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RESUMEN

El ARN de interferencia (ARNi) es un mecanismo biolégico,
ampliamente distribuido en eucariotas, por el cual, se con-
sigue silenciar genes, mediante moléculas de ARN de doble
cadena (ARNdc). El descubrimiento de este mecanismo, se
llevé hace poco mas de 15 anos y, desde entonces, se han
realizado diferentes investigaciones enfocadas, principal-
mente, a comprender mejor como funciona, su funcién en
diferentes organismos, su uso para describir funciones de
genes especificos y las potenciales aplicaciones que tendria
en el desarrollo tecnolégico, en otras areas de la ciencia. El
silenciamiento de genes se da por la interaccién de comple-
jos enziméticos en el citoplasma con pequenas moléculas
de ARN (siRNA), las cuales, actian sobre el ARN mensajero
(ARNm) endégeno, impidiendo que sea traducido a proteina.
Es un hecho que el ARNi puede ser una tecnologia alternati-
va en el control de plagas de importancia agricola, a través
del silenciamiento selectivo de genes, considerados esencia-
les para la sobrevivencia de la plaga. La implementacién de
esta tecnologia involucra una serie de estudios, que van des-
de la identificacién de genes blanco, el diseno de secuencias
de ARNdc, el desarrollo de bioensayos y pruebas en campo,
que permitan evidenciar los reales efectos del silenciamiento
y la evaluacién de factores asociados, que pudieran generar
variabilidad del proceso de silenciamiento, investigaciones
que son necesarias para que esta tecnologia se establezca,
finalmente, en el mercado. El presente articulo presenta las
bases tedricas del ARNi, los logros de esta tecnologia, asi
como su potencial para el control de insectos plaga.

Palabras clave: Silenciamiento génico, control de plagas,
transcriptoma, ARNm.

SUMMARY

RNA Interference (RNAI) is a biological mechanism widely
distributed in eukaryotes that allows silencing of genes in the
presence of double-stranded RNA (dsRNA) molecules. This
mechanism was discovered more than 15 years ago, since
then a lot of research projects have been performed in order
to obtain a better understanding of how this mechanism
works, its function in different organisms, utility for specific
gene function description and its potential in the technologic
development of other areas. Gene silencing occurs by the
interaction between enzymatic complexes in the cytoplasm,
with small interference RNA molecules (siRNA), which act
on the endogenous messenger RNA (mRNA), therefore
preventing their translation to proteins. It is a fact that RNAi
could be used as an alternative technology for pest control,
through silencing essential genes for the target species. The
implementation of this technology involve many necessary
studies, ranging from the identification of target genes
including dsRNA sequence design, development of bioassays
and field tests that show the real effects of dsRNA on gene
silencing, and the evaluation of associated factors that
could produce variability during the process. Due to this, is
necessary more research studies for a marketing establishing
of this technology. This paper presents the theory behind the
RNAi mechanism, current achievements of this technology,
as well as the potential of this technology for insect pest
control.

Key words: Gene silencing, pest control, RNA interference,
mRNA, transcriptome.
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INTRODUCCION

Uno de los avances cientificos més relevantes que se han
dado en el campo de la biologia y la genética molecular,
en los Ultimos 20 anos, lo constituye el descubrimiento de
un fenémeno biolégico, por el cual, se puede interrumpir la
expresion de genes especificos, a nivel celular, mediante la
introduccién de ARN de doble cadena ex6geno, un proceso
que se denomina silenciamiento génico (Baum & Roberts,
2014). Este mecanismo biolégico estd siendo considerado
prometedor para el control de plagas agricolas y con poten-
cial en otras &reas de las ciencias aplicadas. La aplicacién
préctica en laboratorio de este mecanismo tuvo un gran im-
pacto en el estudio de genomas, dado que se logré descubrir
la funcién de muchos genes en diferentes organismos, entre
ellos, los insectos (Bellés, 2010), particularmente, en el es-
tudio de la genémica funcional en Drosophila melanogaster
(Kuttenkeuler & Boutros, 2004; Chen et al. 2007).

