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RESUMEN

FUNDAMENTOS // La presencia de Aedes albopictus, de alto impacto sanitario y social, se informé por primera vez en Valencia
en 2015. Las herramientas innovadoras para su control incluyen el uso de la bacteria endosimbidtica Wolbachia pipientis. La libera-
cién de mosquitos machos infectados con Ia cepa wPip ha demostrado ser muy prometedora para aplicar la Técnica de Insectos
Incompatibles (IIT) a gran escala. Antes de que esta estrategia pueda implementarse, es importante saber si las poblaciones locales
de mosquitos silvestres estan infectadas por Wolbachia y, de ser asi, identificar las cepas/supergrupos infectantes, siendo estos los
objetivos del presente trabajo.

METODOS // Se recolectaron huevos de los diecinueve distritos de Valéncia entre mayo y octubre de 2019, y se mantuvieron en el
laboratorio hasta Ilegar a adultos. Un total de cincuenta individuos adultos de Ae. albopictus fueron procesados y analizados para
detectar la presencia de Wolbachia y su caracterizacion molecular. Estas acciones se enmarcaron en la colaboracién establecida con
la Concejalia de Salud y Consumo del Ayuntamiento de Valencia. La prueba exacta de Fisher fue utilizada para detectar la significacion
estadistica de las diferencias entre grupos.

RESULTADOS // £I 94% de las muestras analizadas estaban infectadas de forma natural con Wolbachia. Se identificaron los super-
grupos wAIbA y wAIbB, y la mayorfa de las muestras (72% de las infectadas) presentaban coinfecciones.

CONCLUSIONES // Los datos proporcionan la primera caracterizacién de la presencia de Wolbachia en poblaciones naturales de
Ae. albopictus en el drea mediterranea de Espafia. Esta informacion es relevante para evaluar el potencial uso de cepas de Wolbachia
de cara ala supresion de poblaciones de mosquito tigre asidtico mediante la liberacién masiva de machos infectados artificialmente.

PALABRAS CLAVE // Aedes albopictus, Wolbachia; Valencia; Técnica de Insectos Incompatibles (IIT); Control bioldgico; Control de
mosquitos; Gen de rRNA 16S; wsp.

ABSTRACT

BACKGROUND // The presence of Aedes albopictus, of high sanitary and social impact, was first reported in Valencia (Eastern Spain)
in 2015. Innovative tools for its control include the use of the endosymbiotic bacterium Wolbachia pipientis. The release of mosquito
males infected with the wPip strain, has proven very promising for large-scale Incompatible Insect Technique (IIT) applications. Before
this strategy can be implemented in Valencia, it is important to know whether the natural local mosquito populations are Wolbachia-
infected and, if so, identifying the infecting strains/supergroups, these being the objectives of the present work.

METHODS // Eqggs were collected from the 19 districts of the Valéncia city between May and October 2019. A total of 50 lab-reared adult
Ae. albopictus individuals were processed and analyzed for Wolbachia detection and molecular characterization. These actions took
place within the framework of a collaboration established with the Department of Health and Consumer Affairs of the city council of
Valencia. Fisher's exact test was used to detect the statistical significance of the differences between groups.

RESULTS // Our study revealed that 94% of the analyzed samples were naturally infected with Wolbachia. Both wAIbA and wAIbB
supergroups were identified, with most samples (72% of the infected ones) carrying co-infections.

CONCLUSIONS // These data provide the first characterization of the Wolbachia presence in natural populations of Ae. albopictus
in the Mediterranean area of Spain. This information is relevant to evaluate the potential use of Wolbachia strains in order to achieve
the suppression of the Asian tiger mosquito populations through massive release of artificially-infected males.

