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RESUMEN

El desarrollo del sistema CRISPR ha marcado un hito
en la entomologia, al proporcionar una herramienta
poderosa para la edicién gendmica precisa. Esta
tecnologia ha revolucionado la investigacion en
insectos, permitiendo estudios detallados sobre
funciones genéticas y facilitando el desarrollo de nuevas
estrategias de control de plagas. CRISPR ha sido clave
en la mutagénesis dirigida de varios insectos, revelando
aspectos cruciales de su biologia, como la pigmentacién,
el desarrollo y la metamorfosis. Ademas, ha abierto
nuevas posibilidades para el manejo de plagas mediante
la creacion de insectos genéticamente modificados
capaces de reducir poblaciones de plagas de manera
efectiva. La expansién del uso de CRISPR a especies
no tradicionales ha permitido avances significativos en
su estudio y manejo, mostrando su potencial en areas
como la conservacién y el control de artrépodos de
importancia médica, veterinaria y agricola.

ABSTRACT

the development of the CRISPR system has marked
a milestone in entomology by providing a powerful
tool for precise genomic editing. This technology has
revolutionized insect research, enabled detailed studies
of genetic functions and facilitating the development
of new strategies for pest control. CRISPR has been
key in targeted mutagenesis in several insect species,
revealing crucial aspects of their biology, such as
pigmentation, development, and metamorphosis.
Additionally, it has opened new possibilities for pest
management by creating genetically modified insects
capable of effectively reducing pest populations. The
expansion of CRISPR to non-traditional species has led
to significant advances in their study and management,
demonstrating its potential in areas such as
conservation and the control of arthropods of medical,
veterinary, and agricultural control.
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INTRODUCCION

Los avances recientes en el campo de la biotecnologia
han transformado profundamente diversas disciplinas
cientificas, incluida la entomologia. Entre estos
desarrollos, destaca el sistema CRISPR/Cas9, una
herramienta de edicién gendmica que ha abierto nuevas
fronteras en la investigacién biolégica (Sternberg y
Doudna, 2015).

El sistema CRISPR, cuyo nombre proviene del inglés
Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
(Repeticiones Palindromicas Cortas Agrupadas y
Regularmente Interespaciadas), es una herramienta
revolucionaria en biologia molecular que permite
modificar el ADN con gran precision. Fue descubierto
en bacterias y arqueas como parte de su sistema
inmunoldégico, funcionando como una especie de
“memoria biolégica” contra virus. Cuando un virus
invade nuevamente, la bacteria activa este mecanismo
con la ayuda de la proteina Cas9, que actla como
una “tijera molecular” para cortar el ADN del invasory
desactivarlo.

Este proceso ha sido adaptado por los cientificos para
la edicién genética en otros organismos. Para ello, se
disefia un ARN guia que dirige a la enzima Cas9 hacia
una secuencia especifica del ADN objetivo, donde
realiza el corte. Durante la reparacion natural del ADN,
los investigadores pueden aprovechar para insertar,
eliminar o modificar genes con gran precision, lo que
ha revolucionado el estudio y manipulacién de los
genes en una amplia variedad de organismos, incluidos
los insectos (Figura 1) (Jinek et al., 2012; Barrangou y
Doudna, 2016).
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La precision y eficiencia del sistema CRISPR/Cas9 lo ha
convertido en una herramienta invaluable en diversas
areas de la biologia y la medicina, permitiendo desde la
correccién de mutaciones genéticas hasta el estudio de
funciones génicas especificas (Hsu et al., 2014).

La aplicaciéon de la tecnologia CRISPR/Cas9 en
entomologia tiene un amplio potencial, ya que permite
a los investigadores manipular los genomas de los
insectos con una precisiéon y eficiencia sin precedentes.
Esta herramienta puede revelar funciones genéticas
clave, corregir defectos genéticos y ofrecer soluciones
innovadoras a varios de los desafios que enfrenta el
campo de la entomologia.

APLICACIONES DEL SISTEMA CRISPR EN EL
ESTUDIO DE INSECTOS

La capacidad de CRISPR/Cas9 para realizar mutagénesis
dirigida ha revolucionado la investigacién genética
en insectos, permitiendo estudios detallados sobre
la funcion de genes especificos. Este sistema ha sido
ampliamente utilizado en estudios funcionales de genes
en diversos insectos, proporcionando informacion
valiosa sobre los roles de genes especificos y facilitando
el desarrollo de nuevas estrategias de control.