Uno de los primeros indicios de la existencia de este me-
canismo enddégeno de supresién génica fue encontrado por
Napoli et al. (1990), al descubrir una inusual supresiéon de
genes asociados a la coloracién en petunias modificadas ge-
néticamente, atribuyendo dicha supresién al gen transgéni-
co de Chalcona sintasa, que ellos modificaron. Més adelante,
Guo & Kemphues (1995) describieron un fenémeno similar
en Caenorhabditis elegans, al encontrar que individuos tra-
tados de forma independiente con hebras de ARN antisenti-
do y ARN, inhibian la expresién de el gen par-1, lo que resul-
taba paraddjico, ya que se esperaba que aquellos individuos
tratados con la hebra sentido, se expresaran normalmente.

Anos mas tarde, los experimentos de Fire et al. (1998) con
C. elegans permitieron elucidar, mas detalladamente, la
forma como ocurre el proceso de silenciamiento, también
conocido como ARN de interferencia (ARNi). Estos investi-
gadores encontraron que el mecanismo por el cual funcio-
na este proceso, se fundamenta en la degradacién del ARN
mensajero (ARNm) endégeno, a nivel celular, un evento que
sucede posterior a la aplicaciéon exdgena de ARN de doble
cadena (ARNdc), complementario a la secuencia blanco, por
lo que el ARNm especifico es sujeto a silenciamiento. El me-
canismo de silenciamiento de genes fue reportado en anos
posteriores en un gran nimero de plantas, de hongos y de
animales de diferentes phyla, corroborando la hipétesis de
que el mecanismo de ARNi se hallaba ampliamente distribui-
do en organismos eucariotas (Zou et al. 2003; Dykxhoorn &
Lieberman, 2005).

Se han descrito al menos tres funciones principales del me-
canismo de ARNi en los organismos eucariotas: la regula-
cién génica especifica, la protecciéon contra agentes virales y
la defensa del organismo frente a elementos génicos trans-
ponibles o trasposones (Sen & Blau, 2006; Billmyre et al.

2013; Liao & Tang, 2015); sin embargo, estas no son las
Unicas funciones asociadas al ARNi. En plantas, por ejem-
plo, se han estudiado una variedad de procesos reguladores
intracelulares de senalizacion que ocurren durante el desa-
rrollo fisiolégico (Sarkies & Miska, 2014). En mamiferos, por
otro lado, se ha reportado una funcién reparadora del ADN
y un sistema de defensa endégeno contra el céncer (Kole et
al. 2012; Ozcan et al. 2015). Estos hallazgos incentivaron
nuevos estudios acerca del mecanismo de ARNi y su poten-
cial aplicacién en campos, como la agricultura, la medicina
y la industria farmacéutica, entre otros (Nandety et al. 2015).

En esta revision, se presentan los fundamentos y los meca-
nismos de accién del ARN de interferencia, asi como tam-
bién los aspectos clave de su uso en el manejo de insectos
plaga. Se realiz6 una bisqueda sistematizada de literatura,
utilizando sitios web, como Google Scholar, Science Direct
y Jstor, con el uso de palabras clave, como RNAi, Gene si-
lencing y pest control, ademés de la lectura de los articulos
mas relevantes, citados en previas revisiones. Se analiz6 la
literatura online Gnicamente en revistas cientificas, excluyen-
do, de esta forma, trabajos de grado o tesis doctorales. Se
destacan revistas de tematica no especializada, como PLOS
One, Science y Nature; revistas especializadas, como Insect
Biochemistry and Molecular Biology, Journal of Insect Phy-
siology y Nature Biotechnology, asi como también articulos
de revision publicados en revistas, como Nature Reviews y
Proceedings of the National Academy of Sciences.

FUNDAMENTOS DEL PROCESO DE ARNi

Pequenios ARN de interferencia (siRNA, por sus siglas en
idioma inglés): Fire et al. (1998) encontraron que el uso de
ARNdc producia un silenciamiento que perduraba en la si-
guiente generacién, sumado al hecho que solo unas cuantas
moléculas eran suficientes para lograr una supresién com-
pleta del gen, lo que los llevé a proponer la existencia de
un componente amplificador en el proceso de ARNi. Fue
entonces cuando se descubrieron los pequenos ARN de
interferencia (siRNA), un tipo de ARN no codificante (ARN-
nc), constituido por fragmentos de ARNdc, de entre 21 y 25
nucledtidos, los cuales, son producidos a partir del ARNdc,
que es suministrado a los individuos tratados (Zamore et al.
2000; Elbashir et al. 2001). El proceso descubierto consiste
en la degradacion o corte del ARNdc suministrado, hasta
convertirse en siRNA, que hibridan en las regiones comple-
mentarias del ARNm, evitando que codifique para proteinas
especificas (Mello & Conte, 2004). Esto se puede dar de dis-
tintas formas, las cuales, seran explicadas mas adelante.

