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RESUMEN

Las enfermedades humanas provocadas por virus que son transmitidos por vectores
como Aedes aegypti son de particular interés para la salud publica, especialmente en
zonas geografias donde la incidencia del vector es elevada o la accion de pesticidas
guimicos para su control se ha visto reducida. Por ello, instituciones de investigacion se
han enfocado en el desarrollo de diversas opciones para atender el problema de
vectores que propagan enfermedades, siendo el empleo de toxinas Cry producidas por
Bacillus thuringiensis subsp. israelensis una de estas opciones factibles. Dentro del
modelo de accidn que se ha propuesto para las toxinas Cry se encuentran moléculas de
origen proteico conocidas como receptores, los cuales han demostrado ser importantes
para determinar la especificidad de la toxina.

En el presente trabajo se plante6 como objetivo central demostrar la funcion de un
receptor llamado caderina, que se encuentra distribuido en el intestino medio y posterior
de A. aegypti. Utilizando el sistema CRISPR-Cas9 se generd una delecion de 10
nucledtidos en el exdén 3 del gen de caderina en un contexto gendmico heterocigoto. No
obstante, después de realizar cruzas durante 10 generaciones no fue posible generar la
poblaciébn homocigota deseada para evaluar la funciéon del receptor mencionado.
Nuestro andlisis nos permitié concluir que solo los machos heredan la mutacion, por lo
gue esta caracteristica podria estar ligada al sexo. Para resolver esta problematica se
planted realizar una nueva edicion genética basada en el sistema CRISPR-Cas9, donde
se disefiaron dos gRNA para realizar una microinyeccion de embriones de A. aegypti y

generar la poblacién homocigota mutante en el gen de caderina.



1. INTRODUCCION
Aedes aegypti es un vector muy importante de enfermedades virales por su
establecimiento en diversas zonas geogréficas alrededor de poblaciones humanas
debido a las necesidades hemato6fagas de la hembra y la alta disponibilidad de recursos
para su supervivencia en los asentamientos humanos. La eficiencia con la que se
controla a A. aegypti con insecticidas quimicos ha disminuido por la aparicion de
poblaciones resistentes a estos, por o que urgen nuevas formas de control. El control
biolégico de este organismo se ha llevado a cabo utilizando formulaciones que
contienen la cepa de Bacillus thuringiensis subsp. israelensis (Bti), la cual produce
proteinas insecticidas que son conocidas como toxinas Cry y Cyt, y que se encuentran
como agregados paraesporales en forma de cristales. Estas toxinas, al ser ingeridas,
actian formando poros y lisando las células del epitelio intestinal de los estadios
larvarios de algunas especies de dipteros. A pesar de que el uso de Bti como larvicida
se ha empleado por décadas para el control de dipteros, el mecanismo de accion de las
toxinas Cry sigue analizadndose. Uno de los enfoques de estudio es la identificacion de
los receptores que confieren la especificidad, en este sentido, proteinas de tipo caderina
son componentes de la membrana de las células del epitelio intestinal que funcionan
como receptores para ciertas toxinas Cry en insectos lepiddpteros, coledpteros vy
dipteros. La caderina tiene una funcién muy importante, que es el desencadenamiento
de la oligomerizacién de las toxinas Cry, formando oligdbmeros que se insertan en la
membrana para generar un poro litico que provocara un desbalance osmdético en el
insecto, ocasionando su muerte. En el diptero A. aegypti se ha propuesto que la
caderina es un receptor para la toxina CryllAa y promueve su oligomerizacion,

mientras que la toxina Cry4Ba es capaz de oligomerizar espontdneamente. Las toxinas
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CryllAa y Cry4Ba son las proteinas mas abundantes y letales en los cristales de Bti, y
es necesario conocer la relacion que existe entre el receptor caderina presente en el
intestino de A. aegypti y la toxicidad de Cryl1Aa y Cry4Ba para un mejor entendimiento
en el modelo de accion de ambas toxinas, en especial cuando han aparecido formas

resistentes de plagas agricolas de insectos lepidépteros con ausencia de caderina.

2. MARCO TEORICO

2.1. Aedes aegypti

2.1.1. Ciclo de vida

El ciclo de vida de los estados inmaduros de los mosquitos A. aegypti ocurre en el agua:
larva y pupa (Lower, 2017). La etapa adulta es aérea y es dedicada a la alimentacion,
reproduccion y dispersion (CENAPRESE, 2014).

La reproduccion usualmente comienza cuando la hembra busca alimentarse, donde el
ruido que genera al volar atrae al macho. Luego del apareamiento, un Unico esperma es
capaz de fecundar todos los huevecillos que produce la hembra durante su vida, sin
aceptar volver a ser inseminada (CENAPRESE, 2014). Mas tarde, después de la
alimentacion hematéfaga de la hembra, ésta busca zonas para depositar sus huevos en
las paredes internas de recipientes que contengan agua. Depositados los huevos
empezaran a incubarse, tomando algunos dias. Posteriormente, estos eclosionan
cuando quedan cubiertos por agua; emergiendo formas larvales que se alimentaran de
materia organica acumulada en el fondo y de las paredes del sitio en el que se
encuentren (lbarra, 2018). Mas tarde, las larvas se transformaradn en crisalidas en

apenas 5 dias o menos transcurridos de su emergencia del huevo. Por dltimo, las



crisalidas/pupas se transformaran en adultos pasando de 2 a 3 dias aproximadamente
(CDC, s.f.).

