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Resumen

Los insectos plaga, son especies de organismos vivos que en forma constante se encuentran
en poblaciones altas, ocasionando danos econémicos en los cultivos. Generalmente, suele
tratarse de especies puntuales, por lo general, sélo una o dos, que pueden causar gran
afectacién econdmica en el sector de la agricultura. En las dltimas 3 décadas se ha venido
desarrollando el concepto de un proceso biolégico, detectado en eucariotas ampliamente,
mediante el que se pueden silenciar genes, a partir de ARN de doble cadena (ARNdc).
Esta maquinaria se ha investigado para conocer su funcionamiento y buscar potenciales
aplicaciones que podrian tener en el campo de la biotecnologia. En varios estudios se
encontrd que el silenciamiento de genes se debe a las interacciones enzimdticas intracelulares
citoplasmdticas con moléculas de ARN pequenas (ARNsi), que actGan sobre el ARN
mensajero (ARNm) intracelular, impidiendo que este se traduzca a proteina. Mediante este
mecanismo se busca silenciar genes especfficos en insectos plaga, que sean esenciales para
que el insecto pueda vivir y de esa manera evitar la proliferacién de la plaga. Este articulo
recopila los estudios realizados acerca del ARN de interferencia, referidos al mecanismo

genético de los insectos, como alternativa para su control.
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Abstract

Pest insects are species of living organisms that are constantly found in high populations,
causing economic crops damage. Generally, it tends to be specific species, usually only
one or two, which can cause great economic damage in the agricultural sector. In the
last 3 decades, the concept of a biological process has been developed, widely detected in
eukaryotes, by which genes can be silenced, from double-stranded RNA (dsRNA). This
machinery has been investigated to understand its operation and to look for potential
applications that it could have in the field of biotechnology. In several studies it was found
that gene silencing is due to cytoplasmic intracellular enzymatic interactions with small
RNA molecules (siRNA), which act on intracellular messenger RNA (mRNA), preventing
it from translating a protein. Through this mechanism, the aim is to silence specific genes
in pest insects, which are essential for the insect to live and thus prevent the proliferation
of the pest. This article compiles the studies carried out on RNA interference, referring to

the genetic mechanism of insects, as an alternative for its control.

Keywords: gene silencing, pest control, pest insects, endogenous mRNA, exogenous

mRNA, enzyme complex.

Introduccion mir genes fue dilucidado por Napoli (1) en el
ano 1990, donde se evidencié que los genes

En las tltimas décadas se ha venido desarro-  que expresan la coloracién en flores llama-

llando el concepto de ARN de interferencia
en el dmbito cientifico; estudios soportados
por las ramas de la biologia celular y molecu-
lar abordan el ARN de interferencia como un
mecanismo que promueve el silenciamien-
to genético, interrumpiendo la expresién de
genes especificos en la célula, introduciendo
ARN de doble cadena exégeno. Esto ha per-
mitido descubrir la funcién de varios genes

en diferentes seres vivos.

Una de las primeras senales de la presencia

de este mecanismo intracelular para supri-

das petunias que fueron modificadas gené-
ticamente se suprimieron, otorgdndole este
proceso de silenciamiento al gen transgénico
de Chalcona sintasa, que fue modificado. La
investigacién demostré que al introducir en
el vegetal una copia adicional del gen que
codifica para la enzima que participa en la
produccién de pigmentos de antocianina
denominada chalcona sintasa, las flores que
obtuvieron expresaban tonos desde purpura
a blanquecino. Después de esta investiga-
cién, en 1992 cientificos de la Universidad

de Roma le dieron el nombre de “Quelling”
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(2) o supresién a la inactivacién de la expre-
si6n de un gen al introducir una copia adi-
cional de ese mismo gen, en su estudio con el

hongo Neurospora crassa.