Magquinaria enzimatica: Una vez se descubrié que el proceso
de silenciamiento no se daba de forma directa por la aplica-
cién del ARNdc, se consideré la existencia de una maquina-
ria intermediaria, que se encargara del proceso de degra-
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dacién del ARNdc en siRNA y de la unién de estos ultimos
fragmentos al ARNm enddgeno, para su posterior degrada-
cién. Las enzimas implicadas en este mecanismo, se des-
cubririan poco después por Bernstein et al. (2001), quienes
designaron el término “complejo de silenciamiento inducido
por ARN” (RISC, por sus siglas en idioma inglés), término
que se refiere al complejo enzimético, que se encarga de
degradar el ARNm.

Una vez el ARNdc entra en la célula, la enzima Dicer, de la
familia de las ARNasas tipo Ill, es la encargada de romper el
ARNdc en pequenos fragmentos (siRNA). Ademas de Dicer,
también se han encontrado otros componentes importantes
en la maquinaria del ARNi (Dykxhoorn & Lieberman, 2005).
Los trabajos llevados a cabo por Martinez et al. (2002) permi-
tieron descubirir la participacién de las proteinas argonautas
1y 2 (Agol y Ago2) que, posteriormente, se denominarian
Slicer, por su actividad como endonucleasas. Estas protei-
nas, junto con otras enzimas, forman el complejo RISC y
al unirse al ARNm lo degradan mediante motivos cataliticos
de ARNasa tipo I, un proceso en el que los siRNAs actuan
como guia para que el complejo RISC actie sobre el ARNm
(Bernstein et al. 2003; Whangbo & Hunter, 2008).

Si bien estos son los componentes enziméticos mejor estu-
diados, existen otras enzimas que participan en el proceso
de silenciamiento. Una de ellas es la polimerasa dependien-
te de RNA (RdRP, por sus siglas en idioma inglés), la cual,
amplifica el silenciamiento para generar un efecto sistémico;
sin embargo, en insectos no se ha demostrado, hasta el mo-
mento, la presencia de dicha enzima, que tiene un efecto
negativo para el control mediante ARNi, ya que Unicamente
actuaria en las células a las que el ARNdc sea suministrado
(Price & Gatehouse, 2008); la importancia de este aspecto
radica en los mecanismos de entrada del ARNdc en las cé-
lulas del insecto y la capacidad de generar una respuesta
sistémica en el mismo. Segun lo propuesto por Whangbo &
Hunter (2008) existen dos mecanismos por los que el ARN-
dc es absorbido en los eucariotas. El primero consiste en
el mecanismo de cada célula para generar silenciamiento,
que es conocido como ARNi de autonomia celular, ya que
se produce tan solo en la célula donde se inyecta o produce
el ARNdc. El segundo mecanismo puede actuar en células
y en tejidos diferentes a los que produzcan el ARNdc, un
mecanismo que ha sido denominado ARNi de autonomia
no celular.

ARNi de autonomia celular: Se han descrito dos mecanis-
mos, mediante los cuales, se produce ARNi dentro de las
células: uno es el silenciamiento génico post-transcripcional
(PTGS, por sus siglas en idioma inglés), que actta directa-
mente sobre el ARNm de dos formas distintas, generando
represion de la traduccién, mediante siRNAs, que generan
degradacién del ARNm en el citoplasma y tienen comple-

mentariedad perfecta con el ARNm homélogo o degradan-
do el ARNm, a través de microARNs (miARNSs), otro tipo de
ARN no codificante, que genera represiéon de la traducciéon
por medio de complementariedad imperfecta con el ARNm
(Castel & Martienssen, 2013; Sarkies & Miska, 2014).

