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1.0 Resumen 

En el mecanismo de aCClOn de las toxinas Cry en el epitelio intestinal de insectos 
susceptibles, la unión de estas proteínas a su receptor presente en las microvellosidades 
apicales de las células epiteliales intestinales es fundamental para la especificidad y la 
toxicidad. 
Por lo tanto, la interacción de las toxinas Cry con los receptores es en la actualidad 
ampliamente estudiada a fin de entender su participación en el mecanismo de toxicidad 
sobre diversos insectos plaga. En el caso de las toxinas CryIA, específicas contra insectos 
lepidópteros ·como Manduca sexta se ha descrito que las proteínas Aminopeptidasa N 
(APN) Y Caderina (Bt-R1), funcionan como receptores. Se propone una participación 
secuencial de cada una de estas moléculas en el proceso de unión e inserción de la toxina a 
la membrana apical del intestino del insecto. La toxina en forma monomérica tiene una 
gran afinidad por Bt-R1 y esta la interacción dispara la oligomerización de la toxina 
formando un tetrámero. A su vez el tetrámero posee gran afinidad por APN; la cual como 
segundo receptor funciona como acarreador del oligómero a una región de membrana 
plasmática denominada microdominio de membrana (raft) donde la toxina se inserta para 
formar poros iónicos que provocan la muerte de la célula. 

En este trabajo se silenció la expresión de las proteínas APN y Bt-R1 empleando el 
mecanismo de RNA de interferencia, que consiste en la micro inyección intrahemocélica (a 
huevos y larvas de Manduca sexta) de fragmentos de RNA de doble cadena (dsRNA) 
sintetizados in vi/ro que poseen una secuencia homóloga a la del RNAm de las proteínas 
receptoras (APN y Bt-R1) . Este dsRNA al aparearse con su secuencia homóloga 
desencadena el mecanismo de destrucción del RNAm mediado por el complejo enzimático 
DICER que produce moléculas de RNAs interferentes pequeños (siRNAs) de 21-25 
nucleótidos y el complejo de nucleasas RISC que induce la degradación del RNAm 
homólogo a los siRNAs. De esta manera se evita la síntesis de la proteína codificada por 
ese RNA. 
También se ha descrito que existe un proceso de amplificación del mecanismo de 
silenciamiento específico en el que participa una polimerasa dependiente de RNA (RdRP), 
que permite prolongar el silenciamiento de la proteína específica, inclusive hasta la 
siguiente generación. 

Los dsRNAs diseñados específicamente para silenciar APN y Bt-R1, fueron 
micro inyectados en huevos y larvas de M sexta. En el siguiente estadio de desarrollo 
(posterior a la microinyección), se disectó el intestino de las larvas y con el homogenizado 
se analizó la expresión de las proteínas (APN y Bt-R1) midiendo la actividad específica de 
APN y detectando a las proteínas mediante inmunoblot con anticuerpos específicos para 
cada una. 

Se obtuvo el silenciamiento específico de las proteínas APN y Bt-R1 de M sexta. En el caso 
de APN el si lenciamiento se obtuvo en huevos y larvas de segundo y tercer estadio de 
desarrollo (inyectadas con dsRNA de APN) y se mantuvo en algunas larvas hasta la 
generación F 1; la ausencia de la señal de la proteína en inmunoblot coincidió con una 
disminución en la actividad específica de APN. 
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La eficiencia de los silenciamientos obtenidos para el caso de APN fue baja, 
aproximadamente del 50%, es decir, sólo el 50% de las larvas inyectadas con dsRNA de 
APN estuvieron afectadas en la síntesis de esta proteína. 
En el caso de Bt-R¡ el silenciamiento de la proteína se observó por inmunoblot sólo en 
larvas de tercer estadio de desarrollo (inyectadas en el segundo estadio con dsRNA de Bt
R¡) y no se mantuvo hasta la generación Fl. De acuerdo al análisis de Inmunoblot, la 
eficiencia de silenciamiento obtenido de esta proteína fue del 100%. 
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2.0 Introducción 

Con el objetivo de tratar de elucidar claramente la participación secuencial de las proteínas 
receptoras de las toxinas Cry de Bacillus thuringiensis (Bt-R1 y APN), en el mecanismo de 
acción sobre los insectos susceptibles, se plantea evitar la expresión de dichas proteínas y 
observar de que manera se afecta la interacción con las diferentes estructuras de la toxina 
(monómero u oligómero) involucradas en la toxicidad sobre el insecto sobre larvas que 
carezcan de APN o Bt-R1 28, 37. 

2.1 Manduca sexta como modelo de análisis 

Taxonomía: 
Nombre científico: Manduca sexta, Linnaeus, 1763 
Nombre común: Cachudo del tabaco 
Orden: Lepidóptera 
Familia: Sphingidae, Latreille, 1802 
Familia común: Hawk moths 
Subfamilia: Sphinginae, Latreille, 1802 
Tribu: Sphingini, Latreille, 1802 
Genero: Manduca, Hubner, 1807 
Especie: sexta sexta, Butler, 1877 
Comida: La larva puede ser peste de la papa, tomate y tabaco. 
Estatus: Es una especie común 

Características generales: 
M sexta es un insecto con desarrollo holometabólico, es decir, que pasa por un cambio 
metabólico completo durante su ciclo de vida, por lo que los adultos son muy diferentes a 
las larvas y pupas. En estados larvales tiene un tamaño entre 0.5 a 10 cm., con bandas 
laterales oblicuas blancas y negras y poseen una especie de prominencia en la parte 
posterior, similar a un cuerno de color rojizo. 
El ciclo de vida (Figura 1) comienza en el huevo, del cual emerge la larva de primer estadio 
que durante el desarrollo, se alimenta y crece rápidamente; de un estadio de desarrollo a 
otro cambia de cutícula 4 veces. La larva de 5to estadio se convierte en pupa, en donde sufre 
una reorganización extensiva y completa del plan corporal. En su ambiente natural, las 
larvas de M sexta excavan cámaras bajo la tierra para pupar, esto les ofrece protección. 
Posteriormente emerge como un adulto y se reproduce. 

La comida normal de este insecto son las hojas del tomate (de las que ingiere los pigmentos 
amarillos de carotenoides), el color de la larva sería normalmente el de la hoja, pero en su 
sangre poseen una proteína azul llamada insecticianina, entonces, los pigmentos amarillos 
ligan a las proteínas azules y esto crea el color verde. Sin embargo, en el laboratorio la 
ausencia de carotenoides en la dieta artificial provoca que las larvas mantengan un color 
azulado. 
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Interesantemente, a pesar de la nicotina presente en la hoja que es normalmente tóxica, las 
larvas no son dañadas, ya que poseen un mecanismo para separarla selectivamente y 
secretaria. 

Distribución: 
Se distribuye en una gran variedad de hábitats, desde el norte de Estados Unidos, hasta 
Argentina . 

Sintomatología y daños: 
El daño que ocasiona es consecuencia del consumo muy rápido de tejido verde de la planta, 
en corto tiempo dejan sólo las nervaduras de las hojas y los tallos. Pueden consumir toda la 
planta, incluso los frutos. 

I 

1~ •• Eas '" 4 ., 

1st 
Instar 
larva 

Fig. 1. Ciclo de vida de Manduca sexta, obtenido de 
http://insected.arizona.edu/manducaJActivities.html 

05 de Noviembre de 2003 
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2.2 Bacillus thuringiensis 

Las bacterias entomopatógenas Gram-positivas han recibido gran atención debido a su 
utilidad para el control de insectos plaga importantes para la agricultura e insectos vectores 
de enfermedades humanas. 
Una de las primeras bacterias entomopatógenas descubiertas fue Bacillus Ihuringiensis (BI), 
una bacteria aislada de suelo, granos almacenados, cadáveres de insectos y superficies de 
plantas que ha sido descrita como patógeno facultativo27, 28, 37. 
BI es una bacteria Gram-positiva formadora de endoespora (células reproductoras asexuales 
que le permiten sobrevivir en condiciones adversas), durante la fase de esporulación de su 
ciclo de desarrollo produce inclusiones cristalinas (hasta de lf.lm de largo, ver figura 2) que 
contienen una o más proteínas insecticidas (proteínas Cry o Cyt)lO, 37, 53. Estas proteínas son 
tóxicas para ciertos insectos cuando son ingeridas, debido a su acción en las células 
epiteliales del intestino medio37

. Esta actividad toxigénica ha permitido el desarrollo de 
bioinsecticidas basados en BI esporulada para el control de ciertas especies de insectos 
pestes en la agricultura, en especial de los órdenes Lepidóptera, Díptera, Coleóptera, 
Himenóptera, Homóptera, ürtóptera, Mallofaga así como contra nemátodos y 
protozoarios28. Los insecticidas derivados de Bt constituyen el ejemplo más importante de 
productos para el control de plagas y ocupan la mayor parte del mercado mundial de 
bioinsecticidas. Estos productos se han utilizado comercialmente por muchos años y han 
sido aceptados como productos biodegradables y seguros para los vertebrados y el 
ambiente, ya que Bl no es tóxico para los humanos ni animales. Recientemente se han 
usado formulaciones de B. thuringiensis subespecie israelensis (Bti) y Bacillus sphaericus 
(Bsp) para el control de mosquitos acarreadores de enfermedades. 
En cuanto a filogenia, existe un parentesco filogenético entre B. Ihuringiensis, B. cereus y 
Bacillus anlhracis cuyas características distintivas son los genes codificados por los 
plásmidos que contiene cada especie del género Bacillus. 
Los genes que codifican para las proteínas insecticidas se localizan en plásmidos 
transmisibles y generalmente están flanqueados por elementos transponibles (dos grupos de 
secuencias invertidas repetidas)27, 28; de esta manera, la diversidad de cepas de BI está dada 
en gran parte por un alto grado de plasticidad genética28. En consecuencia, cabe destacar 
que el factor importante en la determinación de la especificidad contra los insectos y 
algunos no insectos (Ej. nemátodos), invadidos por estos entomopatógenos son las 
proteínas insecticidas contenidas en los cristales parasporales. 

Fig. 2. Micrografía de Bacil/us thuringiensis, donde se muestra la endoespora CE) y el cristal CC) que contiene 
las proteínas insecticidas. 
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2.3 Toxinas insecticidas 

Toxinas Cry 
Actualmente se ha podido dividir a las proteínas cristalinas o o-endotoxinas en diferentes 
grupos de homología, el grupo más grande contiene las llamadas proteínas Cry (por Cristal) 
de 3-dominios producidas por BI. Este grupo está formado por 30 familias diferentes. El 
mecanismo de acción propuesto para estas proteínas es la interacción secuencial con dos 
proteínas receptoras y la posterior fonnación de un poro lítico en microdominios de 
membrana plasmática de las células intestinales del insecto blanco. 

Toxinas Cyt 
Un grupo más de las toxinas cristal producidas por BI son las proteínas Cyt (porque poseen 
actividad citolítica general in vilro) de un solo dominio, con tres láminas alfa-beta y una 
masa molecular de aproximadamente 20 kDa. Se han propuesto dos mecanismos de acción 
para estas toxinas: en la primera se plantea que multímeros de la toxina fonnan un poro 
estructurado dentro de la membrana y en el segundo se propone que estas toxinas ejercen su 
efecto a través de una acción detergente menos específica. Sin embargo, estos modelos no 
son excluyentes uno del otro. Un aspecto bien establecido es que las toxinas Cyt sinergizan 
la actividad de ciertas toxinas Cry contra un número de insectos blanco, facilitando la unión 
y quizás la internalización de las toxinas Cry con las que sinergizan37

. 

Toxinas binarias 
Otro grupo son las proteínas cristalinas de Bsp, que son toxinas binarias (Bin, se requieren 
las dos para tener actividad insecticida) que matan mosquitos; los cristales se componen de 
dos proteínas separadas y homólogas llamadas BinA (42 kDa) y BinB (51 kDa). Estas 
toxinas binarias de Bsp (igual que las toxinas Cry de BI) son solubilizadas y activadas por 
proteólisis en el intestino del insecto blanco y se unen a receptores específicos del epitelio 
del intestin037

. 

Miembros de las familias de toxinas Cry34 y Cry35 de BI forman toxinas insecticidas 
binarias (Figura 3) que actúan en el epitelio medio de insectos coleópteros. Las proteínas 
Cry34 no están relacionadas con ninguna proteína cristal de Bt; sin embargo, las proteínas 
Cry35 son homólogas a las proteínas binarias de Bsp, con un 26 a 29% de identidad de 
secuencia a la mayoría de las secuencias. Las proteínas Cry35 probablemente tienen un 
doblamiento similar a las proteínas binarias de Bsp. Además, la toxina Cry36 de Bt (activa 
contra insectos coleópteros), tiene cierta identidad con los componentes de la toxina binaria 
Bsp por lo que se piensa que aunque esta toxina solamente posee actividad contra insectos 
coleópteros puede formar parte de una toxina binaria aún no caracterizada37

. 

Las proteínas Cry37 y Cry23 también forman una toxina binaria y son parte de un grupo de 
homología diverso que incluye las proteínas cristal de Bt y dos toxinas Mtx (específicas 
contra mosquitos) de Bsp debido a la similitud que presentan37

. 

La proteína Cry 1 5Aa producida por Bt es tóxica para el lepidóptero M sexta y ha sido 
encontrada en cristales con una toxina de 40 kDa. La toxina de 40 kDa no posee por sí 
misma ninguna actividad insecticida5s ; sin embargo, aumenta la toxicidad de la toxina 
Cry 15Aa (la relación entre estas toxinas está representada en la figura 3 ) 37. 
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Toxinas Mtx 
A diferencia de las toxinas ya descritas, las proteínas Mtx son producidas en Bt y B. cereus 
como proteínas solubles durante el crecimiento vegetativo. Las toxinas Mtx2 (32 kDa) y 
Mtx3 (36 kDa) están ampliamente distribuidas en las cepas de Bsp consideradas de alta 
toxicidad contra mosquitos e íntimamente relacionadas una con otra y más distantemente a 
proteínas cristal de Bt. Mtxl (lOO kDa) es la proteína activa principal de las cepas de Bsp 
consideradas de baja toxicidad la cual se produce durante el estado vegetativ03

? 

Las toxinas Cryl5, Cry33, Cry23 y Cry38Aa también presentan homología con las toxinas 
Mtx (Figura 3). 

Toxinas Vip 
Una selección de cultivos de B. cereus y Bt permitió el descubrimiento de nuevas toxinas 
secretadas como proteínas solubles durante el crecimiento vegetativo de diferentes cepas. 
Estas nuevas toxinas no forman cristal y no son homólogas a ninguna proteína cristal 
conocida y se les ha dado el nombre de toxinas Vip (proteínas insecticidas vegetativas). 
Se requiere la actividad de dos proteínas Vip 1 (52 kDa) y Vip 2 (100 kDa), producidas por 
B. cereus para ser activas contra algunos coleópteros, por lo que son consideradas toxinas 
binarias. Ambas contienen una secuencia señal para la secreción en el extremo N-terminal; 
la proteína VipIAa es posteriormente procesada en ese extremo para dar una proteína de 80 
KDa. Extensas búsquedas de similitud de secuencia sugieren que el complejo VipINip2 es 
una toxina binaria típica del tipo A+B, donde Vip2 es el dominio-A citotóxico y parte de 
Vipl contiene el dominio-B de unión al receptor y posiblemente un dominio de 
translocación. 
La proteína Vip 3 (88 .5 kDa) producida por Bt es activa contra algunos lepidópteros; a 
diferencia de Vip l y Vip 2, ésta no contiene secuencia señal de N-terminal, no es 
procesada durante la secreción y no posee homología de secuencia con ninguna proteína 
conocida. En el intestino de las larvas susceptibles, esta proteína es procesada por proteasas 
en diferentes sitios dando un fragmento activo de 33 kDa. Finalmente, la unión de Vip 3 al 
epitelio del intestino de las larvas susceptibles causa muerte celular3

? 

En este trabajo, vamos a emplear únicamente las proteínas de tres dominios o Cry, en 
específico la toxina CryI Ab que posee actividad insecticida específica contra insectos 
Lepidópteros como M sexta. 
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Figura 3. Esta figura muestra un dendograma de la relación filogenética entre diferentes toxinas insecticidas. 
Se representa el porcentaje de identidad de secuencia de aminoácidos entre diferentes toxinas Cry y los rangos 
jerárquicos que permiten nombrarlas, el rango primario con números, el ran~o secundario con letras 
mayúsculas, el rango terciario con letras minúsculas y el cuaternario con números $ Se observa el grupo de 
las toxinas que comparten identidad con las toxinas Mtx, a las cuales se les ha llamado proteínas tipo Mtx 
(Mtx-like); también se observan las toxinas Cyt y al final las toxinas Cry que comparten identidad con las 
toxinas binarias, por lo que se les ha llamado Bin-like. Con los corchetes del lado derecho se une a las toxinas 
binarias. Tomado y modificado de http://www.biols.susx.ac.uklhomelNeil Crickmore/BtI, 02 de Marzo de 
2004. 
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2.4 Toxinas Cry 

Generalidades 
Dentro de la familia de las toxinas Cry de tres dominios, existen proteínas con pesos desde 
60 hasta 130 kDa denominadas protoxinas; la extensión del extremo C-terminal de las 
protoxinas más largas no es necesaria para la toxicidad f¡ero se cree que es indispensable 
para la formación del cristal dentro de la bacteria27, 8, 37, Las inclusiones cristalinas 
ingeridas por larvas susceptibles se disuelven en el ambiente del intestino, posteriormente 
las protoxinas solubilizadas son procesadas en el extremo N-terminal, donde se cortan de 
20 a 50 aminoácidos y en el extremo C-terminal (cuando está presente) se cortan hasta 600 
aminoácidos por proteasas (tipo tripsina y quimiotripsina) presentes en el lúmen intestinal 
del insecto, dando lugar a un fragmento resistente a proteasas de aproximadamente 60 kDa 
(toxina activai7. 

