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Resumen: Los organismos eucarioticos, incluidos los insectos, poseen un mecanismo para el silenciamiento de genes
especificos mediante pequefias secuencias de ARN de doble cadena (ARNdc), proceso conocido como ARN de inter-
ferencia (ARNi). El objetivo de esta investigacion fue implementar esta herramienta para evaluar genes candidatos
que puedan usarse como estrategia genética de control de la broca del café. Se utilizd una metodologia de ingesta de
gotas con diferentes ARNdc y diferentes concentraciones depositadas en la cavidad preoral de larvas de primer instar
de la broca. Luego, las larvas se criaron en una dieta artificial suplementada con los respectivos ARNdc. Previamente,
se comprobo la efectividad de la ingesta por via oral mediante dos estrategias de control: a) ingesta de un compuesto
fluorescente (Calcofluor®) en el tracto digestivo del insecto y b) ingesta de una mezcla comercial de inhibidores de
proteasas. Los genes seleccionados para el silenciamiento fueron los que codifican en la broca las proteinas mananasa,
xilanasa, citocromo P450 mono-oxigenasa (2 genes), ATPasa D, a-tubulina y actina. Se encontr6 que los ARNdc de los
citocromos P450 produjeron el mayor efecto causando una mortalidad de las larvas de un 64% y 52% respectivamente,
seguido de los ARNdc de los genes mananasa y xilanasa, con un porcentaje de mortalidad de 37% y 33%, respectiva-
mente, para la maxima concentracion evaluada.
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Abstract: Eukaryotic organisms, including insects, have a mechanism for specific gene silencing by short sequences of
double-stranded RNA (dsRNA), such a process is known as RNA interference (RNAi). The objective of this research
was to follow up this technique to screen candidate genes for the genetic control of the coffee berry borer Hypothenemus
hampei. A methodology of feeding by oral drops containing different dsSRNAs and dsSRNAs" dosages that were placed
in the preoral cavity of first instar larvae was used. Then, the larvae were reared on an artificial diet supplemented with
the respective dsRNA. Previously, we verified the effectiveness of the dsSRNA feeding using two control strategies: a)
intake of a fluorescent compound (Calcofluor™) and b) intake of a commercial mixture of protease inhibitors. The genes
coding for mannanase, xylanase, cytochrome P450 mono-oxygenase (two genes), ATPase D, a-tubulin and actin, ex-
pressed in the coffee berry borer, were selected for silencing. We found that dsSRNA of cytochromes P450 produced the
greatest effect, causing larval mortality of 64% and 52% respectively, followed by dsRNA of mannanase and xylanase,

with a mortality rate of 37% and 33%, respectively, for the highest concentration tested.
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Introduccion

El café (Coffea arabica L.) es el producto agricola mas im-
portante en Colombia. Mas de 500.000 familias lo cultivan en
alrededor de 869.000 hectareas y sus ingresos provienen de la
venta de la semilla (Chaves y Riley 2001). Los aspectos sa-
nitarios del cultivo son una de las principales preocupaciones
de los caficultores para garantizar una buena productividad,
una excelente calidad y asegurar sus ingresos.

La Broca del café¢ Hypothenemus hampei Ferrari, 1867
(Coleoptera, Scolytidae) es el insecto mas perjudicial para
las plantaciones de café a nivel mundial. Es un insecto que
aparecid en Colombia en el afio de 1988 y desde entonces su
control ha sido un dificil reto debido a su habito de perma-
necer oculto dentro de los frutos de café, en donde logra ali-

mentarse y reproducirse causando dafios en cuanto al peso de
la semilla, la disminucién de la calidad del café y finalmente
la pérdida total del fruto (Baker 1999). Adicionalmente Co-
lombia presenta condiciones favorables para la permanencia
de la broca debido a la distribucion variable de las floraciones
y sus cosechas a lo largo del afio, asi como de la continuidad
de la caficultura a lo largo de las tres cordilleras Central, Oc-
cidental y Oriental con altitudes comprendidas entre 1100 a
2000 m (Camayo y Arcila 1997).