Luego se publicaron estudios realizados con
un nemdtodo llamado Caenorbabditis ele-
gans, en el ano 1995 por Guo et al (3) y en
1998 Fire et al (4), con los cuales pudieron
dilucidar de una manera mds detallada, la
manera como ocurre el proceso de silencia-
miento genético a través del ARN de interfe-
rencia, fundamentado en la degeneracién del
ARN mensajero (ARNm) intracelular, cuan-
do se integra ARN ex6geno de cadena doble
(ARNdc), que es homologo a la secuencia
diana, por esta razén el ARNm especifico es
propenso a silenciarse. Fire et al, demostra-
ron el efecto fenotipico de ARN y observa-
ron que solo se produjeron cambios fenoti-
picos en el gusano cuando fue integrado el
RNA consentido y anti-sentido en forma de
ARN de cadena doble, mas no cuando cada
ARN era integrado en presentacién de ca-
dena sencilla. Asi mismo, ellos demostraron
que la secuencia del ARN que se buscaba in-
activar y la que el RNA bicatenario contenia
debian ser complementarias, lo que agregaba
especificidad al momento de producirse el
silenciamiento y se evidencié que poca can-
tidad de moléculas se necesitaban para obte-

ner silenciamiento, que era el objetivo.

En el ano 1999, Hamilton et al (5) realiza-
ron un estudio que describe el silenciamiento

génico postranscripcional (PTGS) como un

usando ARN de interferencia

mecanismo de defensa especifico de la se-
cuencia de nucleétidos que puede dirigirse a
los ARNm tanto celulares como virales. Para
el ano 2001, se publicé un articulo escrito
por Bernstein et al (6) en donde se analiza
que el ARN de interferencia en plantas pue-
de ocurrir tanto a nivel transcripcional como
post transcripcional; sin embargo, en ani-
males, sélo lograron identificar ARNi pos-
transcripcional. El ARNi se caracteriza en
animales y plantas por la presencia de ARN
de aproximadamente 22 nucleétidos de lar-
go que son homdlogos al gen diana que esta
siendo silenciado. Dichas secuencias de 22
nucleétidos son usadas como secuencias lider
que ordenan e instruyen a enzimas nucleasas
que componen el complejo RISC, para des-
truir los ARN mensajeros especificos del gen
que se busca suprimir. Por ende, el ARNi se
considera como un mecanismo que ha revo-

lucionado la biologia celular.

Caracterizando el RNA de
interferencia

El ARNIi fue caracterizado en el afo 1998,
cuando Fire y Mello demostraron que, si se
introducia una secuencia de RNA de doble
hebra en las células del gusano Caenorhabdi-
tis elegans, este RNA le ocasiona interferencia
al RNA mensajero, suprimiendo la traduc-
cién de proteinas especificas. Este ARN bi-
catenario exdgeno al ser integrado, se degra-
da en el citoplasma en pequefnas hebras de
ARN de 20 a 25 nucleétidos, a lo que se le

denomino ARN de interferencia.
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Figura 1. Esquema donde se define el descubrimiento del silenciamiento génico inducido por
ARNIi cuando se concedié el premio Nobel a Fire-Mello (7).
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— gene silencing by double-stranded RNA
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© The Nobel Committee for Physiology or Medicine  lllustration: Annika Réhl

Fuente: The Nobel Committee for Physiology or Medicine. Ilustration: Annika Rohl
hetps://www.nobelprize.org/prizes/medicine/2006/press-release/
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En el estudio que se realizé in vitro utilizando
extractos de la mosca de la fruta Drosophila
melanogaster (8), se describié el mecanismo
del ARNi donde el ARN de doble cadena
(ARNdc) por lo general mds de 200pb, que es
introducido en la célula, promueve la destruc-
cién de la secuencia de intercambio de ARNm
con el ARNdc. A este fenémeno se le deno-
mina (ARNi). El ARNdc se convierte por
escisiéon endonucleolitica que es dependiente
de ATP, a través de un complejo enzimdti-
co, en pequenos ARN interferentes (ARNsi)
de 21 a 23 nucledtidos, que en las regiones
complementarias hibridan el ARNm intrace-
lular imposibilitando que este codifique para
proteinas especificas, hay otros mecanismos
distintos por los cuales esto puede ser desa-
rrollado. En el articulo que escribe Rana T.
(9), define el RNAi como molécuas de ARN
de cadena doble que consta de 20 nucleétidos
aproximadamente cuyas cadenas muestran
una complementariedad exacta y estas hebras
son provenientes de unas escisiones enzimadti-
cas citoplasmdticas. A continuacion, procede-