En cuanto a la nomenclatura, cada protoxina adquirió un nombre mnemónico Cry y cuatro 
rangos jerárquicos con números, letras mayúsculas, letras minúsculas y números55. Las 
proteínas con menos del 45% de identidad difieren en el rango primario y se denominan 
con números (Ej. Cry1, Cry2, Cry3, etc.), menos del 78% y 95% de identidad constituyen 
el rango secundario y terciario y se denominan con letras mayúsculas (Ej . Cry1A, CrylB, 
Cry1C, etc.) y minúsculas (CryIAa, Cry1Ab, CrylAc, etc.) respectivamente (Figura 4). 
Proteínas con el mismo rango primario afectan el mismo orden de insectos por Ej .: las 
protoxinas codificadas por los genes Cry 1 son proteínas tóxicas contra insectos 
lepidópteros, las protoxinas codificadas por los genes Cry2 son proteínas tóxicas contra 
insectos dípteros y lepidópteros, las protoxinas codificadas por los genes Cry3 codifican 
proteínas toxicas contra insectos coleópteros, las protoxinas codificadas por los genes Cry4 
codifican proteínas contra insectos dípteros, etc. (Figura 5)55 . 

Las proteínas Cry están clasificadas en base a la similitud de sus secuencias de amino 
ácidos; alineamientos de toxinas Cry realizados por de Maagd, Bravo y Crickmore (2001), 
revelaron la presencia de cinco bloques comunes de secuencia conservados para la mayoría 
de las proteínas (Figura 5)27 por lo que se propone que las toxinas Cry que poseen estos 
bloques podrían tener estructuras similares37. 
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Filo S. Se muestra la longitud relativa de las protoxinas Cry y la posición de los cinco 
bloques conservados (si están presentes). Se observa que no todas las toxinas Cry poseen 
todos los bloques conservados característicos, por lo que esas toxinas no fonnan parte de la 
familia de proteínas Cry de tres dominios ya que DO tienen ninguna bomología. Sin 
embargo, todas son producidas por B. thuringiensis en forma de inclusiones cristalinas y 
poseen actividad insecticida contra otros organismos como los nemátodos. La posición de 
los tres dominios de la toxina activada esaá indicada para la toxina Cry 1 y varia de acuerdo 
a la posición de los bloques 2 Y 3 para otras toxinas. También se iepresenta la especificidad 
que poseen las protoxinas Sobre ciertos organismos. Tomada y modificada de De Maagd, 
R., Bravo, A. y Crickmore, N. (2001). 
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Estructura tridimensional de las toxinas Cry 

Uno de los grandes avances en el análisis de las toxinas Cry, fue la obtención de su 
estructura cristalográfica. Gracias a la aplicación de la cristalografía de rayos X, se han 
resuelto algunas estructuras de toxinas Cry: la toxina CrylAa específica para insectos 
lepidópteros, la Cry3A y Cry3Bbl específicas para insectos coleópteros y la Cry2Aa 
específica para insectos dípteros y coleópteros (Figura 6). Ahora se sabe que a pesar de la 
diversidad de secuencia y especificidad existente entre ellas su arreglo topológico es muy 
semejante, lo que hace pensar en estructuras tri-dimensionales conservadas y mecanismos 
de acción similares. Cada uno de los tres dominios que poseen tiene sus particularidades, 
por lo que gracias a un extenso número de análisis a cada uno se le ha atribuido una función 
relacionada con el mecanismo de acción de las toxinas: 

El dominio [ se localiza en el extremo N- terminal, por su constitución de siete a-hélices 
(seis hélices anfipáticas alrededor de una hélice central) este dominio está involucrado en la 
inserción de la toxina a la membrana y en la formación de poroS3

; presenta similitudes 
estructurales con otras toxinas bacterianas formadoras de poro como son la hemolisina E, 
colicina la y N, Y el dominio de translocación de membrana de la toxina de la difteria3

? 

El dominio 11 tiene 3 láminas plegadas antiparalelas formando un ~-prisma y 4 asas, con 
una topología de llave griega; es en estas regiones donde se localiza la mayor variabilidad 
de las toxinas Cry. Por estudios de mutagénesis en las regiones hipervariables de éste 
dominio, se propone que juega un papel muy importante en el reconocimiento y unión al 
receptorS3

. Posee una alta identidad topológica a algunas proteínas de unión a carbohidratos 
como la vitelina y la lectina37

. 53. 

El dominio [11 se localiza en el extremo C-terminal, consiste de dos láminas-~ 

antiparalelas formando un ~-sandwich. A este dominio se le relaciona con la unión al 
receptorS3 y adicionalmente se le ha atribuido un papel en la formación de poro en la 
membrana2

? 28, 37. Gracias a la construcción de proteínas híbridas en el dominio III entre 
diferentes toxinas Cry 1 realizadas por de Maagd, et al., 1999 y 2000, en los que empleó 
como modelo blanco a M sexta y Spodoptera exigua, se demostró que el dominio III tiene 
efectivamente un papel muy importante en la unión al receptor, ya que el intercambio de 
este dominio entre las toxinas modificó la especificidad del insecto blanco. 
La estructura del dominio III se parece a dominios de proteínas que unen carbohidratos, 
como son los dominios de unión a celulosa de la 1-4-~-gluconasa, de la galacto-oxidasa, de 
la sialidasa, de la ~-glucoronidasa, también a dominios de unión a carbohidratos como los 
de la xilanasa U y la ~-galactosidasa. También se han identificado parecidos estructurales 
entre dominios III de toxinas Cry y otras toxinas bacterianas: como el dominio HCN de la 
toxina del tétanos y el dominio P20 involucrado en la formación del heptámero del antígeno 
P A de la toxina del ántrax. Finalmente, también posee similitud con el dominio 4 de la 
aerolisina, el cual está involucrado en el mantenimiento de la estabilidad del complejo 
tpxico heptamérico37

. 

21 



Fig. 6. Estructura tridimensional de la toxina CryIAa. Se observan los tres dominios 
estructurales. El Dominio 1 (representado en azul) está involucrado en la inserción a la 
membrana y la formación de poro. El Dominio n (representado en verde) y el Dominio ID 
(representado en rojo y amarillo), están involucrados en el reconocimiento y unión al 
receptor. El bloque conservado 1, está en la hélice central del Dominio 1, el bloque 2 está en 
la interfase del Dominio 1 y n, el bloque 3 está localizado entre los dominios n y m, el 
bloque 4 está en la cadena ~-17 en el centro del Dominio ID y el bloque 5 que corresponde 
a la cadena J}-23 localizada también en el centro del Dominio m forma puentes salinos con 
la ~17. Tomada de De Maagd, R., Bravo, A. y Crickmore, N. (2001). 

El blanco de las proteínas insecticidas es la membrana apical de las células del intestino 
medio de la larva, ahi se localizan los receptores específicos de alta afinidad con los que 
interaccionan las toxinas Cry y que son factores clave en la especificidad de las toxinas40. 

En el caso de insectos Lepidópteros (sensibles a toxinas CryIA) se han identificado 
diferentes proteínas glicosiladas como receptores de las toxinas CrylA de Bt, una proteína 
tipo Caderina (Bt-Rt) Y la Aminopeptidasa N (APN)37,40. 

2.4 Receptores de las toxinas Cry 

La interacción de patógenos con sus células blanco involucra, en el caso de toxinas la unión 
a receptores específicos que aumentan su asociación a la membrana o la intemalización 
celular a través de microdominios de membrana. En el caso de los virus. la unión 
secuencial a receptores se ve aumentada por cambios conformacionales en las proteínas 
unidas, para algunas toxinas (ántrax, aerolisina, difteria) se requiere la participación de más 
de una molécula receptora43, 49, so. 

Para el caso de las toxinas Cry, se propone la participación secuencial de dos moléculas 
receptoras localizadas en las células blanco (Bt-Rt Y APN) que interaccionan con diferentes 
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estructuras de las toxinas Cry (monómero u oligómero) involucradas en la toxicidad sobre 
el insect028, 37,53. 

Por lo tanto la identificación de las moléculas receptoras de las toxinas Cry y su función 
secuencial es fundamental para la elucidación del mecanismo de acción de manera que se 
logre el control de insectos resistentes en el campo. 

o Aminopeptidasa N 

La aminopeptidasa N de M sexta es una proteína de membrana (ectoenzima dependiente de 
Zinc +)38 con una masa molecular de 120 kDa. Fue la primera molécula identificada como 
una proteína que une toxinas Cry con una constante de disociación (Ko) de 100 nM por lo 
que ha sido extensamente estudiada como receptor5

, 38. 

Además de de la hidrólisis de péptidos en el intestino, posee diferentes funciones biológicas 
ya que en membranas de vellosidad apical de intestino de insectos tiene un papel de 
transporte de amino ácidos dependiente de K+ 38. 

Se sabe que todos los receptores APN de las toxinas CrylA están anclados a la membrana 
en el C-terminal por medio de un puente glicosil fosfatidil inositol (GPI) 1 el resto de la 
proteína correspondiente al extremo N-terminal es extracelular (Figura 7)1 ; además están 
selectivamente incluidos en microdominios de membrana, cuya característica es la 
composición lipídica diferente y su distribución espacial en las membranas celulares. Los 
microdominios de membrana también están involucrados en la transducción de señales y 
transporte de proteínas a través de la membrana plasmática, además de que funcionan como 
sitio de unión o entrada para diferentes toxinas bacterianas13

, 37. Por ejemplo, en el caso de 
toxinas formadoras de poro, la asociación de sus receptores con microdominios de 
membrana es un paso crucial para su oligomerización e inserción en la membrana37

. 

Recientemente se ha demostrado que la APN de M sexta y Heliothis virescens está 
localizada en microdominios de membrana y que la integridad de estos microdominios es 
esencial para la actividad de formación de poro de la toxina CrylA9

. 

A la fecha se han descrito diecisiete aminopeptidasas aisladas de diferentes insectos, tres de 
ellas en Plutella xylostella, una en Spodoptera litura, tres en Helicoverpa punctigera, una 
en Epiphyas posvittana, dos en Lymantria dispar, dos en H virescens, una en Plodia 
interpunctella, dos en M sexta y dos en Bombyx morilO; la mayoría han sido reportadas 
como proteínas que unen toxinas CryIA. En L. dispar, la APN descrita une toxinas 
CrylAc, en Bombyxmori une toxinas Cry1Aa, en M sexta se ha descrito una APN que 
sirve como molécula de unión para la toxina CrylAc IO

. 

Para H virescens, se ha descrito una APN de 170 kDa (Receptor A) que une toxinas Cry1A 
con una alta afinidad e interviene en la actividad de formación de poro en vesículas de 
fosfolípidos in vitro. En este organismo también se ha descrito una APN de 120 kDa que 
une la toxina Cry1Ac (BTBP1) en este insect04o. 

Empleando la secuencia codificante de los genes de insectos que codifican APNs que han 
sido descritas como proteínas que unen toxinas Cry1A, se han realizado dendogramas que 
permiten agruparlas en cinco grupos de homología. La APN de S. litura y la APN2 de 
Helicoverpa punctigera presentan 67% de identidad a las otras aminopeptidasas y forman 
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el quinto grupo. Sin embargo, se ha observado que a pesar de la identidad que existe entre 
ellas, responden a diferentes clases de toxinas CrylO. 
Se ha identificado además, que la región de la toxina involucrada en la interacción con 
APN incluye tanto regiones del dominio 11 como del m28

. Se sabe que las asas que 
sobresalen del dominio JI de la toxina, principalmente el asa 2, son regiones importantes 
involucradas en los contactos proteína-proteína con los receptores3

? 

A la fecha existen reportes en los que se ha clonado y expresado genes que codifican para 
aminopeptidasas en cultivos de líneas celulares de insectos heterólogos. 

En dos de estos estudios la APN fue expresada en la superficie de las células. Se demostró 
la interacción toxina-receptor por ensayos de unión al ligando (ligand-blot), pero no se 
pudo demostrar la unió a la APN expresada por dichas células 10. 

En otro análisis se expreso la APN de S. litura en la línea celular Sf21 de Spodoptera 
frugiperda, y por análisis de inmunofluorescencia se demostró la unión de la toxina CrylC 
a la APN recombinante en la superficie de las células Sf21 . Sin embargo, no se observo el 
efecto insecticida de las toxinas sobre estas células 10. 

Posiblemente, la APN al ser expresada en otros insectos cambia el patrón de glicosilación, 
aspecto que puede ser importante para la especificidad de las toxinas. 

Posteriormente, la APN de M sexta y la de Plutella xylostella se expresaron en la línea 
celular Sf9 de Spodoptera frugiperda, sin embargo, sólo se consiguió una unión no 
específica entre la toxina y la APN y no se confirió susceptibilidad a la toxina CrylAa en 
forma monomérica I? 

Los experimentos de umon mencionados anteriormente de toxinas Cry con diferentes 
Aminopeptidasas N, muestran un grado de especificidad que les atribuye a estas proteínas 
el papel de receptores de toxinas Cry responsables de la sensibilidad que poseen ciertos 
insectos. 

La importancia de APN en la actividad insecticida de las toxinas Cry, está documentada 
también, con la construcción de mutantes de toxinas CrylA afectadas en la unión a APN 
que también están afectadas en la toxicidad. Además la presencia de APN en membranas 
artificiales induce la formación de poro de la toxina. Así mismo, en un estudio realizado 
por Lorence, Darszon y Bravo (1997), en el que se hizo el corte in vitro del puente GPr que 
ancla a la APN en membranas de microvellosidad apical del intestino utilizando fosfolipasa 
C, se demostró una disminución en la actividad formadora de poro de la toxina Cryl Ac. 

Finalmente, estudios de inmunoprecipitación realizados en el laboratorio, demostraron que 
la unión inicial de la toxina es a la proteína Bt-R1 y posteriormente a la proteína APN y que 
el oligómero interactúa preferentemente con la APN. Este dato va de acuerdo con el 
incremento de 200 veces en la afinidad de unión del oligómero de CrylAb por la APN 
(KD= 0.75 nM) a diferencia de la afinidad del monómero (KD= 165 nM). 
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....................... 
Fig. 7. Representación esquemática de la Aminopeptidasa N. Es una proteína de membrana 
con una masa molecular de 120 leDa, anclada a la membrana en el C-terminaI por un puente 
de glicosil-fosfatídil inositoI (GPI) Y un dominio N-termioal extracelular. Une toxinas Cry 
con una constante de disociación (1(0) de 100 nM. 

o Bt-R1 

Bt-R1 representa un nuevo tipo de caderina de insectos con un 2()..4()DÁI de identidad con 
proteínas miembros de la superfamilia de las ~IS. 54; se sabe que se expresa 
específicamente en el epitelio del intestino medio durante el crecimiento y desarrollo de las 
larvas de Al. sextalS

, pero no se ha identificado su función; a pesar de que se le involucra en 
eventos ~ticos que resultan en la muerte celular ~ o en el transporte de 
membrana' . Es una proteína transmembranal con un ectodominio de 11 ó 12 módulos de 
secuencias repetidas; UD dominio transmembraoal Y UD cbninio citoplasnlátiro; su masa es 
de 210 kDa Y un punto isoeIéctrico de aproximadammte 5.5 (Figura 8)14, 40,41. 

Esta proteína une al DlOflÓmero de toxinas Cry l con una Ko de 1 nM ,S, 39 similar a la Ko 
de la toxina a vesículas de microvellosidad apical (BBMV). Sin embargo, como se 
mencionó anterionnente, la afinidad de unión de la toxina monomérica a la APN es del 
orden de lOOnM, lo cual sugiere que la unión a Bt-R, es el primer evento de la interacción 
de la toxina CrylA con membranas. 

La interacción con Bt-R, es nea:saria para la activación de la toxina, ya que su unión en 
funna de monómero a esta proteína induce el corte de la hélice a-l, lo cual c::ooduce a la 
oligomerización de la toxina por la exposición de regiones hidrofóbicas y, como 
consecuencia, se favort:ee la formación de una estructura prqJOIO considerada como 
intermediario importante en la formación del poros,. 

Datos del laboratorio también demostraron que el oligómero se inserta eficientemente a 
-vesiculas sintéticas de mc:mbraoa CODIrarÍO a lo que sucede con el mooómero. esto sugiere 
que el oligómero es un intermediario durante la inserción de la toxina a membranas 46. 
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Por otro lado cuando Bt-R, de M. sexta se expresó en la superficie de células de humano 
COS-7, HEK-293 yen las lineas de insecto S121, unió a la toxina Cry1Ab con una alta 
afinidad pero no confirió susceptibilidad1s. Esto quiere decir que no es el único elemento 
necesario para la actividad insecticida de las toxinas Cry. 

Por otra parte, Bt-R, fue expresada en células S19 del lepidóptero Spodoptera litura y les 
confirió susceptibilidad a la toxina CrylAa. Sin embargo al cuantificar los niveles de 
toxicidad se observó que sólo el 14% de las células flansfectadas con la proteina Bt-R, se 
morlan por efecto de la toxina, y que se requerlan concentraciones de toxina cien veces 
mayores. 

Cuando se expresó Bt-R17S de Bombix mor; en la superficie de células de insecto, se 
observó la unión de la toxina CrylAa y provocó la lisis celular. 

Por lo tanto, Wl aspecto importante en el análisis del mecanismo de acciÓD de las toxinas 
Cry es la propuesta de una fimción secuencial entre los receptores Bt-R, Y APN para la 
formación de poro en la membrana del insecto9

. 

Fig. 8. Representación esquemática de Bt-R, (Caderina E). Es una proteína traosmembnmal 
de 210 kDa que posee Wl ectodominio con 11 ó 12 módulos, Wl dominio transmembraoal y 
un dominio citoplasmático. Se expresa específicamente en el epitelio del intestino medio 
durante el crecimiento y desarrollo de las larvas de M. sexta. Une a las toxinas CryI con 
una Ko de 1 nM. 

26 



2.6 Mecanismo de acción de las toxinas Cry 

Entender el mecanismo de acción de las toxinas de BI y el desarrollo de resistencia de los 
insectos susceptibles es fundamental para el uso racional de las proteínas Cry en el manejo 
de plagas. 