No es recomendable el uso de insecticidas como medida
de control de H. hampei por su impacto ambiental en el eco-
sistema cafetero (Bustillo 2008). Ademas el uso de insecti-
cidas solo resulta eficiente cuando la broca esta penetrando
en el fruto y el producto estd en contacto con el insecto, ya
que una vez en el interior de la almendra, ninglin insecticida
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ofrece control satisfactorio (Villalba et al. 1995). Por estas
razones y debido al gran impacto de este insecto sobre la ca-
ficultura colombiana, es necesario disponer de alternativas
para el control de esta plaga y evitar dafios para el ecosistema
causados por el uso indiscriminado de la productos quimicos
(Cadena 1991). En el Centro Nacional de Investigaciones de
Café (CENICAFE), se ha implementado un manejo integra-
do de la broca (MIB), que incluye practicas amigables con los
agroecosistemas cafeteros tales como el control cultural, el
control bioldgico y el seguimiento de las poblaciones a través
de muestreos para ayudar en la toma de decisiones de control
acertadas (Bustillo ef al. 1998).

La broca es un insecto que se alimenta exclusivamente de
la semilla madura del café, la cual estd compuesta principal-
mente por carbohidratos (48-60%), proteinas (10%), lipidos
(12%), acidos organicos y cafeina (1%) (Wolfrom et al. 1965;
Clifford 1985). Los carbohidratos estan en forma de galacto-
mananos (25%), arabinogalactanos (17%) y celulosa (7%),
(Fischer et al. 2001). En el genoma de la broca se identifico
el gen de una endo-mananasa que se expresa en el intestino
del insecto y permite la hidrolisis del galactomanano en mo-
léculas simples de manosa. También se identifico el gen de
una xilanasa encargada de la hidrolisis de compuestos estruc-
turales de la pared celular. De igual forma se han identificado
las secuencias de tres genes correspondientes a la familia de
las citocromo P450 mono-oxigenasas involucradas en el me-
tabolismo de compuestos xenobiodticos presentes en el grano
de café. Con base en estos resultados, es de interés conocer el
efecto del silenciamiento de estos genes sobre el ciclo de vida
de la broca, con el fin de identificar blancos moleculares que
puedan ser utilizados en un futuro control genético de esta
plaga del café.

La técnica de ARN de interferencia (ARNi) descrita por
Fire et al. (1998) se ha convertido en una estrategia importan-
te en los estudios de gendémica funcional en insectos porque
permite el silenciamiento post-transcripcional de genes en
respuesta a la introduccion de ARN de doble cadena (ARN-
dc) (Vanhecke y Janitz 2005). Esta herramienta, ademas de
representar un alternativa tecnologica para estos estudios,
también contribuye al desarrollo de estrategias altamente se-
lectivas para el control de insectos (Zhou et al. 2008). Para
ello, el insecto debe ser capaz de introducir autbonomamente
las moléculas de ARNdc por medio de alguno de estos meca-
nismos: 1) a través de los ortologos de la proteina transmem-
brana SID-I previamente caracterizada en Caenorhabditis
elegans Maupas, 1900 (Rhabditida, Rhabditidae), de la cual
se sabe que interviene en el proceso de captura de ARNdc;
ii) Por medio de una via en donde la ATPasa H" vacuolar
desempena un papel importante (Huvenne y Smagghe 2010).
Baum et al. (2007), evidenciaron el potencial uso de ARNi
para el control de insectos en la proteccidon de cultivos y re-
portaron la reduccién en el dafio causado por el gusano de la
raiz del maiz Diabrotica virgifera virgifera LeConte, 1868
(Coleoptera, Chrysomelidae) sobre plantas de maiz modifi-
cadas genéticamente con ARNdc del gen ATPasa H". Otros
estudios que incluyen el suministro de ARNdc via ingestion
oral, indican que existe un amplia gama de organismos blan-
co de diferentes ordenes de insectos, varios genes candidatos
y métodos de alimentacion que demuestran la gran aplicacion
de ARNdc y el potencial de la técnica ARNi (Bautista et al.
2009).

En esta investigacion se propone implementar una meto-
dologia de ingestion por via oral de ARNdc que permita la

evaluacion de genes candidatos que puedan utilizarse como
estrategia genética de control de la broca del café.

Materiales y Métodos

El trabajo se realizo en los laboratorios del Centro Nacional
de Investigaciones de Café (CENICAFE) de la Federacion
Nacional de Cafeteros de Colombia, en la Sede de la vereda
Planalto, Municipio de Chinchind, Departamento de Caldas.