KEYWORDS // Aedes albopictus, Wolbachia; Valencia; Insect Incompatible Technique (IIT); Biological control; Mosquito control; 165
TRNA gene; wsp.
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INTRODUCCION

T

LA INVASION DE AEDES ALBOPICTUS
(Skuse, 1894), conocido como mosquito tigre
asiatico, ha sido reportada en casi todo el
planeta(l). Su reconocida importancia cli-
nica radica en su potencial para transmitir
diversos patogenos que causan enfermeda-
des, como la dirofilariosis, asi como arbovi-
rosis antroponoticas, incluyendo el dengue
(DENV), el chikungunya (CHIKV) o el Zika
(ZIKV) (2-5). El elevado riesgo de transmision
de estas enfermedades se debe a varias razo-
nes concomitantes, incluyendo factores cli-
maticos y socioecondémicos, el transporte y
comercio internacional, y los sistemas de
salud publica(e). En este contexto, paises
mediterraneos como Italia, Francia, Croacia
y Espafia han declarado casos autdctonos de
transmision de DENV, CHIKV y ZIKV en los
altimos afios (5,7-10). La situacion del DENV
es particularmente preocupante, dado que
el dengue ha emergido recientemente como
la enfermedad viral mas importante transmi-
tida por mosquitos a nivel mundial (1. En el
sur de Europa se han dado varios episodios de
transmision autéctona de dengue (12), siendo
Espafa en 2015 el primer lugar de Europa en
que se detectaron mosquitos Ae. albopictus
infectados con DENV (13). Las medidas tra-
dicionales de control para reducir las pobla-
ciones de mosquito incluyen la reduccion de
criaderos disponibles, la educacion ptblicay
la aplicacion rutinaria de insecticidas, imple-
mentada por cientos de municipios de toda
Europa(14). Sin embargo, en algunos casos,
el porcentaje de éxito se ve limitado por los
bajos niveles de participacion comunita-
ria, la falta de coordinacion entre las dife-
rentes administraciones y las practicas defi-
cientes en la aplicacion de los insecticidas.
Por otra parte, la posibilidad de desarrollo
de resistencia a insecticidas supone un pro-
blema adicional que impide conseguir resul-
tados 6ptimos en el control de Ae. albopictus
en Europa (15). Por todo ello, hay un elevado
grado de consenso en la comunidad cienti-
fica acerca de la necesidad de buscar méto-

dos innovadores y complementarios para
el control de esta especie de mosquito en
ambientes urbanos.

La presencia de Ae. albopictus fue des-
crita por primera vez en Espana en 2004 (16).
Desde entonces, se ha extendido desde Cata-
lufia al resto del area mediterranea, inclui-
das las Islas Baleares(i7), asi como a otras
regiones del interior y norte de Espafia como
Madrid, Extremadura y Pais Vasco(18-20). En
2015 se detectd por primera vez en la ciudad
de Valéncia(2n. A partir de ese momento, su
control poblacional se ha convertido en un
objetivo prioritario para los servicios publi-
cos municipales de salud (22). Las principales
medidas de control incluyen el tratamiento de
los criaderos y zonas de refugio con insectici-
das quimicos, la participacion comunitaria,
asi como otras estrategias de origen biologico.
Estas altimas evitan algunos de los inconve-
nientes del uso de insecticidas quimicos con-
vencionales, como son su falta de especifici-
dad contra un insecto concreto, su toxicidad
para los humanos y el medio ambiente, asi
como la posibilidad de facilitar la aparicion
de resistencias (6,23).

A nivel mundial se han utilizado diferen-
tes estrategias bioldgicas(24), tales como la
aplicacion de biolarvicidas basados mayori-
tariamente en formulaciones de Bacillus thu-
ringiensis, la Técnica del Insecto Estéril (TIE)
mediante la liberacion de machos irradia-
dos, la obtenciéon de insectos transgénicos
mediante modificacién genética, o el uso de
endosimbiontes como Wolbachia para provo-
car la muerte de los embriones por Incompa-
tibilidad Citoplasmatica (CI) entre los game-
tos parentales (conocida como Técnica del
Insecto Incompatible [IIT])(25,26). La IIT tiene
la ventaja de que no implica la liberacion de
organismos mutantes o manipulados gené-
ticamente. La supresiéon de la poblacién de
mosquitos Aedes mediante la implementa-
ci6n de una estrategia basada en Wolbachia se
considera un método de gran impacto para el
manejo de la resistencia a los insecticidas (2n.