mos a describir este complejo enzimdtico:
Componentes del silenciamiento génico

Tipos de ARNi

La molécula del ARN de interferencia, tienen
una composicién entre los 20 y 25 nucleédti-
dos, siendo este una molécula pequefia que se
produce por la segmentacién de hebras mis
largas. Los ARNi pueden ser clasificados en

tres grupos grandes:

usando ARN de interferencia

1. Los ARNsi asociados a Piwi

(piRNAs por sus siglas en inglés)

Estos pequefios ARNsi se originan desde
unas hebras precursoras mds largas de una
sola cadena, en un proceso independiente
de las enzimas Drosha y Dicer. Las protei-
nas piwi constituyen una subclase de la li-
nea germinal de la familia argonaute, con el
fin de generar complejos silenciadores que
son inducidos por piRNAs. Los cuales ayu-
dan a oprimir los transposones a través de
mecanismos transcripcionales o postrans-
cripcionales y asi se mantiene la integridad
del genoma de la linea germinal (10). Adi-
cionalmente a que los piRNAs tienen fun-
ciones de silenciamiento génico, también
contribuyen a la regulacién de genes celula-
res. Este grupo de ARNGi integrantes de la
supresién de genes ha sido identificado hace
poco y por lo tanto no se tiene mucha in-
formacidn, de todas formas su estudio estd
permitiendo acoplar nuevos puntos de vista
para lograr la comprensién de los mecanis-

mos que maneja el ARNi(11).

2. siRNA (ARN de interferencia peque-
fo)

Estas moléculas estdn constituidas por dos
cadenas de ARN, con una longitud aproxi-
mada de 20 nucleétidos, cuyas hebras pre-
sentan complementariedad. estas moléculas
se forman debido a la enzima Dicer la cual
corta el RNA bicatenario exdgeno de cade-
nas largas en diferentes siRNA (12). Estos
productos fragmentados se incorporan des-

pués en el complejo silenciador inducido por
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ARN (RISC), el cual utiliza la hebra anti  su degeneracién o no permite que se dé la
sentido como una guia para poder identifi-  traduccién (15).
car el ARNm que es complementario. Des-

pués el complejo RISC cataliza los ARNm  Otros componentes en esta reaccion son:
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los cuales son degradados por la maquinaria
celular, y asi produciendo el silenciamien-
to génico. Estos ARNs de interferencia pe-
quenos son introducidos en las células, lo
cual provoca el silenciamiento de diferentes
genes, suprimiendo asi diferentes funciones

en la célula (9).

3. RNAmi (microARN)

Los microARN se clasifican como ARN
monocatenario de aproximadamente 22
nucleétidos, los cuales se pueden encon-
trar en diversidad de organismos, desde
gusanos, humanos y plantas (13). Estos se
originan en el nucleo de las células y son
sintetizados como pioneros en el ndcleo;
y se les denomina microARN primarios.
Después del desarrollo nuclear, estos salen
al citoplasma mediante los poros nucleares.
Los microARN vya desarrollados se llaman
inmaduros y estos necesitan un procesa-

miento posterior para formar la parte activa

o madura (14).

Cuando los microARN se encuentran en el
citosol, son escindidos con la enzima Dicer,
que es la misma que hace los cortes para los
ARNm en el fenémeno de ARNi. El proce-
so es parecido al de ARNsi, la cadena anti
sentido se adhiere al complejo parecido a
RISC, esto depende del grado de comple-

mentariedad con el ARNm, o puede inducir

1. Enzima Dicer.

El Silenciamiento génico se da después que
la enzima Dicer fracciona el ARN de doble
cadena (dsRNA) en pequenos ARN inter-
ferentes (6) 16 . Dicer también se encarga
de procesar ARN pequenos enddgenos,
también conocidos como microRNA (16).
Esta pertenece a la familia de las nuclea-
sas ARNGsi, estas enzimas se conservan en
diferentes especies como son moscas, gu-
sanos, plantas, hongos y mamiferos. La
enzima Dicer tiene 4 dominios: unién a
ARNdc, motivos dobles de RNAsa III, he-
licasa, y un dominio de actividad endonu-

cleasa(7) .