De acuerdo al modelo que se propone para el mecanismo de acción de las toxinas Cry de Bt 
(Figura 9), después de que una larva susceptible ingiere los cristales que produce la 
bacteria, éstos se solubilizan debido al ambiente alcalino y reductor del intestino. Lo 
anterior da como resultado el rompimiento de los puentes disulfuro que le dan estabilidad, 
de tal manera que las proteínas cristal insecticidas son liberadas de los cristales como 
pro toxinas de 130 kDa. Las protoxinas liberadas son procesadas por proteasas ~e están 
presentes en el intestino del insecto para dar lugar a toxinas activas de 60 kDa ' 54. Las 
toxinas activas posteriormente interactúan con el receptor Bt-R I , localizado en la membrana 
apical de las células columnares del intestino del insecto; dicha interacción es determinante 
para la especificidad de las proteínas cristal insecticidas 10, 

La unión con el primer receptor favorece un cambio conformacional en la toxina que 
provoca el corte de la hélice u-1, por lo que se exponen regiones hidrofóbicas de la toxina 
que conducen a su oligomerización en un tetrámero (preporo)9, 51, 42 , Datos del laboratorio 
han demostrado que el oligómero presenta una mayor afinidad por el receptor APN (KD= 

0.7 nM), por lo tanto se propone que una ves que se forma el oligómero, éste es acarreado 
hacia los microdominios de membrana donde se da la interacción con el segundo receptor y 
posteriormente se inserta en la membrana de las células epiteliales del intestino y forma 
poros líticos o canales no específicos que provocan un desbalance iónico y conducen a la 
lisis osmótica celular y parálisis intestinal, por lo que la larva cesa la alimentación. 
Posteriormente, y producto de una septicemia provocada por la multiplicación de la 
bacteria ocurre la muerte de las larvas, las cuales se toman flácidas y con un exudado 
lechos09, 10, 13. 

El mecanismo de desarrollo de resistencia que se ha observado con mayor frecuencia es una 
alteración en la habilidad de unión y/o un decremento en la población de moléculas 
receptoras, las cuales unen a la toxina de Bt en el intestino medio del insectos. 

La caracterización de los receptores de toxinas Cry en M sexla podría conducirnos a 
evaluar el mecanismo de acción a nivel molecular y entender el mecanismo de desarrollo 
de resistencia de los insectos a estas toxinas. En general ese conocimiento podría facilitar el 
diseño y uso racional de biopesticidas que no afecten el ambiente y combatir los insectos 
plaga y el desarrollo de resistencia a las toxinas de BI. 
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Fig. 9. Se muestra el mecanismo de acción de las toxinas ery. Se propone que una vez que 
la larva susceptible ingiere el cristal, éste se solubiliza por el ambiente alcalino y reductor 
del intestino de la larva liberando la protoxina (130 kDa) que posteriormente es procesada 
por proteasas especfficas del jugo gástrico para dar lugar a la toxina activa (60 kDa). 

La toxina activada interacciona con el receptor Bt-R1; esta unión provoca cambios 
conformaciooales en la toxina que penniten el corte de la hélice ~1 Y se favorece la 
oligomerización a un tetrámero (prqxKo), que se vuelve más afin a la APN (Jocali7ada en 
los microdominios de membrana), el segundo receptor. Finalmente, la toxina se inserta en 
la membrana del intestino del insecto, preferentemente en los microdominios de membrana 
y forma \Bl poro Iítioo que permite que el potencial de membrana se altere y las células se 
lisen provocando que el insecto muera por inanición y septicemia. 

2.6 InsecticianiDa 

La insecticianina es una biliproteína azul (apoproteina) localizada en la idezmis y la 
hemolinfa de las larvas, pupas Y adultos de M salalt, 19, lO, 21, 22, 23, 24, ~ La función 

específica de esta proteína es proveer camuflaje para la protección de las larvas durante el 
desarrollo 48. 

Es sintetizada en muchas formas isoelécbicas y almacenada en gránulos de pigmento en la 
epic1ennis22. 41, se ha identificado como el isómero gama de la bilivenlioa. Posee una masa 
molecular de 21,387 Da (189 amino ácidos, 1 péptido señal de 17 amino ácidos y dos 
puentes disulfuro), su estructura está confonnada por un barril ~-antiparalelo de ocho 
cadenas flanqueado de un lado por un a.hélice. La subunidad tiene alta identidad con los 
motivos estructurales de la p..IactogIobuIi Y a la protdna humana de unión a retinol23

• Se 
ha identificado que las subunidades oligomerizan para formar un tetrámerol9

• En huevos 

madmos. esta proteína se ha localizado en una concentración de 29.6 ¡.¡.M20. 
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Dentro de las diferentes iso formas en las que se produce la insecticianina, las más 
importantes son la forma A y la B (lns-A e Ins-B)21, 22, 24, 48, que son codificadas por genes 
diferentes (con 13 amino ácidos diferentes y con 4 exones interrumpidos por 3 intrones en 
la misma posición). Tienen 93% de identidad nucleotídica. La caja TATA Y la CAA T están 
completamente conservadas en la región promotora de ambos genes, por lo que se infiere 
que estos genes son producto de duplicación génica24 . 
Estudios previos han mostrado que en una mutante de la hormona juvenil la insecticianina 
deja de expresarse, por lo tanto la epidermis pierde los gránulos de pigmento azul 
característicos de los organismos silvestres, resultando en una coloración negra de las 
larvas (Figura 10)21 ,48. 

A 

B 

Fig. 10. Comparación de una larva mutante de M sexta en la hormona juvenil de color 
negro en la que la síntesis de la insecticianina está afectada (A), con respecto a una larva 
control con las características de color normales (B), tomado de Li y Riddiford, (1996). 

En este trabajo se propone emplear el gen de la insecticianina como gen reportero para 
seleccionar fenotípicamente las larvas en las que ocurrió silenciamiento de Bt-R1 y/o APN. 

2.8 RNA de interferencia 

En los últimos años el RNA de interferencia (RNAi) ha sido reconocido como un 
mecanismo de silenciamiento genético postranscripcional l

, 5, 8, 56, 58. Es una tecnología que 
se aprovecha del hecho de que el RNAi es un mecanismo biológico natural para el 
silenciamiento de genes en muchas de las células de una gran variedad de organismos 
complejos, como una respuesta de defensa contra la invasión de virus y elementos 
transponibles2, 26. 

Es un mecanismo de silenciamiento basado en RNA, conservado entre las especies de 
diferentes reinos (hongos, plantas y animales), y actúa como el "sistema inmune" del 
genoma. Este sistema fue inicialmente descubierto y estudiado independientemente en 
diferentes organismos, antes de ser reconocido como un mecanismo que actúa 
idénticamente en algún nivel56, 58. El si lenciamiento genético postranscripcional (PTGS) y 
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co-supresión, así como la resistencia a virus mediada por RNA en plantas, la interferencia 
por RNA en animales (descubierto inicialmente en el nematodo Caenorhabditis elegans) y 
el fenómeno de "quelling" (supresión) en hongos (Neurospora crasa) y algas, están todos 
basados en el mismo mecanism026. La conclusión anterior está basada en el descubrimiento 
de elementos comunes del mecanismo [como son los RNAs interferentes pequeños 
(siRNAs)] y en la homología entre genes cuya expresión es requerida para que este 
mecanismo funcione en plantas, animales, hongos y algas26, 52. 

El mecanismo de RNAi ha sido estudiado principalmente en plantas, en C. elegans56
, 58, en 

hongos, en la mosca de la fruta Drosophila melanogas/er, en mamíferos, así como en 
tripanosomas, planarias, hidras, mosquitos y oocitos de ratón l

, 2, 5, 8, 12, 45. Consiste en la 
degradación de una secuencia específica de RNAm gracias a la interacción de un RNA de 
doble cadena (dsRNA) de secuencia homóloga. De esta manera se produce el 
silenciamiento específico de la expresión de la proteína correspondiente a la secuencia del 
dsRNA que se introduce a la célula 1, s, 56. 

Los dsRNA pueden ser sintetizados in vi/ro e introducidos a la célula (por inyección, por 
alimentación o empapando las células u organismos con ese dsRNA), o pueden ser 
expresados dentro del núcleo de la célula a partir de precursores de los dsRNA o de RNA 
de cadena simple [(ssRNA), transfectando plásmidos que expresen dichos precursores]2, 4, 
30,45 

La aplicación de esta prueba está limitada en mamíferos, porque la introducción de dsRNAs 
más largos de 30 nt induce una respuesta interferón (una pequeña molécula que funciona de 
manera autócrina o paracrina y que induce que las células resistan la replicación vira2 
secuencia-no específica conduciendo a la inhibición global de la traducción de mRNA 45, 5 , 
58 

De acuerdo al modelo que prevalece, el dsRNA es procesado a siRNAs de 21-25 
nucleótidos, dependiendo de las especies2, gracias a un complejo enzimático designado 
como DICER (endonucleasa, miembro de la familia de las RNasas tipo III) dependiente de 
A Tp4, 30, 32, 45, 56, 58. 

Uno de los requerimientos estrictos para los siRNAs es que estén fosforilados en el extremo 
5'; esto lo hace una cinasa endógena45. Los duplex de siRNAs son posteriormente 
incorporados a un multicomponente de nucleasas llamado RISC (Complejo de 
Silenciamiento Inducido por RNA) inicialmente identificado en D. melanogas/er, que es la 
responsable de mediar el desenrrollamiento (gracias a la actividad de una helicasa) para 
convertirlos a ssRNA I

, 2, 26, 31, 32, 45. Estos ssRNA (unidos a proteínas) son degradados a 
menos que reconozcan a su blanco de mRNA homólogo presente en la célula y se unan a 
é126, por lo ~ue la cadena antisentido de los siRNAs guía a RISC a su blanco de mRNA 
homólogo 45, 8. 

Una vez que se da la unión de la cadena antisentido de los siRNAs con el mRNA, pueden 
ocurrir varios procesos: la degradación específica de ese mRNA gracias al corte realizado 
por una endoribonucleasa presente en RISC (distinta a la de DICER)30, 58, la amplificación 
del proceso de silenciamiento y la inhibición de la traducción (Figura 11). 
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Fig. 11. Mecanismo del RNAi. Se representan las diferentes vías que puede deseocadenar 
la interferencia por dsRNA, en el citoplasma, el proceso de amplificación de la señal de 
interferencia, la degradación del mRNA, la inhibición de la traducción; en el núcleo, el 
remodelamiento de la cromatina. Imagen obtenida de Hannon, (2002). 

En el proceso de degradación del mRNA, una vez que RISC se une a la cadena antisentido 
de los siRNAs y localiza la secuencia homóloga del mRNA debe ser activada por A TP para 
cortarlo; el corte es aparentemente endonucleotfdico y ocurre sólo en la región homóloga al 
ssRNA4

• JO. El mRNA blanco es cortado en un solo sitio en el centro de la región duplex 
que fonnan el siRNA guía y el mRNA blanco, 10 nucleótidos (nt) a partir del extremo 5' 
del siRNA 45. De esta manera, los siRNAs actúan como una guía para restringir a RISC sf8!! 
que corte sólo los RNAs complementarios a la cadena antisentido de dichos siRNAsJO

, • El 
mRNA cortado puede ser reconocido por la célula como aberrante por lo tanto es 
degradado de manera especifica por exonucleasas celularesl

, 2, SI. Es así como el RNAi 
previene que un gen ¡rOOuzca una proteína funcional porque el intermediario molecular (el 
RNAm) es destruido . 

El proceso de amplificación del silenciamiento se ha identificado en algunos organismos 
con mecanismo de RNAi endógeno (Ej. Hongos, plantas, gusanos y mamíferos), en él 
interviene la enzima RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRP). Se propone que el 
dsRNA exógeno es cortado por DICER para producir siRNAs "primarios" y posterionnente 
los ssRNAs (cortados por RISC) se unen a su mRNA blanco de manera especifica y sirven 
como primer para la polimerización de un nuevo dsRNA reali7NJa por la RdRP. De tal 
manera que la síntesis es catalizada por la RdRP usando como templado para la 
transcripción el mRNA blanco26. JO, 31 Y es así como se va produciendo el dsRNA que 
DICER corta en fragmentos pequefios y continuamente el mRNA es degradado. 
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En plantas, por ejemplo, el mRNA aberrante que resulta del corte mediado por RISC, puede 
también servir como templado para la RdRP y sintetizar una nueva molécula de dsRNA. 
Este proceso es considerado como síntesis de RNA sin primer en el que el mRNA aberrante 
es usado como templado. 
Es por esto que el proceso de amplificación en el que interviene la RdRP es muy importante 
para mantener el silenciamiento de la proteína específica incluso en algunos individuos 
hasta la siguiente generación de los inicialmente silenciados. 

En la inhibición de la traducción, los microRNAs (miRNAs) juegan un papel fundamental. 
Los miRNAs son una clase de reguladores negativos de la expresión genética, que se 
transcriben como precursores endógenos largos de un tamaño entre 60 y 90 nt con una 
estructura imperfecta de RNA en tallo-asa (los siRNAs pueden ser endógenos o exógenos); 
son procesados por la enzima DICER y se producen pequeños transcritos de 
aproximadamente 22 nt (Figura 12)45, 56,58. 
Durante la regulación del desarrollo, se expresan pequeños genes que producen estos RNAs 
pequeños no codificantes reguladores56. 
Estos miRNAs son muy diversos en secuencia y patrones de expresión, se han extendido 
evolutivamente, esto sugiere que pueden participar en un amplio rango de vías genéticas 
reguladoras34, 56. Se han identificado cerca de 135 miRNAs en C. elegans (lin-4 y lel-7), D. 
melanogaster y humanos y ninguno ha sido totalmente complementario a ninguna 
secuencia de mRNA en estos organismos, esto sugiere que los miRNAs no funcionan en la 
vía de RNAi, porque este mecanismo requiere la complementariedad total entre los siRNAs 
y el mRNA blanc033, 56, 58. Sin embargo, se piensa que los miRNAs se unen a sitios que 
tienen una secuencia parcialmente complementaria en la región no traducida 3 ' (UTR) de 
su mRNA blanco, causando la represión de la traducción y la síntesis de la proteína45 sin 
degradar al mRNA. 

Hutvágner y Zamora (2002), proponen que los siRNAs y los miRNAs actúan en diferentes 
vías bioquímicas. En su modelo, las proteínas específicas asociadas con un siRNA, 
miRNA, o un precursor de miRNA determinan la vía en la que funciona un RNA pequeño. 
Las características únicas de los miRNAs o sus precursores podrían conducirlos a asociarse 
con una proteína específica, de tal manera que la secuencia o estructura de un miRNA o su 
precursor favorece que este funcione como un represor traduccional (Figura 12) y no como 
un potenciador del RNAi. 
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Fig. 12. Se representa a lin-4, un microRNA identificado en C. elegans, que es procesado 
de su precursor transcripcional de aproximadamente 70 nt por la enzima DICER, y su 
acoplamiento en el UTR 3' de la secuencia complementaria; en este caso, el mRNA de lin-
14 favorece la inhibición de la traducción. Obtenida de Ambros, (2001). 

Este mecanismo de RNAi puede llevar a consecuencias adversas para el organismo y en 
ocasiones llega a ser evidente por un fenotipo aberrante, lo cual permite que la función del 
gen pueda ser identificada3

, 8. 

En Spodoptera litura (insecto lepidóptero), se ha demostrado la interacción entre la APN 
(slapn) con la proteína CrylC . Recientemente, se demostró que la microinyección de 
dsRNA de slapn a larvas de S. litura reduce la expresión de esta proteína. El fenotipo 
observado fue una disminución en la sensibilidad de estas larvas a la toxina CryIC. Estos 
resultados involucran directamente la APN del intestino medio larval como receptor de las 
proteínas insecticidas de Bt5

• Sin embargo, en ese estudio se utilizaron larvas de 5° estadio 
de desarrollo (previamente inyectadas con el dsRNA) para probar la sensibilidad a la 
toxina Cry I C y de acuerdo a otros análisis de toxicidad, en estadios de desarrollo más 
tempranos la susceptibilidad a las dosis de toxina es mucho mayor que en los estadios 
larvarios más avanzados . 
Finalmente, observaron también que el silenciamiento del gen de la APN se mantuvo 
durante el desarrollo y se transmitió a la siguiente generación aunque con un efecto 
reducido, es decir, las larvas FI conservan cierta sensibilidad a la toxina Cryl C. 

En este estudio se plantea utilizar huevos y larvas de M sexta para la microinyección del 
dsRNA homólogos a un fragmento de la secuencia de DNA de Bt-R" APN, e 
Insecticianina (lnsA). 
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3.0 Objetivos 

Objetivo general: 

• Estudiar el papel funcional de la proteína Bt-Rl y de la APN de M sexta en el 
mecanismo de acción de las toxinas Cry, mediante su silenciamiento con RNA de 
doble cadena. 

Objetivos particulares: 
• Obtener RNA de doble cadena (dsRNA) de un fragmento del gen de Bt-RI y 

uno del de APN. 
• Microinyectar los dsRNA de Bt-R, y APN en huevos y larvas de Manduca sexta 

y observar el fenotipo. 
• Determinar la expresión de los receptores Bt-R, y APN. 
• Analizar la susceptibilidad de los insectos sin Bt-R, o sin APN a la toxina 

CrylAb. 
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4.0 Materiales y métodos: 

4.1 Insectos y aislamiento de intestinos 

La producción de larvas de Manduca sexta se llevó a cabo en el insectario del laboratorio, 
donde se mantuvieron a una temperatura de 2SoC, con humedad relativa del 70% con un 
fotoperiodo de 12h de luz y 12 h de oscuridad y dieta artificial. 
Larvas de 410 estadio de desarrollo fueron incubadas en hielo por IS mino y se disectaron 
para extraer el tejido del intestino. La larva se disectó longitudinalmente, se extrajo el 
intestino y se removió la membrana peritrófica. El tejido se lavó con solución 
amortiguadora (PBS IX, PMSF O.SmM) y fue almacenado a -4°C, para extraer 
posteriormente el RNA total. 

4.2 Aislamiento del RNA total 

El aislamiento del RNA total del intestino de M sexta se realizó mediante el protocolo 
reportado por Chomczynski, et al., (1986)11. Este método consta de cinco pasos 
principalmente: 

l . Extracción: Solución D (Tiocianato de guanidina 4 M, Citrato de sodio 25mM pH 
7.0, Sarcosil O.S% y 2-mercapto etanol 0.1 M), Acetato de sodio 0.2 M pH 4.0, 
fenol y cloroformo a una proporción (1:0.1: 1:0.2). 

