description:

The biological fitness associated with the genetic variability of fragments of the beta 2-tubulin and the doublesex
genes of wild individuals of Aedes aegypti was evaluated and compared with the laboratory strain, to identify
those individuals with optimal features to implement the precision-guided sterile insect technique. Aedes aegypti
eggs were collected with oviposition traps in Bucaramanga, Floridablanca, and Piedecuesta (Santander)
municipalities. To establish colonies, females from each municipality were fed with Wistar albino rat blood and
kept in breeding cages. The molecular characterization of the specimens involved the extraction, amplification
and Sanger sequencing of DNA from 18 wild A. aegypti individuals and two from the laboratory strain. The
percentage of similarity from the sequences was evaluated by BLAST. To evaluate the homology of the coding
sites, sequence alignment was carried out with the CLUSTALW algorithm in Benchling, and polymorphic sites
were schematized with MEGA. To identify genetic groups of individuals, phylogeographic analysis was
performed using a Bayesian and a coalescent method, *BEAST. For the evaluation of biological fitness, the
parameters of development from larva to pupa, pupa to adult, fecundity, fertility and longevity were taken and
compared in the colonies established in the laboratory. The data were analyzed with the Kruskal Wallis test and
its Post Hoc Dunn test and ANOVA with its Tukey post hoc test. The beta 2-tubulin gene from wild individuals
of A. aegypti shares homology in the coding regions with the target gene. A non-silent mutation was found in a
male individual from the municipality of Bucaramanga in the doublesex gene fragment. There are no statistically
significant differences in the biological fitness parameters evaluated among the wild individuals, but there are
differences between them compared to the control (p < 0.01). The results indicate that wild individuals of A.
aegypti from the municipalities of Floridablanca and Piedecuesta serve as a platform for the creation of genetically
modified lines that will be used to create the sterile insect.

* Thesis

** Facultad de Salud. Escuela de Medicina. Director: Jonny Edward Duque Luna. Codirector:

Laura Alexandra Rengifo Correa.
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Introduccion

El mosquito Aedes aegypti es el principal vector de las enfermedades dengue,
zika y chikungufia en humanos. Se estima que se producen aproximadamente 390
millones de infecciones por el virus del dengue cada afio a nivel mundial, dentro de los
cuales 96 millones manifestaron diferentes niveles de gravedad, 273.841 casos de
chikungufia y 40.528 casos de zika (Diaz-Quifionez, 2020). A diferencia de otras
enfermedades virales (varicela, sarampion, rubéola, etc.), las transmitidas por A.
aegypti a excepcion de la fiebre amarilla carecen de una vacuna como medio de
prevencion. Por lo cual, las medidas de control vectorial se fundamentan en las etapas
larvarias y adultas del mosquito con uso de insecticidas (Brandler et al., 2013). Sin
embargo, se ha detectado en diferentes lugares del mundo que la presion de seleccién
por insecticidas trae como resultado poblaciones resistentes a los métodos de control
quimico tradicionales con insecticidas comerciales. Un metaanalisis y revision
sistemética exploraron los patrones espaciales y temporales de la resistencia a
insecticidas en el A. aegypti en Asia entre el afio 2000 y 2021, donde encontraron
resistencia en los siguientes paises: Tailandia, Malasia y Camboya resistencia al DDT,
la permetrina y deltametrina, en Singapur a la Permetrina y deltametrina, en Vietnam

al DDT y permetrina (Zulfa et al. 2022). Por lo anterior es necesario generar nuevas

técnicas para complementar los temas de control quimico. En estudios de laboratorio
se ha evaluado el efecto insecticida de metabolitos secundarios de plantas aromaticas y

aceites esenciales donde se ha demostrado que son una alternativa al control quimico


https://paperpile.com/c/w4P6PD/6hCn
https://paperpile.com/c/w4P6PD/E4Msy
https://paperpile.com/c/w4P6PD/PyAv

EVALUACION DE LA APTITUD BIOLOGICA ASOCIADA A LOS GENES

BETA-2 TUBULIN / DOUBLESEX-DSX 15

tradicional de estos vectores (Carrefio Otero et al., 2014) debido a que su impacto

ambiental es comparativamente menor y al ser de origen natural no generan resistencia
como los productos tradicionales, sin embargo, la efectividad de estos compuestos es
relativamente menor que la del control quimico tradicional que puede limitarse por la

baja persistencia en el ambiente (Shaalan et al., 2005).

Actualmente en Colombia no se ha utilizado la técnica del insecto estéril guiada
con precision como control poblacional del vector A. aegypti, segin el documento
técnico para la implementacion de intervenciones para el control de este vector,
realizado por la organizacién panamericana de la salud (Formato Normalizado Para El
Disefio de Perfiles Y Documentos de Proyectos de La OPS, 1993), indica que los
métodos utilizados actualmente son: el control quimico enfocado en los estadios
huevos, larvas y pupas, como el temefos (larvicida sintético). El control biologico
enfocado en los estadios inmaduros de larvas y pupas, donde se introducen organismos
que parasitan, compiten o de alguna manera reducen las poblaciones de la especie, los
maés utilizados son los géneros Gambusia y Poecilia (Poeciliidae) y los copépodos
(Copepoda: Cyclopoidea) y el manejo ambiental que se enfoca en las transformaciones
fisicas permanentes de las caracteristicas en los criaderos o acciones para reducir el
contacto humano-vector, como instalacion de mallas mosquiteras en ventanas, puertas
y otros puntos de entrada, uso de toldillo. Actualmente han surgido nuevas tecnologias
para el control del estadio adulto de este vector, como Wolbachia y la Técnica del
insecto estéril. Sin embargo, se encuentran en fase de evaluacion mediante estudios
piloto en algunos paises como Brasil, México, Cuba y Estados Unidos. De aca surge la

necesidad de realizar estos estudios con el fin de evaluar la implementacion de las
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nuevas metodologias de control y garantizar una reduccién poblacional que se podra
estimar indirectamente con la incidencia de casos de enfermedades transmitidas por
este (Formato Normalizado Para El Disefio de Perfiles Y Documentos de Proyectos de

La OPS, 1993).

Es por eso por lo que surgen técnicas de control de A. aegypti mediante genes
de reduccidn poblacional. Un ejemplo de este método de control es la técnica del insecto
estéril (TIE) que es un método de modificacion genética que procura reducir las
poblaciones del insecto a controlar con la introduccion de machos no fertiles. La
produccion de los machos estériles se logra provocando mutaciones aleatorias en el
genoma por rayos X, rayos gamma u otros compuestos capaces de generar mutagénesis.
Esta técnica puede contaminar el ambiente con agentes radioactivos. Recientemente, se
ha desarrollado la técnica del insecto estéril guiada con precision (TIEgp) en modelos
bioldgicos como Drosophila melanogaster (Kandul et al., 2019) en los cuales se utiliza
el sistema CRISPR/cas tecnologia compuesta por dos elementos donde una guia ARN
(ARNg) identifica secuencias de ADN diana y una proteina cas que actia como
endonucleasa la cual corta pares de bases que identifica el ARNg (Doudna &
Charpentier, 2014). Para poder obtener machos estériles en un porcentaje del 100%, la
técnica TIEgp interrumpe genes esenciales para la viabilidad femenina (doublesex-dsx)
y del esperma de los machos (beta-2 tubulin) lo que resulta en una supervivencia
exclusiva de machos estériles que pueden liberarse en cualquier etapa de la vida, sin
necesidad de utilizar radiaciones o compuestos mutagénicos. Lo anterior se obtiene
mediante el cruce de dos lineas transgénicas producidas por ingenieria genética donde

una linea del insecto tiene la proteina cas9 derivada del sistema CRISPR vy la otra linea
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el ARN guia para generar la disrupcién de los genes objetivos. Los beneficios de esta
técnica son un costo econdémico bajo en comparacion con las técnicas de irradiacion y
un menor impacto ambiental en comparacién a los métodos de control quimicos
(insecticidas). Una desventaja de la aplicacion de esta técnica es que los organismos
modificados en laboratorio presentan una menor aptitud bioldgica que las poblaciones
silvestres, definiendo la aptitud biolégica como la propiedad de un organismo,
expresada como el producto de supervivencia y éxito reproductivo (Dawkins, 1990).
Los mosquitos adultos modificados con estas técnicas presentan un tiempo de eclosién
de huevosy desarrollo larva a pupa mayor a la de poblaciones silvestres (Li et al., 2021).
Por lo tanto, los mosquitos adultos modificados presentan una menor capacidad
bioldgica, lo que limita su aplicacion como método de reduccion de la poblacion en
ambientes reales (Aldersley et al., 2019). Se cree que la aptitud bioldgica de la cepa
modificada se puede mejorar si se logra cruzar con cepas silvestres, para obtener asi
una nueva cepa con aptitud bioldgica mejorada y la capacidad de control vectorial del
sistema CRISPR. Pero, previo a esto, se debe conocer las caracteristicas genéticas y el
fitness de las cepas silvestres a utilizar. En este proyecto se busca conocer si existe
alguna diferencia en la aptitud bioldgica (fitness) asociada a la variabilidad de los genes
beta-2 tubulin / doublesex-dsx de las poblaciones silvestres A. aegypti, en particular las
provenientes de los municipios de Bucaramanga, Floridablanca y Piedecuesta. Por lo
tanto, se espera que puedan ser utilizadas como plataforma para la creacion de lineas

transgénicas portadoras del sistema TIEgp en un futuro.
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1. Planteamiento del problema

El manejo actual para combatir las ETV en Colombia se basa en combinar
estrategias de control quimico (insecticidas comerciales de sintesis quimica) y fisico
(eliminacion de criaderos, analisis de indices entomoldgicos y participacion
comunitaria). A pesar de los multiples controles utilizados no se ha generado un
impacto significativo en la mitigacion de las ETV. En Santander en la semana 52 del
afio 2023 se reportaron 11.499 casos de dengue de los cuales 154 fueron clasificados
como dengue grave (Instituto Nacional de Salud. Colombia, 2023) siendo la cuarta
entidad territorial de Colombia con mayor incidencia de casos de dengue a pesar de los
controles actuales. El costo que genera el control vectorial quimico es
aproximadamente de 513.278.500 pesos colombianos (Salinas-Lépez et al., 2018) y
solo se aplica cuando hay alta incidencia de las enfermedades, por lo cual, su uso no es

continuo, permitiendo el aumento de la poblacion del mosquito.

De acuerdo con el panorama anterior, el control genético seria una opcion de
reduccion de la poblacion de A. aegypti ya que permite un control durante todo el afio
(Ruiz et al., 2018), en teoria tendria un costo econémico bajo en comparacion con las
técnicas de irradiacion y un menor impacto ambiental en comparacion a los métodos de
control tradicionales. EI método TIEgp logr6 mediante el cruce de dos lineas
transgénicas portadoras de la linea CAS 9 y ARN guia con una cepa de A. aegypti de
laboratorio la creacion del A. aegypti estéril. Sin embargo, presentaron una menor
capacidad biologica dado que el tiempo de eclosidn de sus huevos y el desarrollo larva

a pupa era mas lento en comparacién con una poblacion silvestre (Li et al., 2021). Por
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lo anterior surge la necesidad de mejorar la aptitud bioldgica del insecto transgénico
mediante el cruce con poblaciones silvestres, con la presuncion de obtener una
descendencia con mayor capacidad bioldgica. Actualmente en Colombia no existe
ningun estudio que determine la aptitud bioldgica de las poblaciones silvestres con
relacion a la variabilidad de los genes beta-2 tubulin / doublesex-dsx. En este proyecto
se busca conocer si existe alguna diferencia en la aptitud biologica (fitness) asociada a
la variabilidad de los genes beta-2 tubulin / doublesex-dsx de las poblaciones silvestres
A. aegypti, en particular las provenientes de los municipios de Bucaramanga,
Floridablanca y Piedecuesta. Una vez que se tenga claridad sobre la mejor poblacion
silvestre en cuanto a aptitud bioldgica seria utilizada como plataforma para la creacion
de lineas transgénicas portadoras del sistema TIEgp. De acuerdo con esto, la hipotesis
planteada del proyecto es que existe diferencias en la aptitud bioldgica asociada a la
variabilidad de los genes beta-2 tubulin / doublesex-dsx de las poblaciones silvestres A.
aegypti (Diptera:Culicidae) de los municipios (Bucaramanga, Floridablanca vy

Piedecuesta).
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2. Marco Tedrico y estado del arte

2.1 Principales enfermedades transmitidas por A. aegypti

2.1.1 Dengue

Es una infeccidn viral aguda transmitida por insectos (Rubio, 2014) que supone
una gran carga socioeconémica y de enfermedad en muchas regiones tropicales y
subtropicales, y es la enfermedad arboviral mas frecuente a nivel mundial (Wilder-
Smith et al., 2019). El virus causante del dengue tiene cinco serotipos de los cuales,
cuatro siguen el ciclo humano (DENV-1, DENV-2, DENV-3y DENV-4) y uno el ciclo

selvatico (DENV-5) (Mustafé et al. 2015). Cada uno de estos serotipos tiene el potencial

para causar la enfermedad y, por consiguiente, una persona a lo largo de su vida puede
contagiarse de dengue en multiples ocasiones. El dengue se caracteriza por presentar
fiebre, cefalea, mialgias, artralgias, exantemas, algunos sintomas respiratorios,
gastrointestinales y cambios en la quimica sanguinea como lo son la leucopenia y
trombocitopenia (Wilder-Smith et al., 2019). El principal vector que transmite esta

enfermedad es el A. aegypti (Wilder-Smith et al., 2019).
2.1.2 Chikunguia

Es una enfermedad infecciosa febril, ocasionada por un virus tipo ARN que
pertenece al género de los alfavirus (familia togaviridae). Esta enfermedad se transmite
al ser humano por A. aegypti y A. albopictus. Presenta un periodo de incubacion de 3 a
7 dias. El virus fue identificado en Tanzania en 1953 documentado en regiones de

Africa. Caracterizado por causar sintomas como fiebre, exantema cutaneo, cefalea,
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edema de miembros inferiores, conjuntivitis, poliartritis, dolor abdominal acompafiado
de nauseas y vomito. Esta enfermedad es capaz de ocasionar mayor dolor articular,
fiebre aguda con duracion mas corta y es muy raro observar hemorragia grave
comparado con el dengue. Es importante diferenciar estas dos enfermedades
(chikunguiia / dengue) debido a que, en muchas zonas a nivel mundial como Colombia,
coexisten ambas enfermedades (Simera & Reveiz, 2011) y, un mal diagnostico puede

llevar a tratamientos inadecuados empeorando la clinica del paciente.