Wolbachia pipientis (Alphaproteobacteria:
Rickettsiales) es un endosimbionte transmi-
tido por via materna que se estima que puede
infectar hasta el 66% de las especies de insec-
tos conocidas(28). Esta tinica especie recono-
cida del género Wolbachia se clasifica en super-
grupos de la A a la U(29). Los supergrupos A'y
B infectan solo a artrépodos, donde actiian
principalmente como parasitos reproductivos.
En estos casos, distintas cepas de Wolbachia
provocan diferentes alteraciones en sus hos-
pedadores para aumentar su transmision a la
siguiente generacion, siendo la CI la manipu-
lacion mas frecuente (30). Wolbachia se ha uti-
lizado para el control de plagas y vectores de
enfermedades porque no solo altera la repro-
duccién del hospedador, sino que también blo-
quea la replicacién y transmision del virus (31).
Por esta razon, poblaciones infectadas con este
endosimbionte se liberan al campo con dos
posibles objetivos: reemplazamiento o supre-
sibn de poblaciones(32). El éxito de ambos
enfoques se basa en la capacidad de la nueva
cepa introducida de Wolbachia para inducir
CI en la poblacion de mosquitos nativos. Por
lo tanto, la presencia natural de determinadas
infecciones de Wolbachia en poblaciones sil-
vestres de mosquitos podria interferir con los
programas de control, haciendo que el reem-
plazo o la supresion de la poblacién sea dificil
o incluso resulte imposible.

La presencia de las cepas wAlbA y wAlbB
de Wolbachia, pertenecientes a los supergru-
pos A y B respectivamente, ha sido amplia-
mente descrita en poblaciones naturales
de Ae. albopictus(33,34), donde los indivi-
duos infectados suelen portar una o ambas
cepas(35). No se han encontrado otras cepas
de forma natural en esta especie de mosquito,
aunque no se puede descartar, ya que se sabe
que Wolbachia se transmite horizontalmente
entre especies de insectos filogenéticamente
distantes (36). Estudios pioneros realizados en
Italia han descrito la generacién en laborato-
rio de una nueva linea ARwP de Ae. albopic-
tus en la que se han sustituido las cepas natu-
rales de Wolbachia por la cepa wPip obtenida

de Culex pipiens (Linnaeus, 1758)(37); muy
recientemente, el mismo grupo informé sobre
el primer experimento de campo en Europa
para evaluar la incapacidad de los mosquitos
macho de la linea ARWP para producir des-
cendencia viable tras su apareamiento con
hembras silvestres de Ae. albopictus (38). Estos
estudios refuerzan la IIT como enfoque ade-
cuado para reducir y/o suprimir las pobla-
ciones de mosquito tigre asiatico en el area
mediterranea.

En el presente estudio, como primer paso
hacia la implementacién de una estrategia
IIT similar a la exitosa antes mencionada, se
investigo la presencia de Wolbachia en pobla-
ciones naturales de Ae. albopictus en la ciu-
dad de Valéncia (Espaiia).

MATERIALES Y METODOS

I T AT

Muestreo de mosquitos. Los huevos se reco-
gieron mediante el uso de trampas de ovipo-
sicion estandar(9). Se utilizaron contenedo-
res de plastico negro (volumen: 0,4 L) llenos
de agua (2/3 de capacidad) y complementados
con un palo de madera como soporte para la
oviposicion. El muestreo se llevo a cabo entre
mayo y octubre de 2019, coincidiendo con el
periodo de actividad mas importante de la
especie, en los diecinueve distritos de la ciu-
dad de Valéncia [Ficura 1; Anexo 1]. El mues-
treo se realizd espaciotemporalmente de la
siguiente manera: mayo, distritos 1, 2 y 3 del
centro urbano; junio, distritos urbanos perifé-
ricos 4, 5y 6; julio, distritos urbanos perifé-
ricos 7, 8 y 9; agosto, distritos urbanos peri-
féricos 10, 11 y 12; septiembre, distritos urba-
nos periféricos 13, 14, 15y 16; octubre, distritos
rurales periféricos 17, 18 y 19. El niimero de
huevos colectados con ovitrampas por distrito
oscilo entre nueve y ciento doce. Los micro-
habitats especificos donde se instalaron las
ovitrampas se caracterizaban por ser lugares
umbrios bien cubiertos por vegetacion. Los
huevos recolectados se criaron en condiciones
de laboratorio hasta la emergencia del adulto,