2. Precipitación: Un volumen de isopropanol. 
3. Reprecipitación: Solución D y un volumen de isopropanol. 
4. Lavado: Etanol al 75% 
S. Solubilización: SDS al O.S% 

4.3 Diseño de oligonucleótidos 

Para hacer el diseño de los oligonucleótidos se emplearon los programas Oligo 4 y Gene 
Works. Los oligonucleótidos diseñados para la amplificación de la APN y Bt-R I , tienen la 
siguiente secuencia: para APN apn-der S'GCT CTA GAG CAA TAC CAC CTG GGG 
TCT CA T CAC AAG G 3' Y apn-rev S 'GGA ATT CCA CGG CTC GTG ATG GTG TTC 
AGC GG 3' que ya incluyen los sitios de restricción Xba 1 y EcoR 1 unidos al sitio S' de 
cada oligonucleótido respectivamente; para Bt-R I cad-der S'GCT CTA GAG CTG CCT 
TCC TGC TGG TGT TTA 3' Y cad-rev 5'GGA ATT CCT CCA CGC GCA CAT TGA 
ACA T 3' que incluyen los sitios de restricción Xba 1 y EcoR 1 unidos al sitio 5' de cada 
oligonucleótido respectivamente (los oligonucleótidos para Bt-R I fueron diseñados por la 
Dra. Isabel Gómez y el Dr. Mario Soberón); para la insecticianina A (InsA) ins-der 5 TCC 
AAG CTT GGG GGC AAG AAG GCT TCC GTC 3', ins-rev 5'AGG TGG GAG AAG 
GTC TTG AGG 3' que incluye los sitios de restricción Hind III y Sal 1 respectivamente. 
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4.4 RT-PCR 

Los cDNAs se sintetizaron usando los oligos: apn-rev, cad-rey e ins-rev de APN, Bt-R¡ e 
InsA, respectivamente, y el RNA total aislado del intestino de larvas de M sexta. La 
síntesis de cDNA, fue realizada empleando el estuche para RT-PCR (AMV) [First Strand 
cDNA síntesis. Kit for RT-PCR (AMV), Roche, Germany] y la mezcla de reacción se 
representa en la tabla l. 

Tabla 1. Mezcla de reacción de RT-PCR (Reverse Transcriptase-Polymerase Chain 
Reaction) para la síntesis de cDNA 

REACTIVO VOLÚMEN (ul) 
Agua 4.7 
Buffer 10X 2.0 
MgCh (2SmM) 4.0 
dNTPs lOX 2.0 
Oligo reverso de la proteína correspondiente 1.0 
Inhibidor de RNasa 1.0 
EnzimaAMV 0.8 
RNA total 3.5 (1 Jlg) 

Las condiciones de la reacción fueron: 25°C por lOmin. (temperatura de alineamiento), 
42°C por 60min. (transcripción), 99°C por Smin. (desnaturalización de la transcriptasa 
reversa) y 4°C por Smin. 

4.5 PCR 

Los productos obtenidos en la reacción de RT-PCR fueron tomados como templado para 
una reacción de PCR, utilizando los oligos correspondientes de APN, Bt-R¡ e InsA (apn
der, apn-rev, cad-der, cad-rev, ins-der e ins-rev). La mezcla de reacción para el PCR, se 
representa en la tabla 2. 

Tabla 2. Mezcla de reacción para el PCR con Vent- polimerasa 

REACTIVO VOLÚMEN (ul) 
Agua 7.5 
Buffer 10X 2.0 
dNTPs 10X 0.5 
Oligo derecho de la proteína correspondiente 2.0 (lO pmol) 
Oligo reverso de la proteína correspondiente 2.0(10 pmol) 
cDNA 4.0 
Vent-polimerasa 2.0 
Volumen total 20 
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Las condiciones de incubación para el PCR fueron las siguientes: 32 ciclos de 1 minuto a 
94°C (temperatura de desnaturalización), 40 segundos a 60°C (temperatura de 
alineamiento), y 2 minutos a noc (temperatura óptima de extensión de la polimerasa), 
después se mantuvo a 4°C. El DNA producto de la amplificación se checó en un gel de 
agarosa 1% para verificar el peso; posteriormente se purificaron usando el estuche de 
purificación de PCR (QIAquick PCR Purification Kit Protocol, QuiagenR GmbH, 
Germany). Para consultar protocolo ver anexo 1. 

4.6 Clonación de los fragmentos del gen de Bt-RJ, APN e InsA 

El vector empleado para la clonación de los fragmentos de los genes de APN y Bt-R1 fue el 
pLITMUS 28i (Logical In vitro Transcription, Multiple Unique Sites, HiScribe™ RNAi 
Transcription Kit, USA) y el vector pLITMUS 38i para clonar el fragmento del gen de la 
InsA. 
Este vector tiene la particularidad de que posee un sitio múltiple de clonación flanqueado 
por promotores opuestos para la polimerasa T7 y contiene además el origen de replicación 
del vector pUC para una alta producción de DNA plasmídico, un origen M13 para la 
producción de un templado de cadena simple para secuenciación o mutagénesis, produce un 
alto número de copias y confiere resistencia a ampicilina. Además, el sitio múltiple de 
clonación está insertado en el marco del fragmento a de lacZ, que permite una selección de 
color (blanco/azul) por a-complementación para los insertos clonados (Figura 13). 

LITMUS 281 LlTMUS 38i 

T7 J T7~ 

BgllI (Apa 1)- PspOM 1 
(Nsi 1) - Ppu 10 1 Mf~ 1 
BssH 11 Ngo M IV 
BsiWI Kas 1 
Xho 1 Hind 111 
EcoR 1 (Pst 1) 
(Psi 1) EcoRV 
EcoRV BamH 1 
BamH 1 EcoR 1 
Hind 111 Nhe l 

pLlTMUS '" Neo 1 Eag 1 

2.8 kb 
(Aalll ) Mlul 
Age 1 BspE 1 
Xba 1 BsrGI 
Avrll (Sph 1; 
(Sac 1) Sal l-Arx 1 
(Kpn 1) - Acc65 I Slu 1 
Slu 1 

T7t n i 

Figura 13. Vector pLITMUS, tomado de HiScribe™ RNAi Transcription Kit. 
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El vector pLITMUS 28i se digirió con Xba I y EcoR 1 para clonar el fragmento de Bt-R¡ y 
con las mismas enzimas para clonar el de APN, el vector 38i se cortó con Hind III y Sal I 
para clonar InsA. 
Cada uno de los fragmentos de DNA (de Bt-R¡, APN e InsA) también fueron digeridos con 
las dos enzimas correspondientes, para obtener los extremos cohesivos en el sitio que se 
requiere para insertarse en el vector. En un gel de agarosa al 1 % se verificaron las 
reacciones de digestión de los fragmentos de DNA y los vectores. Posteriormente fueron 
purificados empleando el estuche de purificación de PCR (QIAquick PCR Purification Kit 
Protocol, QuiagenR GmbH, Germany), para consultar protocolo ver anexo l. Los productos 
de la digestión finalmente se verificaron en un gel de agarosa al 1% después de ser 
purificados. 

Para la clonación se realizó la reacción de ligación (con T4-DNA ligasa) de los fragmentos 
del gen de la APN, de la Bt-RI y de InsA con el vector correspondiente. El tiempo de 
incubación de la reacción fue 2 h a temperatura ambiente. En la tabla 3, se observa la 
mezcla de reacción de ligación. 

Tabla 3. Reacción de ligación 

REACTIVO VOLÚMEN (fll) 
Buffer 10X de la enzima ligasa T4 3 
Fragmento de DNA previamente digerido 21 
Vector pLITMUS previamente digerido 5 
Enzima ligasa T4 l 
Volumen total 30 

4.7 Transformación 

La cepa bacteriana que fue empleada para la transformación con las clonas obtenidas fue 
Escherichia coli XL1-blue. Esta cepa tiene la membrana debilitada debido a la ausencia de 
sales en el medio en el que se desarrolló, esta característica permite la entrada eficiente del 
DNA a la célula, además posee resistencia a tetraciclina pero no a ampicilina, característica 
que favorece la posterior selección de las colonias transformantes en medio sólido LB. En 
la tabla 4 se observa la mezcla de reacción de transformación. 

Tabla 4. Reacción de transformación 

REACTIVO VOLÚMEN (J.!l) 
Medio LB líquido 1,000 
Células XL1-blue 200 
Reacción de ligación (ligasa) 20 
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Las células fueron incubadas 10 mino en hielo y después se incubaron lh a 37°C con 
agitación a 250 rpm. 

Después de la incubación, se tomaron 100 JlI de la mezcla de transfonnación y se 
sembraron en placas de agar LB, con ampicilina (100 Jlg/ml), 5-bromo-4-cloro-3-indolil-~
D-galactopiranosido (X-gal) a una concentración final de 80 Jlg/ml [preparada en dimetil 
fonnamida (DMF)], además de isopropil-~-D-tiogalactopiranosido (IPTG) a una 
concentración final de 20 mM (preparado en agua estéril). 

Las placas se incubaron a 37°C toda la noche para la selección de color blanco/azul, 
aquellas colonias que contienen los plásmidos con el inserto permanecen blancas y las 
colonias que tienen los plásmidos sin e! inserto son azules. 

Después de la incubación, con un palillo se tomaron colonias blancas individuales y se 
inocularon en tubos faleon de 15 mi con 5 mi de medio LB líquido con ampicilina (100 
Jlg/ml) y se incubaron toda la noche a 37°C con agitación a 250 rpm. 

Posterionnente se hizo la purificación del DNA de las colonias transfonnantes (con las 
clonas de los fragmentos de los genes correspondientes, APN, Bt-R) e InsA) siguiendo el 
protocolo del estuche de purificación de DNA plasmídico de QuiagenR (QIAprep Spin 
Miniprep Kit Protocol, QuiagenR GmbH, Germany). Para consultar protocolo ver anexo 2. 

4.8 Síntesis del dsRNA 

Para la síntesis del dsRNA usando el estuche de transcripción HiScribe ™ (HiScribe TM, 

RNAi Transcription Kit, USA), se proponen dos tipos de protocolo para la preparación de! 
templado, en este caso se probaron los dos: 

A) Linearización de la clona (por restricción): 

Se hicieron dos reacciones por separado para la linearización de la clona, es decir, cada una 
con una enzima de restricción diferente correspondientes a las que flanquean el fragmento 
de DNA insertado. En un gel de agarosa al 1 % se verificó la restricción de las clonas. El 
DNA se purifico y posterionnente se hizo la reacción de alineamiento por incubación a 
65°C durante 5 mino 
Estas cadenas de DNA alineadas son e! templado para la reacción de transcripción. 

B) Reacción de PCR con el oligo T7 

Empleando los oligos específicos de los promotores T7, la enzima Taq-polimerasa y la 
clona de cada una de las tres proteínas como templado, se hizo una reacción de PCR para 
amplificar los fragmentos de interés. La mezcla de reacción del PCR se observa en la tabla 
5. 
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Tabla 5. Reacción de PCR para la síntesis del templado de la Transcripción in vi/ro 

REACTIVO VOLÚMEN (1.11) 
H20 66 
dNTPs 10 (2mM) 
DNA 2 (dilusión 1:5=100 ng) 
Buffer 10X de la enzima 10 
MgCh 10 
Enzima Taq-polimerasa 1 
Volumen total 100 

Las condiciones de incubación fueron las siguientes: 3 minutos a 94 oC, 25 ciclos, en donde 
cada ciclo consta de tres segmentos, el primero de 30 segundos a 94 oC, el segundo de 30 
segundos a 50 oC y el tercero de 30 segundos a 72 oc. Finalmente 5 mino a 72 oc. 

Los fragmentos amplificados se verificaron en gel de agarosa al 1 %. Posteriormente se 
purificaron usando el estuche de purificación de PCR (QIAquick PCR Purification Kit 
Protocol, QuiagenR GmbH, Germany). Para consultar protocolo ver anexo l. 
Para la reacción de transcripción in vitro (tabla 6), se uso la T7-RNA polimerasa y los dos 
tipos de DNA templado de cada una de las tres proteínas. 
Se probaron diferentes condiciones de incubación de la reacción, se varió la temperatura en 
un rango de 37 a 42°C y el tiempo de incubación de 1 a 5 h. Finalmente, la incubación se 
estandarizó a 37°C durante 3h. En la tabla 6 se representa la reacción más óptima de 
transcripción in vitro. 
En la figura 14 se representa gráficamente el procedimiento de preparación del DNA 
templado para la reacción de transcripción in vitro. 

Tabla 6. Reacción de transcripción in vitro. 

REACTIVO VOLÚMEN (J.1l) 
H20 145 
dNTPs 20 (2 mM) 
DNA 5 
Buffer 10X de la enzima 20 
Enzima T7-polimerasa 10 
Volumen total 200 
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Fig. 14. Representación gráfica de la preparación del DNA templado Y la síntesis del 
dsRNA. Tomada Y modificada de HiScribe™ RNAi Transcription Kit. 

4.9 Digestión del dsRNA con DICER 

Estudios in vitro en los que se emplearon lisados de D. melanogaster, revelaron que RNAs 
interfereotes pequeños de 21-25 nt eran los mediadores del silenciamiento genético. Estos 
RNAs son el resultado del procesamiento del dsRNA por una enzima del tipo de las 
RNAsas tipo III llamada DICER29

• 

Recientemente, diferentes grupos han empleado la RNasa tipo III de E. coli o la enzima 
humana recombinante DICER, para cortar in vitro los dsRNAs largos a siRNAs4S

• 

El estuche de producción de siRNAs que se empleó para este ensayo (DICER siRNA 
Generation Kit, Gene Therapy Systems, Inc., USA), contiene la enzima humana 
recombinante DICER (endonucleasa específica de dsRNA) para cortar templados de 
dsRNA transcritos in vitro a fragmentos de siRNAs de 22 pb (Figura 15). Esta eozima tiene 
la capacidad de cortar más del 95% del dsRNA templado dentro de las 12 h de incubación 
en las condiciones óptimas. 
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Fipra 15. Actividad de DICER en el procesamiento de los dsRNAs a siRNAs. La enzima 
humana DICER recombinante, mimetiza el proceso natural de RNAi, se acopla al dsRNA 
transcrito in vilro y lo corta en fragmentos pequeftos de 22 pb (siRNAs). Tomada Y 
modificada de DICER siRNA Generation Kit 

Los fragmentos de dsRNAs de Bt-R, y APN fueron cortados con la enzima DICER para 
obtener fragmentos de 22 pb que posteriormente fueron microinyectados en huevos y larvas 
de M sexta, la mezcla de esta reacción se observa en la tabla 7. 

Tabla 7. Reacción de digestión de dsRNA con la enzima DICER a fragmentos de 22 pb 

REACI1VO VOLÚMEN {JII) 
H20 h"bre de nucleasas 2.5 (x) 
dsRNA (1 ¡.Lg) x 
10mMATP 1 
50mMMgClz 0.5 
Buffer de reacción de DICER 4 
Enzima DICER Recombinante (1 Unidad) 2 
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La mezcla de reacción se incubó a 37°C durante 18 h Y se detuvo al agregar 2 ~1 de la 
solución stop de DICER. 
En un gel de agarosa al 3% (T AE) se verificó la reacción de corte del dsRNA a fragmentos 
pequeños de RNA (siRNAs) de 22 pb (datos no mostrados). 

4.10 Cuantificación del RNA 

La cuantificación del dsRNA es un paso crucial después de la trascripción in vitro; para 
realizarla se empleo un estuche de cuantificación de RNA (Ribogreen RNA Quantitation 
kit, Molecular Probes, USA) y un fluorómetro (Bio Rad). Se preparó una curva estandar 
con RNA ribosomal (RNAr) en ng/~I y las muestras de dsRNA, que posteriormente se 
leyeron en el fluorómetro. La lectura obtenida está expresada en Unidades de Flourescencia 
(UF). Una vez obtenidos los valores de absorbancia de las muestras de dsRNA y a partir de 
los valores de pendiente y ordenada al origen de la curva estándar se calculó la 
concentración del RNA. 

4.11 Microinyección 

Los experimentos de micro inyección de huevos y larvas de M sexta se desarrollaron 
usando un micromanipulador (Brinkrnann, Germany), un microdispensador (VWRR Digital 
Microdispenser, VWR Scientific, San Francisco, CA, USA) Y pipetas capilares de vidrio 
(Custom glass tubing, Brurnmond Scientific, USA). 

MICRODISPENSADOR 
El microdispensador es un aparato con el que se controla el volumen de la solución que será 
microinyectada. Tiene una capacidad máxima de 1 O~I y graduada cada 10 nI. 

MICROMANIPULADOR 
En este dispositivo se monta el microdispensador y permite controlar el movimiento fino 
del mismo durante la inyección. 

CAPILARES PARA MICROINYECCIÓN 
Los capilares de vidrio tienen que ser previamente ajustados con la longitud (11 cm.) y el 
diámetro requeridos (el diámetro del capilar se ajustó entre 46-56~m) utilizando un "puller" 
(Sutter Instrument Co. Made in USA, Model P-87. Flaminglbrown micropippette puller) de 
tal manera que su penetración haga el menor daño del zigoto o la larva durante la 
inyección. 

ACEITE MINERAL 
El aceite mineral libre de RNAsa se emplea como fase entre el émbolo del 
microdispensador y la solución que se va a inyectar y que está dentro del capilar para evitar 
la entrada de aire y la contaminación con RNasas. 
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HUEVOS Y LARVAS DE M sexta 
Se emplearon huevos y larvas de M sexta, los huevos fueron colectados en las primeras 
horas de la mañana ya que es cuando están recién ovopositados y tienen la membrana más 
suave (esto facilita la microinyección); se desinfectaron con cloro al 6% durante 3min. Las 
larvas en Ll se inyectaron dentro de las primeras 12 horas después de la eclosión, para las 
larvas que se inyectaron en estadios posteriores se procuró que estuvieran dentro de las 
siguientes 12 h después de cambiar de estadio. 

PROCEDIMIENTO DE MICROINYECCIÓN: 
El aceite mineral se introdujo al capilar con la ayuda de una jeringa de aguja larga (l2cm), 
con la que se inyectó lentamente y simultáneamente se fue sacando la jeringa del capilar 
hasta llenarlo. En la punta del émbolo del microdispensador se aplicó una gota del aceite 
mineral (que debe fusionarse con el aceite del capilar) y entonces se introdujo al capilar, 
asegurándose de que no quede ninguna burbuja de aire dentro. En el microdispensador se 
montó en el micromanipulador. El volumen de la solución a inyectar se colocó sobre papel 
parafilm (PARAFILM "M"R, LABORATORY FILM, American National Can™, Chicago, 
USA) y con la punta del microdispensador tocándola, se cubre con aceite mineral, 
posteriormente, la solución se carga dentro del capilar. 