Material entomolégico. La unidad de cria de parasitoides
Biocafé suministrd granos de café pergamino infestados con
H.hampei. Estos granos de café se mantuvieron con una hu-
medad del 45%, en condiciones de oscuridad, a temperatura
promedio de 27°C y humedad relativa del 65-75%. Huevos
de la broca extraidos de estos granos se colocaron en una
dieta artificial descrita por Portilla (1999). Esta dieta se man-
tuvo en cajas multipozos donde los individuos inoculados
completaron su ciclo hasta llegar a pupa. Este tltimo estadio
corresponde al estadio final de evaluacion.

Comprobacion de la ingesta de un compuesto fluorescen-
te. Se tomaron 10 larvas en segundo instar (L2) y a cada una
de ellas se le aplico en la cavidad preoral una gota de 5 pl de
una solucion de Calcofluor® al 0,5 %. Este fluorocromo se
utiliz6 como control positivo y produjo una tincioén fluores-
cente en el tracto digestivo del insecto al unirse a compuestos
de celulosa y quitina presentes en la dieta. La comprobacion
de la ingesta se realiz6 mediante la diseccion de los tractos
digestivos y la observacion al estereomicroscopio de fluores-
cencia. Como control negativo se realizé el mismo procedi-
miento utilizando una gota de agua destilada sin el compues-
to fluorescente.

Ingesta de una mezcla inhibidores de proteasas. La va-
lidacion funcional del método de ingestion se realizd uti-
lizando una mezcla de inhibidores de proteasas de amplio
espectro (Completet™, Hoffmann-La Roche) incluidos en la
dieta artificial y evaluados en tres concentraciones (0,13 mg/
ml, 0,26 mg/ml y 0,53 mg/ ml). La dieta se sirvi6 en cajas
multipozos (2 ml de dieta/pozo) y se colocaron 20 huevos
por cada pozo. Cada pozo se sirvid por duplicado y tres dias
después de la inoculacion, cuando los huevos eclosionaron,
se aplicod en la cavidad preoral de cada larva L1 una gota
de 5 pl de solucion con los inhibidores de proteasas en las
tres concentraciones. Como control se implemento el mismo
procedimiento sin adicionar inhibidores de proteasas disuel-
tos. Las larvas llegaron al estadio pupa 12 dias después de
iniciar el ensayo, momento en el que se evalud la dieta de
forma destructiva. Para esta evaluacion se vacio el contenido
de dieta de cada pozo, se hizo un conteo de los individuos
sobrevivientes al tratamiento y un registro de los estadios
que habian alcanzado.

Sintesis de ARN doble cadena. La sintesis de los ARNdc
se realizo siguiendo las recomendaciones del sistema T7 Ri-
boMAX™ Express RNAi System (Promega, MA, USA). Se
disefiaron 28 oligonucleotidos iniciadores para los genes en
estudio, cuatro por cada gen, dos de los cuales contienen en
sus extremos 5" una secuencia del promotor T7 para la unién
de la enzima T7 ARN polimerasa que cataliza la sintesis de
los ARN de doble cadena (Tabla 1). Las secuencias utilizadas
para el disefio de los oligos se obtuvieron de los ADN com-
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Tabla 1. Secuencia de nucleodtidos de los oligos-iniciadores utilizados para la construccion de los ARN de interferencia correspondientes a siete

genes de la broca del café Hypothenemus hampei.

GEN DE AMPLIFICACION Tamafio (pb) SECUENCIA OLIGONUCLEOTIDO INICIADOR

T7 Mananasa FW 45 GGATCCTAATACGACTCACTATAGGTTCAGAACATTCTGTCCCTC
Mananasa _FW 20 TTCAGAACATTCTGTCCCTC

T7 Mananasa_RV 45 GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGCTTGAGGATATTGTCCGTA
Mananasa_RV 20 GCTTGAGGATATTGTCCGTA

T7 Xilanasa FW 45 GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGAGATACTTTGCACCAGACC
Xilanasa FW 20 GAGATACTTTGCACCAGACC