2. RISC.

Es el complejo ribonucleoproteico siglas en
inglés de RNA-induced silencing complex,
la cual contiene diversos factores celulares;
Gracias a esta se reconoce y se degradan
los mRNA diana. Lo primero que hace es
desenrollar y desnaturaliza los siRNA, esto
permite que la hebra anti- sentido guie el
complejo RISC hacia el ARN mensajero
que tiene secuencia homéloga, mientras
tanto es degradada la cadena con sentido.
Esto se da debido al acoplamiento de las
bases nitrogenadas. El complejo RISC pre-
senta actividad de las endonucleasas, esto

debido a que al igual que la enzima Dicer
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contiene algunas proteinas miembros de la

familia Argonaute (7).

Hoy en dia las investigaciones realizadas,
muestran que el uso del ARNi que se activa
con el ARNdc, es una metodologia antigua,
que precede de la variacién evolutiva de las
plantas y los gusanos. Asi mismo se ha infe-
rido que funciona de manera natural en el si-
lenciamiento de virus y elementos genéticos
moéviles que producen ARNdc intermedia-
rios, que son un tipo de ARN no producidos

a nivel celular usualmente (16).

Utilizando el ARNi se ha logrado silenciar ge-
nes que se encuentra en células de cultivo y es
posible silenciar el gen diana en un organismo

con eficiencia. El ARNi se puede utilizar para

usando ARN de interferencia

silenciar RNAm los cuales codifican protei-
nas que estdn implicadas en la ruta endocitica
para el desarrollo de moléculas. A través del
ARN interferente es posible separar la parte
del mecanismo endocitico necesario para dar
paso a la morfogénesis, como también se pue-
de aplicar este proceso en el biocontrol de pla-
gas en la agricultura (17). El silenciamiento,
se presentaba debido a que el gen introducido
como el homoélogo endégeno son interrum-
pidos, y se llamé a este proceso (18) co-su-
presién génica o silenciamiento génico post

transcriptional.

En poco tiempo, la presencia del RNAI se re-
gistré de una forma veloz, en muchas otras es-
pecies, como la planaria, hidra, el pez cebra,

mosca del vinagre (19), tripanosomas y plantas.

Figura 2. Esquema de la estrategia de control de insectos plaga mediante ARNI. A. Seleccién del gen blanco; B. Produccién

de moléculas desencadenantes; C. Vias de aplicacién; C1. Métodos utilizados en laboratorio: aplicacién tdpica e inyectada

y aplicacién oral mediante dietas artificiales y método de la gota; C2. Estrategias de liberacién en campo; C2a. Aplicacién

de moléculas desencadenantes formuladas; C2b. Aplicacién a través de vectores (bacterias y virus); C2c. Uso de plantas
hospederas transgénicas (20).

A B
- b _“.I_.
Invitrs Invive

c2

Fuente: Correal et al.,(2018). Nuevas estrategias para el control biolégico en: Control biolégico de fitopa-
togenos, insectos y dcaros: Aplicaciones y perspectivas. Vol 2. Corporacién Colombiana de Investigaciéon

Agropecuaria -AGROSAVIA. https://doi.org/10.21930/agrosavia.investigation.7402544
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El ARNi tiene al menos tres propdsitos
esenciales en los organismos eucariotas, la
proteccién de agentes virales, la regulacién
génica especifica y defender el organismo de
elementos genéticos transponibles o trans-
posones, no obstante, no solo estas funcio-
nes estan asociadas al ARNi. El descubri-
miento del mecanisno usado por el RNAj
por Fire y Mello les otorgé la concesién del
premio Nobel de medicina, a los dos inves-

tigadores de nacionalidad estadounidense
para el afo 2006 (21).