El periodo de vida del adulto es influenciado por cuestiones climaticas, en especial la
humedad y la temperatura, ya que éstas determinan las actividades de su alimentacion,
reproduccion y reposo. Los rangos de temperatura a los cuales sobreviven deben ser
mayores a 4°C y menores a los 40 °C, sobrepasando estos parametros generalmente
no sobreviven, aunque las hembras son mas resistentes a los cambios de temperatura
y humedad que los machos. Suelen reposar en las habitaciones o en lugares alrededor
de la vivienda del ser humano, posandose sobre lugares oscuros, en cercanias del
suelo. Los factores que son favorables para un incremento de la poblacion de A. aegypti
son las lluvias, pero también el mal manejo del agua por parte del hombre. La
esperanza de vida para A. aegypti es de entre 15 a 30 dias en condiciones naturales,

con un tiempo de vida mayor en las hembras (CENAPRESE, 2014).
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Figura 1. Ciclo biolégico de Aedes aegypti. Tomado de CDC (s.f.).
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2.1.2. Habitos

A. aegypti se desplaza en el ambiente de acuerdo a las necesidades de su
supervivencia, como son: presencia de sitios de cria, accesibilidad de alimento y a los
lugares de reposo. El viento y los vehiculos terrestres influye en sus movimientos y
pueden desplazarlos mas lejos de lo que el mosquito se mueve usualmente
(CENAPRESE, 2014).

Generalmente, la actividad de picadura de la hembra es durante dos periodos de baja
intensidad de luz solar, iniciando al amanecer (6:00-8:00 AM) o antes del anochecer
(17:00-19:00 PM). Sin embargo, se ha observado una mayor actividad hematofaga
durante el alba. Aunque, por otra parte, su actividad estd condicionada con la
posibilidad de obtener sangre del humano, por lo que esta se puede modificar y la

hembra llega a alimentarse en cualquier momento del dia (CENAPRESE, 2014).

2.1.3. Vector de arbovirus

La palabra arbovirus naci6 oficialmente en 1963 y fue usada para describir a los virus
sin una estrecha relacién filogenética que se encuentran en la naturaleza y que son
transmitidos por artropodos hematéfagos a vertebrados susceptibles, como los
humanos. Los primeros arbovirus reconocidos fueron los causantes de la fiebre amarilla
y la fiebre pappataci, los cuales eran transmitidos al hombre a través de los géneros
Aedes y Phlebotomus. Un vector de un arbovirus esta definido como aquel artropodo
gue transmite el virus de un hospedero vertebrado a otro a través de una picadura. Para
1967, de los 181 arbovirus que fueron analizados, 131 habian sido descubiertos en
mosquitos, dentro de los cuales A. aegypti era uno de los vectores que presentaba la

mayor cantidad, con 8 de estos (WHO, 1967).
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La eficiencia de A. aegypti como vector puede deberse a su abundancia y a que tiene
un buen alcance sobre su presa, ademas de que tiene un area abundante para su
dispersién con factores ideales, como la temperatura, humedad y disposicion de zonas
donde pueda llevar a cabo su ciclo de vida, lo que favorece a su longevidad (WHO,
1967).

Las infecciones por arbovirus transmitidos por vectores ha aumentado a nivel mundial,
siendo el dengue la principal infeccibn ocasionada por estos virus en el mundo. La
chikungunya, por su parte, también ha aumentado su cobertura al pasar de Africa y
Asia, hacia areas como Europa, el Caribe y América del Sur (Kraemer et al., 2015). El
Zika tomo importancia mas recientemente, cuando la OMS lo declar6 una emergencia
de salud publica de interés internacional en 2016 (Hasan et al., 2019), aunque ya entre
el primero de enero del 2007 y el 17 de febrero del 2016 se habian reportado un total de
48 paises con reportes de la enfermedad (WHO, 2016).

Aproximadamente la mitad de la humanidad se encuentra en riesgo de infeccion por
dengue y en todo el mundo se estiman 390 millones de casos por afio (Bhatt et al.,
2013). Para 2085 se prevé que el cambio climatico contribuya a que aumenten estos

nameros (Eiman et al., 2010).

2.1.4. Distribucion

Como se menciond anteriormente, A. aegypti es un vector de importantes arbovirus, por
lo que tener conocimientos acerca de la distribucién geografica de este mosquito es
importante para hacer una prediccion de nuevas areas en las que se pudiera asentar

(Kraemer et al., 2015).



A. aegypti es el vector primario en los tropicos y las zonas subtropicales (Suter et al.,
2017). Kraemer et al., (2015) hicieron una recoleccion de datos mostrando el total de
ocurrencias de A. aegypti, mostrando que su ocurrencia es en todo el mundo,
solamente excluyendo la Antartida. Los resultados arrojaron 19,930 ocurrencias, donde
el mayor porcentaje de estas fue de parte de Asia y Oceania con mas del 60% de
registros de presencia, luego América con un 35% del total, y Africa y Europa solo

tuvieron 575 ocurrencias registradas.
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Figura 2. Ocurrencia de Aedes aegypti en el mundo. Tomado de Kamal et al., 2018.

2.1.5. Control

Debido a que A. aegypti es un vector de enfermedades importantes, resulta mas
conveniente atacar directamente a la fuente de éstas que tratar cada enfermedad de
forma individual. Sumado a esto, la historia nos habla de que pueden surgir mas virus
gue desconocemos, cuyo reservorio bien puede ser A. aegypti, por lo que su control
actual supondria una mayor importancia, ya que si fuera eficiente se evitaria una
poblacién, hipotéticamente hablando, de A. aegypti con nuevos virus que pudiera

extenderse por el mundo (Powell, 2018).



Una problemética es que el control actual de A. aegypti por el uso de insecticidas esta
siendo amenazado debido a la aparicion de poblaciones resistentes hacia estos, ya que
se ha detectado resistencia en los 4 principales insecticidas neurotoxicos (carbamatos,
organoclorados, organofosforados y piretroides) en América, Africa y Asia (Moyes et al.,
2017), por lo que se debe cambiar de enfoque hacia uno que sea mas viable para el
control de este vector, implementando estrategias que involucren el uso de

bioinsecticidas basados en Bacillus thuringiensis subsp. israelensis.