T7 Xilanasa RV 45 GGATCCTAATACGACTCACTATAGGATGAATTGGAACTCCTTGTG
Xilanasa RV 20 ATGAATTGGAACTCCTTGTG

T7 Citocromol_FW 45 GGATCCTAATACGACTCACTATAGGATTGGAGAAATTGTGGTGTG
Citocromol FW 20 ATTGGAGAAATTGTGGTGTG

T7 Citocromo 1_RV 45 GGATCCTAATACGACTCACTATAGGTTCCATTCATCTCCACTCAT
Citocromo 1_RV 20 TTCCATTCATCTCCACTCAT

T7 Citocromo2_FW 45 GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGGGATCAGAATGTAGACCAA
Citocromo2 FW 20 GGGATCAGAATGTAGACCAA

T7 Citocromo2_RV 45 GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGCTGGATATGAAACTTCTGC
Citocromo 2_RV 20 GCTGGATATGAAACTTCTGC

T7 ATPaseD_FW 45 GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGAGACAAAAACGTTAATGGG
ATPaseD_FW 20 GAGACAAAAACGTTAATGGG

T7 ATPaseD_RV 45 GGATCCTAATACGACTCACTATAGGAAGGACGTTTGTAATGAAGC
ATPaseD_RV 20 AAGGACGTTTGTAATGAAGC

T7 aTUB_FW 45 GGATCCTAATACGACTCACTATAGGCCATCAAGACGAAACGTACT
ATUB_FW 20 CCATCAAGACGAAACGTACT

T7aTUB_RV 45 GGATCCTAATACGACTCACTATAGGCCTCGTAATCTTTCTCCAAA
ATUB_RV 20 CCTCGTAATCTTTCTCCAAA

T7 Actina_ FW 45 GGATCCTAATACGACTCACTATAGGAGTCAGTGATCAACCACCAC
Actina FW 20 AGTCAGTGATCAACCACCAC

T7 Actina_RV 45 GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGTGTGAATGCCAGATCTTTT
Actina_RV 20 GTGTGAATGCCAGATCTTTT

plementarios (ADNCc) de una libreria de expresion construida
previamente a partir del ARN mensajero (ARNm) de tractos
digestivos de larvas en segundo instar de la broca. Se selec-
cionaron las secuencias de genes involucrados la digestion de
los principales carbohidratos del grano de café (mananasa,
xilanasa y Citocromos-P450) y en funciones constitutivas
del metabolismo del insecto (actina, a-tubulina y ATPasa D).
Para el disefio de los iniciadores se emple6 el programa Pri-
mer 3® (v. 0.4.0). Los fragmentos esperados para cada uno
de los genes fueron: mananasa (304 pb), xilanasa (302 pb),
ATPasa D (308 pb), a-tubulina (300 pb), actina (300 pb) y
dos citocromos-P450 (301 pb y 309 pb, respectivamente).
Inicialmente se realizé una amplificacion a partir de ADN
gendémico de larvas L2, extraido con el sistema DNAeasy
(Qiagen, MD;USA). Para la amplificacion de los fragmentos
se emplearon dos combinaciones de oligos iniciadores, la pri-
mera con el iniciador en sentido especifico de cada gen y un
iniciador antisentido conteniendo la cola del promotor T7. La
segunda combinacidn con el oligo-iniciador conteniendo la
cola del promotor T7 y el oligo antisentido especifico de cada
gen. Posteriormente se sintetizaron los ARNdc con la enzima
T7 ARN polimerasa, contenida en el Kit, se removié la cade-
na de ADN vy las cadenas sencillas de ARN y finalmente se

purificaron los ARNdc de acuerdo con las especificaciones
del manual. La integridad y concentracién del ARNdc se eva-
lué mediante electroforesis en geles de agarosa.