En el proceso mediado por siRNAs, la enzima Dicer rom-
pe selectivamente las largas moléculas de ARNdc, transfor-
mandolas en siRNAs (Hammond, 2005; Castel & Martiens-
sen, 2013). Estos siRNAs son incorporados en el complejo
RISC, donde la cadena antisentido del siRNA guia de forma
especifica a la enzima, para producir la ruptura del ARNm
homdlogo en la porcién complementaria, como se puede
observar en la figura 1 (Sarkies & Miska, 2014). La ruptu-
ra del ARNm se da gracias a las proteinas Argonautas que
actian en conjunto con el complejo RISC, de la siguiente
manera: El dominio PAZ (Piwi, Argonauta, Zille) reconoce el
extremo terminal con los nucleétidos libres de los siRNAs,
mientras que un tercer tipo de ARNnc, denominado PIWI,
reconoce y corta en los puntos donde hibridan el siRNA y
su ARNm complementario (Lingel et al. 2004; Wang et al.
2009). Cuando el proceso es mediado por miARNSs, estos
hibridan con el ARNm formando estructuras en bucle que lo
desestabilizan, llevandolo, de manera directa, a la degrada-
cién citoplasmatica (Sarkies & Miska, 2014).

El otro mecanismo de ARNi de autonomia celular, se sabe
actta a nivel del ADN y la cromatina y se conoce como si-
lenciamiento génico dependiente de cromatina (CDGS, por
sus siglas en idioma inglés) o silenciamiento génico trans-
cripcional (TGS, por sus siglas en idioma inglés). Este me-
canismo se ha estudiado, principalmente, en plantas y en
hongos (Guang et al. 2010; Blevins et al. 2014; Holoch &
Moazed, 2015), aunque también se ha reportado que ocurre
en C. elegans y D. melanogaster (Brennecke et al. 2008; Li
et al. 2009; Malone et al. 2009; Burton et al. 2011; Sarkies
& Miska, 2014). Consiste en la represién de genes, a nivel
transcripcional, por medio de modificaciones epigenéticas
en la cromatina, reduciendo la transcripcién, mediante la
formacién guiada de heterocromatina hacia loci especifi-
cos. La diferencia fundamental entre este mecanismo y el
de PTGS es que en el TGS el complejo efector, conocido
como complejo de silenciamiento transcripcional inducido
por ARN (RITSC, por sus siglas en idioma inglés), por medio
de la unién con factores, que varian dependiendo del orga-
nismo, genera modificaciones en las histonas y metilacién
en el ADN, en los loci, en los cuales, se produce el silencia-
miento (Holoch & Moazed, 2015).

ARNi de autonomia no celular: Este mecanismo de absor-
cién del ARNdc puede ser dividido en dos: ARNi ambiental
y ARNi sistémico. El primero es aquel proceso, en el cual,
una célula es capaz de obtener el ARNdc de su ambiente,
mientras que el segundo, involucra un complejo sistema
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Figura 1. Esquema bésico de los mecanismos de ARNi. Los ARNdc son procesados por la enzima Dicer, generando multiples
siARNs o miARNSs, los cuales, se ensamblan en el complejo RISC y actGian en conjunto con las proteinas Ago, suscitando
degradacion citoplasmatica del ARNm o represién de la transcripcién (PTGS). Se puede dar modificaciéon de la cromatina y
la consecuente supresién de la transcripcion (TGS). 7mG, 7-metilguanina; Me, metil; miRNA; microARN; nt, nucleétido; pri-
miRNA, miARN primario; PTGS, silenciamiento génico postranscripcional; RdRP, ARN plimerasa dependiente de ARN; RISC,
complejo inductor de silenciamiento; RNA Pol, ARN polimerasa (tomado de Sarkies & Miska, 2014).