En el caso de la microinyección de huevos, estos fueron colocados en una caja de 
micropozos para restringir su movimiento al momento de la microinyección. 
Con el micromanipulador se colocó la punta del microdispensador en la superficie del 
huevo y se introdujo el capilar, se inyectó el volumen deseado de cada RNA de APN, Bt-R¡ 
o InsA. Los huevos microinyectados se mantuvieron en cajas petri con un algodón húmedo 
y sellados con papel parafilm para evitar la desecación y posteriormente las larvas que 
eclosionarón se alimentaron con dieta artificial hasta el estadio en el que fueron disectadas. 

En el caso de la micro inyección de las larvas, estas fueron previamente incubadas en hielo 
durante 5 mino y después se micro inyectaron intrahemocélicamente en la parte ventral 
media del intestino. Posteriormente se mantuvieron en condiciones de laboratorio con dieta 
artificial hasta el segundo o tercer estadio de desarrollo en los que fueron disectadas (para 
el caso de las inyectadas con RNAs de Bt-R¡ o APN) para hacer el análisis del 
silenciamiento de las proteínas; y se mantuvieron hasta el cuarto estadio de desarrollo para 
el caso de la proteína InsA en la que el análisis del silenciamiento sólo fue la selección por 
fenotipo , es decir, cambio en la coloración de la larva. 

4.12 Disección de larvas 

Después de la inyección del dsRNA de Bt-R¡ y APN en huevos y larvas de primer estadio 
de desarrollo de M sexta, estas se dejaron crecer hasta el segundo y tercer estadio de 
desarrollo (justo después del cambio de cabeza) para disectar el intestino. 
Para la disección, las larvas se incuban en hielo durante 5 mino posteriormente se di secta el 
intestino medio que después es homogenizado en solución amortiguadora PBS IX, y PMSF 
0.5mM, por intervalos de lmin. de incubación en hielo y un minuto de sonicación (con un 
sonicador Branson 1200, USA). 
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4.13 Ensayos de actividad de APN 

Con el homogenizado de intestino de las larvas se analizó la actividad específica de APN y 
empleando como control la actividad de larvas que fueron microinyectadas solamente con 
agua. Los ensayos de actividad de APN se hicieron utilizando como sustrato la L-Leucin p
nitroanilida (Sigma) y midiendo contra tiempo la liberación de para-nitroanilida. La 
cinética de la reacción se siguió en intervalos de 10 seg. durante dos minutos en un 
espectrofotómetro (Pharmacia LKB-Ultrospect n, Pharmacia, USA) a una longitud de onda 
de 405 nm. Con los datos de absorbancia se calculó la actividad específica de APN 
empleando el software de Sigma-plot (Sigma plot, versión 8.0). Al final la actividad de 
APN se expresa con el coeficiente de extinción molar de la p-Nitroanilida a 405 nm en 
nmol/min*ug de proteína. 

4.14 Cuantificación de proteína 

Con el homogenizado de intestino de cada una de las larvas disectadas, se determinó la 
concentración de proteína siguiendo el protocolo del método de Lowry35, 36. Se midió en el 
espectro fotómetro (Pharmacia LKB-Ultrospect n, Pharmacia, USA) la absorbancia de una 
pequeña muestra del homogenizado de intestino a una longitud de onda de 750 nm, se 
emplearon los reactivos de ensayo de proteína de BIO-RAD (De Protein assay, BIO-RAD, 
USA). La curva de referencia se hizo con albúmina sérica bovina (BSA). 

4.15 Westem blot 

Para la detección de proteína, se utilizaron 10 ¡.¡g del homogenizado del intestino, las 
muestras se separaron en una electroforesis en gel de dodecyl sulfato de sodio
poliacrilamida al 9% (SDS-P AGE), a 8 mA durante I h y a 16 mA durante 2 h más. Las 
proteínas fueron electrotransferidas a membranas PVDF (Millipore, Immobilon ™ -P, 
Transfer Membranas, USA) a 350mA en una cámara de transferencia semi seca por I ha 
temperatura ambiente. La membrana se bloqueó durante Ih con PBS IX-Tween 20 0.05%, 
leche descremada al 5%; una vez bloqueada se lavó con buffer PBS-Tween 0.05%, se 
incubó con el anticuerpo primario correspondiente (Ab anti-Bt-R, 1:500 o Ab anti-APN 
1: 10,000) por 2 h y se lavó cinco veces más como se mencionó anteriormente; finalmente 
se incubó 10 mino con solución de PBS IX. Se incubó con el segundo anticuerpo anti- IgG 
de conejo acoplado a peroxidasas para inmunodetectar a las proteínas. Para revelar con los 
reactivos luminiscentes, la membrana fue incubada con el sustrato del estuche de 
SuperSignal (SuperSignal Chemiluminescent Substrate, Pierce, USA) y la señal emitida se 
detectó con película fotográfica para quimioluminiscencia (Hiperfilm TM, Amersham 
Biosciences, England). 
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4.16 Análisis de la generación F1 

Para el análisis del silenciamiento de las proteínas en la generación FI se requirió mantener 
los huevos y/o larvas que fueron microinyectados con algún dsRNA hasta el estadio de 
pupa, las pupas se mantuvieron en una jaula de metal (50 cm. x 50 cm. de área) con las 
condiciones ambientales descritas anteriormente hasta la eclosión del adulto, es decir, 
alrededor de 60 días. Después del apareamiento de los adultos, los huevos fueron 
colectados diariamente, lavados con cloro al 6% y depositados en cajas petri con un 
algodón húmedo para evitar la desecación hasta la eclosión de las larvas. Las larvas FI se 
mantuvieron con dieta artificial hasta el estadio de disección y análisis de las proteínas 
APN y Bt-RI (de la misma forma en la que ya se mencionó), además de evaluar su 
susceptibilidad a la toxina CrylAb en los bioensayos. 

4.17 Bioensayos 

Se realizaron bioensayos, en los que se emplearon diferentes dosis de esporas más cristales 
de CrylAb para determinar el efecto en la actividad de la toxina. 
Para hacer los bioensayos, se usaron cajas de plástico con 24 pozos de 2 cm2 (Coming), las 
cuales se llenaron con dieta artificial aproximadamente a la mitad (1 cm\ Las cajas se 
incubaron con luz ultravioleta durante 15 mino y posteriormente, en cada pozo se depositó 
la dosis de esporas-cristal de la toxina CrylAb y se dejaron secar a temperatura ambiente. 
Finalmente, en cada pozo de la caja de bioensayo se colocó una larva y la caja se selló 
totalmente con plástico. Las cajas de bioensayo se mantuvieron a temperatura ambiente 
durante siete días. 
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5.0 Resultados y discusión 

5.1 Diseño de oligonucleótidos para la amplificación de un 
fragmento del gen de Bt-Rh APN e InsA. 

Los oligonucIeótidos diseñados para amplificar el fragmento de DNA seleccionado de las 
proteínas APN, Bt-R) e InsA, se presentan en la tabla 8. 
En el caso de la APN, se seleccionaron los oligos para amplificar por PCR un fragmento de 
806 pb del extremo 3' de la secuencia del gen (Figura 16). La elección de este fragmento se 
hizo considerando la región empleada por Rajagopal, R., el al. (2002) en el silenciamiento 
con dsRNA de la APN de Spodoplera litura; quienes amplificaron un fragmento de 756 pb 
que va del nucIeótido 1827 al 2583 del gen de la APN. Tomando esto como referencia, 
nosotros elegimos un fragmento que va del nucIeótido 1826 al 2600 que corresponde a la 
misma región. 
Para Bt-R) se eligió un fragmento que va del nucleótido 24 al 445 del extremo 5' de la 
secuencia del gen (Figura 16) para ser amplificado por PCR y tiene un tamaño de 421 pb. 
Se eligió esta región porque fue la que pudo ser amplificada después de que se probaron 
diferentes oligonucIeótidos diseñados para la síntesis de un fragmento de este gen. 
Para la proteína InsA se eligió un fragmento del extremo 3' de la secuencia del gen (Figura 
16). Los oligos diseñados amplificaron un producto de 324 pb que va del nucIeótido 202 al 
526. Esta región del gen corresponde a la más conservada entre las dos isoformas del gen 
de la insecticianina, por lo tanto, se amplifica el mismo fragmento en ambos genes. En la 
figura 17 se muestra el alineamiento entre la secuencia codificante de las iso formas a y b 
del gen de la insecticianina. 

Tabla 8. OligonucIeótidos diseñados para la amplificación de los tres fragmentos de DNA 
(Bt-R) , APN e InsA). 

PROTEÍNA NOMBRE SECUENCIA 5'- 3' SITIO DE 
DELOLIGO RESTRICCiÓN 

Bt-R) Cader-der 5'GCT CTA GAG CTG CCT TCC Xba 1 
TGC TGG TGT TIA 3 

Cader-rev 5'GGA ATT CCT CCA CGC GCA EcoRI 
CATTGAACA T3' 

APN APNder S' GCT CTA GAG CAA TAC CAC Xba 1 
CTG GGG TCT CAT CAC AAG G 3' 

APNrev S' GGA ATT CCA CGG CTC GTG EcoR 1 
ATG GTGTTCAGC GG3' 

InsA InAder S' TCC AAG CTT GGG GGC AAG Hind III 
AAG GCT TCC GTC 3' 

InsArev S' AGG TGG GAG AAG GTC TIG SalI 
AGG3' 
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Fragmento (Pb) 

Bt-R1 5.58 kb 
421 ... 

5' .. ~------------------------3' ~ 
APN 2.8 kb 

5' 
... .. 

Ins e cticianina O. 57 kb ... 
5'~3' 

3' 

24 445 

806 
1-----1 

1,826 2,600 

324 
1-1 

202 526 

Figura 16. Representación gráfica de la región amplificada de los genes que codifican para 
las proteínas Bt-R" APN e InsA. Se indica la posición de los oligonucleótidos diseñados 

para cada caso. 

Ins-A 
Ins-B 

Ins - A 
Ins-B 

I ns-A 
Ins-B 

Ins-A 
Ins-B 

Ins - A 
Ins-B 

Ins-A 
Ins - B 

Ins-A 
Ins-B 

Ins-A 
I ns-B 

I ns-A 
I n s -B 

I ns - A 
In s -B 

ATGCAGAGGTTCCTAGTCTTCACCATTGTGGCCGTGGCCACCGCAGCTGCCGGGGACATA 
ATGCAGAGATTCCTTGTCTTCACCATTGTGGCCGTGGCCACCGCAGCTGCCGGGGACATC 
******** *** ** ******************************************** 

TTTTACCCTGGATACTGCCCCGAAGTTAAACCGGTAGATGACTTCGACCTGAGTGCTTTC 
TTTTACCCTGGATACTGCCCCGATGTTAAGCCCGTGGACGATTTCGACCTCAGCGCTTTC 

GCTGGAGCTTGGCACGAAATCGCCAAACTGCCCTTGGAAAACGAGAACGAAGGAAAATGT 
GCTGGAGCATGGCACGAGATCGCCAAACTGCCCCTGGAAAACGAGAACCAAGGAAAATGT 

ACCGTTGCTGAATACAAGTATGACGGCAAGAAGGCTTCCGTCTACAACTCTTTTGTCATC 
ACCATCGCTGAATACAAATACGACGGCAAGAAGGCTTCCGTCTACAACTCGTTTGTCGTC 
*** * *********** ** ***************************** ****** ** 

AATGGAGTCAAGGAATACATGGAGGGTGACTTAGAAATCGCTCCTGATGCTAAACTCACC 
AACGGAGTCAAGGAATACATGGAGGGTGACTTGGAAATCGCTCCTGACGCCAAATACACC 

AAGCAAGGCAAATACGTCATGACCTTCAAGTTCGGACCAAGGGTAGTCGTCCAGGTACCA 
AAGCAAGGCAAATACGTCATGACCTTCAAGTTCGGACAGAGGGTAGTGAACCTGGTCCCA 

TGGGTTTTGGCCACTGACTACAAGAACTACGCCATCAACTACAACTGTAACTACCACCCT 
TGGGTTTTGGCCACTGACTACAAGAACTACGCCATCAACTACAACTGCAACTACCACCCT 

GACAAGAAGGCCCACAGCATCCACGCCTGGGTCCTGTCCAGGAACAAGGTCTTGGAAGGC 
GACAAGAAGGCCCACAGCATCCACGCCTGGATCCTGTCCAAGAGCAAGGTCTTGGAAGGA 

AACACCAAGGAAGTCGTCGACAACGTCCTCAAGACCTTCTCCCACCT;GATCGATGCCTCC 
AACACCAAGGAAGTCGTCGACAACGTCCTCAAGACCTTCTCCCACCTGATCGATGCCTCC 
*********************** * ************************************ 

AAATTCATGTCCAACGAATTCTCCGAAGCTGCCTGCCAATACTCCACCACATACAGCCTT 
AAATTCATCTCCAACGACTTCTCCGAAGCTGCCTGCCAGTACTCCACCACATACAGCCTT 
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Ins-A 
Ins-B 

Ins -A 
In s-B 

Ins-A 
Ins -B 

*** ***** *** ***** ******************** ********************* 

ACCGGCCCTGACAGGCATTGA-------------------------- - - -- --------
ACTGGCCCTGACAGGCATTGAAATAAAGGAAAGGTTTTTACATACTTTTATGTTATTATT 

TACATACTTTAGTTTTTAGAGAAACTTTAATGGTAAAAGTTACTAAGTATTAATGT CAAC 

AGAAATT 

Figura 17. Alineamiento de la secuencia codificante de los genes que codifican para las 
iso formas a y b del gen de la insecticianina. Se sabe que estos genes son producto de 
duplicación génica, difieren solamente en 13 aminoácidos. Los oligonucleótidos diseñados 
para amplificar un fragmento de DNA de cada uno de estos genes se sitúan en las regiones 
más conservadas con el objetivo de silenciarlos a ambos y en la figura están señalados con 
sombreado gris . 

5.2 Amplificación de los fragmentos de DNA de Bt-R t , APN e 
InsA. 

Los oligonucleótidos ya mencionados, se utilizaron para sintetizar el cDNA de cada una de 
las tres proteínas (Bt-R¡,APN e InsA) por medio de una reacción de RT-PCR en la que se 
utilizó como templado el RNA total, extraído de M sexta. 
Una vez obtenidos los tres cDNAs, estos se emplearon como templado para sintetizar la 
cadena complementaria de DNA de los fragmentos seleccionados de cada proteína por 
medio de una reacción de PCR, y posteriormente fueron purificados tal como se explicó en 
materiales y métodos (Figura 18). 

2 
2 

1 Kb 
806 pb 

5000b 500 
421 pb 400 pb 324 pb 

A B C 

Figura 18. Gel de agarosa al 1 % en donde se representan los productos de reacción de PCR 
de Bt-R1, APN e InsA purificados. A, Carril 1: Marcador de peso molecular (MPM), carril 
2: Producto de la reacción de PCR del fragmento de Bt-R, de 421 pb purificado. B, Carril 
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1: MPM, carril 2: Producto de la reacción de PCR del fragmento de APN de 806 pb. C, 
Carril 1: MPM, carril 2: Producto de la reacción de PCR del fragmento de InsA de 324 pb. 

5.5 Restricción de los fragmentos de DNA y de los vectores 

Los fragmentos de DNA correspondientes a Bt-R), APN e InsA y los vectores en los que 
fueron clonados, fueron digeridos con las enzimas de restricción correspondientes indicadas 
en materiales y métodos (Tabla 8). 

2 3 4 

2 Kb 

1 Kb 

A 

3 Kb 

2 Kb 

B 

2 

1 Kb 

0.5 Kb 

Figura 19. Geles de agarosa al 1 %, en donde se representan los vectores y los fragmentos 
de DNA amplificados de cada gen digeridos con las enzimas correspondientes. A, Carril 1: 
MPM, carril 2: fragmento de DNA de Bt-R) de 421 pb digerido con las enzimas Xba l y 
EcaR 1, carril 3: MPM, carril 4: vector pLITMUS 28i (2.8 Kb) digerido con Xba l y EcaR I. 
B, Carril 1: MPM, carril 2: vector pLITMUS 28i digerido con Xba l y EcaR 1, carril 3: 
MPM, carril 4: fragmento de DNA de APN de 806 pb digerido con Xba l y EcaR I. C, 
Carril 1: MPM, carril 2: fragmento de DNA de InsA de 324pb digerido con Hind III y Sal 1. 

Posteror a la digestión, los vectores y los fragmento de DNA de Bt-R) , APN e InsA fueron 
purificados empleando el estuche de purificación de PCR como se indica en materiales y 
métodos. 
Después, cada fragmento de DNA se clonó en el vector correspondiente empleando la 
encima T4-DNA ligasa. 
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La cepa Esc/reric/tia eoli XLI-blue se transformó con el producto de la reacción de 
ligación de cada una de los fragmentos de DNA de Bt-R1, APN e InsA y su vector 
correspondiente. Posteriormente, se seleccionaron colonias blancas de cada una de las 
transformaciones, lo que las caracterizaba como candidatas para poseer el vector con el 
inserto de DNA correspondiente de cada proteína (Bt-R 1, APN e InsA). Después de 
crecerlas en medio LB líquido más ampicilina, el DNA se recuperó empleando el estuche 
de purificación DNA de Quiagen (protocolo en el anexo 2). En un gel de agarosa al I % se 
verificó la purificación del DNA de cada una de las colonias candidatas para tener el vector 
con el inserto del gen correspondiente (Bt-R1, APN o InsA). 

En la figura 20 panel A, se muestra el DNA de la clona candidata seleccionada de la 
transformación en E. eoli. para tener el inserto del gen de la InsA. 
Para verificar que la colonia candidata tuviera el vector con el inserto de InsA se realizó 
una digestión del DNA de esa colonia con la enzima Hind III y como control se tomó el 
vector pLITMUS 38i digerido también con esa enzima. En la figura 20 panel B, se observa 
que la banda que corresponde al vector pLITMUS 38i con un peso de 2.8 Kb (línea 2) 
claramente está por debajo de la banda de 3 kb, el DNA de la colonia con el inserto (línea 
3) está por arriba de la banda que corresponde al marcador de 3 Kb (línea 1). 