2.2. Bacillus thuringiensis (Bt)

2.2.1. Generalidades de Bt

Bacillus thuringiensis (Bt) es una bacteria Gram-positiva, aerobia estricta y cosmopolita,
en cuya fase de esporulacion produce un cuerpo paraesporal en forma de cristal, el cual
es de naturaleza proteinica y con actividad insecticida. El cristal esta formado por
proteinas llamadas 0-endotoxinas, de las cuales se agrupan en dos familias
denominadas proteinas Cry y Cyt. Existen diversas cepas de Bt que producen
diferentes tipos de toxinas, las cuales afectan un grupo taxondémico reducido de
insectos. De estas se han encontrado algunas activas contra dipteros, como Bacillus
thuringiensis subsp. israelensis contra el vector A. aegypti (Soberon y Bravo, 2007,
Sanahuja et al., 2011).

Bt ha sido la bacteria mas usada en el mundo como bio-pesticida, ya sea sola o en
sinergia con pesticidas quimicos (Lopez, 2011). Sus usos se basan en las toxinas que
producen, y de las cuales se han aplicado en tres campos principalmente: en el control
de plagas defoliadoras en la silvicultura, en el control de mosquitos vectores de

enfermedades humanas, y en la agricultura para controlar insectos plaga (Bravo et al.,
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2007). Las ventajas que tiene el uso de Bt son varias, destacando el largo historial de
alta seguridad ambiental y humana, y la gran eficiencia que tiene su empleo contra el

insecto plaga sobre el que actda con alta especificidad (Betz et al., 2000)

K|

Figura 3. Micrografia electronica de Bacillus thuringiensis en esporulacién. Cuerpo
proteico o cuerpo paraesporal (PB) en forma de cristal formado por d-endotoxinas y al
lado se encuentra la espora (SP). Eventualmente la pared celular vegetativa se rompera

liberando ambos elementos. Tomado de De Maagd et al., 2001.

2.2.2. Bacillus thuringiensis subsp. israelensis (Bti)

Bacillus thuringiensis subsp. israelensis (Bti) es una bacteria que fue descubierta en
Israel por Goldberg y Margalit en 1977 en el desierto de Negev (Federici, 1995). Esta
bacteria mata a las larvas de algunas especies de dipteros de la familia Culicidae,
siendo la primera cepa de Bacillus thuringiensis usada eficazmente como control
biolégico en larvas de mosquitos vectores de enfermedades como Aedes, Anopheles y
Culex. Su actividad larvicida se debe a que produce varias toxinas Cry y Cyt, de las
cuales las proteinas de mayor abundancia tienen un peso molecular de 134, 128, 72 y
27 kDa (Cry4Aa, Cry4Ba, CryllAa y CytlAa, respectivamente). Los genes que

codifican estas proteinas se encuentran en el plasmido pBtoxis de Bti, el cual tiene un
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tamafo de 128 kb. Bti se ha utilizado durante mas de 30 afios y ha resultado ser una
bacteria muy util para el control biol6gico de los vectores de dengue y malaria, esto en
parte gracias a la sinergia observada entre las toxinas Cyt con las toxinas Cry (Berry et

al., 2002; Soberon y Bravo, 2007; Ben-Dov, 2014;).

2.2.3. Toxinas Cry

Bt produce un arsenal de proteinas insecticidas durante su ciclo de vida, las proteinas
gue produce en la fase vegetativa son secretadas, mientras que las que se producen
durante la diferenciacién a espora se acumulan en agregados paraesporales en forma
de cristales. Recientemente se acordd una nomenclatura basada en la estructura
tridimensional de las proteinas para clasificarlas (Crickmore et al., 2020), en la cual se
establecié que las toxinas Cry son aguellas que contienen tres dominios estructurales
en su forma activada. Ademas, la nomenclatura de una toxina Cry se basa en la
similitud de la secuencia primera y se nombran con base en el grado de identidad; se
les agrega un namero arabigo si su identidad corresponde hasta el 45% (Ej. Cryl); se
asigna una letra mayuscula si corresponde a una identidad que va de 45 a 78% (Ej.
CrylA); para el tercer rango se agrega una letra minUscula si corresponde a una
identidad de 78 a 95% (Ej. CrylAa), y por ultimo se agrega un numero ardbigo al final
cuando corresponden a mas del 95% de identidad (Ej. CrylAal) (Soberén y Bravo,
2007).

La patogenicidad de Bt como insecticida ha sido documentada desde el afio 1901. Sin
embargo, Bt no tiene historial significativo de patogenicidad en mamiferos, y la
investigacion de esta bacteria se ha centrado en la actividad insecticida de las proteinas

cristalinas, ya sean las proteinas Cry o Cyt (De Maagd et al., 2001).
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Protein type Rank1 Rank2 Rank3 Rank4
(Cry,Cyt,ViporSip) <45% <78% <95% >95%

9% amino acid identig

0 100

Figura 4. Sistema de nomenclatura actual usado por el Comité de Nomenclatura de
Toxinas Bt para ®-endotoxinas (Cry y Cyt) y las toxinas Vip y Sip basado en el

porcentaje de identidad. Tomado de Palma et al., 2014.