Uso del ARNi para control en insectos
plaga

Se habia descrito qué Fire et al, demostra-
ron que el ARNi podia degradar ARNm vy
bloquear la expresién de genes de insectos,
como se investigd en el experimento con C.
elegans (4). La manera de activar el ARNi
en C. elegans se promueve sumergiendo el
nematodo directamente en soluciones que
contienen ARNdc, alimentiandolo con bac-
terias que expresan el ARNdc o en la ca-
vidad del cuerpo del nematodo se inyecta
ARNdc. En alguna de estas situaciones, el
efecto ARNi actia de manera sistémica y
transitoria, esto demuestra que el ARNI tie-
ne actividad de corta duracién y ocurre en
el animal completo, asi mismo el ARNdc
que toma la via RNAi es amplificado por la
enzima ARN polimerasa que es dependien-
te de ARN derivada del huésped (RdRp).
En insectos, el desarrollo del proceso cam-

bia, ya que parecen carecer de un RdRp en-

dégeno. En ausencia de RdRp, es probable
que los ARNdc en los insectos no se ampli-
fiquen y, para que sean efectivos, se deben
enviar directamente a las células y tejidos
donde se va a producir la supresién de la

expresion del gen diana (22) .

Debido a que el ARNi tiene un gran poten-
cial para silenciar genes especificos, la bio-
tecnologia nos permite usarlo en el campo
del control de plagas en la agricultura (23)
, en el caso de Colombia, el café es uno de
los productos mds importantes, ya que alre-
dedor de 500.000 familias tienen cultivos
cafeteros en 869.000 hectdreas aproximada-
mente y sus ingresos provienen de la venta
de la semilla, se busca promover el manejo
integrado de insectos plaga en los cafetales,
para su control y evitar la propagacién de
enfermedades de una manera menos nociva
para el ambiente, que marque una diferen-
cia al uso de pesticidas (24). Mantener las
caracteristicas sanitarias del cultivo, es uno
de los puntos clave en los cafetales, para
salvaguardar la productividad, la excelente
calidad y asegurar sus ingresos. En este tipo
de cultivos, se encuentra la Broca del café, o
barrenador del café, Hypothenemus hampei
Ferrari, aparecié en Colombia un insecto en
el anol1988, el control de este insecto se ha
mostrado como un gran reto ya que tiene un
hédbito de integrarse en los frutos de café y
permanecer oculto, ya alli logra alimentarse
y reproducirse causando dafos que influyen
en varios factores como: el peso de la se-

milla, la disminucién de la calidad del café
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y por ultimo la pérdida total del fruto (25).
El uso de insecticidas no es una solucién
viable para la erradicacién de este insecto,
por el impacto ambiental que tiene y por
qué cuando el insecto se encuentra dentro
de la semilla del café, ya ningun insecticida
tiene efectividad sobre él, asi que el ARNi
es un mecanismo fundamental para silen-
ciar genes post transcripcionales que permi-

tan el control de este insecto.

El insecto debe ser capaz de integrar de
manera auténoma las moléculas de ARNdc
para desencadenar el mecanismo de ARNi
y esto es posible realizarlo por medio de al-

guno dC estos mecanismos:

1) A través de la proteina SID-I, que es
una proteina transmembrana que se
caracterizé6 en Caenorhabditis elegans
Maupas, en el ano 1990 (Rhabditida,
Rhabditidae), se ha evidenciado que
esta proteina interviene en el proceso

de captura de ARNdc citoplasmitico.

2) Existe una via donde la enzima ATPasa
H + vacuolar tiene un papel importan-
te para el transporte de solutos inter-

membranales (26).