como se habia descrito anteriormente (39).
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Figura1

Distribucion espacial de los sitios de muestreo para la recoleccion de huevos de Ae. albopictus
en los diecinueve distritos de la ciudad de Valéncia, Espafia (en nimeros).
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Insectos adultos de siete a diez dias, tanto
machos como hembras, se congelaron a -20 °C
para fijarlos y se preservaron en el congela-
dor hasta la extracciéon del ADN total. La iden-
tificacion de especie y sexo se confirmé bajo
microscopio binocular segln los criterios de
Schaffnet et al. (40) La seleccién de individuos
para los analisis de presencia de Wolbachia se
hizo aleatoriamente, eligiendo al menos un
macho y una hembra por distrito.

Genotipado de Wolbachia: Extraccién de ADN
total, amplificacién, secuenciaciéon y anali-
sis filogenético. Mosquitos adultos individua-
les se lisaron y homogeneizaron en 200 pL de
tampoén fosfato salino (PBS) con la ayuda de
palillos estériles. Tras centrifugar a baja velo-
cidad (800 xg) durante veinte min, se extrajo

Los puntos indican los sitios de muestreo.

el ADN total (ADNt) utilizando el kit DNeasy
Blood and Tissue (Qiagen, Hilden, Alemania),
siguiendo el protocolo del fabricante y utili-
zando un volumen de elucién final de 100 pL.
La calidad y cantidad de ADN se determiné
con un espectrofotometro NanoDrop ND-1000.

Todas las muestras de ADNt se analiza-
ron para detectar la presencia de Wolbachia
mediante la reacciéon en cadena de la polime-
rasa (PCR) para la amplificacion de los matr-
cadores moleculares wsp (cebadores: 81F,
5-TGGTCCAATAAGTGATGAAGAAAC-3’; 691R,
5-AAAAATTAAACGCACTCCA-3’) y el gen de
ARNTr 16S (cebadores: WolbF, 5-GAAGATAAT-
GACGGTACTCAC-3’; WspecR, 5’-AGCTTCGA-
GTGAAACCAATTC-3’) (41). Las muestras nega-
tivas se analizaron con cebadores para ampli-



ficar el gen ribosomal S7 del hospedador de
cara a evaluar la calidad del ADN (5’-ATGGTT-
TTCGGATCAAAGGT-3’ vy 5°-CGACCTTGTGTTCA
ATGGTG-3’) (42). Las muestras positivas se
analizaron con cebadores directos de wsp
especificos para las cepas wAlbA (328F,
5’-CCAGCAGATACTATTGCG-3’) y wAlbB (183F,
5-AAGGAACCGAAGTTCATG-3’), junto al antes
mencionado cebador reverso 691R (35). Breve-
mente, las amplificaciones de PCR se realiza-
ron sobre 2-5 uL. de ADNt del insecto en 50 pL
de reaccién con 0,2 pM de cada cebador ade-
cuado, 1x Key Buffer, 2,5 mM MgCl2, 0,2 mM de
cada dNTP, una unidad de Taq DNA Polyme-
rase (VWR) y agua purificada para PCR hasta
completar el volumen final. Se afadi6 DMSO
4% a la mezcla de reaccién cuando la primera
amplificacion fallaba. El perfil de las tempe-
raturas utilizadas fue el siguiente: un ciclo ini-
cial de desnaturalizaci6n durante 4 min a 95
°C, seguido de cuarenta ciclos de desnatura-
lizacién a 95 °C durante 1 min, unién a ceba-
dor a 55 °C durante 1 min, y extension a 72
°C durante 1 min, mas un ciclo de extensiéon
final a 72 °C durante 10 min. Se hicieron dos
réplicas para cada muestra y todos los expe-
rimentos de PCR incluyeron controles posi-
tivos y negativos. Como control positivo uti-
lizamos ADNt de una linea de Ae. albopictus
coinfectado con Wolbachia wAlbA y wAlbB,
proporcionado por las Dras. Nuria Busquets
y Sandra Talavera (Centro de Investigacion
en Salud Animal IRTA-CReSA, Barcelona). En
el control negativo, el ADNt molde era susti-
tuido por agua. El tamafio de los amplicones
se comprob6 mediante electroforesis en gel
de agarosa al 2%, tefiido con SafeView™ Clas-
sic stain (NBS Biologicals, Huntingdon, Reino
Unido), y visualizado con luz UV.