2.2.4. Estructura de las toxinas Cry

Se han resuelto las estructuras de varias toxinas Cry por cristalografia de rayos X, en
los que se observé que tienen una topologia estructural bastante similar formada de tres
dominios antes mencionados. ElI dominio | consta de siete a hélices (seis hélices
anfipaticas alrededor de una hélice hidrofébica central). EI dominio Il tiene un
plegamiento llamado “prisma B”, el cual consta de tres laminas B que tienen una
conformacion de “llave griega”. El dominio Ill consta de dos laminas B antiparalelas en
forma de sandwich. El dominio | tiene actividad en la insercion de la membrana y la
formacién de poros, mientras que los dominios Il y Il estan involucrados en el

reconocimiento y la union del receptor (De Maagd et al., 2001).
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Figura 5. Estructura de tres dominios de 4 toxinas Cry. El dominio | se muestra en rojo,

el dominio Il en verde y el dominio Il en azul. Tomado de Pigott y Ellar 2007.

2.2.5. Mecanismo de accién

Los modelos de accion propuestos de las toxinas Cry pueden diferir de cierto de modo,
sin embargo, en sus pasos iniciales comparten aspectos comunes. Las toxinas Cry se
producen como protoxinas de 130 kDa y estan contenidas dentro del cristal paraesporal
de Bt; al ser ingerido se solubiliza en el intestino medio de la larva del insecto y por
accion de proteasas se producira una toxina activada de 60 kDa, la cual est4 formada
por los tres dominios (Li et al., 1991; Soberén et al., 2015).

El modelo secuencial propone que toxinas Cry activadas se unen a diversas proteinas
del intestino medio que actian como receptores, como la aminopeptidasa N (APN) y la
fosfatasa alcalina (ALP), las cuales se encuentran ancladas a la membrana gracias a un
glicolipido llamado glicosilfosfatidilinositol (GPI). (Upadhyay y Singh, 2011). Las
proteinas APN y ALP son receptores que promueven gue los mondémeros de toxina
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activada se concentren en las microvellosidades del intestino medio antes de la
interaccién con un tercer receptor; la caderina (Arenas et al., 2010).

El proceso de la oligomerizacion se desencadena cuando el receptor caderina se une a
la toxina activada (Gomez et al., 2002); una vez que se termine este proceso el
oligbmero conformado de 3-4 subunidades se une de nuevo a APN y ALP, los cuales
funcionaran como receptores secundarios debido a su alta afinidad y facilitaran la
insercion del oligdmero en la membrana, esta insercién desencadenara la formaciéon de
poros que provocara lisis osmética de las células y la posterior muerte de las larvas

(Pacheco et al., 2009; Arenas et al., 2010).
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Figura 6. Modelo de accion de la toxina CrylAb en Manduca sexta.
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2.3. Receptores

Varias proteinas que se encuentran en las células epiteliales del intestino de los
insectos funcionan como potenciales receptores y son esenciales para la especificidad
de las toxinas Cry (Pigott y Ellar, 2007). Las primeras moléculas que se identificaron
como potenciales receptores para las toxinas Cry en lepidopteros fueron proteinas tipo
caderina y aminopeptidasa-N. Mas tarde, se caracterizd otro receptor; una fosfatasa
alcalina (Fernandez et al., 2006; Soberén y Bravo, 2007); y recientemente se ha
propuesto que los trasportadores ABC también pueden funcionar como tales. En total,
se han identificado cuatro grupos de proteinas como receptores: caderina, fosfatasa
alcalina (ALP), aminopeptidasa-N (APN) y transportadores ABC (Chen et al., 2017). En
A. aegypti s6lo se ha documentado la participacion de caderina, APN y ALP como

receptores de las toxinas Cry.

GalNAc

CADR APN ALP

Figura 7. Receptores de CrylA: Caderina (CADR), aminopeptidasa N (APN) y fosfatasa

alcalina (ALP). Tomado de Bravo et al., 2006.
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2.3.1. Receptor caderina

En un principio se pensaba que las proteinas llamadas caderinas eran solo moléculas
de adhesion celular, pero ahora se sabe que tienen diversas funciones biologicas; como
el reconocimiento celular, la sefializacion celular, la comunicacion celular, la
morfogénesis, la angiogénesis, la migracién, la organizacion citoesquelética, vy
probablemente también tienen un papel en la neurotransmision. La expresion de estas
proteinas esta bastantemente regulada, pudiendo ser particular a un solo tipo de célula.
(Angst et al., 2001; Gumbiner, 1996), Las caderinas normalmente son proteinas
transmembranales de adhesion celular que tienen gran similitud en su secuencia y que
exhiben unién homofilica dependiente del calcio. Estas se encuentran ancladas a la
membrana por un Unico dominio transmembranal, aunque se han encontrado siete
variantes de dominios transmembranales, o incluso algunas estan ancladas a la
membrana a través de un GPI (Vestal y Ranscht, 1992). La region extracelular de las
caderinas esta formada por dominios repetidos (CR’s).

En 1993, por primera vez una nueva proteina similar a caderina se aislé del epitelio del
intestino medio de Manduca sexta, la cual interactia con CrylAb (Vadlamudi et al.,
1993). Con los afios se han identificado otras caderinas en lepidépteros con una
organizacion estructural similar (Pigott y Ellar, 2007).

Las caderinas clasicas principalmente estan presentes en las uniones adherentes, que
median la adhesion célula-célula dependiente del calcio (Angst et al., 2001), en cambio
las caderinas que se han identificado en lepidopteros se encuentran en la membrana
apical de las células epiteliales cilindricas del intestino medio (Aimanova et al., 2006), el
cual es el sitio de union a toxinas Cry (Bravo et al., 1992; Chen et al, 2005). Sin

embargo, se desconoce la funcion fisioldgica exacta de estas caderinas. Una propuesta
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ha sido que tienen importancia en el mantenimiento de la organizacion epitelial del
intestino medio debido al control estricto de sus niveles en el desarrollo larvario de M.
sexta y su nula aparicion en huevos y adultos (Midboe y Bulla, 2003).