de senalizacién, a través del silenciamiento, que puede pa-
sar de una célula a otra de forma controlada (Huvenne &
Smagghe, 2010). Si bien se ha demostrado en plantas y en
C. elegans la existencia de genes que codifican para protei-
nas encargadas de ejecutar estas funciones de senalizacion,
como es el caso del gen sid-1 que codifica para una proteina
transmembranal, en insectos no se ha logrado identificar un

sistema de proteinas homdlogo que cumpla este papel para
la produccién de un ARNi sistémico. Por esta razén, las in-
vestigaciones para probar ARNi en el control de insectos se
han centrado en el intestino, dado que por su alta capacidad
de absorcion es comun observar ARNi ambiental, mediado
por endocitosis (Price & Gatehouse, 2008).
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Baum & Roberts (2014) mencionan que para lograr una res-
puesta por ARNi ambiental debe ser completamente opera-
cional y que, hasta el momento, la ruta més efectiva es me-
diante la ingestién de las secuencias de silenciamiento; sin
embargo, algunos érdenes de insectos presentan mecanis-
mos de ARNi sistémico que, hasta ahora, no han sido des-
critos con tanto detalle, como en C. elegans. Casos, como
el de Tribolium castaneu, Apis mellifera y Aphis gossypii,
representan algunas especies de insectos, comprobéndose
la existencia de una senal amplificadora del silenciamiento.
Conocer el sistema, mediante el cual funciona dicha senal,
permitiria encontrar rutas alternativas a la ingesta directa
(Huvenne & Smagghe, 2010). Es importante tener en cuen-
ta estos aspectos y avanzar en investigaciones que ayuden a
entender el sistema de amplificacién de la senal de silencia-
miento, principalmente, para optimizar la entrada y propaga-
cién del ARNi en insectos plaga.

POTENCIAL DEL ARNi EN EL CONTROL DE INSECTOS
PLAGA

Debido a su alta especificidad, el mecanismo de ARNi tiene
un fuerte potencial para uso biotecnolégico, considerando-
se, en los ultimos afnos, como una estrategia para el control
de plagas y de enfermedades especificas en la agricultura
(Borovsky, 2005; Gordon & Waterhouse, 2007; Whyard et
al. 2009; Huvenne & Smagghe, 2010; Wang et al. 2013).
La alta demanda de alimentos generada por el constante
aumento poblacional en el planeta, sumado a la reduccién
en el rendimiento y la calidad de los cultivos, ha hecho que
la tecnologia de ARNi se constituya en una herramienta no-
vedosa para el control de plagas, a nivel mundial y como
una opcién viable, para superar los obstaculos que existen,
para la implementacién de las técnicas de transformacion
molecular convencionales (Yogindran & Rajam, 2015). El
mecanismo de ARNi, se presenta como una gran alternativa
para el control de insectos plaga, debido, en gran parte, a su
especificidad, una de las ventajas de dicha tecnologia, para
reducir efectos en organismos no blanco y también como
un potencial reemplazo a los métodos basados en insectici-
das, los cuales, en la mayoria de casos, generan resistencia
(Baum & Roberts, 2014).

El interés en la tecnologia de ARNi para controlar insectos,
se hizo notorio con los trabajos de Baum et al. (2007) (Figu-
ra 2A) y Mao et al. (2007), quienes lograron producir plantas
transgénicas con resistencia a dos plagas de importancia
mundial: el gusano del algodén, Helicoverpa armigera y el
gusano de la raiz del maiz, Diabrotica virgifera virgifera. A
partir de alli, otros investigadores comenzaron a producir y
evaluar secuencias de silenciamiento, dirigidas a genes esen-
ciales para insectos plaga, logrando, en muchos casos, con-
seguir mortalidad (Zhu et al. 2011; Wang et al. 2013; Xiong
et al. 2013; Thakur et al. 2014); sin embargo, como lo resal-

tan Nandety et al. (2015), existen multiples parametros que
deben ser estudiados cuidadosamente con anterioridad a su
implementacién, a nivel agricola, de forma que se pueda de-
sarrollar una tecnologia efectiva, basada en el ARNi. Entre
los parédmetros mas importantes, se tienen: el tipo de induc-
tores de ARNi (siRNAs, miARNs o ARNdc), la concentracién
mas efectiva de dichos inductores y el modo de suministro
o liberacién del inductor en el organismo plaga. Scott et al.
(2013), también resaltan la importancia de los parametros
mencionados y plantea que para el control de insectos pla-
ga, mediante ARNi, también se requiere tener en cuenta, por
ejemplo, el tamano de las secuencias de ARNdc, las cuales,
han mostrado ser muy eficientes cuando el tamano se en-
cuentra en un rango de 50-200 pb; asimismo, plantean que
es importante que las secuencias disefadas tengan la mayor
identidad posible con el blanco de ARNm en el insecto. La
seleccién de genes blanco adecuados es otro aspecto que
los autores resaltan, evaluando la durabilidad de la proteina
codificada y que el transcripto se presente abundantemente.