La secuenciacién ABI de amplicones selec-
cionados para confirmar su identidad se llevo
a cabo en la Secciéon de Genémica de la Univer-
sitat de Valéncia (Servicio Central de Soporte
a la Investigacion Experimental, SCSIE). Las
lecturas fueron inspeccionadas y ensambla-
das con el Paquete Staden (http://staden.

sourceforge.net) (43) y posteriormente compa-
radas con secuencias de Wolbachia disponi-

bles en GenBank mediante BLAST (http://blast.
nchi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) (44). Las secuencias
de ADN determinadas en este estudio han sido
depositadas en GenBank (niimeros de acceso
indicados en la Tasta 1). Utilizamos secuencias
de Wolbachia seleccionadas obtenidas de Gen-
Bank [TasLa 1] para realizar los alineamientos
con MEGA (45). El analisis filogenético se rea-
lizd6 por maxima verosimilitud con el modelo
GTR+G+I. El analisis Bootstrap se realizé con
1.000 repeticiones. Utilizamos el software Fig-
Tree vi.4.0 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software,

figtree/) para visualizar y editar los arboles filo-
genéticos obtenidos.

RESULTADOS Y DISCUSION

CEE U

NUESTROS DATOS REVELARON QUE EL 94%
de las muestras analizadas portaban Wolba-
chia de manera natural, de las cuales el 72,3%
estaban superinfectadas con las cepas wAlbA
y wAIbB [TaBLa 2 v Anexo 1]. Se investigo la
presencia de Wolbachia mediante PCR en un
total de cincuenta insectos adultos (veinti-
cinco hembras y veinticinco machos) utili-
zando cebadores wsp genéricos. De estas, cua-
renta y siete muestras (veinticuatro hembras
y veintitrés machos) dieron resultados positi-
vos, revelando una tasa de infeccion muy alta.
La posibilidad de resultados negativos debido
a un problema de amplificaciéon causado por
una baja calidad del ADNt purificado se des-
carto, ya que las tres muestras negativas fue-
ron positivas para el gen ribosomal S7 del
hospedador. Dado que la coinfecciéon con las
cepas wAIbA y wAIbB se ha encontrado con
frecuencia en todo el mundo(33), las mues-
tras positivas se analizaron posteriormente
con cebadores especificos para cada cepa en
reacciones separadas(35). Todas las muestras
amplificadas y secuenciadas demostraron
ser idénticas a las secuencias wsp de wAlbA
y wAlbB encontradas en GenBank, y se agru-
paron con las secuencias correspondientes en