Las caderinas de lepidépteros se han estudiado como receptores de algunas toxinas
Cry, y se ha documentado gran cantidad de evidencia que indican que tienen un papel
fundamental en la toxicidad (Pigott y Ellar, 2007). Como se mencioné antes, la primera
proteina identificada de este grupo fue de M. sexta, la cual fue nombrada Bt-R1. La
secuenciacion de ésta mostrd entre el 20 y 40% de identidad con respecto a otros
miembros de la familia de las caderinas (Vadlamudi, 1995). También se demostré que
esta proteina se une a las toxinas CrylAa y CrylAc, pero no a Cry3Aa y CryllAa, las
cuales no son toxicas para M. sexta (Keeton et al., 1997).

Otra proteina similar a caderina identificada en Bombyx mori fue Bt-R175, teniendo una
identidad del 69.5% con la super familia de las caderinas, la cual también es receptor de
la toxina CrylA (Nagamatsu et al., 1998; Nagamatsu et al 1999).

Un homdlogo de Bt-R175 que se identifico en Heliothis virescens fue el nombrado
HevCalP, el cual tiene un 70% de identidad con respecto a Bt-R175. Esta proteina es
capaz de unirse a la toxina CrylAa, inclusive a las toxinas CrylAb o CrylAc, pero no a
CrylFa (Gahan et al., 2001; Jurat-Fuentes et al., 2004).

Otras proteinas similares a las caderinas se han identificado en el intestino medio de
otras especies de lepiddpteros, mostrando una identidad alta con respecto a la super
familia de las caderinas, y las cuales también son proteinas de unidon para ciertas

toxinas Cry (Pigott y Ellar, 2007).

15



3. ANTECEDENTES DIRECTOS

Bacillus thuringiensis subsp. israelensis produce cuatro toxinas Cry y tres Cyt de
distintos pesos en su fase de esporulacién (Berry et al., 2002), siendo CryllAa la mas
activa de esta cepa frente a A. aegypti (Chen et al., 2009). En 2006, Fernandez et al.,
identificaron que una proteina de membrana se unia a la toxina Cryl1Aa. Esta proteina
tiene un peso molecular semejante al tamafio de las caderinas, identificadas
previamente como receptores en insectos lepidépteros (Chen et al., 2009).

Para caracterizar la naturaleza de la caderina, Chen et al., (2009) desarrollaron un
anticuerpo anti-AaeCad, el cual detect6 una proteina de 250 kDa en
inmunotransferencias de BBMVs (vesiculas de membrana de la microvellosidad apical).
Por otra parte, en ensayo de union competitiva, el anticuerpo anti-AeCad inhibi6 la
union de la toxina CryllAa a las BBMVs, demostrando asi su especificidad. Y
finalmente, dicho anticuerpo también fue utilizado para hacer inmunolocalizacién de la
caderina en el intestino de las larvas de A. aegypti. Los resultados mostraron que la
caderina se encuentra distribuida en la membrana apical del ciego distal y proximal, y
en las células epiteliales del intestino medio posterior, los cuales son sitios en los que
se une CryllAa. Los resultados también mostraron que el fragmento de caderina con
los dominios repetidos del 7 al 11 (CR7-11) contiene el sitio de uni6é a Cryl1Aa con una
afinidad aparentemente de Kq = 16.7 nM. Ademas, se observé que el sitio de union a
Cryll1Aa es compartido con las toxinas CryllBa y Cry4Aa, pero no para Cry4Ba. Lo
anterior sugiere que la proteina de caderina de A. aegypti puede tener un papel como
receptor, y también que exista un mecanismo de accion de la toxina Cryl1Aa parecido

al descrito en insectos lepidopteros.
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Rodriguez-Almazan et al., (2012) mostraron que la toxina Cry4Ba tiene una afinidad de
union 9 veces menor con el fragmento CR7-11, si se compara con CryllAa.
Demostraron también que Cry4Ba era capaz de formar oligobmeros luego de la
activacion proteolitica in vitro y en ausencia del fragmento CR7-11, lo cual no sucedi6
con CryllAa. Estudios electrofisiologicos mostraron que estos oligdmeros formados por
Cry4Ba en ausencia de CR7-11 eran funcionales para la formacion de poros. Por
ultimo, el silenciamiento del gen de la caderina por ARNbc (ARN bicatenario) confiere
una mayor tolerancia a las larvas frente a la toxina Cryl1Aa, pero no para Cry4Ba, la
cual mostraba niveles toxicos comparables a los de las larvas control, por lo que se
piensa que la unién de caderina con CryllAa es importante para la toxicidad frente a
larvas de A. aegypti, pero no es necesaria en el mecanismo de accion de Cry4Ba
(Rodriguez-Almazan et al., 2012)

Con los estudios anteriores se ha respaldado que la caderina tiene un papel importante
en el mecanismo de accion de algunas proteinas Cry. En 2015 Lee et al., buscaron
demostrar si la caderina de A. aegypti es necesaria en la toxicidad in vivo de las
proteinas mosquitocidas Cryl1Aa, Cryl1Ba, Cry4Aa y Cry4Ba, producidas por Bacillus
thuringiensis subsp. Israelensis. En dicho estudio se utlizaron dos enfoques
experimentales; una linea celular que exprese la proteina caderina de forma estable y
de longitud completa, y una poblacién de mosquitos transgénicos cuya expresion de la
caderina es silenciada por un RNA de interferencia codificado en un transposon. En
ambos casos, los resultados obtenidos mostraron que el papel de la caderina en la
toxicidad de CryllAa se considera importante. No obstante, se piensa que se requiere
de un receptor adicional para que se ponga de manifiesto una elevada toxicidad, debido

a que la mortalidad fue baja en las células que expresan caderina. Por otra parte, la
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linea celular no fue sensible a Cry4Ba, pero si a CrydAa y CryllBa, y en comparacion
con los mosquitos transgénicos que no expresaban caderina, solamente se mostré un
incremento de la tolerancia a la toxina Cryl1Aa, pero no se observaron diferencias de
toxicidad en Cry4Aa, Cry4Ba y Cryl1Ba, por lo que la caderina de A. aegypti puede
intervenir en la toxicidad de Cry4Aa y Cryl1Ba, pero no es el receptor principal de estas
dos, ni de Cry4Ba, donde parece que no tiene algun papel en su toxicidad.