Seleccién del blanco para ARNi: En una revisién previa de
Nandety et al. (2015), se menciona que los mejores blancos
para ARNi son aquellos genes que son parte fundamental en
el desarrollo del insecto; por ejemplo, Pitino et al. (2011) y
Zha et al. (2011), trabajando con hemipteros plaga, consi-
guieron reducir la expresién simultdnea de varios genes pre-
sentes en glandulas salivares y el intestino, respectivamente,
logrando la supresién de dichos genes, en un porcentaje
mayor al 50%. Xiong et al. (2013), se centraron en la eva-
luacién de secuencias de ARNdc dirigidas, especificamente,
a genes involucrados con el metabolismo de la muda en H.
armigera, consiguiendo obtener resistencia de la planta al
ataque del insecto, pues las larvas que se alimentaron de la
planta transformada presentaron tasas de mortalidad, entre
el 30 y el 50%, asi como también deformaciones en el de-
sarrollo y en la disminucién en la tasa de crecimiento de los
individuos sobrevivientes.

Si bien, en la mayoria de los casos, se busca producir una
mortalidad significativa en el insecto plaga, trabajos como el
de Khajuria et al. (2015), demuestran que también es (til es-
coger genes relacionados con el desarrollo que hagan invia-
bles al insecto. En dicho trabajo, los autores silenciaron en
D. virgifera virgifera el gen hunchback (hb), el cual, codifica
para un factor de transcripcién importante en el desarrollo
del plan corporal y también el gen brahma, relacionado con
la embriogénesis, logrando producir ausencia de desarrollo
embrionario en la descendencia de los organismos tratados.

Genes relacionados con el metabolismo celular y detoxifica-
cién, de igual forma, han sido frecuentemente silenciados;
ejemplo de ello es el caso exitoso de Baum et al. (2007),
mencionado anteriormente. En dicho estudio los investi-
gadores lograron silenciar varios genes codificantes para
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Figura 2. Plantas transgénicas que expresan ARNdc. A. Plantas de maiz expresando ARNdc especifico para la proteina V-
ATPase de Diabrotica virgifera virgifera. A la izquierda, una planta no-transgénica, mostrando dafo en la raiz y a la derecha,
la planta transgénica (tomada de Baum et al. 2007). B. Céapsulas de algodén expresando ARNdc dirigido contra el gen CYP

de Helicoverpa armigera (tomado de Mao et al. 2011).

subunidades de una ATPasa vacuolar, logrando obtener
significativas tasas de mortalidad en sus bioensayos. Mao
et al. (2011), por otro lado, generaron una planta de algo-
dén transgénica resistente a H. armigera, silenciando el gen
CYP6AE14 codificante para la monoxigenasa P450, relacio-
nado con procesos de detoxificacién (Figura 2B). Zhu et al.
(2012) silenciaron en Cimex lectularius el gen codificante
para una proteina multidominio denominada CPR (NADPH-
Citocromo P450 Reductasa), que esté relacionada con una
via metabdlica vital en el desarrollo de resistencia a pestici-
das, en dicho insecto. Mediante el silenciamiento de dicho
gen lograron obtener una significativa reduccién de la resis-
tencia del insecto al insecticida deltametrin.

Sin duda alguna, la seleccién de un blanco adecuado de si-
lenciamiento constituye uno de los aspectos clave para el
uso de ARNi, como herramienta para el control de insectos
plagas de importancia agricola. [gualmente, también es una
de las tareas mas dificiles a la hora de implementar esta es-
trategia de control, debido, principalmente, a la falta de infor-
macién genética para muchas de las plagas de interés agro-
némico (Scott et al. 2013). En este sentido, las herramientas
bioinforméticas, se presentan como una gran estrategia para
entender, a mayor profundidad, cémo funcionan estos ge-
nes en las distintas rutas metabdlicas y qué regiones de las
secuencias pueden brindar la especificidad necesaria, para
luego disenar, con mayor precisién, secuencias efectivas de
silenciamiento; ejemplo de estas herramientas, lo constituye
el secuenciamiento de alto rendimiento, como RNA-seq y
creacion de librerias de ADNc (Koch & Kogel, 2014).