un analisis filogenético [Ficura 2].
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RFE Tabla 1
SO Secuencias parciales de wsp de Wolbachia incluidas en el andlisis filoegenético.
Niimero de acceso Insecto hospedador Referencia
AF020058 Aedes albopictus 33
AF020059 Aedes albopictus 33
AY462863 Aedes albopictus 44
HM007832 Aedes albopictus 45
JX129187 Aedes albopictus 45
0P066400 Aedes albopictus Este estudio
0P066401 Aedes albopictus Este estudio
AF020061 Culex pipiens 33
AY462861 Culex quinquefasciatas 44
AF020072 Drosophila melanogaster 33
AF020068 Drosophila simulans 46
AF020070 Drosophila simulans 46
AB039284 Dryinid wasp 47
AF020076 Ephestia cautella 33
AF020077 Glossina austeni 33
AF020079 Glossina morsitans 33
AF020080 Laodelphax striatellus 33
AF0200T71 Muscidifurx uniraptor 33
AF481181 Nilaparvata lugens 48
AF020082 Phlebotomus papatasi 33
AF020083 Tribolium confusum 33
AF020084 Trichogramma deion 33
WolbocHa bt
Valéncia (Espafia): Tabla 2
e Estado de infeccidn de los mosquitos Aedes albopictus adultos individuales
de m‘mt:; analizados en este estudio.
Sexo A+B+ A+B- A-B+ A-B-
Rew E5p Salu Piblcs Hembras 21 3 0 1
Volumen 97
2/3/2023 Machos 13 1 9 2

202303017es
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Figura 2

Analisis filogenético de las secuencias nucleétidicas parciales de wsp de Wolbachia obtenidas
a partir de Ae. albopictus recolectado en Valencia, Espafia (en rojo).
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100
Culex quinquefasciatus (AY462861)

La barra de escala representa sustituciones por sitio.

Los resultados obtenidos en nuestro estu-
dio confirmaron la posibilidad de implemen-
tar el IIT basado en la liberacién machos de
Ae. albopictus infectados con wPip en la ciu-
dad de Valéncia en un futuro préximo, ya que
las poblaciones salvajes de mosquito tigre
asiatico no estaban infectadas de forma natu-
ral por esta cepa endosimbionte. Nuestros
proximos pasos se centraran en la seleccion
de subcepas de wPip apropiadas que infec-
ten de forma natural a las poblaciones de
Cx. pipiens autoctonas y transferirlas por
microinyeccion a Ae. albopictus, con el fin de
obtener y mantener en cautividad una colonia
artificial cuyos machos puedan ser liberados
en el ambiente urbano y causar CI tras su apa-
reamiento con hembras silvestres.

Cadra cautella (AF020076)
—‘ 100
Nilaparvata lugens (AF481181)

Aedes albopictus B (Valencia)

Aedes albopictus (AF020059)
99

Group A
M&des albopictus (JX129187)
Aedes albopictus A (Valencia)
fedes albopictus (HM0078327)
Dryinid wasp (AB039284)
%ﬁodelphax striatellus (AF020080)
Tribolium confusum (AF020083)
Trichogramma deion (AF020084)
Group B

Estudios recientes en Italia respaldan la
liberacion de machos de una linea de Ae. albo-
pictus infectada con Wolbachia wPip (ARwP)
para llevar a cabo estrategias de supre-
sion autocida contra el mosquito tigre asia-
tico(51,52), siendo conveniente antes de iniciar
la IIT proceder con una deteccion e identifica-
cion de las cepas de Wolbachia presentes en
las poblaciones locales de Ae. albopictus para
prevenir efectos inesperados, como una inefi-
ciente pérdida de compatibilidad (53).

Esta alta tasa de infecci6on por Wolbachia
en una poblacion silvestre de Ae. albopictus
(94%) detectada en nuestro estudio es similar
a la prevalencia encontrada en paises asiati-

cos como China (93,3 ¥ 95,52%) (54,55), Tailan-
>
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dia (100%)(56) o Corea del Sur (99%)(57), asi
como en los Estados Unidos (95%)(58) y Bra-
sil (99,3%)(59), vy lejos de la baja prevalencia
encontrada en México (38%) (60). Se han publi-
cado muy pocos informes en los paises medi-
terraneos, con grandes diferencias encontra-
das en diferentes lugares de Francia (metropo-
litana y Corcega) (53,61) y Grecia (53).