2.1.3 Zika

Enfermedad causada por un virus de ARN que pertenece a la familia
Flaviviridae, del género Flavivirus. También, su principal vector de transmision es A.
aegypti. En entornos urbanos este virus se transmite de un mosquito infectado al
humano, y luego un mosquito sano adquiere el virus del humano infectado (picadura),
y se repite el ciclo. En menor medida A. albopictus ha sido vinculado con brotes
epidémicos de Zika. El periodo de incubacién del virus es menor a 7 dias, seguida de
la etapa febril (4 dias), acompafiado de sintomas como conjuntivitis, erupcion cutanea,
artralgia. Un estudio realizado en la Polinesia francesa reveld una fuerte asociacion
entre la infeccion previa por el virus Zika y el sindrome de Guillain Barré, también se

han notificado meningoencefalitis, mielitis aguda (Petersen et al., 2016).

2.2 Métodos de control usados tradicionalmente contra A. aegypti
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Para tener un control vectorial eficaz es necesario implementar enfoques
integrados que aborden las etapas de ciclo de vida del mosquito, esto conlleva a
seleccionar métodos de control adecuados, entre ellos tenemos los insecticidas,
participacion de la comunidad en el control del vector, métodos que se han evaluado en
estudios de laboratorio como los aceites esenciales, control bioldgico y nuevas
alternativas como la edicion genética, EIl manejo actual para combatir las ETV
(enfermedades transmitidas por vectores) a nivel nacional se basa en combinar
estrategias como el control quimico (insecticidas), eliminacion de criaderos, analisis de
indices entomologicos y participacion comunitaria. Los métodos de control mas
utilizados son los insecticidas. Para el caso de las especies A. aegypti y A. albopictus,
los insecticidas autorizados por el Programa Nacional de Enfermedades Transmitidas
por Vectores del Ministerio de Salud y Proteccidn Social del gobierno colombiano para
el control del vector son organofosforados (malation y temefos), piretroides
(lambdacialotrina, deltametrina y ciflutrina) y reguladores de crecimiento
(Pyriproxyfen, Fenoxicarb). El uso prolongado de insecticidas no ha logrado detener el
incremento de las enfermedades, ni la dispersidn de los vectores a nuevas areas, pero si
han generado de manera indirecta la seleccion de poblaciones resistentes del vector a
las moléculas empleadas para su control y contaminacién del medio ambiente (Lopez-
Solis etal., 2020). Actualmente se han realizado estudios con aceites esenciales, sintesis
de nuevas moléculas y disefio de insecticidas a partir de sitios de accion como la
mitocondria (Borrero-Landazabal et al., 2020) y evaluacién de la accion larvicida de
distintos compuestos (Rios et al., 2017) utilizando tasas de mortalidad en bioensayos
empleando diferentes concentraciones letales del mismo (Vera et al., 2014)

considerando este método como una opcion a futuro en el control del vector.
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2.2.1 Wolbachia

La técnica del insecto incompatible. Se basa en generar esterilidad a partir del
apareamiento de dos lineas, hembras A. aegypti y machos infectados con una cepa de
Wolbachia, esto genera un efecto de incompatibilidad citoplasmaticas después de la
fertilizacion obteniendo como resultado la muerte del embrién. (Engelstadter & Hurst,
2009). Sin embargo, los individuos machos de A. aegypti infectados con la bacteria,
presentan un costo en la aptitud bioldgica, lo cual afecta su fecundidad, fertilidad,

capacidad de vuelo y tasa de supervivencia (Misbah-Ul-Haq et al., 2022).

2.2.2 La técnica del insecto estéril (TIE) - The sterile insect technique (SIT)

Es un método de control de plagas utilizado para crear insectos estériles mediante mutaciones
genéticas por medio de irradiacion usando rayos X, gamma 0 compuestos quimicos
mutagénicos. Esta técnica fue usada en diferentes modelos bioldgicos para el control de
insectos en condiciones de laboratorio entre ellos se encuentra individuos del orden diptera
como el Aedes aegypti y Drosophila (mosca de la fruta), insectos del orden Lepidoptera y
hemipteros (Salvemini et al., 2011). Con el uso de esta tecnologia se ha demostrado la
capacidad para suprimir, contener, prevenir e incluso erradicar localmente las poblaciones de
plagas. Sin embargo, también existen algunos inconvenientes a perfeccionar como la
necesidad de mejorar su eficiencia y disminuir los costos economicos que implica establecer
operativamente este sistema de control genético (Bourtzis & Vreysen, 2021). Los estudios
que han utilizado la técnica TIE han confirmado que la reduccion de la diversidad genética
puede deprimir la aptitud bioldgica del insecto, y es dificil hacer una correlacion con un
ambito natural dado que estos estudios se evaluaron de manera experimental o en poblaciones

aisladas (Azrag et al., 2016). La irradiacion utilizada reduce la longevidad y capacidad de
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apareamiento del macho estéril, obligando al aumento en la tasa de liberacién para lograr una
reduccién en la poblacion objetivo (Du et al., 2019). Lo anterior indica que la técnica TIE en
su contexto funcional debe ser mejorada a partir de las falencias del sistema original,

logrando asi una mejor eficiencia.

2.2.3 La técnica de insecto estéril guiada con precision (TIEgp)

Es un método de control de plagas que ya se ha implementado previamente para
crear insectos estériles. Se diferencia de TIE por utilizar el cruce de dos lineas
transgénicas que generan descendencia 100 % infertil y sesgada a machos (Kandul et
al., 2019). Lo anterior se logra gracias a que una de las lineas transgénicas posee la
enzima Cas9 del sistema CRISPR, y la otra linea posee el ARN guia para poder crear
la disrupcion en los genes objetivos. Actualmente se han utilizado genes relacionados
con la diferenciacion sexual o de importancia en el éxito reproductivo del mosquito,
como lo es el gen beta-2 tubulin que afecta la viabilidad del esperma de los machos
localizado en el cromosoma 2 (Gen ID: LOC110676765) (Smith et al., 2007) y el gen
doublesex-dsx que afecta la viabilidad de las hembras (Salvemini et al., 2011)
localizado en el cromosoma 1. Para la activacion del sistema, se deben cruzar las dos
lineas, sin necesidad de utilizar la irradiacion o elementos mutagénicos como la TIE.
Una ventaja que se obtiene al realizar la técnica TIEgp es que se puede liberar en
cualquier estadio del mosquito (huevo, larva, pupa o adulto). La metodologia se cred
en la Universidad de California, San Diego, utilizando A. aegypti cepa Liverpool como
plataforma para la creacién de las lineas modificadas (Cas 9 y ARNg). En condiciones
de laboratorio se ha demostrado que el macho estéril resultado del cruce de las lineas

transgénicas genera una supresion de la poblacién de A. aegypti. Sin embargo, las
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liberaciones adultas presentaron una menor capacidad bioldgica dado que el tiempo de
eclosion de sus huevos y el desarrollo larva a pupa fue més lento (Li et al., 2021). Lo
anterior se presume a que estas lineas no tienen la diversidad genética que se presenta
en las cepas silvestres, lo que limita la capacidad de los machos estériles para competir
con hembras silvestres o para afectar la esterilidad de los machos. Por lo tanto, en estos
sistemas es necesario integrar los componentes de TIEpg de poblaciones de laboratorio
sobre lineas silvestres para evaluar su eficiencia en la produccién de machos estériles y
la eficacia de la esterilizacion para suprimir una poblacion de mosquitos en condiciones

controladas de laboratorio (Aldersley et al., 2019).

2.2.4 CRISPR/Cas9

En 2012 fue creada y utilizada como una herramienta de edicion genética con
alta precision. Este sistema esta compuesto por una enzima Cas9 que tiene dos dominios
HNH y RuvC los cuales actuan como tijera que corta las dos hebras del ADN
simultaneamente, para lograr lo anterior es necesario que una molécula ARN actle
como guia de la proteina Cas9 y asi llegue a su lugar objetivo. El sistema CRISPR
significa “Clustered regularly interspaced short palindromic repeats” o en espaiol
repeticiones palindromicas cortas agrupadas y regularmente inter espaciadas (Jackson
etal., 2017), sistema que fue identificado en las bacterias, y funciona como mecanismo
de defensa ante agentes patdgenos (Knott & Doudna, 2018). Hoy en dia los cientificos
lo utilizan para realizar edicién genética (Doudna & Charpentier, 2014). Este nuevo
método se ha utilizado en la linea de investigacion entomoldgica donde se han creado
mosquitos estériles a partir del sistema CRISPR/cas, alterando genes esenciales de la

fertilidad de los machos y viabilidad de las hembras, los cuales han demostrado que
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sirven como método de control poblacional de mosquitos en condiciones de laboratorio,
sumando a esto, se identifico el gen beta-2 tubulin en el escarabajo Tribolium
castaneum (Khan et al., 2021), lo cual, indica que los genes objetivos utilizados por
Kandul y colaboradores (Kandul et al., 2019) son comunes en varios insectos, 1o que
permite que esta tecnologia pueda ser aplicada en diferentes especies, inclusive en

aquellas gue transmiten ciertas patologias.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo General

Caracterizar en condiciones de laboratorio, la aptitud biolégica y los genes beta
2-tubulin / doublesex-dsx de individuos silvestres de A. aegypti colectados en los

municipios de Bucaramanga, Floridablanca y Piedecuesta (Santander).

3.2 Objetivos Especificos

1. Caracterizar los fragmentos de los genes beta 2-tubulin y doublesex-dsx de
individuos silvestres de A. aegypti  provenientes de los municipios de

Bucaramanga, Floridablanca y Piedecuesta.

2. Evaluar la aptitud bioldgica de individuos silvestres de A. aegypti provenientes de
los municipios Bucaramanga, Floridablanca y Piedecuesta bajo condiciones de

laboratorio.

3. Correlacionar la aptitud bioldgica asociada a la variabilidad de los genes beta 2-
tubulin / doublesex-dsx de los individuos silvestres A. aegypti (Diptera:Culicidae)

de los municipios (Bucaramanga, Floridablanca y Piedecuesta).
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4. Metodologia

4. 1 Caracterizacion de los genes beta-2 tubulin y doublesex-dsx de individuos silvestres
de A. aegypti provenientes de los municipios de Bucaramanga, Floridablanca y

Piedecuesta (Objetivo 1)

4.1.1 Colecta y mantenimiento de mosquitos silvestres

Se recolectaron individuos de A. aegypti silvestres en el municipio de
Piedecuesta, Bucaramanga y Floridablanca. Los tres municipios fueron seleccionados
teniendo en cuenta el informe de dengue y dengue grave por municipio del instituto
nacional de salud, a semana 30 epidemiologica del afio 2022 se encuentran entre los
cinco municipios del departamento de Santander con mayor incidencia de casos y, por
logistica del proyecto, eran los mas indicados para la recolecta de mosquitos. Dichas
colectas se hicieron de manera aleatoria en tres localidades de cada municipio (Tabla
1), mediante trampas de oviposicion con infusion de heno (10%) (Ruiz et al., 2018).
Los huevos se transportaron al laboratorio del CINTROP para su cria y mantenimiento.
A partir de estos huevos, se establecié una colonia para cada localidad. Se realizé una
clasificacion taxonomica para incluir solo los individuos A. aegypti. Los mosquitos se
mantuvieron en condiciones de insectario a 25 + 30°C, 70 £ 5% HR; 12:12 (luz:
Oscuridad= L:0O) en jaulas de seguridad de 25 cm?, cubiertas con pijamas como contra
seguridad y camaras aisladas para evitar fuga o entrada de zancudos silvestres. Para la

obtencion de huevos F1, las hembras se alimentaron con sangre de Rattus norvegicus


https://paperpile.com/c/w4P6PD/cO2wk
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albinus anestesiada por cada localidad de manera individual. Para los estudios

moleculares y de aptitud bioldgica se utilizaron especimenes de la F2.