Baum et al publicaron un estudio donde se
evidencia la importancia del ARNi como
uso para el control de insectos, como res-
puesta a la proteccién de los cultivos y re-
portaron en ese estudio una disminucién

en el perjuicio causado por el gusano de la

usando ARN de interferencia

raiz del maiz Diabrotica virgifera (Coleopte-
ra, Chrysomelidae) en plantas de maiz que
a nivel genémico fueron modificadas con
ARNdc del gen ATPasa H+(27). Por otra
parte otros estudios (28), que implican el
suministro de ARNdc por via ingestién
oral, demuestran que hay una vasta gama de
organismos diana de diferentes familias de
insectos, y encontraron multiples genes que
son candidatos para demuestrar el amplio
espectro de aplicacién integrando ARNdc
y el potencial que tiene la técnica que usa
ARNIi (29). Durante los tltimos anos, Ba-
yer ha desarrollado y aprobado el evento de
transporte de maiz denominado SmartStax
PRO MON 87411 celebrado en Canadd en
2016 y los Estados Unidos de América en el
2017 que promueve el control de Diabrotica
virgifera virgifera este se ha considerado un
acontecimiento significativo en el uso de la
biotecnologia RNAi en el campo agricola
(30). Esta tecnologia ahora estd disponible

para el uso en la produccién agricola.

Algo particular en los insectos, es que ellos
son capaces de generar una respuesta de
ARNi completa o sistémica frente a la in-
troduccién de ARNdc; la absorcién celular
de dsRNA en los insectos, se efectua a tra-
vés de endocitosis mediada por el receptor
de la célula captadora al igual que en células
cultivadas, como iz vive (31). Adicional a
esto, se conoce que la captacién de ARNdc
desnudo depende de su longitud y ocurre
eficientemente para moléculas de ARNdc
largas de alrededor de 200-500 pares de
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bases (pb) e incluso de hasta alrededor de
1000 pb. Pero para construcciones mds cor-
tas como los ARNSsi, esta eficacia disminuye
(32) . En este estudio, se demostrd que las
lipoforinas pueden adherirse a los fragmen-
tos de ARNdc en la hemolinfa del insecto,
lo que permite inferir que estas proteinas
tienen un rol en la proteccién, el transporte

o las dos, en todo el cuerpo del insecto (33).

Adicionalmente, se han informado dos ha-

llazgos principales para Drosophila mela-

nogaster. Primero, la infeccién viral de las
células de Drosophila cultivadas aumenté la
formacién de estructuras similares a nano-
tubos a través de las cuales puede ocurrir
el transporte a corta distancia de los com-
ponentes ARNdc y RISC (34).En segundo
lugar, se ha demostrado que las moscas usan
vesiculas similares a exosomas derivadas de
hemocitos para diseminarse sistémicamente

una sefal de ARNsi antiviral en la hemo-

linfa (35).

Figura 3. Modelo simplificado de ARNIi (antiviral) en insectos (36)
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Al integrar ARNdc en el insecto, encami-
nado a bloquear la transcripcién de un gen
enddgeno especifico en el organismo de la
plaga objetivo, se puede eliminar la expre-

si6n de este gen a nivel postranscripcional.

Teniendo en cuenta esta informacidén, rea-
lizando un proceso de seleccién de un gen
objetivo esencial para la sobrevivencia de
la plaga o que le permita generar patogeni-

cidad, este mecanismo puede conducir a la



Ossa et al. Silenciamiento génico en insectos plaga que afectan la industria agricola

mortalidad de insectos. La condicién pun-
tual de especificidad que tiene la secuencia
y la posibilidad de apuntar a cualquier gen
que afecte la sobrevivencia de la plaga y que
sea no conservado, evocan al ARNi como
un candidato ideal, para ser aplicado como

insecticida especifico de la especie.

Wauriyanghan et al en el afo 2011 realiza-
ron un experimento administrando ARN de
doble cadena, y siRNAs de forma oral, en el
psilido de la papa/tomate Bactericerca coc-
kerelli, quien es un vector para la bacteria
Candidatus liberibacter sp, la cual se asocia
con la enfermedad del chip de cebra de la
papa, y Diaphorina citri es el vector de Ca.
Liberibacter asiaticus, asociado con el rever-
decimiento de los citricos o denominado la
enfermedad de Huanglongbing (HBL), que
en el momento es una de las mayores ame-
nazas en la industria de los citricos. La se-
mejanza bioldgica entre el chip de cebra con
la HLB, sus agentes causal de la enfermedad
y sus vectores psilidos sugieren que el éxito
con una especie de insecto, B. cockerelli, ten-
drd una aplicacién potencial en la otra, D.
citri. El suministro de RNA de interferencia
ocasiona un porcentaje de muerte alto en los

insectos (37).