Suministro o liberacién de los inductores de ARNi: Una vez
escogido un blanco adecuado y disefado las secuencias
para evaluar el ARNi, se debe hacer frente a dos grandes
desafios: encontrar el método efectivo de suministro para los
inductores de ARNi y conseguir la estabilidad de los acidos
nucleicos durante o después de la aplicacién (Zhang et al.
2010). Lo primero que se requiere es una entrada eficiente
de ARNdc o del siRNA, teniendo en cuenta que no en todas
las especies de insectos, el silenciamiento, mediante ARNdc,
es efectivo. En todo caso, se debe garantizar el suministro de
la cantidad minima necesaria para producir el silenciamiento
y que las secuencias de ARNi suministradas no se degra-
den bajo condiciones de campo o por las enzimas salivares
y digestivas, propias del insecto (Baum et al. 2007; Price &
Gatehouse, 2008; Liu et al. 2013; Scott et al. 2013).

Un método de suministro de inductores de ARNi amplia-
mente utilizado ha sido el de la microinyeccién, a través de
la aplicacién de secuencias grandes de ARNdc o secuen-
cias cortas de siRNAs, que son sintetizadas in vitro. Casos
exitosos de la implementaciéon de esta metodologia, para
comprobar efectos de mortalidad, interrupcién del desarro-
llo normal o disminucién en la alimentacién del insecto, se
han observado, entre otras especies, en plagas tan impor-
tantes, como Manduca sexta, en Levin et al. (2005); Tribo-
lium castaneum, en Tomoyasu et al. (2005); Nilaparvata
lugens, en Liu et al. (2010) y Agrilus planipennis, en Zhao
et al. (2015). A pesar de que esta forma de suministro es
bastante til en pruebas iniciales de evaluacion, porque per-
mite comparar con precisién diferentes concentraciones del
inductor y combinar diferentes tipos del mismo, no resulta
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til para el control practico de insectos y esté relegada, por el
momento, a los estudios bésicos y a pruebas en laboratorio
(Nandety et al. 2015).

La estrategia més cercana a las condiciones normales de
campo, en las que la plaga y el cultivo conviven, es la in-
gestion directa de las secuencias de silenciamiento. La in-
troduccién de ARNdc en dietas artificiales ha sido probada
por multiples autores (Wuriyanghan et al. 2011; Hajeri et al.
2014). Un caso muy exitoso fue el silenciamiento de cinco
importantes genes constitutivos en mosca blanca (Bemisia
tabaci), logrando obtener altas tasas de mortalidad en el in-
secto, seis dias después de la ingesta de siRNAs y ARNdc.
En este trabajo, se comprobd que las secuencias de siRNAs
se mantuvieron estables en la dieta del insecto, al menos
durante siete dias, a temperatura ambiente (Upadhyay et al.
2011). La facilidad con la que se degradan los inductores
de ARNi al pasar por el sistema digestivo de los insectos ha
impedido que esta estrategia se establezca como una me-
todologia consistente en control de insectos; dado que las
dosis empleadas se deben elevar, de tal forma, que se vuelve
inviable para uso comercial. En virtud en lo anteriormente
planteado, se han propuesto y evaluado nuevas metodolo-
gias, para el suministro de las secuencias de silenciamiento
(Nandety et al. 2015).

Entre estas nuevas metodologias, se encuentra la liberacion
de inductores de ARNi, mediada por bacterias y por virus
(Koch & Kogel, 2014). Bacterias producidas mediante inge-
nieria genética son ingeridas por el insecto y, una vez dentro
del tracto digestivo, expresan las secuencias de silenciamien-
to especificas (Nandety et al. 2015). Asi, por ejemplo, cepas
de Escherichia coli recombinante, expresando secuencias
de ARNdc y siRNAs ya se han producido y se han implemen-
tado de manera exitosa, como en el caso Zhu et al. (2011),
quienes lograron producir mortalidad significativa en Leptino-
tarsa decemlineata silenciando transcriptos de ARNm con
este método.