Tabla 1

Puntos de recolecta de huevos A. aegypti por municipio

Municipio Localidad N trampas Latitud Longitud
Bucaramanga Puerta del sol (1) 10 7°6°24.87” N 73°7°0.26” O
Bucaramanga Puerta del sol (2) 10 7°6°20.34” N 73°6’57.68” O
Floridablanca Escoflor 10 7°4°34.00” N 73°5°48.38” O
Bucaramanga Kennedy 10 7°9°7.78” N 73°8°7.34” O
Floridablanca Altos de bellavista 10 7°4°16.63” N 73 °5’36.68” O
Floridablanca La paz 10 7°3°37.10” N 73°5°52.237 0
Piedecuesta UIS guatiguara 10 6 °59°40.60” N 73°3’57.01” O
Piedecuesta Cabecera del llano 10 6 °59°29.88” N 73°2°33.937 0
Piedecuesta Candelaria 10 6 °58°59.22” N 73 °2°53.00” O
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4.1.2 Extraccién de ADN

Se realizd extraccién de ADN para 20 individuos de A. aegypti. Para cada
municipio se procesaron 18 muestras (una hembra y un macho para cada una de las tres
localidades de cada municipio) y dos para la cepa Liverpool (un macho y una hembra).
El procedimiento de extraccion se realizd segun el protocolo del kit comercial Dneasy
Blood & Tissue. La concentracion y pureza del ADN se mididé mediante espectrometria
con el equipo NanoDrop™ One. La integridad se visualiz6 en un gel de agarosa al 1.5

% (p/v) coloreado con SYbr safe.

4.1.3 Amplificacion de los fragmentos de los genes beta-2 tubulin y doublesex-dsx PCR

Inicialmente, la amplificacion de los fragmentos de los genes se realiz6 a partir
de la extraccion del ADN para los especimenes de A. aegypti. Se realiz6 deteccion
molecular mediante el protocolo del kit comercial PCR Using Q5® High-Fidelity 2x
Master Mix de New England Bio Labs, Ipswich, MA, USA. utilizando los primers
dirigidos a la region del gen beta-2 tubulin, (F: CTGCCGCCACAATGTAAATCY R:
GTAGGATTCGTCCGTGTTCTC) (Lietal., 2021) laregion del gen doublesex-dsx (F:
GCAAAGAAGAATCGGAACGAAG y R: GGTTGCGGTGAGAGACATTA)
(Kandul et al. 2019). Las siguientes condiciones para el termociclador fueron:
temperatura de desnaturalizacién inicial a 94°C, alineamiento de 34 ciclos sucesivos a
una temperatura melting de 60°C y extension final a 72°C. Se utilizé como control
positivo para la PCR el ADN de la cepa A. aegypti Liverpool. EI control negativo fue

la mezcla de reactivos sin muestra de ADN.

4.1.4 Secuenciacion y caracterizacion


https://paperpile.com/c/w4P6PD/sX9Ml
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Para obtener las 20 secuencias dobles para cada marcador (18 por los tres
municipios y dos de la cepa Liverpool), se realiz6 secuenciacion Sanger mediante la
amplificacion de las regiones del producto purificado de PCR del fragmento del gen
beta-2 tubulin y del gen dsx protein doublesex para esto se utilizaron los primers de la
amplificacion dirigidos a la regién del gen beta-2 tubulin, (Li et al., 2021) y la regién

del gen doublesex-dsx (Kandul et al., 2019).

4.1.5 Alineacién e identificacion de la variabilidad de los genes beta-2 tubulin /

doublesex-dsx

Se verificé el grado de similitud de las secuencias obtenidas con el gen objetivo,
utilizando la Web Blast. Posteriormente se realiz6 el ensamble y alineamiento de las
secuencias de los genes beta-2 tubulin y otro para doublesex-dsx de los individuos de
A. aegypti provenientes de los tres municipios, con la secuencia de los genes de la cepa
A. aegypti Liverpool en el programa benchling (Li et al., 2021). Para el alineamiento se

empled el algoritmo de secuencias multiples en el programa Benchling.

4.1.6 Andlisis filogenético y poblacional de los genes beta-2 tubulin / doublesex-dsx

Se realiz6 un analisis coalescente (Heled & Drummond, 2012), modelo
probabilistico que permitio estimar la genealogia de la muestra de genes de los
individuos A. aegypti a través de un analisis bayesiano en el que se asume que no hay
introgresion o duplicacion de genes (Heled & Drummond, 2012) con la finalidad de
identificar grupos poblacionales. Para el analisis filogenético se utilizaron dos
alineamientos de 20 taxones de individuos silvestres de A. aegypti y cepa Liverpool.

uno para el gen doublesex-dsx y otro para el gen beta-2 tubulin, de esta forma se infirio


https://paperpile.com/c/w4P6PD/sX9Ml
https://paperpile.com/c/w4P6PD/gIGM7
https://paperpile.com/c/w4P6PD/sX9Ml
https://paperpile.com/c/w4P6PD/RtL2P
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los arboles de genes y un Unico arbol de especies con BEAST 2.7.5 utilizando cada
alineamiento por separado de ambos genes (Rengifo-Correa et al., 2021), cada
ejecucion constdé de 100 millones de generaciones, almacenando cada 50 mil
generaciones. Se utilizé como parametro del &rbol el modelo Yule (Alvarez Gonzélez,
2023). El modelo de evolucion de las secuencias para ambos alineamientos fue JUKES-
CANTOR, estimado en el software MEGA acorde a Jmodeltest. Se empled un reloj
bioldgico estricto para el arbol de especies. Realizamos un analisis coalescente (Heled
& Drummond, 2010). Este método permitio estimar las especies y arboles genéticos en
un anico metodo bayesiano de Markov. Empleamos TREEANNOTATOR 2.7.5 para
calcular el maximo arbol de credibilidad en cada clado, posteriormente se visualizo el

arbol de especies en FIGTREE 1.4.4.

4.2 Evaluacion de la aptitud bioldgica de individuos silvestres de A. aegypti provenientes
de los municipios Bucaramanga, Floridablanca y Piedecuesta bajo condiciones de

laboratorio (Objetivo 2)

4.2.1 Aptitud biologica de individuos silvestres de A. aegypti

A partir de las cohortes establecidas por cada localidad de los individuos silvestres
A. aegypti en laboratorio se compararon los siguientes parametros, los datos
proporcionados fueron de cada localidad, para lo anterior se eclosionaron huevos de las
cuatro lineas en paralelo durante 48 horas y se estimaron los pardmetros bajo las mismas

condiciones de laboratorio (Li et al., 2021).

a. Desarrollo larval hasta pupa: Se utilizaron 100 larvas de cada colonia en recipientes

separados en bandejas con 3 litros de agua sin cloro. Se alimentaron una vez al dia con


https://paperpile.com/c/w4P6PD/7Qn8U
https://paperpile.com/c/w4P6PD/VdAzg
https://paperpile.com/c/w4P6PD/VdAzg
https://paperpile.com/c/w4P6PD/ajkCx
https://paperpile.com/c/w4P6PD/ajkCx
https://paperpile.com/c/w4P6PD/sX9Ml
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un gramo de comida. Se realizd el conteo una vez por dia hasta llegar a pupa, este
proceso se realizé durante 7 dias. Estos dias se eligieron para estandarizar el proceso y
obtener la mayoria de las pupas, tomando como referencia los resultados obtenidos de
la prueba piloto realizada previa al experimento y literatura cientifica, lo anterior se
realizo para poder disminuir la fuente de variacion.

b. Desarrollo pupal hasta adulto: las pupas se introdujeron en un vaso 100 mL de agua sin
cloro y se registraron los sobrevivientes hasta adulto durante un tiempo de 72 horas.
Estas horas se eligieron para estandarizar el proceso y obtener la mayoria de emergencia
de adultos, tomando como referencia los resultados obtenidos de la prueba piloto
realizada previa al experimento y literatura cientifica, lo anterior se realiz6 para poder
disminuir la fuente de variacion.

c. Fecundidad y fertilidad: se introdujeron en jaula separadas 20 adultos hembra y 20
adultos machos, criados bajo las mismas condiciones larvales. Se dejaron aparear
durante 48 horas, luego se sacaron los machos y posteriormente se alimentaron las
hembras con sangre de Rattus norvegicus albinus, de manera individual se colocé
sustrato de oviposicion durante 5 dias para cada hembra. La fecundidad se evalué como
el numero de huevos puestos por cada hembra y la fertilidad con el porcentaje de huevos
eclosionados.

d. Longevidad: Se introdujeron en jaula separadas 20 individuos de diferente sexo, criados
bajo las mismas condiciones larvales. Se alimentaron con sacarosa al 10% Yy se realiz

el conteo diario de individuos muertos hasta la muerte de todos los mosquitos.

4.2.2 Procesamiento de datos y analisis estadistico
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Se utilizaron las pruebas de normalidad Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk.
Para analizar diferencias entre los grupos que tuvieron distribucién no paramétrica, se
realizo la prueba de Kruskal Wallis y su prueba Post Hoc Dunn y la prueba ANOVA
con su prueba Post Hoc Tukey para los datos que tuvieron una distribucion paramétrica,
Se utiliz6 como variable categorica los municipios de procedencia y variables
cuantitativas los pardmetros de aptitud bioldgica evaluados. Se utiliz6 la prueba
Kaplan-Meier para estimar la probabilidad de supervivencia a partir del evento de

muerte en el estadio adulto de los individuos A. aegypti.

4.2.3 Correlacién de la aptitud biol6gica asociada a la variabilidad de los genes beta-2
tubulin / doublesex-dsx de los individuos silvestres A. aegypti (Diptera:Culicidae) de los

municipios (Bucaramanga, Floridablanca y Piedecuesta) (Objetivo 3)

No se aplico el método estadistico spearman en las variables: parametros de la
aptitud bioldgica de los individuos silvestres y cepa Liverpool con la variable grupos
poblacionales, lo anterior se debe a que solo se encontrd un grupo poblacional en el
analisis filogeogréafico, indicando que, al encontrar diferencias estadisticas en la

evaluacion de la aptitud bioldgica, estas no dependian del grupo poblacional.
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5. Resultados

5.1 Caracterizacion de los genes beta-2 tubulin y doublesex-dsx de individuos silvestres
de A. aegypti provenientes de los municipios de Bucaramanga, Floridablanca y

Piedecuesta (Objetivo 1)

5.1.1 Gen beta-2 tubulin

Se obtuvieron 20 secuencias consenso del fragmento del gen beta-2 tubulin de
individuos de A. aegypti (18 secuencias individuos silvestres y dos individuos cepa
Liverpool). Se muestra en la figura 1 el alineamiento multiple de secuencias con el
método Clustalw en la plataforma Benchling. Las secuencias del fragmento del gen
beta-2 tubulin de individuos silvestres presentan conservacion en el sitio de corte en el
cual acttan las guias para el sistema CRISPR CAS comparados con los individuos de

la cepa Liverpool.

En el alineamiento de las secuencias del fragmento del gen beta-2 tubulin (tabla
2) se encontraron mutaciones de tipo transversion evidenciadas en las posiciones 25,
35, 52, 142, 385 en individuos silvestres del municipio de Piedecuesta y Floridablanca,
transiciones en la posicion 488, 493 y 502 en individuos de Piedecuesta y Floridablanca
e inserciones en la posicion 57, 162, 163, 266, 267, 268, 269 en individuos de
Floridablanca, Bucaramanga y Piedecuesta. La transversion encontrada en la posicion
142 es compartida por un individuo hembra de Piedecuesta y un individuo macho de
Bucaramanga. Las transiciones en la posicion 488 y 502 es compartida por dos

individuos machos de Floridablanca y un individuo hembra de Piedecuesta (Tabla 4).
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5.1.2 Gen doublesex-dsx

Se obtuvieron 20 secuencias consenso del fragmento del gen doublesex-dsx de
individuos de A. aegypti (18 secuencias individuos silvestres y dos individuos cepa
Liverpool). Se muestra en la figura 2 el alineamiento multiple de secuencias con el
método clustalw en la plataforma Benchling. En la secuencia del fragmento del gen
doublesex-dsx de un individuo macho silvestre del municipio de Bucaramanga se
encontré una mutacion en la posicion 695 debida a una transversion de tipo A — G en
el sitio de corte en el cual actta el sistema CRISPR CAS comparados con los individuos
de la cepa Liverpool. Las demas secuencias obtenidas presentan conservacion en el sitio
de corte en el cual actuan las guias para el sistema CRISPR CAS comparados con los

individuos de la cepa Liverpool.

En la alineacidn de nuestras secuencias relacionadas con el fragmento del gen
doublesex-dsx, se encontraron mutaciones de tipo transversion evidenciadas en las
posiciones 486, 543, 618 y 621 en individuos del municipio de Bucaramanga,
transiciones en la posicion 399 y 781 en individuos del municipio de Piedecuesta y
Bucaramanga, inserciones en la posicion 153, 154, 315, 476, 508, 587, 604, 607, 641,
683, 779 en individuos del municipio de Bucaramanga, Piedecuesta, Floridablanca y
Cepa Liverpool, deleciones en la posicion 594 de individuos del municipio de
Floridablanca (Tabla 3). La insercion en la posicion 587 en un individuo hembra de
Floridablanca y Liverpool y la delecién en la posicién 594 en un individuo hembra y

un individuo macho de Floridablanca es compartida (Tabla 3y 5).
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Figural

Caracterizacion del fragmento del gen beta-2 tubulin de individuos silvestres de A. aegypti de

los municipios de Bucaramanga, Floridablanca y Piedecuesta, Colombia
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Nota. Los cuadros azules corresponden a la secuencia de adherencia de la guia CRISPR

CAS. M (macho) H (hembra).