Bioensayos con ARN doble cadena en larvas de la broca.
Esta evaluacion se realizo con base en la metodologia esta-
blecida para la ingesta de los inhibidores de proteasas. Se
prepar6 la dieta adicionando en cada pozo 30pg y 60ug de
ARN(dc respectivamente, para el silenciamiento de los genes
de mananasa, xilanasa, citocromos P450 y ATPasa D, 60ug
para el silenciamiento del gen actina y 5,5ug para el silen-
ciamiento del gen a- tubulina. Debido a que no fue posible
sintetizar grandes cantidades de ARNdc para este Gltimo gen,
se evalu6 en menor cantidad con respecto a los ARNdc de los
otros genes. La dieta se sirvio en cajas multipozos (2ml de
dieta/pozo). Se inoculo6 cada pozo con 20 huevos previamen-
te extraidos de los granos de café. Cada evaluacion se realizo
por duplicado y transcurridos tres dias después de la inocula-
cion, cuando los huevos eclosionaron y llegaron a larvas L1,
se aplico en la cavidad preoral de cada larva una gota de agua
destilada suplementada con cada uno de los ARNdc sinteti-
zados. Como control del ensayo se utilizo el mismo procedi-
miento pero a las gotas no se les adiciond ARNdc. Las larvas
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Figura 1. Analisis histologico de tractos digestivos de larvas L2 des-
pués de ingerir por via oral gotas de una solucion fluorescente. A. Ob-
servacion al estereomicroscopio de luz visible del tracto digestivo de
una Larva L2 sin tratamiento. B. Tracto digestivo de una larva L2 utili-
zando como tratamiento una gota de agua destilada suplementada con
el fluorocromo “Calcofluor” (control positivo). C. Tracto digestivos de
una larva L2 utilizando como tratamiento una gota de agua destilada sin
compuesto fluorescente.

continuaron con su alimentacion hasta convertirse en pupas,
aproximadamente 12 dias después de iniciar el ensayo. En
este tiempo se evaluo la dieta de forma destructiva. Para esta
evaluacion se vacio el contenido de dieta de cada pozo, se
hizo un conteo de los individuos sobrevivientes al tratamien-
to y un registro de los estadios que habian alcanzado.

Analisis estadistico. Para establecer las diferencias entre
tratamientos que incluyen ARNdc se realizo un analisis de
varianza al 95% de confiabilidad. Para determinar el trata-
miento de mayor efectividad con respecto al porcentaje de
mortalidad del insecto se utilizé la prueba de comparacion de
medias de Duncan (5%). Estos procedimientos estadisticos
se realizaron mediante el programa estadistico SAS® version
9.0 System Analysis Software. (SAS Institute Inc., Cary, NC,
USA))

Resultados y Discusiéon

Implementacion del método de ingestion. Los experimen-
tos de control de la ingesta por via oral utilizando compues-
tos marcadores (fluorescentes e inhibidores de proteasas)
permitieron concluir que las gotas depositadas en la cavi-
dad preoral de las larvas de la broca son ingeridas y pasan
a lo largo de su tracto digestivo con lo que se valida este
procedimiento para la evaluacion de moléculas de ARNdc.
El compuesto fluorescente Calcofluor se evidencio en los
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Figura 2. Efecto de la ingestion por via oral de tres concentraciones de
una solucion de inhibidores de proteasas.
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Figura 3. Productos de la sintesis de ARNdc. 1. Marcador de bajo peso
molecular (Low mass ladder), 2. ARNdc del gen mananasa, 3. ARN-
dc del gen xilanasa, 4. ARNdc del gen ATPasa D, 5. ARNdc del gen
a-tubulina, 6. ARNdc del gen citoromo_1 P450, 7. ARNdc del gen cito-
cromo_2 P450, 8.ARNdc del gen actina, 9. Control negativo.

tractos digestivos de las larvas sometidas al tratamiento
cuando fueron observadas al microscopio de fluorescencia.
El compuesto se disperso a lo largo de todo el tracto diges-
tivo de las larvas (Figs. 1 A-C). Si bien en el tejido control
se observa una fluorescencia basal, es evidente la diferencia
en intensidad respecto al tejido con el tratamiento. Algu-
nos compuestos en el tracto digestivo del insecto pueden
ser excitados con la luz y emitir algn tipo de fluorescencia
natural. La mezcla de inhibidores de proteasas (Complete-
™) resulto ser efectiva para alterar el normal desarrollo y
crecimiento de las larvas de la broca. Esta mezcla ya habia
sido evaluada en varias especies de insectos manifestandose
en porcentajes de mortalidad significativamente altos (Chen
2008). Al evaluar las tres concentraciones de la mezcla de
inhibidores de proteasa (0,13mg/ml, 0,26 mg/ml y 0,53
mg/ ml), se encontrdé un 85% de mortalidad en la mayor
dosis aplicada (0,53 mg/ml), el 15% sobreviviente no llego
a estado L2 en el momento de la evaluacion. (Fig. 2). Los
porcentajes de mortalidad se corrigieron respecto al con-
trol negativo del experimento. A medida que se aumentaba
la concentracion de la mezcla de inhibidores de proteasas,
disminuia el porcentaje de larvas L1 que pasaron a L2 y se
incrementaba el porcentaje de mortalidad (Fig. 2).