En el afo 2013 Xiong et al, publicaron un
estudio donde se silencié el gen de la muda
HaHR3, del gusano de la cdpsula del algodén
(Helicoverpa armigera) cuando H. armigera
se alimentaba de E. coli o plantas transgéni-

cas las cuales contenian el RNA de doble ca-

usando ARN de interferencia

dena, se observé una reduccién significativa
de la expresién del gen HaHR3, lo que llevé
a la larva a tener una mala formacién y un
alto porcentaje de muerte (38). En la revista
Science en el 2008, Wu KM et al realizaron
una investigacion donde se utilizaban plantas
transgénicas de algodén con toxina insectici-
das de Bacillus thuringiensis (Bt), la cual ayu-
da a combatir y resistir la plaga del gusano
H. armigera, y también evita la presencia en
otros cultivos (39). Asi mismo se podria usar
ANRIi en conjunto con la toxina tipo Cry de
Bacillus thuringiensis (Bt), Lo que podria ser
un gran potencial para combatir los insectos
que afectan cada dia la economia agricola,
se puede suponer que la resistencia de algu-
nas plagas a la toxina Cry de B. thuringiensis
(Bt), podria disminuir con el uso de RNA de
interferencia indicados directamente con los

genes que estdn involucrados en dicha resis-

tencia (40).

El uso de plantas transgénicas con ARN de
interferencia sigue siendo una fuente de ayu-
da para combatir diversidad de plagas, en el
estudio realizado por Kumar et al. (2012),
Utilizaron la planta N. attenuata las cuales
tenfan un fragmento del gen CYP6B46 de
una forma invertida para producir ARNdc,
el gen diana estd en el intestino de Maduz-
ca sexta, después que estos se alimentardn
de dicha planta, se observé una reduccién
significativamente la expresién del gen (41).
Una evidencia del silenciamiento de genes
mediante el uso de RNAI en insectos plaga

y su uso exitoso para detener la expresién
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de genes Diana vitales, abrié una puerta al
desarrollo de una variedad de enfoques no-
vedosos y amigables con el medioambiente
(42). Realizaron experimentos donde usaban
RNA de interferencia para controlar la po-
lilla del dorso de diamante, Plutella xylos-
tella, donde este iba actuar directamente al
gen diana acetilcolinesterasa AchE2,la tasa
de mortalidad fue bastante elevada cuando

estas se alimentaron de la planta Brassica spp

(43).

Hasta el momento solo hemos revisado el en-
foque transformador para entregar ARNdc,
que implica la utilidad de plantas transgé-
nicas, usdndolas como herramienta para el
el biocontrol de insectos plagas. Esta es una
forma atractiva de inducir el silenciamien-
to génico en una plaga especifica (27), sin
embargo, no es prictico para todos los or-
ganismos o cultivos de destino. Adicional a
esto, una de las principales desventajas de las
plantas y semillas transgénicas es que ellas
llevan un proceso de aprobacién regulatoria
por parte de las entidades responsables, que
requiere de anos de estudio y es costosa (44),
teniendo en cuenta esto los estudios actuales
estdan enfocados en encontrar técnicas que
impliquen una disminucién constante en el
costo de produccién de ARNdc, para asi mis-
mo obtener mayor atraccién de las empresas

hacia el desarrollo de técnicas mejoradas de

produccién de ARNdc (45).

El silenciamiento génico mediado por ARNi

se puede inducir de dos maneras en un or-

ganismo, liberando moléculas de ARNdc o
administrando directamente ARN pequefios
(ARNs). En el momento se han encontrado
dos tipos principales de ARN pequefos que
acttian sobre la via del ARNi: Los microARN
(miARN) y los ARN de pequena interferen-
cia (ARNip). Los ARNmi surgen de forma
intracelular e intervienen en la regulacién de
la expresién de los genes, mientras que los
ARNisi pueden ser de origen exdgeno, pue-
den provenir de un virus o suministro artifi-
cial (46). O de origen endégeno de transpo-
sones (47).