Tabla 2

Diferencia en la secuencia del fragmento del gen beta-2 tubulin de individuos silvestres de A.

aegypti de los municipios de Bucaramanga, Floridablanca, Piedecuesta y la cepa Liverpool
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Grupo

Floridablanca

R1Fm

Floridablanca

R2Fm

Floridablanca

R3Fm

Floridablanca

R1Fh

Floridablanca

R2Fh

Floridablanca

R3Fh

Floridablanca

Bucaramanga
R1Bm
Bucaramanga
R2Bm
Bucaramanga

R3Bm

Bucaramanga
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Bucaramanga

R1Bh C A C C

Bucaramanga

R2Bh C A C C

Bucaramanga

R3Bh cC A C C

Piedecuesta R1Pm C A C C

Piedecuesta R2Pm C A C C

Piedecuesta R3Pm C A C C

Piedecuesta R1Ph C A ? ?

Piedecuesta R2Ph A A

Piedecuesta R3Ph C A C C Piedecuesta
Liverpool m C A C C

Liverpool h C A C C Liverpool

Nota. La posicion de las bases nitrogenadas se da en la parte superior (leidas verticalmente)

segun la alineacion de CLUSTAL W. ““."’ = identidad, “‘m’’ = macho, ‘‘h’’= hembra).

Figura 2

Caracterizacion del fragmento del gen doublesex-dsx de individuos silvestres de A. aegypti de

los municipios de Bucaramanga, Floridablanca y Piedecuesta, Colombia
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Nota. Los cuadros azules corresponden a la secuencia de adherencia de la guia CRISPR CAS.

M (macho) H (hembra).

Tabla 3

Diferencia en la secuencia del fragmento del gen doublesex-dsx de individuos silvestres de A.

aegypti de los municipios de Bucaramanga, Floridablanca, Piedecuesta y la cepa Liverpool

9 0 6 3 8 1 1 Grupo

Floridablanca R1Fm A G T A C A C
Floridablanca R2Fm
Floridablanca R3Fm

Floridablanca R1Fh . . . .. ) . Floridablanca



EVALUACION DE LA APTITUD BIOLOGICA ASOCIADA A LOS GENES

BETA-2 TUBULIN / DOUBLESEX-DSX 41

Floridablanca R2Fh

Floridablanca R3Fh

Bucaramanga R1Bm

Bucaramanga R2Bm . . . c . . ?
Bucaramanga R3Bm . . C

Bucaramanga R1Bh

Bucaramanga R2Bh

Bucaramanga R3Bh G A . . A C . Bucaramanga

Piedecuesta R1Pm

Piedecuesta R2Pm

Piedecuesta R3Pm

Piedecuesta R1Ph

Piedecuesta R2Ph . . . e ?

Piedecuesta R3Ph . . .. .. T Piedecuesta
Liverpool m

Liverpool h . . S . Liverpool

Nota. La posicion de las bases nitrogenadas se da en la parte superior (leidas verticalmente)

segun la alineacion de CLUSTAL W. ““.”> = identidad, ‘“‘m’’ = macho, ‘‘h’’= hembra)
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Tabla 4

Mecanismo de mutaciones del fragmento del gen beta-2 tubulin de individuos silvestres de A.

aegypti de los municipios de Bucaramanga, Floridablanca y Piedecuesta, Colombia

Individuo Sexo Posicion Base Base Mecanismo

Silvestre Liverpool
Ripb H 25 A T Transversion
Ripb H 35 G C Transversion
Ripb H 52 G T Transversion
R3pb H 57 A - Insercion
R1Fb M 142 G C Transversion
R3Fb M 142 A C Transversion
R1Pb H 142 A C Transversion
R2Fb H 162 G - Insercion
R2Fb H 163 G - Insercion
R3FB H 266 - 269 GGCT - Insercion
R3Bb M 266 - 269 GGCT - Insercion
R1Fb M 385 T A Transversion
R3Fb M 385 T A Transversion
R1Fb M 488 G C Transversion
R3Fb M 488 G C Transversion
R1Pb H 488 G C Transversion
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R3Fb M 493 Transicion
R1Fb M 502 Transicion
R3Fb M 502 Transicion
R1Pb H 502 Transicion

5.1.3 Evaluacion de la aptitud bioldgica de individuos silvestres de A. aegypti

provenientes de los municipios Bucaramanga, Floridablanca y Piedecuesta bajo

condiciones de laboratorio (Objetivo 2).

En la figura 3.1 se muestran los resultados obtenidos referente a las larvas que
alcanzaron el estadio pupal de cada uno de los individuos silvestres pertenecientes a los
tres municipios y la cepa de laboratorio al finalizar los 7 dias establecidos para el
seguimiento. EI nimero de larvas empleadas para cada municipio fue de 100 por
réplica. El porcentaje promedio de pupas obtenidas para el municipio de Floridablanca
fue de 83 % + 7. Para Bucaramanga de 76 % + 10. Para Piedecuesta de 78 % + 14y la
cepa control de 4 % * 2. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre los individuos silvestres, pero si entre estos respecto al control (ANOVA F (3; 8)
=47.778 p=0.00002). Posteriormente se realiz6 seguimiento a la cepa control hasta el
dia 10, obteniendo un porcentaje promedio de pupas de 65% + 5,9 (Figura 3.2). Se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en el promedio de pupas a los
10 dias respecto al dia 7 en la cepa control (T-Test -16.9716; p= < 0.05). En la figura
3.3 se muestran los resultados obtenidos referente a las larvas que alcanzaron el estadio

pupal de cada uno de los individuos silvestres al dia 7 comparadas con la cepa de control
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al dia 10. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos

(ANOVA F (3; 8) =1.8372 p= 0.21855).

Tabla b

Mecanismo de mutaciones del fragmento del gen doublesex-dsx de individuos silvestres de A.

aegypti de los municipios de Bucaramanga, Floridablanca y Piedecuesta, Colombia
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Individuo Sexo Posicion Base Base Mecanismo
Liverpool mutacién

R3Bd M 153 A - Insercion
R3Bd M 154 C - Insercion
R1Bd H 315 G - Insercion
R3Bd H 399 G A Transicion
R1Pd H 476 A - Insercion
R3Bd M 486 C T Transversion

Lb M 508 G - Insercion
R2Bd M 543 C A Transversion
R1Fd H 587 C - Insercion

Lb H 587 C - Insercion
R1Fd M 594 - A Delecion
R1Fd H 594 - A Delecion
R2Fd H 604 A - Insercion
R2Pd H 607 G - Insercion
R3Bd H 618 A C Transversion
R3Bd H 621 C A Transversion
R1Fd M 641 A - Insercion
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Lb H 683 G - Insercion
R3Bd M 779 A - Insercion
R3Pd H 781 T C Transicion
Figura 3

En la figura 3.1. Larvas que alcanzaron el estadio pupal de los individuos silvestres e
individuos de laboratorio de A. aegypti al dia 7; n=100; 3 repeticiones. 3.2. Larvas que
alcanzaron el estadio pupal de los individuos A. aegypti de la cepa control a los 7 y 10 dias;
n=100; 3 repeticiones. 3.3 Larvas que alcanzaron el estadio pupal de los individuos silvestres

de A. aegypti al dia 7 e individuos de laboratorio a dia 10; n=100; 3 repeticiones.
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Nota. *Diferencia estadistica significativa entre los individuos silvestres con respecto al

control (Kruskal-Wallis test: H (3; N= 12) =6.805848 p =< 0.05).
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Nota. *Diferencia estadistica significativa en el porcentaje de pupas al dia 10 respecto al dia

7 (T-Tests; t-value -16.9716; p= < 0.05).
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Nota. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas (ANOVA F (3; 8) =1.8372

p= 0.21855).

En la figura 4 se presenta el porcentaje promedio de emergencia de adultos A.

aegypti de cada municipio y cepa control evaluadas en los tiempos de 24, 48 y 72 horas.
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El nimero de pupas promedio utilizadas para el municipio de Floridablanca fue 83 +
6.7 obteniendo un porcentaje promedio de adultos en las 24 horas de 36% + 9%, en las
48 horas de 72% = 15% y en las 72 de 93% + 8%. Para el municipio de Bucaramanga
se emplearon 76 + 10.3 pupas obteniendo un porcentaje promedio de adultos en las 24
horas de 23% + 8%, en las 48 horas de 56% =+ 4%, en las 72 horas de 89% + 8%. Para
el municipio de Piedecuesta se emplearon 78 + 14.2 pupas obteniendo un porcentaje
promedio de adultos en las 24 horas de 19% + 7%, en las 48 horas de 47% * 8%, en las
72 horas 85% + 14%. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre los individuos silvestres en las 24 (ANOVA F (2; 6) =3.9085 p=0.08189), 48
(ANOVA F (2; 6) =4.5810, p=0.06197) y 72 horas (ANOVA F (2; 6) =0.39041

p=0.69280) en el porcentaje de emergencia de adultos.

Figura 4

Emergencia de adultos en las 24 horas (ANOVA F (2; 6) =3.9085 p=0.08189), 48 horas
(ANOVA F (2; 6) =4.5810, p=0.06197) y 72 horas (ANOVA F (2, 6) =0.39041 p=0.69280) en

los individuos silvestres de A. aegypti
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Nota. *Diferencia estadistica significativa entre los individuos silvestres de Floridablanca con

respecto a los individuos de Piedecuesta en las 24 horas.

En la figura 5 se muestran los resultados obtenidos referente a la oviposicién de
las hembras A. aegypti de cada municipio. EI nimero de hembras empleado para el
municipio de Floridablanca fueron 58 obteniendo un promedio de oviposicién por
hembra de 33 + 19; para Bucaramanga fueron empleadas 58 hembras obteniendo un
promedio de oviposicién por hembra de 29 + 14; y para Piedecuesta fueron empleadas
60 hembras obteniendo un promedio de oviposicién por hembra de 31 + 22; para los
individuos de laboratorio fueron empleadas 50 hembras obteniendo un promedio de
oviposicion por hembra de 19 + 25. No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los individuos silvestres, pero si entre estos respecto al control

(Kruskal-Wallis test: H ( 3, N=226) =15.87508 p =0.0012).
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Figura 5

Oviposicion de individuos silvestres y laboratorio de A. aegypti
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Nota. *Diferencia estadistica significativa entre los individuos silvestres con respecto al

control. (Kruskal-Wallis test: H (3, N=226) =15.87508 p = 0.0012).

En la figura 6 se muestran los resultados de eclosion de los huevos colocados
por hembras de A. aegypti de cada municipio e individuos de laboratorio. El nimero de
huevos empleados para el municipio de Floridablanca fueron 1900 con una media de
33 + 19.3 obteniendo 1885 huevos eclosionados con una media de 30 + 20). Con un
promedio de eclosién de huevos por hembra de 33 + 20. Para Bucaramanga se
emplearon 1702 huevos con una media de 29 = 14.2, obteniendo 1554 huevos

eclosionados con una media de 27 + 14. Con un promedio de eclosion de huevos por
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hembra de 27 + 14; y para Piedecuesta se emplearon 1846 huevos con una media de 31
+ 21.7, obteniendo 1731 huevos eclosionados con una media 29 £ 21. Con un promedio
de eclosion de huevos por hembra de 29 + 21. Para la cepa de laboratorio se emplearon
946 con una media de 19 + 25, obteniendo 852 huevos eclosionados con una media de
17 + 22. Con un promedio de eclosion de huevos por hembra de 17 + 22. No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los individuos silvestres,
pero si entre estos respecto al control (Kruskal-Wallis test: H (3, N= 226) =19.58628 p

=0.0002).

6

Promedio de eclosion de huevos por hembras silvestres y laboratorio de A. aegypti
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Nota. *Diferencia estadistica significativa entre los individuos silvestres con respecto al

control. (Prueba Kruskal-Wallis H (3, N=226) =19.58628 p = 0.0002).
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Una vez obtuvimos el numero de huevos eclosionados para cada uno de los
municipios, se realizo el conteo de larvas obtenidas. EI nimero de huevos eclosionados
de la muestra para el municipio de Floridablanca fueron 1885 con una media de 33 +
20 de los cuales se obtuvieron 1822 larvas con una media de 31 £ 20.5. Con un
promedio de larvas por hembra de 31 + 21. Para Bucaramanga fueron 1554 con una
media de 27 = 14 huevos eclosionados de los cuales se obtuvieron 1469 con una media
de 35+ 13.6 larvas. Con un promedio de larvas por hembra de 25 + 14. Para Piedecuesta
fueron 1731 con una media de 29 + 21 huevos eclosionados de los cuales se obtuvieron
1623 con una media de 27 + 19.5 larvas. Con un promedio de larvas por hembra de 27
+ 20. Para los individuos de laboratorio fueron 852 con una media de 17 + 22 huevos
eclosionados de los cuales se obtuvieron 770 con una media de 15 + 21 larvas. Con un
promedio de larvas por hembra de 15 = 21. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los individuos silvestres, pero si entre estos

respecto al control (Kruskal-Wallis H (3, N= 226) =22.02435 p = 0.0001). (Figura 7).

Figura7

Promedio de larvas de individuos silvestres y laboratorio de A. aegypti
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Nota. *Diferencia estadistica significativa entre los individuos silvestres con respecto al

control. (Prueba Kruskal-Wallis H (3, N=226) =22.02435 p = 0.0001).