En nuestro estudio, el estado infeccioso de
machos y hembras difiri6 significativamente
(p-valor: 0,0067, utilizando la prueba exacta
de Fisher). La mayoria de las hembras de mos-
quito infectadas portaban superinfecciones
(84%); en el caso de los machos, el 54% de
ellos eran portadores también de ambas cepas
de Wolbachia, pero el 36% de ellos presenta-
ron infeccién Gnica con wAlbB. Estos resul-
tados estan de acuerdo con lo que se habia
encontrado previamente, con superinfec-
ciones practicamente fijadas entre las hem-
bras(33,35,56) y pérdida de wAlbA con la edad
en los machos (53).

Un trabajo reciente que utiliz6 machos de
la linea ARwP liberados en areas urbanas de
Roma (Italia) confirmé la viabilidad de la IIT
como una forma de controlar poblaciones
de Ae. albopictus(38). Los autores obtuvie-
ron resultados prometedores, ya que el 30%
de las hembras recolectadas en los puntos de
liberacidn eran estériles, y el 20% tenia una
fertilidad muy reducida en comparacién con
los controles. Ademas, la longevidad de estos
machos no se vio afectada por la infeccién de
wPip, ya que sobrevivieron hasta dos sema-
nas después de la liberacién, lo que se con-
sidera adecuado para la preservacion de la
aptitud reproductiva en los machos, y muy
similar a los machos de mosquitos tigre asia-
ticos silvestres en condiciones normales (62).
Estos resultados van en la misma linea que
los encontrados en un estudio anterior rea-
lizado por el mismo grupo en condiciones
de laboratorio(63), donde no se encontra-
ron diferencias estadisticamente significati-
vas con respecto a longevidad, tasa de apa-
reamiento, capacidad espermatica y compe-

titividad de apareamiento entre machos de
Ae. albopictus mantenidos en condiciones de
laboratorio o en invernaderos.

Finalmente, es importante abordar el
estado actual de la regulacion del uso de
enfoques de control basados en Wolbachia en
Europa. Cualquier producto que se vaya a uti-
lizar para controlar organismos no deseados
(mosquitos incluidos) que sean nocivos para
la salud humana o animal, o para el medio
ambiente, o que simplemente puedan causar
danos a las actividades humanas, debe ser
registrado en Europa como biocida segtn el
Reglamento de Productos Biocidas 528/2012
de la UE(64). Después de recopilar informa-
cion sobre el uso de Wolbachia como poten-
cial biocida en Europa, la Comisién Europea
dictaminé recientemente su uso declarando
lo siguiente: Las bacterias del género Wolba-
chia, o cualquier preparacion que contenga
esas bacterias, utilizadas con el propoésito de
inocular esas bacterias en mosquitos, con el
objetivo de crear mosquitos no infectados de
forma natural con fines de control de vecto-
res, se considerard un biocida; mientras que
los mosquitos no infectados de forma natural,
independientemente de la técnica de infeccion
utilizada, no se consideraran ni un producto
biocida ni un articulo tratado (65). Teniendo
en cuenta estas regulaciones, existe una
hoja de ruta para la introduccién de Wolba-
chia en los programas de control de vectores
en Europa de acuerdo con las leyes europeas.
En este contexto, el Ayuntamiento de Valén-
cia apoya una iniciativa pionera en Espafia
para la implantacién de cepas de Wolbachia
como sistema de control de las poblaciones
de Ae. albopictus.
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Anexo |

Perfil demografico (sexo, codigo de distrito, ubicacion), estado de deteccién de Wolbachia
y clasificacion de supergrupo para todos los mosquitos Aedes albopictus adultos individuales
utilizados en este estudio.