En la mayoria de los casos, los insectos cap-
tan ARNdc de mds de 50 pb, pero no captan
ARNs (48), aunque algunos estudios han de-
mostrado que el ARNs puede desencadenar
el silenciamiento de genes (49). Sin embargo,
otros organismos como los hongos y las plan-
tas absorben tanto ARNdc como ARNs (50),
lo que sugiere que estos organismos tienen

un mecanismo de absorcién diferente (51).

Cuando las moléculas de ARN son agrega-
das al campo de accién (puede ser a través
de plantas transgénicas, pulverizacién foliar
o inyeccién en el tronco), deben buscar una
ruta de ingreso a nivel celular en el organis-
mo objetivo para desencadenar el silencia-
miento génico. Existen dos procesos por los
cuales puede ocurrir: (a) absorcién directa
o (b) indirecta. La absorcién directa ocurre
en el momento en que las moléculas de AR-
Ndc son absorbidas por medio del contacto

topico o cuando los insectos se alimentan
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de las plantas o tejidos vegetales. En sentido
contrario, la captacién indirecta de molé-

culas de ARN es un proceso que implica

usando ARN de interferencia

ingresar primero en el sistema vascular de la

planta y después ser captadas por el insecto/

patégeno (40).

Figura 4. Opciones de entrega de ARNi no transformadoras para la activacion del silenciamiento génico enddgeno. (52)
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Los costos de produccién de ARNdc dismi-
nuyeron de una manera muy marcada en los
ultimos anos, de 12,500 USD por gramo en
el ano 2008 a 60 USD por gramo (cifras cal-
culadas aproximadamente) en 2018 (52), esto
incrementa la expectativa de precios para los
productores agricolas que son el mercado ob-

jetivo, esperando que estos bajen significa-

tivamente en los préoximos afios. La amplia
produccién sistemdtica de ARNdc, se puede
dar de manera in vivo o in vitro, y esto per-
mite una elevada produccién de ARNdc con
la disminucién de costes. Se trata de estrate-
gias basadas en la hibridacién de dos ARN
monocatenarios (ssARNs), que son sintetiza-

dos enzimdticamente, que pueden realizarse
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in vitro o in vivo (utilizando células bacteria-
nas deficientes en la enzima RNasa III que
degrada los ARNdc) (50). Aunque un siste-
ma in vivo permite la produccién masiva de
ARNdc comparada con la sintesis in vitro,
aun reporta resultados con costos elevados,
una purificacién dura y una alta demanda
de mano de obra (20) y adicional a esto sigue
siendo ARNdc desnudo que en condiciones
de prictica, presenta una vida media mds
corta. Por eso mismo, la entrega de ARNdc
es una opcién eficaz para aumentar la estabi-
lidad y rendimiento del silenciamiento géni-
co en especies recalcitrantes en Lepiddptera y
Hemiptera, permitiendo que las plantas estén

protegidas por mds tiempo.
Conclusiones

Aunque el ARN de interferencia es un ha-
llazgo cientifico que cuenta con pocas dé-
cadas, ha tenido muchos avances en los tl-
timos afos y tiene un gran potencial para
ser utilizado en el campo biotecnolégico y
en otros campos. En la agricultura, puede
usarse como control de insectos plaga que
acechan los cultivos y representa una técni-
ca amigable con el medio ambiente, siendo
un reemplazo a los pesticidas y otros qui-
micos utilizados a diario para el control de
plagas, que no siempre son eficaces y dafian

el medio ambiente.

Aunque el uso de insecticidas es un pro-
cedimiento frecuente, del 18 al 20% de la

cosecha que se cultiva es pérdida, debido a

que los insectos plaga la infestan; uno de
los problemas es la resistencia que generan
los insectos ante los insecticidas, situacién
que hace inminente buscar una solucién
mds eficaz para mejorar las estrategias de

proteccién vegetal.
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