En la figura 8 se muestran los resultados obtenidos de longevidad de los
individuos silvestres y laboratorio de A. aegypti. En el municipio de Piedecuesta se
presentd mortalidad a partir del dia 21 generando una disminucion constante hasta el
dia 42. ElI municipio de Bucaramanga presenté mortalidad en el dia 27 generando una
disminucion constante hasta el dia 46. EI municipio de Floridablanca presento
mortalidad en el dia 29 generando una disminucién hasta el dia 49. Los individuos de
laboratorio presentaron mortalidad el dia 11 generando una disminucion constante hasta
el dia 35. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la variable
mortalidad entre los grupos evaluados (Kruskal-Wallis test: H (199, N= 200)

=199.0000 p = 0.4867).

En el andlisis de la supervivencia, con el estimador Kaplan-Meier no se

encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los individuos silvestres,
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pero si entre estos respecto al control. (Chi-square =27.28903 df=3 p=0.00001).

(Figura 11).

Figura 8

Mortalidad y longevidad de individuos silvestres y laboratorio de A. aegypti; n=20; 3

repeticiones
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Nota. No se encontro diferencia estadistica significativa en la variable mortalidad entre los

grupos. (Kruskal-Wallis test: H (199, N= 200) =199.0000 p = 0.4867).
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5.1.4 Correlacién de la aptitud bioldgica asociada a la variabilidad de los genes beta-2
tubulin / doublesex-dsx de los individuos silvestres A. aegypti (Diptera:Culicidae) de los

municipios (Bucaramanga, Floridablanca y Piedecuesta) (Objetivo 3)

Se esperar encontrar relacion entre los parametros de aptitud bioldgica y grupos
poblacionales, sin embargo, el andlisis filogenético de las secuencias de los genes
doublesex y beta-2 tubulin de los individuos silvestres de A. aegypti y cepa Liverpool,
determind que ellos se encuentran agrupados en un grupo poblacional, con una
probabilidad posterior del 100% (Figura 9). Es decir, el grupo control y los silvestres
no difieren en las caracteristicas genéticas analizadas. Por tal motivo, no se pudo

realizar el andlisis de correlacion propuesto.

Figura9

Probabilidad de supervivencia individuos A. aegypti silvestres y laboratorio. Time (dias)



EVALUACION DE LA APTITUD BIOLOGICA ASOCIADA A LOS GENES

BETA-2 TUBULIN / DOUBLESEX-DSX 56

Cumulative Proportion Surviving (Kaplan-Meier)
o Complete + Censored

10 | et

0,8

0,6 1‘—%
e
'D,4 . \/——‘

0.2 B

Cumulative Proportion Surviving

0,0

Time

Nota. Diferencia estadistica significativa entre los individuos silvestres con respecto al

control. (Chi-square = 27,28903 df = 3 p =.00001).
Figura 10

Arbol filogenético de individuos del grupo de la especie A. aegypti Silvestres y cepa Liverpool

o mm
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BucaramangaUntitled

0,22

FloridablancaUntitled

LiverpoolUntitled

0,23

PiedecuestaUntitled

0.2

Nota. Método bayesiano y andlisis coalescente agrupados en un grupo poblacional, con una

probabilidad posterior del 100%.

5.2 Discusion

Este estudio realizo el primer analisis de caracterizacion genética de
poblaciones silvestres provenientes de los municipios Bucaramanga, Floridablanca y
Piedecuesta del departamento de Santander, Colombia, enfocado en los genes nucleares
beta-2 tubulin y doublesex-dsx.  Se encontrd conservacion en la secuencia
correspondiente al sitio de corte en el cual actda el sistema CRISPR CAS en los
fragmentos de los genes beta-2 tubulin y doublesex-dsx de nuestros individuos

silvestres comparadas con la cepa Liverpool descrita por Li y colaboradores en
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California San Diego, Estados Unidos (Li et al., 2021). Lo anterior indica que los
individuos silvestres de los municipios de Floridablanca y Piedecuesta utilizados en
este estudio poseen las caracteristicas genéticas para ser empleados como plataforma

para la creacion de insectos estériles usando pGSIT.

La incorporaciéon de un aminoacido diferente a la cadena polipeptidica puede
generar cambios en la estructura fisica de la proteina y su funcion biolégica, viéndose
esta afectada si la sustitucion se produce cerca del sitio activo (Benavides & Guénet,
2003), este tipo de mutaciones se conoce como mutaciones no silenciosas, las cuales
son muy frecuentes y representan lo que normalmente se nombra en la literatura como
polimorfismo bioquimico, encontradas en poblaciones naturales y pueden jugar un
importante papel en la evolucion. En este estudio se encontraron mutaciones en los
fragmentos del gen beta-2 tubulin y doublesex-dsx en individuos machos y hembras de
las diferentes localidades, lo que sugiere una posible mutacion a nivel poblacional. Para
el fragmento del gen beta 2 tubulin se encontro la transversion encontrada en la posicion
142 en un individuo hembra de Piedecuesta y un individuo macho de Bucaramanga
correspondiente a una mutacion silenciosa conservando el amino4cido argininay en la
posicion 488 y 502 en dos individuos machos de Floridablanca y un individuo hembra
de Piedecuesta de manera similar correspondiente a una mutacion no silenciosa por el
cambio del aminoacido arginina por glicina. La expresion del gen beta-2 tubulin en el
A. aegypti conlleva a la formacion de proteinas globulares que forman parte de la
subunidad beta de los microtabulos, los cuales, participan en el proceso de

espermatogénesis del individuo macho, sin embargo, cualquier cambio en la cadena
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polipeptidica del gen podria generar esterilidad en el individuo (Chen et al., 2021). El
fragmento del gen doublesex-dsx se encontrd la insercion en la posicién 587 en un
individuo hembra de Floridablanca y Liverpool y la delecién en la posicién 594 en un
individuo hembra y un individuo macho de Floridablanca. El gen doublesex cumple
una funcion importante en la determinacion del sexo del A. aegypti, especificamente en
la diferenciacion completa de las hembras (Ranian et al., 2022). Por lo cual, cualquier
cambio en la cadena polipeptidica de este gen, podria generar alteraciones fenotipicas
como la disminucion del tamafio de las alas, acortamiento en la longitud de la
probdscide, interrupcion del desarrollo del sistema olfativo, disminucion de la
fecundidad y fertilidad debido a la reduccion del tamafio en los ovarios y numero de

ovariolas (Mysore et al., 2015).

Cabe resaltar que para el fragmento del gen doublesex se detectd una mutacion
no silenciosa en la posicién 695 debida a una transversién de tipo A — G en el sitio de
corte en el cual actda el sistema CRISPR CAS en un individuo macho del municipio de
Bucaramanga. Dado que esta mutacion fue hallada en un tnico individuo, se desconoce
si es unica o poblacional. La secuencia del individuo fue evaluada en la plataforma
CHOP CHORP con el fin de modelar el porcentaje de efectividad del sistema CRISPR
CAS en la secuencia objetivo con mutacion. Se obtuvo como resultado 0% de
efectividad de la enzima en esta secuencia, indicando que no es viable para utilizar este
sistema. En cualquier caso, sugerimos no utilizar los individuos de esta localidad como
plataforma, debido a que el mecanismo de accion del sistema CRISPR CAS consiste
en realizar un corte de la doble cadena de ADN dirigida por una RNA guia la cual se

disefia a base de la secuencia especifica del gen que se quiere modificar (Arzate-Mejia
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et al., 2018) y al encontrar variabilidad en la secuencia objetivo del gen, podria
disminuir la probabilidad de obtener el corte y como resultado se tendrd una
descendencia de individuos no estériles mediante cruces genéticos entre individuos

silvestres con individuos modificados genéticamente (Herrera-Cabrera et al., 2021).

Los resultados encontrados en este estudio indican que los genes nucleares beta-
2 tubulin y doublesex-dsx evaluados en la universidad california San Diego en la cepa
de laboratorio Liverpool se pueden valorar en cepa silvestres y ser utilizados en futuros
estudios enfocados en la caracterizacion de estos. sin embargo, es necesario seguir
explorando los diferentes individuos silvestres localizados en zona geograficas

diferentes a la del estudio.

Actualmente la mayoria de estudios realizados a nivel mundial enfocados en la
técnica del insecto estéril, han utilizado como plataforma individuos de laboratorio, un
ejemplo es la la linea de A. aegypti OX513A creada por primera vez por los cientificos
de Oxitec en 2002 (Glandorf, 2017) la cual se caracteriza por la insercion de genes de
otros microorganismos en su genoma, entre ellos un gen letal que consiste en una
combinacion de secuencias de ADN de la bacteria E. coli y del virus herpes simple que
provoca que las larvas de mosquito mueran y no se desarrollen, sin embargo, un estudio
realizado por la facultad de ciencias naturales de la Universidad de Oxford en Londres
al evaluar esta linea encontr6 un déficit en la aptitud bioldgica (Bargielowski et al.,
2011). Por otra parte, en california San Diego (Li et al., 2021) utilizaron el sistema
CRISPR CAS para crear individuos estériles a partir de dos lineas de laboratorio
modificadas genéticamente de la especie A. aegypti, lo mismo se realiz6 con lineas del

género Drosophila (Kandul et al., 2019), sin embargo, los resultados obtenidos
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concluyeron que los individuos estériles que provienen de cepas de laboratorio tienen
la capacidad de lograr un reduccién poblacional entre la misma cepa pero, al competir
con individuos silvestres se ven obligados a aumentar el porcentaje de liberacion del
insecto estéril para obtener resultados positivos, esto se debe a que los individuos de
laboratorio presentan una capacidad biologica en términos de éxito reproductivo menor
comparados con individuos silvestres (Li et al., 2021). Los individuos de laboratorio se
mantienen en condiciones favorables para el desarrollo de su ciclo de vida, inhibiendo
la aparicion de rasgos adaptativos a posibles situaciones de supervivencia en el habitat
natural. Algunos autores indican que el estrés ambiental es un factor que mejora la
adaptacion bioldgica en los individuos silvestres (Kang et al., 2020) algo que no esta
presente en el mantenimiento de individuos de laboratorio, a su vez, al no relacionarse
bioldgicamente con diferentes poblaciones de su misma especie (endogamia), hace que
su variabilidad genética sea menor comparada con la de individuos silvestres, lo
anterior se debe a la ausencia de factores poblacionales como la seleccion natural y
flujo génico (Barbadilla, 2012). Estos resultados respaldan lo encontrado en nuestro
estudio, donde en términos de éxito reproductivo, en los parametros evaluados, los
individuos silvestres presentaron mejor aptitud biolégica comparados con la cepa de
laboratorio. Por otra parte, los individuos al ser modificados genéticamente presentan
un costo en los parametros de aptitud bioldgica, afectando su fecundidad, fertilidad,
capacidad de vuelo, tasa de supervivencia, tasa de pupas y adultos (Misbah-Ul-Haq et
al., 2022). Un claro ejemplo es la modificacion del mosquito con la técnica de
transfeccion de la bacteria Wolbachia, la cual, fue empleada en un estudio realizado por
el Instituto Pasteur de Nueva Caledonia donde obtuvieron como resultado efectos

negativos en la aptitud biologica de la cepa wMelPop, en los parametros de fertilidad y
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fecundidad de las hembras transfectadas (Pocquet et al., 2021). Un estudio realizado en
la Universidad de Cornell Estados Unidos evalud y compar6 la aptitud biol6gica de
individuos silvestres de A. aegypti, individuos de cepa endogamica (laboratorio) y cepa
genéticamente modificada, concluyendo que los individuos silvestres tienen mayor
rendimiento en términos de supervivencia, tasa de desarrollo y tamafio que los otros
dos grupos (Koenraadt et al., 2010). Los anteriores resultados son similares a los
encontrados en nuestro estudio, donde se comprobo que los individuos de laboratorio
en términos de aptitud biologica presentan menor supervivencia y longevidad
comparados con los individuos silvestre de los tres municipios. Debido a estos
resultados, varios estudios se han enfocado en utilizar los individuos silvestres como
plataforma para realizar cruces genéticos con individuos modificados genéticamente
con el fin de mejorar la aptitud bioldgica de los individuos descendientes. Un estudio
realizado por el departamento de microbiologia y genética molecular de la Universidad
Estatal de Michigan en Estados Unidos evaluaron la estabilidad a largo plazo de la linea
WAIbB en A. aegypti mediante cruces con individuos silvestres, en este trabajo
demostraron el establecimiento exitoso de una nueva linea WB2 con una eficiencia
estable de transmision materna en un 100%, encontrando gque estos machos tuvieron un
apareamiento competitivo comparados con sus homologos de tipo silvestre (Liang et
al., 2022). Lo anterior concuerda con los resultados obtenidos en este estudio, donde
los individuos silvestres machos de los tres municipios no presentaron diferencias para
la competencia en el apareamiento. EI complejo médico del centro de investigacion
sobre el control de vectores en Puducherry, India examinaron los efectos de las
infecciones por Wolbachia a través de cruces con lineas A. aegypti silvestres en lo

referente a las caracteristicas bioldgicas como fecundidad, tasa de eclosion de huevos,
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viabilidad del huevo, actividad locomotora, alimentacion sanguinea, supervivencia y
capacidad de apareamiento de los machos, los resultados que obtuvieron en las
mediciones de la aptitud biol6gica mostraron que las lineas cruzadas no estan
comprometidas negativamente en los parametros evaluados y pueden ser liberadas en
campo (Sadanandane et al., 2022), los resultados anteriores son similares a los
encontrados en las tres lineas silvestres de este estudio, las cuales, al ser evaluadas en
términos de aptitud bioldgica en los parametros fecundidad, fertilidad y supervivencia
no se vieron comprometidos negativamente y tampoco difieren entre ellos, es por eso,
que estos resultados respaldan la viabilidad del uso de individuos silvestres como
plataforma para la creacion de insectos estériles con el fin de lograr, en términos
adaptativos, un mayor rendimiento en la aptitud bioldgica, que permita mayor
competencia con las cepas silvestres naturales logrando una reduccion poblacional sin
necesidad de aumentar el porcentaje de liberacion de estos individuos. Los resultados
de nuestro estudio concuerdan con lo discutido anteriormente, pues se logro evidenciar
la capacidad iddnea que tienen los individuos silvestres en términos de aptitud bioldgica

para un desarrollo 6ptimo en condiciones de laboratorio.