Efecto del silenciamiento genético. Los productos de la sin-
tesis de cada ARNdc se verificaron por electroforesis en geles
de agarosa. Los fragmentos tenian el tamafio esperado entre
300 pb y 350 pb para cada ARNdc (Fig. 3).

Los bioensayos con dietas conteniendo los ARNdc pro-
dujeron mortalidades que van desde el 10% hasta el 60%. El
analisis de varianza de los datos de la mortalidad corregida
con el control en cada uno de los tratamientos y por cada
gen mostro diferencias entre las concentraciones y entre cada
ARN(dc sin embargo no existen diferencias entre las dos con-
centraciones con el ARNdc xilanasa, y entre el tratamiento
con los ARNdc de actina y ATP-asa D (F=448,14; df=27;
P<0,0001). Los ARNdc de los genes de citocromo P450 fue-
ron los mejores tratamientos, ya que produjeron porcentajes
de mortalidad de 64% y 52%, seguido a estos se encuentran
los ARNdc de mananasa y xilanasa con un porcentaje de
mortalidad de 37% y 33% respectivamente, para la maxima
concentracion (60 pg). (Fig. 4).
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La teoria de la defensa quimica propone que la alta con-
centracion de cafeina en las hojas jovenes, frutos y botones
florales del café actia como defensa para proteger a los te-
jidos blandos de los agentes patdgenos y herbivoros (Ashi-
hara et al. 2008). Se ha demostrado que la fumigacion de
hojas de tomate con una solucion al 1% de cafeina, disuade
a la alimentacién de gusanos picudos del tabaco, mientras
que el tratamiento de las hojas de repollo y de orquideas con
soluciones de 0,01-0,1% de la cafeina actia como un neu-
rotéxico y mata o repele las babosas y los caracoles. Prue-
bas convincentes de la teoria de la defensa quimica han sido
recientemente obtenidas con plantas transgénicas de tabaco
productoras de cafeina (Uefuji et al. 2005). El papel de la ca-
feina como una defensa quimica para el café contra la broca
H. hampei también ha sido investigado aunque no se observo
relacion entre la resistencia y el contenido de cafeina en ex-
perimentos en los que las semillas de varias especies de café
con diferentes niveles de cafeina fueron expuestos a insectos
adultos. Se sugirid que la broca ha desarrollado una adapta-
cion para manejar los efectos toxicos de la cafeina (Guerreiro
et al. 2003). Es probable que un organismo como la broca,
que es capaz de crecer especificamente en las semillas del
café, pueda metabolizar compuestos xenobiodticos presentes
en la semilla, como la cafeina (1,5% p/v), entre otros (Goku-
lakrishnan ef al. 2005).

Nuestros resultados demuestran que el mecanismo de
ARN de interferencia sobre los genes de citocromo P450
oxigenasas, cuya expresion es especifica del tracto digesti-
vo de la broca del café, tuvo un efecto significativo sobre la
mortalidad (64% y 52%) y sobre el crecimiento de las larvas,
en las cuales se evidencid un retraso (datos no mostrados).
Considerando que la dieta artificial con la que se alimentaron
las larvas de la broca esta hecha principalmente con semillas
molidas de café, es probable que la absorcion de los ARNdc
correspondientes a los genes que codifican estas enzimas ha-
yan interferido con su sintesis alterando significativamente el
metabolismo de compuestos xenobioticos de la dieta. En con-
secuencia, las larvas no pueden metabolizar estos compues-
tos, retrasan su crecimiento, se intoxican y algunas mueren.