Por ahora, los tres grupos de proteinas que se han identificado como receptores de la
toxina CryllAa en A. aegypti han sido caderina, fosfatasa alcalina (ALP) y
aminopeptidasa N (APN) (Chen et al.,, 2017). Los mosquitos de A. aegypti con
expresion silenciada de caderina son 3.7 veces mas resistentes a la toxina CryllAa
gue aquellos con eliminacion de ALP1, atribuyéndole una funcion de receptor primario
(Chen et al., 2017).

Reegan et al.,, (2016) hicieron una recopilacién bibliografica de estudios donde
realizaron modificaciones genéticas en mosquitos a través de la técnica CRISPR/Cas9
para proponer estrategias de control de poblaciones de mosquitos transmisores de
virus. Uno de los atributos de esta técnica es que las mutaciones generadas en A.
aegypti pueden ser transmitidas a generaciones posteriores, ideal para obtener una

poblacién estable homocigota.
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4. JUSTIFICACION
La necesidad de atender una problematica global como lo es la transmisién de virus
importantes para la salud humana a través de vectores como Aedes aegypti, de los
cuales han surgido poblaciones resistentes a insecticidas quimicos comunes, nos orilla
a buscar alternativas seguras para el ambiente y la salud publica, y que ademas sean
especificas y eficientes para la plaga. Bacillus thuringiensis subsp. israelensis (Bti)
surge como una opcién ideal para atender el problema. En los insectos blanco existen
receptores importantes en la interaccion con ciertas toxinas Cry. La investigacion con
respecto al papel de receptores en A. aegypti ha mostrado buenos avances, sin
embargo, existe un receptor llamado caderina, del cual ya se ha estudiado, que todavia
Se requiere revisar mas para conocer con certeza su papel en la toxicidad de proteinas
Cry de Bti y asi poder generar estrategias de control eficientes para la plaga a nivel
practico, al contribuir al mejor entendimiento de la relacion de algunas toxinas Cry con

los receptores presentes en el insecto.
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5. HIPOTESIS

Una poblacién homocigota de Aedes aegypti deficiente en la expresion de la proteina
caderina puede ayudar a la descripcidon de la forma de accion y toxicidad de proteinas
Cry producidas por Bacillus thuringiensis subsp. israelensis.

Se obtendra una poblacién homocigota de Aedes aegypti deficiente en la expresién de
la proteina caderina con la cruza de machos mutados y hembras silvestres.

La cruza entre machos mutados en el gen que expresa la proteina caderina y hembras
silvestres permitirda una recombinacion genética entre ambos, por lo que se obtendra
una poblacién homocigota donde la expresion de la proteina caderina se encuentre

interrumpida.

6. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

o Obtener una poblacibn homocigota con mutacién en el receptor caderina de
Aedes aegypiti.

OBJETIVO PARTICULAR

o Evaluar el caracter hereditario de una mutacion en el gen de caderina de Aedes
aegypti

o Mantener una poblacién viable de Aedes aegypti con mutacién en el gen para
caderina.
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7. METODOLOGIA

7.1. Reproduccion de Aedes aegypti

Se trabajé con una poblacion de machos con una mutacién en el receptor caderina y
una poblacion de hembras silvestres de A. aegypti. Los huevos obtenidos de las
diferentes generaciones de mosquitos se colocaron en un recipiente con agua; al cabo
de 2-3 dias los huevos eclosionaron en su forma de larva y se alimentaron hasta
diferenciarse en pupas; estas fueron separadas individualmente y después de dos o
tres dias comenzaron a emerger los adultos, los cuales fueron separados en parejas en
vasos de plastico y dentro de cada vaso se colocard un pequefio recipiente humedo
para la deposicion de huevos. Se alimentaron con dieta de sacarosa 10% y acido
propionico 0.1%. El apareamiento comenzd casi en seguida, pero se dejo cuatro dias
aproximadamente para que haya cupulas exitosas; luego se aliment6 a la hembra con

sangre de bovino suplementada con EDTA.

7.2. Extraccion de ADN

Una vez que las hembras hayan ovipositado, se realizé una extraccion del DNA
gendmico de los mosquitos adultos. Se separaron individualmente cada mosquito y se
procedié a extraer el DNA. Se utiliz6 el kit Quick-DNA Microprep Plus Kit” (Zymo
Research) para realizar la extraccion de DNA. Para esto se agregaron 95 ul de agua, 95
ul de Buffer de tejido sélido y 10 ul de proteinasa K; se mezclé y se homogenizo el
tejido del mosquito para incubarse a 55°C durante 1-3 horas. Pasado el tiempo de
incubacién se agregaron dos volumenes de Genomic Binding Buffer (tampén de union
de ADN gendmico) y se mezclo; se transfirid la mezcla a una columna montada en un

tubo de coleccion para centrifugarse a 13,000 rpm/min; se desechd lo filtrado y se
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realizaron tres lavados a 13,000 rpm/min, el primer lavado fue con 400 ul de Buffer de
PreLavado de gDNA, el segundo fue de 700 ul de Buffer de Lavado gDNA y el tercero
fue de 200 ul de Buffer de Lavado gDNA; seguido de esto se transfirid la columna a un
nuevo tubo y se afiadié 40 ul de Buffer de elucién de DNA. Se dej6 incubar por 5 min. a
temperatura ambiente y se centrifugo a 13,000 rpm/min para eluir el DNA. El gDNA se
eluido se cuantific6 en NonoDrop 2000 (ThermoScientific Fisher) y se almacené a < -

20°C hasta su uso.