En este estudio encontramos que, en términos del ciclo de vida, para el estadio
larval se necesitaron en promedio 7 dias para obtener el estadio pupa. Este tiempo esta
dentro del rango que mencionan algunos autores, que el estadio larval dura
aproximadamente de 4 a 10 dias, en condiciones favorables de temperatura entre 25-29
°C (Vargas, 1998). La duracion del ciclo vital de los individuos silvestres descrita en
esta investigacion fue aproximadamente de 60 dias similares al estudio realizado en la

Universidad Nacional de Trujillo, Pert (Quispe et al., 2015). Se necesitaron tres dias


https://paperpile.com/c/w4P6PD/1aAO
https://paperpile.com/c/w4P6PD/R0rso
https://paperpile.com/c/w4P6PD/ABei

EVALUACION DE LA APTITUD BIOLOGICA ASOCIADA A LOS GENES

BETA-2 TUBULIN / DOUBLESEX-DSX 64

del estadio pupa a adulto y la longevidad maxima encontrada en un individuo fue
aproximadamente de 50 dias, nuestros datos son semejantes a los encontrados en el
estudio realizado en La Universidad de la Salle, Bogota (Gracia, 2018). Estos resultados
respaldan la capacidad idonea que tienen los individuos silvestres A. aegypti utilizados

en este estudio en cuanto al progreso de cada estadio del ciclo de vida.

En términos de aptitud bioldgica sélo encontramos diferencias estadisticamente
significativas en la emergencia de adultos en las primeras 24 horas, siendo los
individuos silvestres del municipio de Floridablanca los de mayor promedio comparado
con los del municipio de Piedecuesta, sin embargo, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en los demas parametros. Estos resultados indican que
en términos de éxito reproductivo los individuos A. aegypti de los tres municipios tienen
capacidad similar de lograr un desarrollo 6ptimo de su ciclo de vida y podrian ser
utilizados como plataforma para la creacién del insecto estéril con el vigor de las lineas

silvestres.

Por altimo, se esperaba encontrar diferencias entre los grupos de individuos A.
aegypti silvestres y la cepa Liverpool, no obstante, el analisis filogenético determiné
que los fragmentos de los genes de los individuos evaluados tienen una relacion directa
en términos poblacionales (grupo poblacional) (Morrone, 2013). Por lo cual, podemos
deducir que los hallazgos encontrados en la evaluacion de la aptitud biologica no estan
representados en los marcadores genéticos evaluados. Sin embargo, se sugiere realizar
en proximos estudios un andlisis de variabilidad genética en los individuos silvestres
de los tres municipios utilizando marcadores mitocondriales con baja diversidad

genética y flujo de genes, con el fin de identificar posible red de haplotipos que estén
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relacionados con el hallazgo encontrado en la evaluacion de la aptitud bioldgica

(Aguirre-Obando et al., 2015).

5.3 Conclusion

Los pardmetros de aptitud bioldgica y genética evaluados indican que los
individuos silvestres de A. aegypti de los municipios de Floridablanca y Piedecuesta
sirven como plataforma en la creacion de lineas modificadas genéticamente que seran

utilizadas para crear el insecto estéril.

5.4 Consideraciones éticas

Para el desarrollo de las actividades en el laboratorio se cumplieron con las
especificaciones de la declaracién de Helsinki Resoluciéon 8430 de octubre 4 1993

Titulo 1V de la bioseguridad de las investigaciones (Ministerio de salud, 1993).

Capitulo 1. De la investigacién con microorganismos patdégenos o material

bioldgico que pueda contenerlos.

Para el desarrollo de las actividades en campo se cumplieron con las

especificaciones de la resolucion 0047 del 22 de enero de 2015.

Las salidas para colecta y el registro de individuos se han hecho en el marco del
proyecto de machos estériles, por lo cual, las nuevas salidas del trabajo de maestria:
“Evaluacion de la aptitud biolégica asociada a los genes beta-2 tubulin / doublesex-
dsx de individuos silvestres de Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) de los municipios

de Bucaramanga, Floridablanca y Piedecuesta (Santander) siguieron este modelo.
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Me permito indicar el paso a paso que se realizd para reportar los individuos en una

coleccidn segun el permiso marco de colecta:

- Se remitié comunicacion a la VIE informando sobre la salida a colectar individuos.

- La VIE reportd al ANLA sobre la salida y confirmd al responsable que ya hizo el
respectivo reporte.

- Sediligenci6 la informacion de los especimenes recolectados en la plantilla Darwin
Core.

- Se entregaron los especimenes debidamente etiquetados junto con el archivo
Darwin Core a una coleccion autorizada. (si aplica, es decir si los individuos estan
en condiciones de ser ingresados a una coleccion ya que no se destruyeron en el
proceso)

- Los de la coleccidn revisaron que la informacion de los individuos entregados en
fisico correspondiera a lo registrado en la plantilla Darwin Core, posteriormente

generaron un certificado del recibido de los individuos.

- Se diligenciaron los siguientes documentos:

e Formato Unico nacional relacion del material recolectado con permiso de
recoleccion con fines de investigacion cientifica no comercial.
e Formato para la expedicion del certificado de reporte del sib Colombia -

permiso marco idb0398.
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- Se remitieron todos los documentos a la VIE (Darwin Core, Certificado de deposito
en la coleccion y los formatos del numeral 6), para que ellos realicen el cargue de

la informacion al SiB Colombia y se obtenga el certificado.

Posteriormente se realizd el andlisis de la capacidad reproductiva y desarrollo
embrionario de los mosquitos A. aegypti de los tres municipios Floridablanca,
Bucaramanga y Piedecuesta, comparandolos con la capacidad reproductiva de los
mosquitos A. aegypti de la cepa Liverpool. De acuerdo con los principios establecidos
en las normas de buenas practicas clinicas (BPC), esta investigacion corresponde a un
estudio no clinico y seguira las orientaciones del numeral 7.3.5 de las normas BPC

(Conferencia Internacional De Armonizacion (CIARM, 1996).

La investigacion tiene una clasificacion de riesgo minimo, ya que este trabajo
no involucrd experimento en humanos y los investigadores manipularon la especie A.

aegypti bajo los protocolos de bioseguridad.

A la fecha, el proyecto no tiene un Contrato de Acceso a Recursos Genéticos y
sus productos derivados suscrito. No se hallaron aspectos técnicos que indiquen fines
bio prospectivos por parte del proyecto en mencion; se realiz6 una investigacidn basica
sobre caracterizacion genética, filogenética y evaluacion de aptitud bioldgica lo cual
estaria amparado por el Permiso Marco de Recoleccion IDB0398 - ANLA (Resolucién
0047 de 2015). Por lo anterior y segun la informacion aportada, se considera que las
actividades que se realizaron en el proyecto no configurarian acceso a recursos

genéticos y sus productos derivados en Colombia.
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Normatividad nacional e internacional especifica relacionada con los

aspectos éticos que apliquen al proyecto

Acuerdo 093 del 12 de diciembre de 2010 del Consejo Superior, por el cual se

reglamenta la propiedad intelectual de la Universidad Industrial de Santander.

Resolucidn 008430 de 1993 del Ministerio de Salud de Republica de Colombia, por el
cual se reglamenta el uso de animales para la investigacion biomédica en el titulo V
(Ministerio de salud, 1993). En esta resolucion se establece que se puede realizar
experimentacion en animales solamente después de estudiar su importancia en la salud
humana, lo que aplicaria en este estudio porque los mosquitos A. aegypti participan en
la transmision de arbovirosis a humanos. Asimismo, se utilizara el minimo nimero
requerido de animales para obtener resultados cientificamente validos. Ademas, los
mosquitos se mantendran en condiciones adecuadas en el insectario del Laboratorio de
Entomologia Médica a una temperatura de 25 + 5°C y humedad relativa de 70 £ 5% y
fotoperiodo 12:12 y permaneceran bajo el cuidado del personal altamente capacitado
del laboratorio que son de profesion bidlogos. Y el proceso de alimentar a la colonia
con las ratas lo realizara con anestesia apropiada con el fin de evitar causar mas dolor
0 angustia tal como lo estipulado en la presente resolucion. Este procedimiento sera

llevado a cabo por personal capacitado.
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Ley 84 del 27 de diciembre de 1989 del Congreso de Colombia (Congreso de la
republica colombiana, 1989), por la cual se adopta el Estatuto Nacional de Proteccion
de los Animales, se crean unas contravenciones y se regula lo referente a su
procedimiento y competencia. Se dard cumplimiento a esta ley en lo referente a que se
prevendran y trataran el dolor y sufrimiento de los animales, ademas que promoveran
la salud y el bienestar de los mismos, asegurandoles higiene, sanidad y condiciones
apropiadas de existencia, conforme a lo estipulado en esta ley y no realizara ningun tipo

de crueldad animal para con estos.

Instalaciones: El trabajo de investigacion con animales se desarroll6 Unicamente en el
laboratorio de Entomologia Médica en un area delimitada para las pruebas del proyecto,
se encuentra ubicado en el Parque Tecnoldgico Guatiguara sede de la Universidad
Industrial de Santander en el kilometro 2 via el Refugio del municipio de Piedecuesta,
Departamento Santander, Pais Colombia. Las instalaciones del laboratorio cumplen con
los lineamientos de la organizacion panamericana de la salud en lo referente a
laboratorios en salud publica. El laboratorio esta dividido en cubiculos, en los cuales se
encuentran las jaulas para los individuos A. aegypti, cada cubiculo esta separado por
puertas dobles las cuales permanecen cerradas para evitar fuga de los individuos, se

cuenta con un punto de agua en cada area de trabajo.

Personal capacitado: el profesional participante en este estudio cuenta con la

experiencia mayor a un afio en las actividades de laboratorio y manipulacion de colonias
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de mosquitos criados en laboratorio. Ademas, recibié el acompafiamiento y asesoria del

director y codirectora del proyecto.

Aval del comité de ética: Se conté con el aval del Comité de Etica en Investigacion
Cientifica de la Universidad Industrial de Santander (CEINCI) expedido el 23 junio de

2023.

El macroproyecto titulado: “Produccion de machos estériles de A. aegypti mediante la
Técnica del Insecto Estéril guiada con precision - TIEgp y validacion de su efecto
supresor contra Aedes aegypti silvestre en condiciones de laboratorio” ya cuenta con el
aval del comité ético CEINCI el cual fue expedido el 9 octubre, 2020. Este proyecto
tiene como objetivo general validar en laboratorio la eficacia de la produccién de
machos estériles y su efecto de supresidon poblacional usando lineas nativas de Ae.
aegypti TIEgp contra una poblacion silvestre de A. aegypti. La propuesta de maestria
evaluara la capacidad bioldgica de los individuos silvestres y la caracterizacion de dos
genes objetivos para luego ser utilizados en el macroproyecto en la produccién de

machos estériles de A. aegypti.

Principios éticos

Beneficencia: el uso de A. aegypti para la investigacion permitié estudiar e
implementar una alternativa diferente en los métodos del control del vector que
disminuya la incidencia de las enfermedades transmitidas por este. Es importante
mencionar que los experimentos se realizaron con A. aegypti debido a que es el

principal vector de arbovirosis. También el uso de las ratas albinas tipo Wistar para que
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les proporcionen asi a las hembras A. aegypti los nutrientes necesarios para la
produccion de sus huevos, ya que solo alimentar a las hembras con miel no se lograra
la produccidn de huevos. La sangre de la rata fue necesaria para la produccién de huevos
porque los mosquitos hembra requieren el aminoacido isoleucina que esta presente en
la sangre para tal fin. Ademas, es importante que se tengan esas dos fuentes de alimento
a causa de que, si a los A. aegypti los alimentan con sangre con alto contenido de
isoleucina y no les proporcionan una fuente de carbohidratos, la mayoria o todos los
nutrientes de la sangre se utilizaran para el vitelogénesis, lo que provocaria que incluso
los mosquitos alimentados con frecuencia mueran de hambre debido al agotamiento de

las reservas de mantenimiento (Harrington et al., 2001).

No maleficencia: Referente a la Ley 84 de 1989 en especial el articulo 5, los
animales que se utilizaron para este estudio se mantuvieron en condiciones optimas
para su desarrollo, por lo cual dentro de las variables que se controlaron para tal fin
fueron: la temperatura para minimizar asi el riesgo de estrés térmico. En general los
insectos solo pueden funcionar dentro de un rango de temperaturas; mas alla de los
puntos minimos y maximos su actividad es imposible y aumenta el riesgo de muerte

(Reinhold et al., 2018).