Posteriormente, el DNA de la clona candidata y el vector (previamente digeridos con Hind 
I1I) también fueron digeridos con Sal 1 para eliminar el fragmento insertado y el fragmento 
de DNA intermedio para el caso del vector. En la figura 20 panel C, se observa que el DNA 
del vector y el de la clona tienen el mismo tamaño (aproximadamente 2.8 Kb), Y se observa 
también la banda del inserto de InsA (de 324 pb) por arriba de la banda de 250 pb del 
marcador de peso molecular. Este resultado indica que la clona candidata posee el inserto 
de InsA. 

Figura 20. Geles de agarosa al 1%. A, DNA de la colonia candidata para tener el vector 
pLITMUS 38i más el inserto de Insecticianina de 324 pb. Carril 1: MPM, carril 2: vector 
pLITMUS 38i (2.8 Kb), carril 3: clona de InsA (3.1 Kb). B, Digestión del DNA de la clona 
candidata de InsA con Hind IlI . Carril 1: MPM, carril 2: vector pLITMUS 38i (2.8 Kb) 
digerido con Hind IlI , carril 3: DNA de la clona digerido. C, Digestión del DNA de la clona 
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candidata de InsA (previamente digerido con Hind IlI) con la enzima Sal I. Carril 1: MPM, 
carril 2: vector pLITMUS 38i digerido con Hind III y Sal 1, carril3: DNA de la clona de 
InsA digerido con Hind III y Sal I. 

Las colonias que tenían el vector con el inserto de cada proteína (Bt-R), APN e InsA) 
seleccionadas, se crecieron en medio LB líquido con ampicilina y posteriormente se 
purificó el DNA de cada una (ver materiales y métodos). 
Por lo tanto, se construyeron clonas de un fragmento del gen de Bt-R), APN (en el vector 
LITMUS 28i) e lnsecticianina (en el vector LITMUS 38i) en vectores de síntesis de 
dsRNA. 

5.6 Preparación del DNA templado para la síntesis de dsRNA 

Una vez obtenidas las clonas con los insertos de DNA que corresponden a Bt-R) , APN, e 
InsA se hizo la preparación del templado para la reacción de transcripción del dsRNA. 
Se prepararon dos tipos de templado: 

A) Se linearizó el DNA de la clona de cada proteína (Bt-R), APN, e InsA) con cada 
una de las dos enzimas de restricción correspondientes (tabla 8) en reacciones 
separadas. Posteriormente se hizo la reacción de alineamiento o combinación de los 
DNAs (ver figura 13 de materiales y métodos). 

En la figura 21 se esquematizan las clonas de InsA linearizadas en reacciones por separado 
con una de las dos enzimas de restricción Hind III y Sal I. 

2 3 

3 Kb-_.If ...... 

2 

Figura 21. Di gestión de la clona de InsA con Hind III y Sal I en reacciones separadas para 
la preparación del templado de la transcripción in vi/ro. Carril 1: Marcador de peso 
molecular, carril 2: DNA de la clona de InsA linearizada con Hind III, carril 3: DNA de la 
clona de InsA linearizada con Sal I. 
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B) Se amplificaron los fragmentos de DNA de interés de cada proteína a partir de la 
clona correspondiente, en una reacción de PCR empleando oligo T7 y Taq
polimerasa. 

En esta reacción se emplearon dos enzimas para la síntesis de los fragmentos de DNA, la 
enzima Vent-polimerasa y la enzima Taq-polimerasa, se probaron diferentes condiciones 
de reacción y la cuantificación del DNA reveló que el fragmento de APN se sintetizaba 
con la misma eficiencia con las dos enzimas, sin embargo para el caso de de Bt-R¡ e InsA, 
la síntesis tuvo un mejor resultado con la enzima Taq-polimerasa (no se muestran los 
datos). Por lo tanto la reacción se estandarizó empleando la enzima Taq-polimerasa. 

En la figura 22 se muestra el fragmento de DNA amplificado para cada una de las 
proteínas (Bt-R¡ , APN e InsA) empleando oligo T7 y la enzima Taq-polimerasa. El 
fragmento de DNA amplificado de Bt-R¡, se localiza por arriba de la banda de 500 pb del 
marcador de peso molecular, el fragmento de DNA amplificado de APN, se localiza a la 
altura de la banda de 900 pb Y el fragmento de DNA amplificado de InsA se localiza entre 
la banda de 300y 400 pb. 

2 3 4 5 

1 Kb 

0.5 Kb 
0.4 Kb 
0.3 Kb 

Figura 22. Amplificación por PCR de los fragmentos de DNA clonados de cada proteína 
empleando oligo T7 y Taq polimerasa para la preparación del templado de la transcripción 
in vi/ro. Carril J: Marcador de peso molecular, carril 2: fragmento de DNA de Bt-R¡ , carril 
3: fragmento de DNA de APN, carril 4: fragmento de DNA de InsA, carril 5: marcador de 
peso molecular. 
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Las siguientes reacciones de amplificación de los fragmentos de DNA de Bt-R" APN, e 
InsA se hicieron empleando el oligo T7 y la enzima Taq-polimerasa. 

Una vez obtenidos los fragmentos de DNA templado de cada una de las proteínas, se 
hicieron las reacciones de transcripción in vitro, empleando la polimerasa T7. 
Las transcripciónes in vi/ro, se hicieron en volúmenes pequeños para optimizar las 
condiciones de reacción para la producción de dsRNA de Bt-RI, APN, e InsA. 
Se observó que el dsRNA producto de la transcripción in vi/ro, se sintetizó con mayor 
eficiencia (datos comprobados por cuantificación de RNA) cuando se usó como templado 
para la transcripción el fragmento de DNA amplificado por PCR a partir de la clona. 
Por esta razón se decidió emplear solamente este templado para las sucesivas reacciones de 
transcripción. 
En el protocolo inicial de la reacción de transcripción se indica que es necesario agregar 
500 ng de templado, de 1 a 3 h de incubación a una temperatura entre 37 y 42°C. Sin 
embargo, de acuerdo a los datos de cuantificación, cuando se agregan 150 ng se obtiene la 
misma cantidad de dsRNA que cuando se agregaron 500 ng de DNA templado. Además, la 
máxima cantidad de dsRNA se obtiene a las 3 h de incubación de la reacción, después de 
ese tiempo el producto disminuye. Finalmente, la temperatura óptima es a los 37°C. Por lo 
tanto las condiciones de reacción de transcripción se estandarizaron como sigue: 150 ng de 
DNA templado, 3 h de incubación a 37°C. 
La eficiencia en la producción de dsRNA con el estuche de transcripción de RNAi , resulto 
ser más baja de lo indicado, por lo que fue necesario concentrar los productos hasta diez 
veces para obtener aproximadamente 400 Ilg/ml. 

En la figura 23 panel A, se esquematiza el dsRNA de APN (806 pb) producto de la 
transcripción in vi/ro, se observa que la banda del transcrito de APN (carril 1) se localiza a 
la altura de la banda de 800 pb con respecto al marcador de peso molecular (carril 3) y que 
es más pequeño que el DNA templado que se observa en el carril 2 de la figura. En la figura 
23 panel B, se esquematiza el dsRNA de InsA producto de la transcripción in vi/ro, se 
observan dos bandas, una a la altura de la banda de 400 pb del marcador de peso molecular 
que corresponde al templado y la otra a la altura de la banda de 300 pb que corresponde al 
producto de la transcripción (dsRNA de InsA de 324 pb). 

2 3 2 3 4 
Figura 23 Geles de agarosa 
al 1% en donde se 
representan los productos de 

I Kb la transcripción in vi/ro. A, 
dsRNA de APN, carril 1: 

0.5 Kb 
productos de la transcripción 
del fragmento de APN, carril 
2: fragmento de DNA de 

500pb APN amplificado por PCR a 400pb Templado 

Transcrito partir de la clona, carril 3: 
200pb MPM. B, dsRNA de InsA, 

carril 1: MPM, carril 2, 3 y 4: 

A B 
productos de la transcripción 
del fragmento de InsA. 
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Por lo tanto, se sintetizó RNA de doble cadena de secuencia homóloga a los fragmentos de 
los genes clonados de Bt-RJ, APN e lnsA. 

Se realizó la cuantificación del dsRNA de cada una de las reacciones de transcripción, este 
procedimiento permitió determinar la eficiencia en la producción de dsRNA en cada una de 
las condiciones de reacción analizadas y de esta manera establecer las condiciones de 
incubación optimas. 
En la reacción de transcripción óptima (tabla 6 de materiales y métodos), se obtuvieron 
aproximadamente 40 ¡.tg/ml de dsRNA y después de la concentración se obtuvo 
aproximadamente 400 ¡.tg/ml. 

5.7 Microinyecciones: 

Se micro inyectaron huevos y larvas de diferentes estadios de desarrollo de M sexta con 
diferentes concentraciones de dsRNA de Bt-R¡, APN, e lnsA. Los individuos 
microinyectados con algún tipo de dsRNA se alimentaron con dieta artificial y se 
mantuvieron en las condiciones del laboratorio ya descritas en materiales y métodos. 

5.7.1 Análisis de la microinyección de dsRNA de Bt-R, y APN en 
larvas de L2 

Se microinyectaron larvas de segundo estadio de desarrollo (L2) con un volúmen total de 
100 nI (0.4 ¡.tg) de dsRNA (de Bt-R¡ o APN) y como control de la expresión de las 
proteínas, se micro inyectó el mismo número de larvas con H20. 
Para verificar el silenciamiento de las proteínas Bt-R¡ y APN las larvas microinyectadas se 
disectaron en el tercer estadio de desarrollo (L3) y al homogenizado del intestino se le 
cuantificó la cantidad de proteína, la actividad específica de APN y se verificó la expresión 
de la proteína por inmunodetección. 
En la tabla 9 se muestran los tipos de dsRNA microinyectados y la relación de 
sobrevivencia en L3. 

Tabla 9. dsRNA de Bt-R¡ y APN microinyectado en larvas L2 

Sustancia Estadio de N° de N° de Estadio de N°de 
inyectada inyección individuos individuas disección individuos 

inyectados sobrevivientes disectados 
enL3 

H20 L2 50 45 L3 2 
dsRNABt-R¡ L2 50 33 L3 2 
dsRNAAPN L2 50 34 L3 2 
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5.7.1 I Disección de larvas 

De las larvas micro inyectadas en L2 (ver tabla 9) se disectó el intestino de 2 larvas en L3 
de cada una de las condiciones, es decir, de las inyectadas con dsRNA de APN, de las 
inyectadas con dsRNA de Bt-R) y de las inyectadas con H20 y se hizo el homogenizado del 
intestino de cada una por separado. 

5.7.1 n Cuantificación de proteína 

Se hizo la cuantificación de proteína de cada uno de los homogenizados de intestino de las 
larvas disectadas tal cómo se describió en materiales y métodos. 
Este paso de cuantificación de proteína, es crucial para el posterior análisis de las proteínas 
presentes en el intestino de las larvas por inmunodetección, por lo que se hizo por 
triplicado. 
Como se observa en la tabla 10, la cantidad de proteína entre las larvas control 
(microinyectadas sólo con H20) y las micro inyectadas con algún tipo de dsRNA, es muy 
similar. 

Tabla 10. Cuantificación de proteína de larvas microinyectadas en L2 con dsRNA de Bt-R) 
y APN Y disectadas en L3 

Muestra de intestino Cantidad de proteína 
de larva (J.lg/¡ . .tl) 

H20 1.95 
1.32 

Inyectada con dsRNAAPN 2.06 
1.87 

Inyectada con dsRNA Bt-R) 1.80 
1.68 

5.7.1 In Análisis de la actividad específica de APN en larvas L3 
microinyectadas con dsRNA de Bt-R1 y APN en L2. 

Al homogenizado del intestino de cada larva se le midió la actividad específica de APN 
como se explicó en materiales y métodos. 
Tomando en cuenta los datos de las larvas control analizadas (microinyectadas solo con 
H20), la actividad de APN en las larvas micro inyectadas con dsRNA de Bt-R) y de APN, 
no se vio afectada en ninguno de los casos (Figura 24) Los datos de actividad específica de 
APN están representados en la tabla 11 adjunta. 
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Figura 24. Gráfica de Actividad de APN en 
larvas L3 que fueron micro inyectadas en L2 
con dsRNA de APN y Bt-Rl. 

7. 

Tabla 11. Datos de la actividad 
específica de APN en larvas L3 
microinyectadas con dsRNA de Bt-R, y 
APN enL2. 

Muestra de intestino Actividad de APN 
de larva (nmol min." flg") 

H20 310 
313 

Inyectada con dsRNAAPN 264 
258 

Inyectada con dsRNA Bt-R, 264 
273 

5.7.1 IV Análisis de la expresión de las proteínas Bt-R) y APN 
por inmunodetección en larvas inyectadas con dsRNA 

Se emplearon 1 O ~g de proteína del homogenizado del intestino de cada larva analizada en 
un SDS-P AGE al 9%, posteriormente se transfirió a membrana PVDP y se incubó con Ab
anti Bt-R, o Ab-anti APN (ver procedimiento en materiales y métodos). 

En la figura 25 se observa el inmunoblot de las larvas microinyectadas en L2 con el dsRNA 
correspondiente. Se observa que en las dos larvas control, están presentes las dos proteínas 
(Bt-R, y APN). En las larvas que fueron micro inyectadas con dsRNA de APN está presente 
la proteína Bt-R, y también la proteína APN; esto indica que el dsRNA de APN 
microinyectado en estas larvas no tuvo ningún efecto sobre la inhibición de la traducción 
del mRNA de estas proteínas. 

Por el contrario, en el caso de las larvas que fueron microinyectadas con dsRNA de Bt-R, 
se observa que está presente la proteína APN, pero no la proteína Bt-R" esto indica que el 
dsRNA de Bt-R, micro inyectado en estas larvas afectó la expresión del mensajero de esta 
proteína y que por lo tanto se obtuvo el silenciamiento específico. 
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APN 

dsRNA 
APN 

dsRNA 
Bt-R1 

Figura 25. Inmunoblot del homogenizado de intestino de larvas L3 microinyectadas con 
dsRNA de APN y Bt-R, en L2. Detección con anticuerpo anti- Bt-R, yanti-APN. 

5.7.2 Expresión de Bt-R. en la generación Fl de las larvas 
silenciadas con dsRNA de Bt-R, 

Las larvas que fueron micro inyectadas con dsRNA de Bt-R, y las microinyectadas con 
H20, se conservaron hasta el estadio adulto y, posteriormente, se analizó la expresión de 
Bt-R, en larvas de estadio L2 de la generación Fl (ver materiales y métodos). 
Para este análisis, se designaron 30 larvas que fueron micro inyectadas en L2 con dsRNA de 
Bt-R, para obtener la segunda generación, de las cuales 12 llegaron al estadio de pupa. 
Finalmente, sólo nacieron 9 individuos adultos, es decir, hubo una eficiencia del 30% en la 
viabilidad de las larvas micro inyectadas a la generación Fl. Los huevos ovopositados por 
estos individuos se colectaron y se mantuvieron en las condiciones ambientales ya descritas 
en materiales y métodos, hasta obtener larvas en L2. 
Se disectaron tres larvas control (Fl de las inyectadas solamente con H20) y tres larvas FI 
de padres inyectados con dsRNA de Bt-R, en L2. Se hizo el mismo análisis de 
cuantificación de proteína, actividad específica de APN e inmunoblot para analizar la 
expresión de Bt-R, . 
En la figura 26 se representa la gráfica de las actividades específicas de APN de las larvas 
Fl tratadas con dsRNA de Bt-R, disectadas en L2, en donde se observa que no existe gran 
diferencia con respecto a las larvas control. Los datos de actividad específica de APN se 
representan en la tabla 12. 
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Tabla 12. Actividad específica de APN 
de larvas L2 cuyos padres fueron 
tratados con dsRNA de Bt-R, 

Tiempo (segundos) 

Figura 26. Gráfica de actividad específica de 
APN de larvas en L2 cuyos padres fueron 
tratados con dsRNA de Bt-R,. 

Muestra de 
intestino de larva 

H20 

Larvas F I de las 
microinyectadas 
con dsRNABt-R I 

Actividad de APN 
(nmol min: 1 IIg

ol
) 

908 
1231 
1348 
696 

963 
739 

En el análisis de inrnunoblot representado en la figura 27, se observa la presencia de Bt-R, 
en las tres larvas de padres microinyectados con dsRNA de Bt-R, y la expresión es la 
misma a la de las larvas control (inyectadas solamente con H20), esto indica que el efecto 
del silenciamiento ocurrido en la generación parental de estas larvas, no se mantuvo hasta 
la generación FI . 

dsRNABt-R 1 BBMV· 

2 3 2 3 

'

-". ' , ..... , '."'- --.... 
Bt-R I 

APN 

Figura 270 Inrnunoblot (la Jlg de proteÍna-SDS-PAGE 9%) para la identificación de la 
expresión de Bt-R, en larvas FI de las silenciadas con dsRNA de Bt-R, . Detección con 
anticuerpo anti- Bt-R, yanti-APN. 

Con respecto a este dato es importante tomar en cuenta que probablemente, la expresión de 
Bt-R, es importante para la fertilidad o el desarrollo de los individuos de M sexta en 
alguno de los estadios de desarrollo posteriores al estadio de micro inyección, por lo que 
sólo se seleccionaron los individuos que tenían esta proteína. 
* Vesículas de micro vellosidad apical (BBMV) 
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En un análisis realizado por Midboe, Candas y Bulla lr. (2003) acerca de la expresión de 
Bt-R1 durante el desarrollo de M sexta, se observó que conforme al desarrollo y 
crecimiento de las larvas se da un incremento espectacular en el número de moléculas de 
Bt-R1• Se argumenta que Bt-R1 pudiera ser esencial no sólo para mantener las funciones 
fisiológicas vitales del intestino, sino para preservar la organización y la integridad epitelial 
durante la rápida proliferación celular, diferenciación y también crecimiento del tejid041

• 

Sin embargo, en un estudio realizado por Gahan, Goulg y Heckel (2001) con H virescens, 
se aisló una población resistente a la toxina CrylAc por selección con dieta impregnada con 
toxina. La población resistente a la toxina es la homóciga recesiva, ya que la población 
heterocigota es susceptible a la toxina. Al gen responsable de la susceptibilidad a la toxina 
lo nombraron HevCaLP (Proteína tipo caderina de H virescens). Ellos determinaron que la 
función de esta proteína no es esencial para la sobrevivencia de H virescens (a pesar de que 
no se conoce su función fisiológica), ya que la población resistente ("nockout natural") es 
viable y fértil bajo las condiciones de laboratori04o. 