El efecto del silenciamiento de los genes mananasa y
xilanasa fue menor, comparado con los citocromo P450 y la
actina, pero significativo. Es posible que dosis mayores de
ARNdc de estos genes tenga efectos mayores sobre la mor-
talidad de las larvas. El galactomanano es el principal poli-
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Figura 4. Evaluacion el efecto del la ingesta de ARNdc de genes con
importancia en procesos digestivos y de genes constitutivos en la broca
del café. Cada dato corresponde al promedio del porcentaje de morta-
lidad calculado en los tratamientos realizados sobre 20 individuos por
cada pozo.

sacarido de la semilla del café por lo que su descomposicion
en azucares simples seria un factor nutricional determinante
en la dieta de las larvas. El andlisis del transcriptoma del
aparato digestivo de la broca ha demostrado una signifi-
cativa expresion genética de genes que codifican enzimas
glicohidroliticas, entre las que se identificaron amilasas, ga-
lactosidasas, mananasas y xilananas (datos no publicados).
Por tal motivo, es de esperarse que el silenciamiento del gen
mananasa provoque un efecto antinutricional significativo
debido a la incapacidad de las larvas de metabolizar estos
polisacaridos.

Aunque todavia no se ha determinado con precision el
papel de las xilanasas en la digestion del grano de café, el
silenciamiento de este gen produjo porcentajes de mortalidad
significativos lo que implicaria un rol funcional de la xilanasa
similar al de la mananasa. El xilano o los carbohidratos con
residuos de xilosa, que serian los potenciales substratos de la
enzima, no se han identificado plenamente en la semilla del
café, aunque se conoce que la hidrolisis acida de los carbohi-
dratos de la semilla produce concentraciones bajas de xilosa
(Redgwell ef al. 2006). La posibilidad de utilizar inhibidores
enzimaticos proteicos de alguna de estas glico-hidrolasas o
la produccion de plantas transgénicas expresando los ARNdc
de estos genes se unen como alternativa para el control ge-
nético de la broca del café. En el caso de las xilanasas se han
identificado inhibidores de la enzima en semillas de trigo y
otros cereales. Bioensayos con dietas artificiales usando un
inhibidor de xilanasa, XIP-I produjeron el 60% de mortalidad
de larvas L2 de la broca (datos no publicados).

La estrategia de suministro por via oral de ARNdc ha sido
ampliamente usada en estudios de silenciamiento génico, en
su mayoria con el fin de crear nuevas tecnologias para el con-
trol de plagas. Baum et al. (2007) observaron mortalidades
significativas y reduccion en la masa corporal larval en indi-
viduos de D. virgifera virgifera, alimentados en diectas arti-
ficiales con moléculas silenciadoras de los genes V-ATPasa
subunidad A, D y E. Usando técnicas moleculares cuantitati-
vas demostraron que el efecto de mortalidad puede atribuirse
a la disminucion en la expresion de los genes blanco, es decir,
a su silenciamiento especifico. Adicionalmente establecieron
un sistema de transformacion de plantas de maiz que expresa-
ran los ARNdc efectores y en experimentos in vivo observa-
ron una significativa reduccion en los niveles de infestacion
de raices por parte del gusano (Baum et a/. 2007). Del mismo
modo en otros insectos de varios 6rdenes se han determinado
diversos efectos fisiologicos derivados de la ingestion de este
tipo de moléculas. Mao et al. (2007) demostraron la baja re-
gulacion de los genes CYP6AE14 y Glutation-S-transferasa
por Northern blot y la susceptibilidad de individuos de Heli-
coverpa armigera Hiibner, 1805 (Lepidoptera, Noctuidae) al
gossypol. Por su parte, y empleando el Lepidoptero Plutella
xylostella Linnaeus, 1758 (Lepidoptera, Plutellidae) como
modelo, Bautista ef al. (2009) suministraron gotas ARNdc
del gen CYP6BGI a larvas alterando su resistencia a per-
metrina y lograron determinar una reduccion del 98% en la
expresion de este gen por medio de qPCR. Adicionalmente
a esta evidencia, otros estudios realizados por Kumar et al.
(2009) y Griebler et al. (2008), sugieren que el método de su-
ministro por via oral de ARNdc desencadena el proceso de si-
lenciamiento génico especifico de ARNi. Lo anterior permite
argumentar que la estrategia ARNi podria ser utilizada como
alternativa de control de insectos via expresion de ARNdc en
la planta (Huvenne y Smagghe 2010).
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