ESTUDIOS FUNCIONALES DE GENES

Utilizando como modelo de estudio al gusano oriental
de la hoja (Spodoptera litura), Zhu et al. (2017), aplicaron
la edicion genética mediante CRISPR/Cas9 para
estudiar el gen BLOS2, relacionado con la coloracién
del tegumento. La mutagénesis de BLOS2 resulté en
la pérdida de las franjas amarillas y manchas blancas

Figura 1. Mecanismo de edicién genémica mediante

= CRISPR-Cas9. llustracion del proceso de edicion genética con
CRISPR-Cas9. (a) Componentes del complejo: la nucleasa Cas9y
el ARN gufa. (b) Formacién del complejo y union a la secuencia
de ADN objetivo, donde Cas9 realiza un corte especifico. ()
Resultados esperados: el ADN puede repararse mediante
deleciones, inserciones o modificaciones, permitiendo la
edicion precisa de genes. Una herramienta fundamental en la
investigacion genética y la biotecnologfa moderna.
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en las larvas, demostrando su papel crucial en la
pigmentacién. Este hallazgo subraya la importancia de
BLOS2 en la determinacion de los patrones de color en
esta especie de polilla.

Por otro lado, en el gusano de seda (Bombyx mori), se
utilizé CRISPR/Cas9 para realizar un analisis funcional
del gen Wnt1. La mutagénesis de Wnt1 demostro su
papel esencial en la segmentacién y pigmentacion
durante la embriogénesis, lo que es vital para el
desarrollo adecuado del organismo (Zhang et al., 2015).

Asimismo, en el gusano cogollero del maiz (Spodoptera
frugiperda), se aplic6 la edicién dirigida del gen E93
utilizando CRISPR/Cas9, revelando que este gen
afecta la expresién de otros genes cruciales para la
metamorfosis. Este estudio mostré como £93 regula la
transicion de pupa a la etapa adulta (Zhu, et al., 2020).

CONTROL DE INSECTOS PLAGAS

La tecnologia CRISPR ha abierto nuevas posibilidades en
el manejo de plagas al permitir la creacién de insectos
genéticamente modificados que pueden controlar o
reducir las poblaciones de plagas.

En el escarabajo de la papa, Leptinotarsa decemlineata,
se llevé a cabo la mutagénesis dirigida del gen vest
utilizando CRISPR/Cas9. Los resultados mostraron
fenotipos claros de alas deformadas, proporcionando
una metodologia util no solo para el estudio de la
biologia del escarabajo sino también para desarrollar
estrategias innovadoras para el manejo de plagas en la
agricultura (Gui et al., 2020).

Otro ejemplo de aplicacion de CRISPR en el control de
plagas es el caso del gusano de la hoja del algodonero
(Spodoptera littoralis). En este insecto, el knockout
del gen Orco mediante CRISPR/Cas9 resulté en una
anosmia, es decir, la pérdida del sentido del olfato. Esta
modificacién afecté la deteccion de olores de plantas
y feromonas sexuales, lo cual tiene un gran potencial
para el desarrollo de nuevas estrategias de control de
plagas al interferir con la capacidad de los insectos para
localizar recursos y parejas (Koutroumpa et al., 2016).

CONTROL EN INSECTOS VECTORES DE
ENFERMEDADES

Dada la alta carga de enfermedades asociadas a
vectores en diversas regiones del mundo, existe
una necesidad urgente de avanzar en el uso de
técnicas de edicion genética, como CRISPR. Paises
como Arabia Saudita, Turquia, Corea, Filipinas, India,

Estados Unidos, Europa, China y Japén ya estan
utilizando estas técnicas para combatir de manera mas
efectiva las enfermedades transmitidas por vectores,
particularmente en mosquitos como Aedes aegypti,
Anopheles stephensi y Anopheles gambiae (Alphey, 2016;
Paulraj et al., 2016; Wickramasinghe et al., 2021).

En el mosquito An. gambiae, la implementacién de un
sistema de impulso genético CRISPR/Cas9 ha permitido
la edicion de genes que inducen esterilidad en las
hembras. Esta intervencién ha demostrado ser eficaz en
reducir las poblaciones de mosquitos transmisores de
malaria, lo cual es crucial para controlar la propagacién
de esta enfermedad mortal (Hammond, et al., 2015;
Dong, et al., 2018).

Ademas, Dong et al. (2018) utilizaron una versién
modificada del sistema CRISPR/Cas9 para generar la
mutacion de FREP1 en mosquitos An. gambiae. FREP1
desempefia un papel importante en la invasién de
oocinetos de Plasmodium sp. a las células epiteliales del
intestino medio. Los mosquitos mutantes transgénicos
con la mutacion de FREP1 mostraron una reduccién
significativa en la tasa de infectividad por Plasmodium
berghei en roedores y P. falciparum en humanos. Sin
embargo, este éxito en el control de la infeccion, conllevo
un considerable costo de adaptacion, incluyendo una
reduccion en las tasas de alimentacidén con sangre,
fecundidad y eclosion de huevos. También se observo
una menor supervivencia tras la alimentaciéon con
sangrey un retraso en el desarrollo larvario.