Muestra Sexo Sitio Coordenadas wAlbA wAlbB Infeccién
Latitud Longitud

ALBIWOLI1F F D1 39,4721 -0.3695 + + AB
ALBIWOLIM M D1 39,4721 -0.3695 + + AB
ALB2WOLIF F D2 39,4589 -0.3759 + + AB
ALB2WOLIM M D2 39,4589 -0.3759 + A
ALB3WOLIF F D3 39,4769 -0.3867 + + AB
ALB3WOLIM M D3 39,4769 -0.3867 + B
ALB3WOL2M M D3 39,4769 -0.3867 + B
ALB4WOLIF F D4 39,4916 -0.4036 + + AB
ALB4WOLIM M D4 39,4916 -0.4036 + + AB
ALB5WOLITF F D5 39,4869 -0.382 + A
ALB5WOLIM M D5 39,4869 -0.382 + + AB
ALB5WOL2M M D5 39,4869 -0.382 + B
ALB6WOLIF F D6 39,4776 -0.3641 + A
ALB6WOLIM M D6 39,4776 -0.3641 + B
ALBTWOLIF F D7 39,4667 -0.3958 + + AB
ALBTWOL2F F D7 39,4667 -0.3958 0
ALB7WOLIM M D7 39,4667 -0.3958 + + AB
ALB8WOLIF F D8 39,4531 -0.4043 + A
ALB8WOL2F F D8 39,4531 -0.4043 + + AB
ALBSWOLIM M D8 39,4531 -0.4043 0
ALBOWOLIF F D9 39,4446 -0.3944 + + AB
ALB9WOLIM M D9 39,4446 -0.3944 + + AB
ALB9WOL2M M D9 39,4446 -0.3944 + + AB
ALB1OWOLIF F D10 39,4444 -0.3661 + + AB
ALB1OWOL2F F D10 39,4444 -0.3661 + + AB




Anexo | (continuacién) RFE

Perfil demografico (sexo, cddigo de distrito, ubicacion), estado de deteccion de Wolbachia &S
y clasificacidn de supergrupo para todos los mosquitos Aedes albopictus adultos individuales
utilizados en este estudio.

Coordenadas i
Muestra Sexo Sitio wAIbA wAIbB Infeccion
Latitud Longitud
ALBIOWOL1M M D10 39,4444 -0.3661 - + B
ALBIIWOLIF F D11 39,4666 -0.3267 * - AB
ALBTIWOLIM M DI 39,4666 -0.3267 - - B
ALB12WOLIF F D12 39,4673 -0.34 * * AB
ALBI2WOLIM M D12 39,4673 -0.34 - - B
ALBI3WOLIF F D13 39,4733 -0.3425 * * AB
ALBI3WOLIM M D13 39,4733 -0.3425 * * AB
ALB14WOL1F F D14 39,4816 -0.358 * ¥ AB
ALB14WOLIM M D14 39,4816 -0.358 * * AB
ALBISWOL1F F D15 39,493 -0.3815 * * AB
ALBISWOLIM M D15 39,493 -0.3815 * * AB
ALBI6WOLIF F D16 39,4984 -0.3962 + * AB
ALBI6WOL2F F D16 39,4984 -0.3962 + + AB
ALBI6WOL3F F D16 39,4984 -0.3962 * * AB
ALBI6WOLA4F F D16 39,4984 -0.3962 + * AB
ALB16WOLIM M D16 39,4984 -0.3962 + * AB
ALBI6WOL2M M D16 39,4984 -0.3962 * * AB
ALB16WOL3M M D16 39,4984 -0.3962 - - 0
ALB16WOL4AM M D16 39,4984 -0.3962 + + AB
ALBITWOLIF F D17 39,5229 -0.3784 + + AB
ALBITWOLIM M D17 39,5229 -0.3784 + + AB Infecciones por
ALBIBWOLIF F D18 39,5018 -0.4241 + + AB f(%h"h,gz,:t“t
ALB18WOLIM M D18 39,5018 -0.4241 - + B En';,'|<€tpl>
ALBI9WOLIF F D19 39,4222 -0.3396 + + AB jju mosaues
ALBI9WOLIM M D19 39,4222 -0.3396 - + B BUENO-MARI
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