7.3. PCR

Se hizo una reaccién de PCR para amplificar una region del exén 3 del gen de caderina.
La reaccion contenia 4 ul de Buffer Phusion GC 5X, 0.4 ul de dNTP’s al 10 mM c/u, 0.4
ul del oligonucleétido Exon3-F a 20 uM, 0.4 ul del oligonucleétido Exon3-R a 20 mM,
0.5 pl de la enzima Phusion DNA-polimerasy 13 yl de agua y 100 ng de gDNA

templado; en seguida se procedio a hacer la PCR en el termociclador.

7.4. Electroforesis

Se hizo un gel de acrilamida en Buffer TBE adicionando 8.9 ml de agua, 3 ml de
acrilamida al 30%, 3 ml de TBE al 10%, 100 ul de APS al 10% y 15 pl de TEMED. Para
preprarar las muestras se agregaron 2-3 ul de Buffer de carga de DNA a cada una,
posteriormente se agregé un marcador al primer pozo del gel de acrilamida y se
agregaron las muestras a los demas pozos; se dejo que el gel corra a 100 V; luego de
la electroforesis se tifid con bromuro de etidio para visualizar las bandas con un

Transiluminador.
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7.5. Digestion in vitro de ADN con Cas9

Previamente en el laboratorio fueron disefiados y sintetizados dos sgRNA para hacer
microinyecciéon de embriones de A. aegypti y nuevamente generar mutagénesis sitio
dirigida basado en el sistema de edicion CRISPR-Cas9.

Para conocer la viabilidad de los gRNA's llevé a cabo una digestion in vitro de ADN.
Para ello se amplific6 por PCR una regién del gen caderina de 981 pb con los
siguientes oligonucleotidis: -0.7Kb CAD-F; GGTGGAATTCTCCTTGGAAACATTT vy -
0.3Kb CAD-R; CCCTCACTGTACATCGATGGC. Se prepararon una mezcla de reaccion
con 3 pl Buffer 3 NEB, 16.2 ul de agua estéril, 1 pl de Cas9 y 10 pl del fragmento de
caderina amplificado. EI mix resultante se homogeniz6 y se separé en 3 reacciones
independientes con 10 ul cada una. A dos reacciones se agrego 0.1 pl de un respectivo
gRNA, el gRNA 114-F y g RNA 55-R, y a una tercera reaccion no se le adicion6 gRNA.
Se mezclo el contenido y se incubaron a 37°C por 1 hora. El andlisis de las muestras se

llevé a cabo en un gel de agarosa al 1%.
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8. RESULTADOS

Previamente en el laboratorio se realiz6 microinyeccion de huevos de A. aegypti para la
eliminacién de caderina mediada por CRISPR/Cas9. El primer intento de edicion
genética mostrd que la mayoria de las mutaciones en la primera generacion de insectos
(GO) fueron mutaciones somaticas. También se logré obtener una poblacion de A.
aegypti heterocigota en la primera generacion (G1) con una delecion de 10 bases en el
exdn 3 del gen caderina, lo cual implica un corrimiento en el marco de lectura del mMRNA
y en consecuencia la traduccion se interrumpe. La generacion (G1l) mostré una
poblacién de mosquitos Aedes aegypti cuyos machos contienen la mutacion. Por otra
parte, no existia esta mutaciéon en las hembras, por lo que se propuso reproducir
machos mutados con hembras silvestres para generar una poblacion homocigota al
haber recombinacién cromosémica entre ambos.

Durante 3 generaciones se formaron 5 parejas de mosquitos y se obtuvo su
descendencia. Posteriormente los insectos parentales fueron sacrificados para obtener
el gDNA vy realizar la genotipificacion por PCR. El andlisis consistié en realizar una
reaccion de PCR para amplificar un fragmento del gen de caderina con un tamafio de
160 pb, el cual contiene la mutacién en el exdn 3. El analisis de los productos de la PCR
en una electroforesis nos permitié identificar 2 fragmentos de DNA, el alelo silvestre con
un tamafio de 160 pb y el alelo mutante con un tamafio de 150 pb. En las primeras tres
generaciones se observo que no se heredd la mutacién a las hembras, pero si a los

machos (Figura 8).
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Figura 8. Genotipificacién de Aedes aegypti. Del lado izquiero se muestra una delecién
de 10pb en machos, mostrando dos bandas de distintos tamafios, mientras que en el

lado derecho solo se observa el alelo silvestre del receptor caderina.

Se continué formando parejas, y se decidi6 so6lo analizar las hembras en cada
generacion y asi obtener una hembra con la mutacién. En el caso de los machos
teniamos la certeza que siempre aparecia la mutacion. Se analizaron 10 parejas de
insectos durante seis generaciones, y después de haber ovipositado, las hembras
fueron genotipificadas. Sin embargo, en ninguna generacion se pudo observar que
presentaran la delecién en el gen de caderina, en todos los casos solo se observo el

alelo silvestre del receptor (Figura 9).
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Figura 9. Electroforesis de la generacion cinco hasta la décima generacion de hembras

sin mostrar cambios en la expresion de la proteina caderina.