De manera similar, estudios dirigidos a otros mosquitos
vectores como Ae. aegypti han sido pioneros en
demostrar el potencial de la edicién genética mediada
por CRISPR/Cas9. Basu et al. (2015) utilizaron el enfoque
multiplexado con CRISPR/Cas9, apuntando a seis genes
diferentes (kmo, logs, r2d2, ku70, lig4 y nix) en Ae. aegypti.
Para ello, disefiaron 40 ARN guia pequefios (sgRNA,
por sus siglas en inglés: single guide RNA) adicionales
y evaluaron su capacidad de edicidon en ensayos con
embriones, logrando generar diversas mutaciones
somaticas y de linea germinal en el mosquito.

En otro estudio, Dong et al. (2015) utilizaron CRISPR/
Cas9 para modificar un gen en Ae. aegypti y lograr la
expresion de la proteina fluorescente cian mejorada
(ECFP, Enhanced Cyan Fluorescent Protein), permitiendo
el uso de dos marcadores fluorescentes en los ojos
de los mosquitos. Junto con Cas9, se utilizaron dos
sgRNA dirigidos a diferentes regiones del gen ECFP, con
ARNmM transcritos in vitro para la transformacion de la
linea germinal. Como resultado, se obtuvieron cuatro
grupos de mosquitos cuyos descendientes heredaron
la modificacion genética, con una eficiencia de knockout
del 5.5%.
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EDICION GENICA EN MODELOS NO TRADICIONALES

El uso de CRISPR en insectos que no suelen ser
empleados como modelos de estudio ha ampliado
significativamente la investigacion genética en una
gran diversidad de especies. Esta tecnologia no solo
ha mejorado nuestro entendimiento de organismos
ampliamente estudiados, sino que también ha
permitido editar el ADN de especies menos exploradas.
Esto ha abierto nuevas oportunidades en el control
de plagas y en la comprensién de funciones genéticas
especificas en diversos insectos.

Por ejemplo, en la chinche roja (Pyrrhocoris apterus),
se establecié un protocolo eficiente para la edicién
genética con CRISPR/Cas9, optimizando la técnica de
microinyeccion de embriones y el manejo de huevos, lo
que increment6 considerablemente la eficiencia en la
produccion de mutantes. Este avance facilita el estudio
funcional de genes en esta especie, mejorando nuestra
comprensién de su biologia y sus posibles aplicaciones
en el manejo de plagas (Kotwica-Rolinska et al., 2019).

En la chinche marrén (Euschistus heros), se utilizé una
combinacion de CRISPR/Cas9 y ARN de interferencia
(RNAI) para estudiar genes implicados en el desarrollo
de las alas y la pigmentacién de la cuticula. Este enfoque
permitié desarrollar un método eficiente para analizar la
funcién de genes en esta especie, proporcionando una
herramienta Util para futuras investigaciones (Cagliari et
al., 2020).

Asimismo, en la langosta migratoria (Locusta migratoria
manilensis), se implementé la tecnologia CRISPR-Cas13a
junto con tiras de flujo lateral para la deteccién rapida

de ADN. Este método mostro alta especificidad y
sensibilidad en la identificacién de esta plaga, ofreciendo
una herramienta eficaz para la vigilancia y el control de
plagas agricolas (Zhang et al., 2023).

CONCLUSION

La integracién de la tecnologia CRISPR en el campo
de la entomologia ha transformado el panorama,
abriendo nuevas vias para la exploracion cientifica,
el manejo de plagas y la conservacién de la
biodiversidad de artropodos. La capacidad de
esta tecnologia para editar genes con precisiéon ha
permitido avances significativos en el estudio de
los insectos, desde explorar la comprension de los
roles de genes especificos hasta el desarrollo de
métodos innovadores para el manejo y deteccidon
de plagas. Su implementacién en el control de
plagas representa una alternativa prometedora a los
métodos convencionales, ofreciendo soluciones mas
especificas y efectivas,

Ademas, la expansion del uso de CRISPR a insectos no
modelos ha ampliado las posibilidades de investigacién
en mayor nimero de especies, enriqueciendo nuestro
conocimiento sobre la biodiversidad y proporcionando
nuevas herramientas para el estudio de los ecosistemas.

A medida que continuamos explotando y refinando las
aplicaciones de esta tecnologia, es esencial considerar
las implicaciones éticas y ecologicas de la edicion
genética en poblaciones naturales, garantizando un uso
responsable y sostenible de CRISPR en el futuro.
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