5.7.3 Análisis de la microinyección de dsRNA de APN en huevos 

Se hicieron nuevas microinyecciones con dsRNA de APN (lOO ni de dsRNA = 400ng), 
ahora empleando huevos de M sexta. 
En la tabla 12 se representa el número de huevos micro inyectados y el número de 
individuos sobrevivientes en L2. 

Tabla 12. Relación del número de huevos micro inyectados con dsRNA de APN y número 
de sobrevivientes 

Sustancia Estadio de la N°de N° de Estadio 
microinyectada microinyección individuos individuos de 

micro inyectados sobrevivientes disección 

H20 Huevo 60 29 L2 y L3 
dsRNA-APN Huevo 60 26 L2 yL3 

De los huevos micro inyectados con dsRNA de APN se disectó el intestino de dos larvas y 
de dos larvas control en L2 y se realizó la cuantificación de proteína, actividad específica 
de APN e inmunoblot para analizar la expresión de APN. 
Como se observa en la figura 28 la actividad de APN registrada por las dos larvas control 
es más del 60% mayor que la que presentan las larvas previamente inyectadas con dsRNA 
de APN. Los datos de la actividad específica de APN se presentan en la tabla 13 adjunta, en 
ella se corrobora que la actividad de APN de las larvas con tratamiento de dsRNA de APN 
es menor que la de las larvas control. 
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Figura 28. Representación gráfica de la actividad 
de APN en larvas L2 microinyectadas con dsRNA 
de APN en estadio de huevo. 

Tabla 13. Datos de actividad 
específica de APN en larvas L2 de 
APN en estadio de huevo 

Sustancia Actividad de APN 
microinyectada (nmol min: 1 ¡¡g-I) 

Larva Larva 
I 2 

H20 368 408 
dsRNA-APN 253 134 

En la figura 29 se representa la gráfica de la actividad específica de APN de las larvas 
microinyectadas en huevo con dsRNA de APN y disectadas en L3 . Se observa que una de 
las dos larvas tratadas con dsRNA de APN en huevo tiene una actividad de APN 
aproximadamente del 12% en comparación con las larvas control. Estos datos de actividad 
específica de APN se corroboran en la tabla 14 adjunta. 
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Figura 29. Representación gráfica de la actividad 
de APN en larvas L3 microinyectadas con dsRNA 
de APN en estadio de huevo. 

Tabla 14. Datos de actividad 
específica de APN en larvas L3 
de APN en estadio de huevo. 

Sustancia Actividad de APN 
micro inyectada (nmol min: 1 ¡¡gol) 

Larva Larva 
I 2 

H20 409 355 
dsRNA-APN 51 376 

Para análisis de la expresión de las proteínas en el SDS-PAGE (lO Jlg de proteína, en SDS
PAGE 9%) se corrió una muestra de vesículas de microvellosidad apical media de intestino 
de larvas L5, como control de la expresión de las proteínas Bt-R¡ y APN. 
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En el inmunoblot se identificó que una de las larvas en L2 y una de las dos larvas en L3 
(Figura 30), no expresan APN. Estos datos corresponden con los de actividad específica de 
APN, es decir, en los casos en los que se obtiene una actividad específica de APN baja, no 
se detecta la expresión de la proteína en el inmunoblot. Además, en la figura 30 también se 
observa que la expresión de Bt-R¡ no se afectó. 

L2 L3 L5 

dsRNA 
H20 ~ BBMV 

2 2 

APN ... -._ --
Figura 30. Inmunoblot (lO ~g de proteína- SDS-PAGE 9%) para la identificación de la 

expresión de APN en larvas L2 y L3 microinyectadas en huevo con dsRNA de APN. 
Detección con anticuerpo anti- Bt-R¡ y anti-APN. 

Por lo tanto, la microinyección de dsRNA de APN a huevos de M sexta, si resultó en el 
silenciamiento de esta proteína, ya que el análisis de actividad específica de APN y el 
inmunoblot, revelaron que en larvas de segundo y tercer estadio de desarrollo la proteína 
APN no estaba presente. Por lo tanto hubo silenciamiento específico de la proteína. 
Sin embargo, el silenciamiento de APN resultó ser poco eficiente, ya que sólo el 50% de las 
larvas analizadas presento la proteína silenciada. Esto representa un problema en el análisis 
de la expresión porque se carece de un sistema de selección de las larvas que tuvieron 
silenciamiento de la proteína, de entre las que no lo presentaron. 

En los ensayos de actividad específica de APN realizados a los homogenizados de intestino 
de larvas micro inyectadas con dsRNA de APN (en estadio de huevo o larva Ll o L2) y que 
por inmunoblot se identificó el silenciamiento específico de APN, no presentaron una 
actividad específica de APN que fuera cero. Posiblemente esta actividad específica de 
APN, pudiera estar dada por la actividad de otras aminopeptidasas presentes en el intestino 
de estos individuos. 
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5.7.4 Análisis de la expresión de APN en la generación Fl de 
individuos microinyectados con dsRNA de APN en estadio 
de huevo 

De los individuos que fueron microinyectadas con dsRNA de APN y con H20 en estadio de 
huevo, se conservaron las larvas hasta el estadio adulto y se analizó la expresión de APN de 
la generación FI en L2 (ver materiales y métodos). 
Para este análisis, se designaron 23 larvas que eclosionaron de los huevos micro inyectados 
con dsRNA de APN para obtener la segunda generación, de las cuales 12 larvas de sto 

estadio larvario llegaron al estadio de pupa y de las cuales sólo nacieron 6 individuos 
adultos. Es decir, hubo una eficiencia de 26% en la viabilidad de las larvas microinyectadas 
a la generación Fl . Los huevos ovopositados por estos individuos se colectaron y se 
mantuvieron en las condiciones ambientales ya descritas en materiales y métodos, hasta 
obtener larvas en L2. 
Se disectó el intestino de una larva control y tres de las larvas Fl (padres inyectados con 
dsRNA de APN). Se hizo el análisis de cuantificación de proteína, actividad específica de 
APN e inmunoblot para analizar la expresión de APN. 
En la figura 31, se representa gráficamente la actividad de APN de las larvas disectadas en 
L2, claramente se observa que la actividad de una de las larvas Fl cuyos padres fueron 
inyectados con dsRNA de APN es menor que las de las larvas control. Estos datos van de 
acuerdo con los de actividad específica de APN que se presentan en la tabla 15 adjunta, en 
donde se corrobora una disminución ligeramente menor de la actividad específica de APN 
de la misma larva. 
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Figura 31. Actividad de APN de larvas Fl en 
L2 cuyos padres fueron tratados 
con dsRNA de APN 

Tabla 15. Datos de actividad 
específica de APN en larvas F 1 en L2 
(padres microinyectados con dsRNA 
de APN en estadio de huevo. 

Muestra de intestino Actividad de APN 
de larva (nmol min.-' /1g. ') 

H20 435 
Larvas F l de las 272 
microinyectadas con 
dsRNA deAPN 

409 
356 

Posteriormente, se realizó el análisis de la expresión de las proteínas por inmunoblot (10 Ilg 
de proteína, en SDS-PAGE 9%) representado en la figura 32. Se observa que la larva que 
tuvo una actividad específica de APN menor que la control, no presenta APN. 
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Por lo tanto este dato indica que el silenciamiento de la APN en la generación parental se 
mantuvo hasta la siguiente generación al menos en una de las larvas analizadas en L2. Esto 
posiblemente se debe a que la generación FI pudiera ser una mezcla de larvas silenciadas y 
silvestres (es decir, de aquellas larvas microinyectadas con dsRNA pero que no presentaron 
silenciamiento de la proteína). 
El resultado de este experimento muestra que el silenciamiento genético mediado por 
dsRNA es heredable, estable y puede ser potencialmente aplicado a varios organismos. 

dsRNAde APN 

2 3 
Figura 32. Inmunoblot (10 flg de 
proteína-SDS-PAGE 9%) para la 
identificación de la expresión de la 
proteína APN de larvas L2 cuyos padres 
fueron microinyectados con dsRNA de 
APN. Detección con anticuerpo anti-APN. 

Hasta este momento los dsRNAs utilizados para las micro inyecciones en huevos y larvas de 
M sexta, fueron los fragmentos de dsRNA inicialmente diseñados para cada proteína. Sin 
embargo, la efectividad de silenciamiento fue muy baja (podríamos decir que 
aproximadamente del 30 al 50%). Por lo tanto, se decidió cortar esos RNAs a fragmentos 
pequeños de 22 pb empleando la endonucleasa DICER del estuche de generación de 
siRNAs (ver materiales y métodos) para realizar nuevas micro inyecciones. 

5.7.5 Microinyección de siRNA de Bt-R¡ y APN (digestión del 
dsRNA con la enzima DICER a fragmentos de 22 pb) en 
huevos 

Los dsRNAs de Bt-R1 y APN se cortaron en fragmentos pequeños de 22 pb (siRNAs), el 
tamaño de los dsRNAs se verificó en un gel de agarosa al 1 %. 
Por lo tanto, los fragmentos de RNA de doble cadena de Bt-R1 y APN inicialmente 
sintetizados, también fueron cortados a RNAs interferentes pequeños de 22 pares de bases 
empleando la enzima DICER. 

Posteriormente se micro inyectaron huevos de M sexta con y siRNA de Bt-R1 y siRNA de 
APN. Se micro inyectaron dos concentraciones diferentes de RNA (200 y 400 ng). En la 
tabla 16 se ordena el tipo y cantidad de siRNAs microinyectados, se presenta también el 
número de huevos eclosionados y se observa que es muy bajo, es decir, la viabilidad de los 
huevos micro inyectados es muy baja. 
Para analizar la expresión de las proteínas, se disectaron tres larvas en L2 de cada una de 
las condiciones y con el homogenizado de intestino se cuantificó la cantidad de proteína, se 
midió la actividad específica de APN y la señal de las proteínas por inmunoblot. 
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En el análisis de actividad específica de APN (no se muestran los datos), no se observó 
ninguna diferencia entre las larvas control con respecto a las tratadas con algún tipo de 
siRNA. 

En la figura 33, se representa el inmunoblot para identificar la expresión de las proteínas 
Bt-R, y APN (lO Ilg de proteína en SDS-PSGE 9%). En el panel A, se observa que Bt-R, 
está presente en todas las larvas L2 analizadas, esto indica que no hubo silenciamiento 
específico. En el panel B de la misma figura se observa que APN también está presente en 
todas las larvas L2 analizadas. Por lo tanto, no hubo silenciamiento específico de ninguna 
de las dos proteínas. 

Tabla 16. siRNAs micro inyectados en huevos de M sexta, número de huevos eclosionados 
y de larvas disectadas en L2. 

Sustancia Volumen N° de huevos 
microinyectada (nI) micro inyectados 

H20 50 43 
100 33 

siRNAdeAPN 50 (200 ng) 35 
lOO (400 ng) 43 

siRNA de Bt-R, 50 (200 ng) 45 
100 (400 ng) 44 

200 ng 400 ng 

A I 2 3 2 3 

siRNAde APN 

200 ng 400 ng 

B 

APN 

N° de Larvas 
huevos disectadas 

eclosionados enL2 
15 1 
8 I 
9 3 
8 3 
7 3 
6 3 

Figura 33. Inmunoblot (10 
Ilg de proteÍna-SDS-P AGE 
9%) para identificar la 
expresión de Bt-R, (Panel 
A, detección con 
anticuerpo anti- Bt-R,) y 
APN (Panel B, detección 
con anticuerpo anti-APN) 
en larvas disectadas en L2 
micro inyectadas en huevo 
con siRNA de Bt-R, y 
siRNA de APN, 
respectivamente 
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Para descartar la posibilidad de que los resultados negativos del silenciamiento de las 
proteínas hayan sido por la degradación del siRNA, se verificó el tamaño de las muestras de 
RNAs que fueron manipuladas y aquellas que no en un gel de agarosa al 3%. En este gel se 
observaron las bandas de 22 pb correspondientes al siRNA de cada proteína, lo que indica 
que no hubo degradación. 
Por lo tanto, la microinyección de siRNA de Bt-R¡ y APN a huevos de M sexta, no 
aumenta la eficiencia del silenciamiento de las proteínas Bt-R¡ y APN. 

5.7.6 Microinyección de larvas Ll con dsRNA y siRNA de Bt-R1 

y APN Y selección en placas con dieta más toxina CrylAb. 

Se hicieron nuevas microinyecciones, ahora de los 4 tipos de RNAs (dsRNA de APN, 
siRNA de APN, dsRNA de Bt-R¡ y siRNA de Bt-R¡) en larvas Ll de M sexta (lOO ni = 

400 ng). 
Las larvas microinyectadas se alimentaron con una dieta a la que se le agregó una dosis de 
400 ng/cm2 de esporas-cristal de la toxina CryIAb (ver materiales y métodos y protocolo de 
preparación de esporas-cristal de la cepa CryIAb en el anexo 4), con el objetivo de 
seleccionar las larvas resistentes a la toxina ya que probablemente, gracias a la 
microinyección de los RNAs correspondientes, no tendrían Bt-R¡ o APN. 
Se usó como control de estos bioensayos, larvas previamente inyectadas únicamente con 
agua. 
Las larvas que sobrevivieron (después de siete días) a la dosis de toxina fueron disectadas. 
Con el homogenizado de intestino se cuantificó proteína, se analizó la actividad específica 
de APN y la señal de las proteínas por inmunoblot. 

En la tabla 17 se muestran los datos de las micro inyecciones; se observa que el número de 
larvas sobrevivientes al reto con esporas cristal de la toxina CrylAb fue muy bajo y que no 
existe gran diferencia entre el número de las larvas control sobrevivientes y las tratadas con 
algún tipo de dsRNA. 

Tabla 17. Larvas microinyectadas en L 1 con dsRNA y siRNA de APN y Bt-R¡ y selección 
con toxina CrylAb. 

Sustancia N° de larvas Ll N° de larvas N° de larvas 
micro inyectada microinyectadas sobrevivientes a disectadas 

400 ng de toxina 
CrylAb 

H20 40 8 2 
dsRNA de Bt-R¡ 40 9 6 
siRNA de Bt-R¡ 60 8 6 
dsRNAde APN 60 12 lO 
siRNA deAPN 60 6 6 

66 



De acuerdo a los datos del análisis de la actividad específica de APN de cada una de las 
larvas analizadas (no se muestran estos datos), las larvas tratadas con algún tipo de dsRNA 
no presentan diferencias notables con respecto a las larvas control. 

Sin embargo, de acuerdo al análisis de inmunoblot para identificar la expresión de APN, de 
las once larvas disectadas (microinyectadas en Ll con dsRNA de APN y que sobrevivieron 
a la dosis de 400 ng/cm2 de esporas-cristal de la toxina Cryl Ab), se observó el 
silenciamiento de APN en al menos cuatro de ellas (carriles 2, 3, 5 Y lO de la figura 34). 
Este resultado indica directamente que en esas larvas que sobrevivieron a la dosis con 
toxina CrylAb, la proteína APN está silenciada. 

dsRNA deAPN 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

APN 

Figura 34. Inmunoblot (lO llg de proteína-SDS-PAGE 9%) para identificar la expresión de 
APN en larvas micro inyectadas con dsRNA de APN en L l Y sobrevivientes al reto con 
toxina CrylAb. Detección con anticuerpo anti-APN. 

En las larvas microinyectadas con siRNA de APN, no se identificó por inmunoblot ninguna 
que tuviera silenciamiento específico de APN (Figura 35). 

siR NA de APN 

2 3 4 5 

APN 

Figura 35. Inmunoblot (10 ¡.tg de proteína-SDS-PAGE 9%) para identificar la expresión de 
APN en larvas L2 micro inyectadas con siRNA de APN en Ll y sobrevivientes al reto con 

toxina Cryl Ab. Detección con anticuerpo anti-APN. 
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El reto con toxina CrylAb al que se sometió a las larvas Ll microinyectadas con dsRNA y 
siRNA de APN, no funcionó correctamente. De acuerdo a datos de bioensayos previamente 
realizados con larvas Ll y diferentes dosis de toxina, se esperaba que con esa dosis de 
toxina (400 ng/cm2

) se murieran todas las larvas control. Sin embargo, no hay una gran 
diferencia entre el número de larvas control sobrevivientes y las que fueron 
microinyectadas con algún tipo de dsRNA de APN. Por lo tanto, el reto con toxina no 
permitió seleccionar las larvas que tuvieran silenciada a la APN. Este resultado pudo estar 
dado por degradación de la proteína. 

El silenciamiento de Bt-R) no pudo ser identificado por análisis de inmunoblot debido a 
que se agotó el lote del anticuerpo inicialmente utilizado y la nueva muestra presentó poca 
especificidad por Bt-R). 

Finalmente, es importante analizar que la heterogeneidad del silenciamiento entre las larvas 
analizadas pudiera estar dada por la degradación de los dsRNAs microinyectados, por baja 
eficiencia de entrada del dsRNA a las células o por una nula selección de las larvas 
silenciadas. 
Por ejemplo, en otros sistemas en los que se ha utilizado el silenciamiento de proteínas por 
la aplicación del mecanismo de RNAi, el silenciamiento de las proteínas blanco, también ha 
sido parcial. 
En un análisis reportado por Déctor, el al. (2002) realizado con rotavirus, se lipofectó 
siRNA que corresponde al gen VP4 a células de riñón de mono y posteriormente se 
infectaron con el virus. Determinaron que una gran proporción de las células infectadas no 
tenían la proteína VP4 (volviéndose menos infecciosas) y también observaron disminución 
de la progenie viral. Sin embargo la eficiencia del silenciamiento de la proteína no fue del 
100%, por análisis densitométrico, analizaron la señal producida por la proteína en 
inmunoblot, con anticuerpos específicos anti-VP4, y determinaron que la síntesis de la 
proteína se redujo 75%. Además, con estudios de fluorescencia se cuantificó el número de 
partículas virales para analizar la eficiencia de lipofección. Se determino que en células 
lipofectadas con siRNA de VP4, la progenie viral se redujo al 75% con respecto al control. 