Por otra parte, tal como lo establecido en la Ley mencionada anteriormente en
el articulo 6, no se recargo de trabajo a los animales y no se le caus6 una muerte
innecesaria o dafio grave al animal actuando de manera vil. También, no se les hizo
dafio a las ratas con bisturi, aguja o cualquier otro medio con el que se les pueda
perjudicar y ni se les aplico ningln tipo de medicamento que no sea el necesario, solo

aquel que sea necesario para anestesiarse, y en la cantidad estipulada, con el fin de
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alimentar a la colonia sin causarles ningun tipo de dolor o trauma. Los medicamentos
que utilizaron el personal competente para este fin son: Ketamina con una dosis de 80-
120 mg/kg ket. IP, en donde 100 mL de la solucién contiene: Ketamina base (como
clorhidrato 5 g) y excipientes c.s. El otro farmaco es Xilacina en una dosis de 5-
16mg/kg xil. IP, este es un sedante, analgésico y relajante muscular a la solucion
inyectable al 2%. Como esta estipulado en la resolucion 008430 de 1993 del Ministerio
de Salud en el titulo V en especial el articulo 87 de la Republica de Colombia los
investigadores y demas personal nunca dejaran de tratar a los animales como seres
sensibles considerando como norma el cuidado y uso apropiado de estos para evitar o

minimizar el disconfort, la angustia y el dolor.
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Asimismo, para cuidar de los animales y al personal competente del laboratorio que los
manipula, se utilizan los elementos de proteccién personal como: bata, guantes y tapabocas si
es necesario. Por otra parte, siguiendo la normativa de la Ley mencionada anteriormente las
personas encargadas del cuidado de la colonia de A. aegypti y las ratas Albinas tipo Wistar
conforman un personal altamente calificado, estos son: bidlogos y enfermeros. También para
promover la salud y el bienestar de la colonia y las ratas, asegurandose higiene, sanidad y
condiciones apropiadas de existencia, las personas encargadas realizaron el mantenimiento de
los animales los lunes, miércoles y viernes. De manera resumida, para realizar el
mantenimiento de la colonia, se limpid el recipiente de vidrio en el cual se deposit6 la miel con
el agua declorada cada 2 dias, el cambio del papel que se coloco dentro de las jaulas se realizd
una vez por semana y se alimentaron el estadio larvario con comida para peces los dias
especificos, a su vez, cada dos dias se realizé cambio de agua en los recipientes que contienen
las larvas. A las ratas se les cambid la viruta, donde realizaron sus necesidades, se lavaron y
secaron el recipiente en el que estuvieron para mantener un ambiente higiénico y se les agregd

nueva comida y agua para cubrir sus necesidades.Elementos de proteccion personal

En el laboratorio, como en salidas de campo, se utilizaron todos los elementos
de proteccion personal: guantes de latex, tapabocas, batas antifluido, mascaras de
seguridad y campanas de extraccién de gases segun corresponda. También, como
politica de todos los laboratorios ubicados en la sede Guatiguara, se hizo un
seguimiento estricto para mantener y cumplir las normas de bioseguridad en el lugar de
trabajo, esto con el fin de mitigar el riesgo de lesién por los agentes quimicos y
bioldgicos (A. aegypti) utilizados en los procedimientos de laboratorio. Las salidas de

campo se realizaron en las localidades de los tres municipios, localidades que fueron
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elegidas al azar, las cuales estan localizadas en zona urbana segura. Se cont6 con un
medio de transporte éptimo para el traslado del personal y material que se utilizd para
la recolecta de huevos de los individuos A. aegypti. El personal tenia afiliacion activa

con ARL.

Procedimientos para el cuidado, sacrificio, manejo de individuos A. aegypti

y ratas albinas tipo Wistar

En lo referente al cuidado de los individuos A. aegypti para mitigar los factores
de riesgo, se siguieron los protocolos previamente establecidos en el laboratorio de
entomologia médica del CINTROP en formacion de personal, manipulacion de
mosquitos, uso de areas con subdivisiones y la instalacion de puertas de seguridad que
evitaran el posible escape de mosquitos. Adicionalmente, antes de descartar los
mosquitos, los huevos, larvas, pupas y adultos se congelaron a -200C durante minimo
24 horas, antes de descartarlos en los residuos de material biologico. Este
procedimiento se ha mostrado efectivo y es usado en el insectario de la Universidad de
California, San Diego, donde manejan en simultdneo méas de 100 lineas de mosquitos

modificados genéticamente.

Se contd con una licencia por parte de la autoridad nacional de licencias
ambientales ANLA para la recoleccion de especimenes de especies silvestres de la

diversidad bioldgica con fines de investigacion cientifica no comercial, la cual se
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encuentra especificada en la resolucién 004 del 22 de enero del 2015. Los individuos
recolectados de A. aegypti fueron puestos en jaulas separadas e independientes de los
individuos Ae. aegypti de laboratorio. Para el cuidado de la colonia A. aegypti (silvestre
y Liverpool) estos fueron almacenados en jaulas de seguridad en un insectario y
mantenidos a condiciones controladas de temperatura de 25 + 5 °C, humedad relativa
de 70 £ 5 %, y fotoperiodo 12:12. Esto con el fin de mantener unas condiciones 6ptimas
para el desarrollo de todas las etapas del ciclo de vida del zancudo A. aegypti. Tanto
como machos y hembras se alimentaron constantemente con una solucién de miel
(carbohidratos) al 10% (v/v) y cumpliendo con la Ley mencionada anteriormente se
cambid la solucién de miel los lunes, miércoles y viernes para mantener las condiciones
de higiene y de proporcionar alimento en cantidad y calidad suficientes, y se reemplazo
por una solucion nueva. Asimismo, los frascos en los que se deposito la miel se lavaron
antes de adicionarla, el papel que se encontraba en las jaulas de seguridad se cambid
los lunes y se desecharon en la caneca de color roja de riesgo bioldgico, adicionalmente
el papel que cubre el tarro de la miel se empaco en una bolsa de plastico y se desecho
en la caneca roja de riesgo biologico. Las larvas eclosionadas se almacenaron en
recipientes de plasticos y se alimentaron con alimento para peces esos mismos dias, y
se separaron las pupas de las larvas y se colocaron en recipientes plasticos y se

introdujeron directamente en la jaula de seguridad.

Para la obtencidén de huevos las hembras se les proporciond habitualmente
alimentacion sanguinea con ratas albinas tipo Wistar (Wl IOPS AF/Han strain)
suministradas por el bioterio de la Universidad Industrial de Santander, siguiendo las

disposiciones de la Ley y Resolucion mencionadas anteriormente. La frecuencia de la
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alimentacion de las hembras en las jaulas se realiz6 segun el material que se necesitaba
para los experimentos con el fin de no disminuir la poblacién de la colonia. Esta
actividad se llevd a cabo todos los viernes en las horas de 8:00 a 10:00 en donde para
no provocar ningun tipo de dolor y sufrimiento a las ratas se anestesiaron con los
medicamentos: Ketamina en una dosis de 80-120 mg/kg ket. Intraperitoneal, en donde
100 mL de la solucion contiene: Ketamina base (como clorhidrato 5 g) y excipientes
c.sy Xilacina en una dosis de 5-16mg/kg xil de forma intraperitoneal este es un sedante,
analgesico y relajante muscular es una solucion inyectable al 2%, se utilizé una jeringa
de 1 mL para el procedimiento, después de la administracion de los medicamentos se
dejo un tiempo prudente hasta observar ausencias de reflejos de la rata, posteriormente
se cubrio con una servilleta la cola, los genitales, manos, pies y cara para que solamente
la hembra del A. aegypti picara en el abdomen area la cual se depilo, esto se llevo a
cabo con el fin de causarle menos sufrimiento y malestar al animal. Posteriormente se
colocé en la jaula de seguridad en un recipiente a la rata y se dejo en la jaula por un
tiempo aproximado de 15 minutos, luego de finalizar se limpio6 con alcohol en esa zona
para evitar el efecto de prurito y se dejé en el lugar habitual. Después de la alimentacion
se colocaron los papeles de oviposicion en un recipiente que contiene agua declorada y
se retiraron el lunes, se dej6 secar el papel alrededor de 7 a 15 dias. Luego se colocé a
eclosionar los huevos con agua declorada y comida para peces en vaso plastico grande
durante un dia, al siguiente dia se sacaron las larvas y se pasaron a una bandeja con
agua declorada y comida para peces y se cuidaron como lo descrito anteriormente para
las larvas. Los papeles en los cuales se encontraban los huevos se guardaron en una

bolsa plastica y se deseché en la caneca de residuos bioldgicos. En general todos los
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residuos que surgieron del cuidado de la colonia se desecharon en la caneca roja de
residuos biolégicos.

Referente al nUmero requerido de zancudos para todo el proyecto por cada
parametro de evaluacion en la aptitud biologica se utilizaron 100 larvas de A. aegypti
por cada réplica que se realiz6 dado que es el minimo ndmero de réplicas que se

necesitaron para poder realizar los analisis estadisticos.

El cuidado de las ratas al igual que el de la colonia lo realiz6 el personal
capacitado del grupo de investigacion, este se llevo a cabo los mismos dias que el de la
colonia, consistio en: cambiar la viruta y desecharla en la caneca de residuos bioldgico,
ya que contendra las heces de las ratas y su orina, adicionalmente se lavaron los
recipiente en el cual se encontraban para mantener un habitat limpio e higiénico,
posterior a estos se secaron y se adiciono la nueva viruta, a este primero lo tamizaron
para quitar los polvos finos que le podrian causar alergia a las ratas, posteriormente se
agrego comida para perros y se cambio el agua de la botella de la cual beben las ratas
con agua declorada nueva. En total para alimentar la colonia se conté en el Laboratorio
de Entomologia Médica 2 ratas albinas tipo Wistar, se utiliz6 esa raza en el laboratorio
debido a que la Universidad Industrial de Santander cuenta con un Bioterio en la
Facultad de Salud en donde se tiene un cuidado adecuado con los animales y seguridad
en la trazabilidad de los animales y en su origen. El nimero de ratas se justificd, porque
al tener una sola rata para toda la colonia causaria méas sufrimiento y malestar en la rata
siendo alimentada todas las semanas en todas las jaulas y la estresarian mas, es por eso

por lo que se utilizaron dos ratas teniendo en cuenta el principio de no maleficencia.
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Con respecto al sacrificio de los zancudos que se utilizaron para el proyecto,
una vez que se finaliz6 la prueba estos sé colocaron en un refrigerador en un dispositivo
especial por un periodo de 20 minutos para asi sacrificar a los individuos utilizados en

los experimentos.

Referente con el sacrificio de las ratas estos después de cumplir un periodo de
tiempo de 4 a 6 meses en el laboratorio se entregaron otra vez al bioterio de la UIS
quienes los sacrifican segun los estandares estipulados, por lo cual en la presente

investigacion a las ratas no les aplicé el proceso de eutanasia.

Procedimientos especificos para el manejo de sustancias

Siguiendo las buenas préacticas en el laboratorio para garantizar la seguridad del
investigador se utilizaron los elementos de proteccion personal (PPE) como bata de
mangas largas, siempre bien abrochada con el fin de proteger la piel, ademas guantes
de latex, gafas de seguridad y zapatos cerrado y si fuera necesario tapabocas. También

se evito el uso de accesorios como aretes, pulseras y collares y se recogera el cabello.

En los ensayos de la investigacidn a desarrollar se contempla la generacién de
residuos peligrosos tanto quimicos como bioldgicos de acuerdo con la ley 1252 del 27
de noviembre de 2008 del Congreso de la Republica. Ambos tipos de residuos fueron
debidamente marcados siguiendo los lineamientos manejados por el Programa de

Gestion Integral de Residuos (PGIR) de la UIS, ente encargado de la gestidn de residuos
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ordinarios y especiales para su inactivacion (incineracion, neutralizacion, entre otros) y

disposicién final.

Normatividad interna disponible en Sistema de Gestion Integral de la

Universidad Industrial de Santander aplicable al proyecto

El presente proyecto de investigacion se encuentra enmarcado en el protocolo
de bioseguridad de laboratorios de la Universidad Industrial de Santander disponible en

el Sistema de Gestion Integral.

En los laboratorios donde se encuentra el insectario y el lugar de
experimentacion del Centro de Investigacion en Enfermedades Tropicales (CINTROP)
en especial el Laboratorio de Entomologia Medica, los residuos infecciones, riesgo
Biologico, ademas de residuos Quimicos que se generaron en el laboratorio 110 de

biologia molecular, fueron discriminados de la siguiente manera:

Biosanitarios:

Son todos aquellos elementos o instrumentos utilizados durante la ejecucion de
los procedimientos asistenciales que tienen contacto con materia organica, sangre o
fluidos corporales del paciente humano o animal tales como: algodones, guantes,
material de laboratorio como tubos capilares y de ensayo, medios de cultivo, ldminas

porta objetos y cubre objetos, laminillas, sistemas cerrados y sellados de drenajes.
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Cortopunzantes:

Son aquellos que por sus caracteristicas punzantes o cortantes pueden dar origen
a un accidente percutaneo infeccioso. Dentro de éstos se encuentran: cuchillas, agujas,
pipetas, laminas de bisturi o vidrio, y cualquier otro elemento que por sus caracteristicas

cortopunzantes pueda lesionar y ocasionar un riesgo infeccioso.