Digestion in vitro de ADN con Cas9

A este punto del proyecto se decidio realizar una microinyeccion de embriones de A.
aegypti con el propoésito de seleccionar hembras con mutaciones en el gen de caderina.
Para esto se utilizaron dos sgRNA que previamente fueron disefiados y sintetizados en
el laboratorio, y que fueron nombrados como gRNA 114-F y gRNA 55-R. En un ensayo
in vitro se analizo6 la eficiencia del complejo Cas9-gRNA para dirigir el corte de la doble
hélice del DNA. La digestion se realizé usando una regiéon del gen de caderina con un
tamano de 981 pb que fue obtenida por una reaccion PCR. El fragmento de DNA fue
incubado con la endonucleasa Cas9 en presencia de los gRNA's 114-F y 55-R.
Posteriormente la reaccion se analizé en un gel de agarosa al 1% para visualizar los
productos de la digestion. Los resultados mostraron que cuando se utilizé el gRNA 114-

F se observo un corte intramolecular, generando dos fragmentos de DNA con tamafos
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de 660 pb y 221 pb; por otra parte, al utilizar el gRNA 55-R se observo que se
generaron dos fragmentos con tamafos de 610 pb y 371 pb. Estos cortes y tamafios de
fragmentos de DNA son coherentes con la prediccion tedrica e indica que los gRNA son
funcionales y especificos, dando pauta para continuar con las futuras microinyecciones

de embriones de A. aegypti para eliminar el receptor caderina.

Figura 10. Electroforesis de la digestion con Cas9. El primer carril se observa el
marcador de peso molecular. El segundo carril es la digestién del DNA en presencia del
gRNA 114 F. El tercer carril es la digestion en presencia del gRNA 55 R. B, reaccion de

digestion en ausencia de gRNA.
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9. DISCUSION

El genoma de A. aegypti ha sido secuenciado y se encuentra disponible en el servidor
online www.vectorbase.com. El genoma consiste de tres pares de cromosomas
nucleares (nombrados del 1 al 3) y un cromosoma mitocondrial circular. Durante el
desarrollo del proyecto observamos que una deleciéon de 10 pb en el exdén 3 del gen de
caderina fue exclusiva en machos. La falta de mutacion en las hembras hasta la décima
generacion puede deberse a que el gen de caderina se encuentra dentro de una region
cromosomal ubicaba en su factor M del cromosoma 1, llamado locus M (similar al
cromosoma Y en humanos), y que es el determinante del sexo del macho, por lo que
solo se encuentra en ellos. El locus M se encuentra en una regién del cromosoma
préximal al centrémero. Durante la segregacion cromosomal en la division celular se ha
observado que las regiones cercanas al centrdmero son las que mejor se conservan,
evitando asi recombinacion cromosomica. La reproduccién de parejas de A. aegypti
entre machos mutados y hembras silvestres no basto para que ocurriera una
recombinacién genética donde el cromosoma sexual de la hembra se recombinara con
el material genético del locus M, por lo que los entrecruzamientos azarosos entre alelos
distintos son insuficientes para generar nuestra poblacién homocigota con la mutacién
gue esperdbamos.

Aunque la organizacibn gendmica de A. aegypti pareciera muy simple (tres
cromosomas), los estudios genéticos en este organismo son muy escasos y conocemos
poco sobre el caracter hereditario de sus genes. Usualmente realizamos analogias con
la especie mas cercada y mejor estudiada, Drosophila melanogaster. No es extrafio que
mutaciones generadas con en el sistema CRISPR-Cas9 no sean heredadas. Reegan et

al., (2016) sefnalo que Dong et al., usé este sistema utilizando dos gRNA para dirigir
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mutaciones a diferentes regiones del gen que codifica para la proteina fluorescente
ECFP en A. aegypti transgénicos. En dicho estudio de los 23 grupos inyectados para la
edicién genética, obtuvo solo 4 grupos (G0) que produjeron larvas G1 con mutaciones
donde no expresaron la proteina ECFP. Al realizar la genotipificacion observaron que
en un grupo una sola hembra fue la responsable para producir mosquitos G1 mutados.
A diferencia del locus M, el transgen ECFP no se encuentra en una region cromosomal
critica, sin embargo el caracter hereditario resulté extremadamente regulado, evitando
recombinacién cromosomal. En nuestro caso, una situacion que puede explicar por qué
s6lo hubo mutacion en un solo sexo puede ser que el locus M se encuentra cerca del
centrdmero para evitar reareglos cromosomicos y asegurar la distincion del sexo en A.
aegypti. Basados en esta hip6tesis como perspectiva planteamos realizar nuevamente
la microinyeccion del complejo Cas9-gRNA y hacer una seleccion tanto de hembras y
machos con mutaciones en el gen de caderina. Una vez obtenidos los dos sexos con
mutaciones entonces realizar cruzas para obtener los organismos mutantes
homocigotos. En este trabajo evaluamos la eficiencia de dos potenciales gRNA para
hacer la microinyeccién. Al hacer la digestion de un fragmento del gen de caderina con
la endonuclesa Cas9 en ausencia o presencia del gRNA114F y 55R, observamos un
corte especifico. En futuros intentos de microinyeccion de embriones de A. aegypti se
utilizara una mezcla de Cas9 y los dos gRNA que son ideales para ser usados en

experimentos posteriores.
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10. CONCLUSIONES

El caracter hereditario de mutaciones en genes de una poblacion de A. aegypti puede
ser posible, sin embargo, es muy dificil que se lleve a cabo este proceso si la mutacion
afecta un determinante del sexo en los mosquitos, particularmente en el locus M.

La poblaciéon de machos no se vio afectada en su comportamiento sexual, vuelo,
alimentacion o esperanza de vida, con la delecion de 10 pb en el gen que expresa
caderina, por lo que una poblacion viable de homocigotos mutados si puede ser posible.
La limitante para evaluar el papel del receptor caderina en la toxicidad de proteinas Cry
producidas por Bti fue la falta de obtencion de una poblacion homocigota mutada en el
gen que expresa caderina. No obstante, el disefio de los nuevos gRNA y su fiabilidad
demostrada en un ensayo in vitro, nos permitiran intentar microinyecciones para obtener

el objetivo central de este proyecto.
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