La eficiencia del silenciamiento, pudiera también depender del ciclo de vida del organismo 
que se analiza y relacionarse con el grado de traducción del mRNA. Es decir, si el 
mensajero de Bt-R)4) y APN se producen en grandes cantidades que incluso van en 
aumento conforme se avanza en el desarrollo larvario, entonces el mecanismo de 
silenciamiento de las proteínas debe ser más rápido y eficiente. Con respecto a esto, 
Dykxhoorn, Novina y Sharp (2003) en su última revisión documentan que el silenciamiento 
de una proteína está determinado por el crecimiento celular y la dilución del dsRNA bajo 
un nivel de umbral crucial que es necesario para mantener la inhibición de la expresión del 
gen. Sin embargo, hay que considerar que una sola molécula de siRNA puede dirigir 
múltiples rondas de corte del mRNA30 en el proceso de amplificación del silenciamiento. 
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5.7.7 Microinyección de huevos y larvas en Ll y L2 con dsRNA 
de InsA 

Se hicieron repetidas microinyecciones de huevos y larvas en estadio de desarrollo L 1 Y L2 
con diferentes concentraciones de dsRNA de InsA para silenciar las proteínas que le dan el 
color a las larvas de M sexta. 

Se esperaba obtener larvas afectadas en el color, y posteriormente microinyectar 
simultáneamente (co-inyectar)45 los RNAs de InsA y Bt-R) o de InsA y APN, para 
seleccionar fenotípicamente aquellas larvas en las que ocurriera silenciamiento de Bt-R) o 
APN. 

En la tabla 18 se observa la relación del número de individuos micro inyectados con dsRNA 
de InsA y el número de individuos sobrevivientes a la microinyección en el siguiente 
estadio de desarrollo. Como control de eclosión, se designó un número de huevos sin 
ningún tratamiento igual al de los huevos microinyectados. En la tabla, se observa que el 
número de huevos micro inyectados que eclosionaron fue similar al de los huevos sin 
ningún tratamiento y que el número de huevos microinyectados con H20 que eclosionaron, 
fue similar al de los inyectados con dsRNA de InsA. Por lo tanto, la viabilidad de los 
huevos eclosionados no se ve modificada por la microinyección de dsRNAs. 

Tabla 18. Huevos y larvas L1 y L2 microinyectadas con dsRNA de InsA 

Muestra Instar de Volumen N° de N° de larvas 
micro inyectada desarrollo (ni) individuos eclosionadas 

microinyectados sobrevivientes 
Control de eclosión Huevo --- 60 17 
H20 Huevo 100 60 13 
dsRNA de InsA Huevo 100 (200 ng) 60 15 
dsRNA de InsA Huevo 100 (400 ng) 60 18 
Control de eclosión Huevo --- 60 17 
H20 Huevo 100 60 16 
dsRNA de InsA Huevo 100 (200 ng) 60 17 
dsRNA de InsA Huevo 100 (400 ng) 60 15 
dsRNA de InsA Huevo 100 (800 ng) 60 14 

dsRNA de InsA L1 100 (200 ng) 60 34 
dsRNA de InsA L1 100 (400 ng) 60 35 
dsRNA de InsA L1 100 (800 ng) 40 26 

dsRNA de InsA L1 150 (1.2 Ilg) 40 23 

dsRNA de InsA L1 200 (1.6 Ilg) 40 22 

dsRNA de InsA L2 100 (800 ng) 40 33 

dsRNA de InsA L2 150 (1 .2 Ilg) 40 31 

dsRNA de InsA L2 200 (1.6 Ilg) 40 30 
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Los individuos microinyectados con dsRNA de InsA se mantuvieron en observación hasta 
el quinto instar de desarrollo, se alimentaron con dieta artificial bajo las condiciones del 
insectario ya descritas en materiales y métodos. 
I 
Finalmente, no se observó ningún cambio significativo en la coloración de las larvas 
microinyectadas con dsRNA de InsA. 

Por lo tanto, la micro inyección de dsRNA de InsA en huevos y larvas de M sexta, no 
resultó en un fenotipo claro que permitiera la selección de las larvas en las que ocurrió 
silenciamiento de esta proteína. Posiblemente porque la coloración se mantuvo debido a la 
expresión de otras isoformas de esta proteína, o porque solamente se silenció una de las dos 
iso formas más importantes de la proteína, ya sea la A o la B. 

La coloración de las larvas de M sexta está dada por la expresión de varias iso formas de la 
insecticianina, en donde además de la iso forma A y la B (producto de duplicación génica) 
que son las más importantes, se presentan otras iso formas. 
Por lo tanto, a pesar de que se hayan silenciado las dos isoformas principales de la 
insecticianina (A y B, a las que iba dirigido el dsRNA microinyectado), pudiera ser que 
baste la presencia de al menos una de las demás iso formas que no fueron silenciadas para 
dar la coloración a las larvas; por esta razón la microinyección del dsRNA de InsA no 
afectó la coloración. 

Otra opción, es que posiblemente el dsRNA de InsA microinyectado, únicamente afectó la 
expresión de una de las isoformas de la proteína, por lo tanto la coloración de las larvas no 
se vio afectada porque se expresó la otra iso forma importante de esa proteína. 

A este respecto, se requiere explicar que cuando se diseñaron los oligos que serían 
empleados para amplificar una región de DNA de la insecticianina A y de la B, se eligieron 
regiones que fueran conservadas en ambas secuencias. El fragmento amplificado por PCR 
(de 324 pb) se clonó en el vector pLITMUS 38i. De las clonas obtenidas, probablemente el 
50% era con el fragmento del gen de la insecticianina A y 50% con el fragmento de la 
insecticianina B. Entonces, después de la transformación, el 50% de las colonias 
transformantes probablemente tuvieron el inserto que corresponde a la iso forma A y el 
resto el de la B. Por lo tanto, cuando se eligió una colonia que tuviera el vector con el 
inserto, no sabemos si elegimos el de la isoforma A o el de la B. Sin embargo, se esperaba 
que los dsRNAs sintetizados in vitro a partir de ese DNA templado, al entrar a las células y 
ser digeridos por DICER generarían moléculas de siRNAs que tendrían una secuencia 
homóloga a la de ambos mRNAs (tanto de Ins-A como de Ins-B), por lo que los dos genes 
serían silenciados. 
Es importante destacar que el mecanismo de silenciamiento de RNAi es tan específico que 
a pesar de la posibilidad de ocurrencia de lo anteriormente expuesto, los siRNAs generados 
por DICER en el interior de la célula, solamente afectaron el RNAm de una de esas dos 
proteínas y dicho silenciamiento no fue suficiente para observar fenotípicamente el cambio 
en la coloración de las larvas. 
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6.0 Conclusiones 

Se obtuvo silenciamiento específico de la proteína Bt-R, en larvas de segundo estadio de 
desarrollo microinyectadas con dsRNA de Bt-R, en estadio de huevo. 

El silenciamiento de la proteína Bt-Rl no se mantuvo hasta la generación Fl. 

Se obtuvo silenciamiento específico de la proteína APN en larvas de segundo y tercer 
estadio de desarrollo, micro inyectadas con dsRNA de APN en huevo 

El silenciamiento de la proteína APN se mantuvo hasta la generación F I por lo tanto, con 
estos resultados podemos decir que el silenciamiento genético mediado por dsRNA es 
heredable, estable y puede ser potencialmente aplicado a varios organismos. 

La microinyección de siRNAs en larvas en primer estadio de desarrollo no aumenta la 
eficiencia en el silenciamiento de las proteínas Bt-R, y APN. 

No se identificó diferencia en el silenciamiento con respecto al estadio de microinyección 
de los dsRNAs en individuos de M sexta. 

Sin embargo, la población de larvas microinyectadas con algún tipo de dsRNA, no se 
silencio homogéneamente al 100%. La eficiencia de silenciamiento obtenida fue 
aproximadamente del 50%. Esto representa un problema en el análisis de la expresión 
porque se carece de un sistema de selección de las larvas que tuvieron silenciamiento de la 
proteína, de entre las que no lo presentaron. 

La micro inyección de dsRNA de InsA, no resulto en una coloración diferente de las larvas 
que pudiera ser identificada fenotípicamente para atribuir el silenciamiento de la proteína 
insecticianina al efecto del dsRNA. 

Finalmente, la inhibición de la expresión genética por dsRNA, ofrece el potencial para 
analizar la función de diferentes genes y proteínas de una gran variedad de organismos 
como en el caso de M sexta, siempre y cuando se desarrolle el método eficiente para 
administrar in vivo los dsRNAs y para su análisis. 

71 



7.0 Perspectivas 

Optimizar la selección de larvas silenciadas 

Aplicar nuevamente la selección de las larvas que tengan silenciamiento de Bt-R1 y APN 
con el reto de toxina Cry I Ab, utilizando concentraciones mayores de toxina en donde se 
muera el 100% de las larvas control. 

Buscar otra proteína que nos permita hacer una selección fenotípica clara de las larvas en 
las que hubo silenciamiento de Bt-R1 y APN Y que no afecte la sobrevivencia del insecto. 

Optimizar la entrada del dsRNA 

Microinyectar el dsRNA envuelto en liposomas (vesículas de Iípidos que se fusionan con la 
membrana celular) 4,45. Este método, sin embargo, tiene varias desventajas, incluyendo el 
hecho de que la eficiencia de lipofección, es decir el número de células a las que se 
introduce el dsRNA, es relativamente bajo y variable. 

Estudiar el efecto del silenciamiento de Bt-R1 y APN alimentando a las larvas o 
suplementando la dieta con el dsRNA específico para estas proteínas, tal como se ha hecho 
para el nemátodo Caenorhabditis elegans4

. 

Analizar la posibilidad de util izar un virus de RNA como vector para insertar el dsRNA al 
insect04. Diferentes grupos han reportado el uso de retrovirus como vector para liberar los 
siRNAs a las células. Se han usado dos tipos de retrovirus como sistemas de liberación de 
genes: los vectores de oncoretrovirus basados en el virus de la leucemia murina de Moloney 
(MoMuL V) o el virus de células troncales murinas (MSCV), 1 los lentivirus que son 
derivados del virus I de la inmunodeficiencia humana (HIV_I)3I,4 . 

Estudiar el efecto del silenciamiento alimentando las larvas de M sexta con bacterias E. 
coli que expresen el dsRNA a partir de un plásmido o en forma de precursores de miRNAs 
con estructura de tallo-asa4, 30. 
Para la transfección de siRNAs sintetizados químicamente a la célula, diferentes grupos han 
desarrollado vectores de DNA que expresen substratos que puedan ser convertidos en 
siRNAs in vivo45

. 

Las ventajas de este sistema de acuerdo al análisis realizado por Dykxhoom, Novina, y 
Sharp (2003), es que el DNA plasmídico puede ser regenerado, la duración del 
silenciamiento se puede extender. A diferencia de la transfección de dsRNA que funciona 
en algunos casos con un silenciamiento pasajero y que puede no funcionar en genes que 
codifican proteínas con una vida media larga, el silenciamiento basado en plásmidos es la 
mejor opción. 
Sin embargo, la transfección del dsRNA en líneas celulares es más eficiente que la 
transfección de DNA plasmídico, además, con la transfección de dsRNA el silenciamiento 
genético se da en un mayor número de células. Se sabe también que la iniciación del 
silenciamiento en células transfectadas con dsRNA es inmediata y las estrategias basadas 
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en plásmidos requieren transcripción 1 en el caso de RNA con estructura de tallo-asa, 
requiere del procesamiento de DICER4 

• 

73 



Anexo 1 

Protocolo para purificación de DNA 

La purificación del ONA se hizo bajo el protocolo del kit para purificación de productos de 
PCR (QIAquick PCR Purification Kit Protocol, QuiagenR GmbH, Germany) de 100pb a 10 
Kb. 
El sistema QIAquick combina la tecnología de una columna para centrifugación, con las 
propiedades de unión selectiva de una membrana de silica-gel. Las soluciones 
amortiguadoras especiales permiten optimizar la recuperación eficiente del ONA (ya sea a 
partir de una solución acuosa o de gel de agarosa) y remover los contaminantes. El DNA es 
absorbido por la membrana de silica-gel en presencia de un alto contenido de sal y los 
contaminantes pasan a través de la columna (a cada columna se pueden unir hasta 10 Ilg de 
ONA), después las impurezas se lavan eficientemente y el ONA puro se eluye con buffer 
Tris o agua. La absorción del ONA a la membrana de silica-gel también depende del pH. 
Típicamente la absorción es del 95% si el pH es -::::,,7.5, y se reduce drásticamente si el pH es 
más alto 

En I tubo eppendof de 1.5ml y de acuerdo al volumen de la muestra, se agregó el 
equivalente a 5 volúmenes de Buffer de unión (hidrocloruro de guanidina e isopropanol). 
Se mezcló y se decantó en la columna (con la membrana de silica-gel), se centrifugó a 
14,000 rpm (revoluciones por minuto) de 30 a 60 seg., el contenedor de la columna se 
descargó (decantando el volumen centrifugado). Se agregó a la columna 750 III de Buffer 
de lavado (contiene etanol) y se centrifugó de 30-60 seg. La columna se descargó y se 
centrifugó 2 mino más para eliminar los restos de etanol. Posteriormente la columna se 
colocó en un tubo eppendorf de 1.5 mi limpio, se agregaron 50 111 de Buffer de elusión 
(Tris-Cl 10 mM, pH 8.5) en el centro de la columna, se incubó 4 mino y se centrifugó 1 
mino (opcionalmente, se repitió el paso de elusión con 30 111 más del buffer). 

Anexo 2 

Protocolo para la purificación de DNA (plásmidos) a partir de cultivos en medio LB 
líquido 

El volumen de cultivo se decantó en un tubo eppendorf de 1.5 mi o falcon de 50 mi , se 
centrifugó a 14,000 rpm, durante 10 mino y se decantó el sobrenadante. Se agregaron 250 111 
del reactivo PI (Tris-HCl 50 mM, pH 7.5; EOTA 10 mM; RNasa A 100 Ilg/ml) para 
resuspender la pastilla Se agregaron 250 111 del reactivo P2 (NaOH 0.2 M y SOS al 1%) 
para lisar las células, el tubo se mezclo y se incubó 4 mino Se agregaron 350 III del reactivo 
N3 (Acetato de potasio 1.32 M, pH 4.8) para neutralizar la reacción, se mezcló y se incubó 
4 mino Se centrifugó a 14,000 rpm 10min. El sobrenadante se pasó a la columna 
(decantando o con la pipeta) y se centrifugó nuevamente a 14,000 rpm por I mino La 
columna se decantó y se centrifugó a 14,000 rpm por 1 mino Se decantó la columna 
[Opcional: Agregar 500 111 de PB (para lavar la columna) y centrifugar de 30-60 seg.]. Se 
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agregaron 750 ,.Li del buffer PE (Acetato de potasio 80 mM; Tris-HCI 8.3 mM, pH 7.5; 
EDTA 40 IlM) para lavar y se incubó 2 mino Se centrifugó a 14,000 rpm por I min., 
nuevamente se la columna se decantó y se repitió la centrifugación. Finalmente la columna 
se pasó a un tubo eppendorf nuevo y se incubó a 42°C por 5 mino para eliminar el etanol y 
después se agregaron 35 111 del buffer EB (Tris-Cl, pH 8.5) para eluir el DNA y se incubó 4 
min., se centrifugó a 14,000 rpm por 30 seg. El paso de la elusión se repitió con 40 111 de 
buffer EB. El DNA se almacenó a 4°C. 

Anexo 3 

Preparación de células competentes con CaCh 

Para la preparación de células competentes por CaCh se prepararon las siguientes 
soluciones: 
CaCh 500 mM 100ml (7.35g CaCh aforar con H20 a 100ml) = SOL. I 
CaCh 50 mM (180ml H20 +20ml SOL. 1) = SOL. 2 
CaCh 50 mM- 20% glicerol 50ml (35ml H20 + 5ml SOL. 1 + 1 Oml glicerol) = SOL. 3 
Las tres soluciones se esterilizaron y se preenfriaron en hielo. 
Se preparó un precultivo de la cepa E. coli TIO F· ; en 3ml de medio LB líquido y 
tetraciclina (lOug/ml) se agrego una asada de cepa y se incubo toda la noche a 37°C con 
agitación de 250 rpm. 
En un matraz erlenmayer de 250 mi con 100 mI de medio LB líquido, se inoculo 1 mi de 
precultivo y se incubo 3 h a 37°C con agitación de 250 rpm. 

Para la recuperación de la biomasa de células del precultivo, se preenfriaron los matraces y 
los tubos de centrífuga (rotor JA20) en hielo. El volumen del precultivo se distribuyo en los 
tubos de centrífuga y se centrifugó 5 mino a 4,000 rpm. La pastilla se resuspendió en 75 mi 
de la SOL. 2, se incubo a 4°C durante 20 mino Se centrifugo durante 5 mino a 4,000 rpm. 
La pastilla (que corresponda a lOO mI de cultivo) se resuspendió en Iml de SOL. 3. se 
hicieron alícuotas de 100 111 de las células recuperadas en tubos eppendorf (preenfriados) y 
se almacenaron a -70°C. 

Anexo 4 

Purificación de esporas-cristales de proteínas Cry 

Se creció la cepa que expresa la toxina CrylAb en medio de cultivo HCT sólido con 
ampicilina (100 Ilg/ml) a 30°C toda la noche. La cepa se resembró en medio de cultivo 
HCT líquido y se incubo a 30°C con agitación a 250 rpm hasta que el cultivo este en la fase 
de esporulación (de 3 a 4 días). 
El cultivo celular se recupero por centrifugación a 10,000 rpm durante 10 mino la biomasa 
que se obtuvo se resuspendió en NaCI 0.4 M + EDT A 0.01 M, pH 8.0 y se centrifugó a 
10,000 rpm durante 10 min. ; el proceso de lavado se repitió 3 veces. Finalmente la pastilla 
se resuspendió en un volumen de 1 a 5 mi de agua. 
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