Reactivos:

Son aquellos que por si solos y en condiciones normales, al mezclarse o al entrar
en contacto con otros elementos, compuestos, sustancias o residuos, generan gases,
vapores, humos toxicos, explosion o reaccionan térmicamente colocando en riesgo la

salud humana o el medio ambiente.

El manejo adecuado del material biosanitario siguié todos los procedimientos
de la normativa ambiental, sanitaria y ocupacional de residuos potencialmente
peligrosos. Los desechos cortopunzantes y reactivos fueron separados y descartados en
recipientes rotulados de acuerdo con la normativa del manual de gestidn integral de

residuos de la Universidad Industrial de Santander.

Durante la ejecucion de las diferentes pruebas, los investigadores utilizaron los
elementos de proteccion personal como guantes de latex, tapabocas, bata antifluido,
mascaras de seguridad, gafas y campanas de extraccion de gases. También, como

politica de todos los laboratorios de la Universidad Industrial de Santander (UIS), se
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realiz6 un seguimiento estricto para el cumplimiento de las normas de bioseguridad en

el lugar de trabajo.

De acuerdo con el PLAN DE GESTION INTEGRAL DE RESIDUOS
SOLIDOS - PGIRS de la UIS, el manejo de los residuos que se produciran a lo
largo del proyecto seguira tres fases: Segregacion, Tratamiento y Disposicion

Final.

Fase de Segregacion:

La fase de segregacion contempla la plena identificacion del tipo de residuo
generado, asi como el tipo de contenedor, recipiente o envase para el almacenamiento
de residuos peligrosos dependiendo del tipo de residuo. Para los residuos biosanitarios
que se generaron en el manejo de los mosquitos fueron: papeles de huevos
eclosionados, papeles de las jaulas asi como también los que se emplearon para tapar
los tarros en los cuales se deposito la miel para que suba la solucién por capilaridad al
papel, y por ultimo los zancudos que se sacrificaron y se utilizaron en el proyecto, se
emplearon bolsas de polietileno de alta densidad de color rojo, de acuerdo al cddigo de
colores segun lo establecido en la ruta bioldgica, rotulandolas con el simbolo de riesgo
bioldgico, para material cortopunzantes se utilizaron recipientes herméticos con tapa de
color rojo, estas bolsas y recipientes se llenaron hasta % partes de su capacidad,
cerrandose adecuadamente antes de ser transportados al sitio de almacenamiento

temporal y no se abrieron ni vaciaron. Las bolsas para recoleccion de residuos se
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ubicaron dentro de una caneca plastica de color rojo sin aristas y con tapa fija. Los
residuos cortopunzantes antes de su disposicion final fueron inactivados afiadiendo una
solucion de hipoclorito de sodio al 0,5%, por 30 minutos y luego se descart6 el liquido
resultante por el desaglie con abundante agua. Las agujas, que se utilizaron para
anestesiar las ratas, se introdujeron en un recipiente sin refundar; las fundas de
proteccion se arrojaron en los recipientes de residuos ordinarios. Después del proceso
de desinfeccion, se sellé el recipiente y se introdujo en una bolsa roja rotulada como
material cortopunzante y por ultimo para los residuos de medio de cultivo, se empled

Bidon plastico con proceso de solidificacion.

Con los residuos quimicos se utilizaron contenedores de polietileno de alta
densidad, el cual es resistente a la mayoria de las sustancias quimicas. Dentro de los
reactivos que se utilizaron en este proyecto, se encuentran los disolventes no
halogenados como alcohol al 90%, desechos del kit de extraccion de ADN vy kit de
purificacion PCR. EIl volumen del recipiente depende de la cantidad de residuo que se
gener0. Se utilizaron volimenes pequefios no mayores a 4 litros, para facilitar el
transporte de estos. El envase estaba en perfectas condiciones, es decir no tenia roturas
o deformaciones. Los residuos liquidos se depositaron en recipientes de boca angosta y
los solidos en recipientes de boca ancha. Se dejé aproximadamente el 10-20% del
contenedor o envase sin llenar, especialmente en las sustancias que tenian una presion
de vapor alta. Solo residuos quimicamente compatibles fueron acumulados en cada

recipiente correctamente etiquetado.

Todos los envases o contenedores donde se almacenan residuos peligrosos se

etiguetan de manera que permita identificarlos y reconocer la naturaleza del peligro que



EVALUACION DE LA APTITUD BIOLOGICA ASOCIADA A LOS GENES

BETA-2 TUBULIN / DOUBLESEX-DSX 83

representan y de esta manera alertar a las personas involucradas en su manipulacion.
Por ello, en las Figuras 6 y 7 se ilustran las etiquetas que se emplearon para la
identificacion de residuos, teniendo en cuenta la clasificacion de los residuos peligrosos

establecida en el decreto 2676 de 2000.

Figura 6. Etiqueta Residuos Infecciosos, Riesgo Bioldgico y biosanitarios

L m RESIDUO DE RIESGO BIOLOGICO

Manejarse con precaucion

GENERADOR:
RESPONSABLE:
FECHA DE INICO DE RECOLECCION:

Py

BIOSANITARIO CORTOPUNZANTE 8 ANATOMOPATOLOGICO ANIMALES

DOCENCIA- INVESTIGACION . EXTENSION .

Figura 7. Etiqueta Residuos Quimicos

PLAN DE GESTION INTEGRAL DE RESIDUOS PGIR-UIS
e ’
. RESIDUOS DE RIESGO Quimico =

MANEJAR :ON PRECAUCION
G EMERADMER:

ST OMSARLI';

A [E2 W SE!
FECHA DE INICH) DE RECOLECCION _ ) PELIGROSIDAD

FECHA DE ENTREGA DEL RESIDUD

=N

COMPOSICION DEL RESIDUO

COMTENED OR
ALY

NOMBRES DE LAS SUSTANCIAS COMPLETAR AL wo%)]

GEHERADO EH ACTIVIIANES [ . ;
DBOCTHCIA INVESTIGACION [ | EXTENSION
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Fase de Tratamiento:

El tratamiento hace referencia a los procesos aplicables a los residuos con el fin
de reducir o anular las caracteristicas que le confieren peligrosidad para la salud humana
y el ambiente, asi como también para facilitar el transporte, almacenamiento,
disposicion final y aprovechamiento de las sustancias generadas. En el caso de los
residuos que se generaron a lo largo del desarrollo del proyecto, no se les realiz6 ningun
tipo de proceso o procedimiento de tratamiento debido a que no es necesario para su

disposicion final.

Disposicion final:

La disposicion final es el proceso de aislar y confinar los residuos o desechos
peligrosos, en especial los no aprovechables, en lugares especialmente seleccionados,
disefiados y debidamente autorizados para evitar, la contaminacion y los dafios o riesgos
a la salud humanay al medio ambiente. Dicha disposicion se realizé mediante un gestor

externo, autorizado por la autoridad ambiental de la UIS.

Sobre el riesgo para los seres vivos y medio ambiente

En el proyecto de maestria “Evaluacién de la aptitud biologica asociada a los
genes beta-2 tubulin / doublesex-dsx de individuos silvestres de Aedes aegypti
(Diptera: Culicidae) de los municipios de Bucaramanga, Floridablanca y
Piedecuesta (Santander)” no se realizo edicion genética ni cruces con individuos
modificados genéticamente. El proyecto tuvo como finalidad encontrar la poblacion de
A. aegypti con mejor aptitud biol6gica, para ser utilizada en un futuro como plataforma

para la creacion de mosquitos estériles.
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La herramienta de edicion genética CRISPR CAS presenta mdltiples
aplicaciones sobre animales y plantas. Tenemos varios ejemplos de la actualidad, se ha
utilizado para generar cerdos inmunes a la enfermedad del Sindrome Respiratorio y
Reproductivo Porcino, que ocasiona pérdidas millonarias en todo el mundo, asi como
para la produccion de ganado lechero sin cuernos, que evitaria la necesidad de cortarlos
a las vacas y evitar el dolor. En cuanto a las plantas, este sistema puede mejorar sus
caracteristicas para consumo o uso humano. Actualmente, se ha utilizado en la soja con
tolerancia a la sequia y la sal. También se han editado genéticamente multiples plantas
para hacerlas resistentes a enfermedades e incluso, ha conseguido modificar arroz para
hacerlo resistente a la contaminacion radioactiva, lo que supone una gran oportunidad
para poder cultivarlo en las grandes extensiones de terreno agricola que han sido
contaminadas con radiacion. CRISPR puede utilizarse para gene drive, de manera que
un gen editado se extiende rapidamente a través de una poblacion de individuos. Se
debe realizar en una etapa temprana del ciclo de desarrollo del individuo, esta técnica
puede ser utilizada para disminuir los mosquitos portadores de enfermedades como el
virus de la fiebre amarilla, dengue o el Zika, o extender la resistencia al parasito de la
malaria en la poblacion del mosquito portador, controlar plantas invasoras o erradicar
su resistencia a herbicidas. Actualmente se ha conseguido erradicar una poblacién

entera del mosquito transmisor de la malaria (Anopheles gambiae).

Todas estas aplicaciones pueden resultar de gran utilidad. Sin embargo, también
suscitan objetivas cuestiones bioéticas que naturalmente deben ser consideradas. En

primer lugar, es necesario indicar la diferencia entre los organismos transgénicos y los
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editados con CRISPR u otras técnicas de edicion genética, ya que importantes expertos
en este campo estan aludiendo a esta diferencia para defender el establecimiento de una
regulacion especifica para el segundo caso. Los animales y cultivos modificados por
ADN recombinante o transgénicos. Estos difieren de los modificados por edicién
genética en que los primeros contienen genes foraneos introducidos aleatoriamente en
el genoma que producen proteinas nuevas en el organismo, otorgandole un rasgo
diferencial que antes no tenia. En cambio, el sistema CRISPR CAS genera pequefias
alteraciones en genes ya existentes que le otorgan al organismo un rasgo diferencial al
modificar los niveles de una proteina que ya estaba en el organismo. Por ello, los
organismos modificados por este sistema se asemejan mas a los organismos

modificados por métodos tradicionales, aceptados actualmente.

Este sistema de edicion genética también se utiliza para introducir una mutacion
recesiva que provoca esterilidad masculina en unos pocos individuos, consiguiendo
eliminar por completo la poblacion en unas 10 generaciones. A pesar de lo prometedor
de estos resultados, todavia son necesarios numerosos estudios para garantizar la
eficacia y seguridad de la técnica en el ambiente natural. EI paso inmediatamente
posterior va a ser repetir el experimento bajo condiciones de laboratorio que emulan el
ambiente natural de estos mosquitos, tal y como ha recomendado la US National

Academy of Sciences.

Los resultados de este proyecto no generaron ningun riesgo para el ambiente ni
para los seres vivos, ya que estos se cuidaron de manera adecuada, respetados y se

mantuvieron en condiciones apropiadas en el laboratorio, el riesgo de escape de los
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organismos en el laboratorio es minimo gracias a las instalaciones del mismo y su
ubicacion siempre se encuentra en la zona de estudio, ademas se realizaron acciones
para mitigar cualquier tipo de dafio o lesion y le suministraron bebida, alimento en
cantidad y calidad suficiente al igual que las medicinas necesarias para las ratas tal y

como lo estipulado en la Ley 84 de 1989.

5.4 Presupuesto

Este proyecto fue financiado con recursos del proyecto: “Produccion de machos
estériles de Aedes aegypti mediante la Técnica del Insecto Estéril guiada con precision
- TIEgp y validacion de su efecto supresor contra A. aegypti silvestre en condiciones de

laboratorio”, aprobado por la VIE.

Item Valor Valor
unitario total
Mantenimiento $ $
de Equipos 500.000,00 2.000.000,00
$ $
Bibliografia 1.000.000,00 1.000.000,00
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Servicios $ $
técnicos 1.000.000,00 1.000.000,00
$
Materiales e 28.000.000,0 $
insumos 0 28.000.000,00
Viajes, $ $
congresos 7.000.000,00 7.000.000,00
Salidas de $ $
Campo (4) 300.000,00 1.200.000,00
Apoyo
$ $
econdmico estudiante
2.000.000,00 48.000.000,00
de maestria
$88.200.
Total, de presupuesto 000,00
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5.5 Cronograma de actividades
Actividad (2023) mayo | julio |agosto |septiembre octubre [ Noviembre
Junio
Revisién X X X X X
bibliogréafica
Revision CEINCI | x
Cotizacion y X
compra de
materiales
Colecta y X X
mantenimiento de
mosquitos
silvestres
Extraccion del X
ADN
Secuenciacion — X X

Alineacioén
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Aptitud bioldgica X X X

(fitness) de

poblaciones

silvestres

Procesamiento de X X

datos y analisis

estadistico
Socializacion  de X
resultados
Entrega del X

trabajo final vy

sustentacion

Director

Jonny Edward Duque Luna PhD.

Profesor Ciencias Basicas

Centro de Enfermedades Tropicales-CINTROP-UIS

Universidad Industrial de Santander
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Codirectora

Laura Alexandra Rengifo Correa. PhD

Programa de apoyo a estancias Posdoctorales
Centro de Enfermedades Tropicales-CINTROP-UIS

Universidad Industrial de Santander
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