El silenciamiento mediado por virus, se basa en que el ARNi
es el primer mecanismo de defensa de la planta frente a
infecciones, de modo que cuando hay una infeccién en la
planta, ésta genera una respuesta sistémica, en la cual, la
magquinaria de ARNi de la planta actta sobre las secuencias
de silenciamiento, producidas por el virus. Si dicho virus es
modificado genéticamente para que produzca ARNdc espe-
cificos contra el insecto plaga, una vez el insecto se alimente
de la planta infectada, el virus pasard al tracto digestivo del
insecto, donde expresard el ARNdc. Este método es muy
prometedor por su eficacia; sin embargo, se debe estudiar
con mayor profundidad qué tipo de virus utilizar, dado que
muchos de estos virus son potencialmente daninos para la
planta hospedera (Nandety et al. 2015).

A este proceso se le ha dado el nombre de silenciamien-
to génico inducido por hospederos (HIGS, por sus siglas
en idioma inglés) (Koch & Kogel, 2014). El sistema HIGS
ha sido utilizado en varios estudios para silenciar genes de
importancia metabdlica en insectos, obteniendo resultados
satisfactorios mediante el empleo de diferentes virus como
vectores, principalmente, en plantas de tabaco, en tomate
y en citricos (Khan et al. 2013; Wuriyanghan & Falk, 2013;
Hajeri et al. 2014). La estimulacién de ARNi en insectos pla-
ga, mediante la generacién de plantas transgénicas que ex-
presan inductores especificos, es la estrategia con mejores
resultados, en términos de control, en condiciones de cam-
po, tal y como sucede en el caso de especies vegetales, que
expresan inductores de ARNi especificos contra el insecto D.
virgifera (Baum et al. 2007; Xue et al. 2012).

Otros estudios, en menor proporcion, han presentado alter-
nativas diferentes para el suministro de ARNdc. Zhang et al.
(2010) utilizaron nanoparticulas poliméricas de quitosan en-
samblados a secuencias de ARNdc, dirigidas contra genes
de quitin sintasa (CHS1 y CHS2), en Anopheles gambiae,
las cuales, fueron administradas al insecto, a través del ali-
mento. A pesar de no presentar mortalidad, los individuos
tratados aumentaron la susceptibilidad al insecticida diflu-
benzuron. La aplicacién de secuencias de silenciamiento
de forma sinérgica con plaguicidas convencionales, con el
objetivo que el insecto muestre una mayor susceptibilidad
a éstos, constituye una alternativa para conseguir mejores
resultados en el control de insectos, empleando menores
cantidades del plaguicida, convencionalmente utilizado, y
evitando, ademas de un mayor costo, concentraciones del
plaguicida, que resulten nocivas para el mismo cultivo y para
el ambiente (Tao et al. 2012; Kim et al. 2015).

Igualmente, el uso de ARNi de forma conjunta con el uso
de toxinas tipo Cry de Bacillus thuringiensis (Bt), se podria
constituir en una de las estrategias més empleadas en la lu-
cha contra los insectos plaga de cultivos de importancia eco-
némica. Es factible suponer que la resistencia que presentan
algunas especies de insectos a las toxina tipo Cry de Bacillus
thuringiensis (Bt), se podria superar exitosamente, mediante
el silenciamiento de los genes que estan directamente in-
volucrados en ella, retrasando, de esta forma, la evolucién
de resistencia al usar diferentes modos de accién (Baum &
Roberts, 2014).

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS

El estudio del mecanismo de ARNi y su posible implementa-
cién como tecnologia para el control de plagas agricolas si-
gue siendo un punto de debate en el medio cientifico, debido
a que aun se presentan muchos vacios de informacién para
diferentes cultivos e insectos, respecto a las implicaciones
en condiciones ambientales y efectividad en largos periodos
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de tiempo; sin embargo, como se ha visto en esta revision, 3. BELLES, X. 2010. Beyond Drosophila: RNAi in vivo and
numerosos esfuerzos de investigacién se han realizado para functional genomics in insects. Ann. Rev. Entomol.
probar la efectividad de la aplicacién de la metodologia de (United States). 55(1):111-128.
ARN;i, bajo distintas condiciones, con diferentes organismos
y con variados enfoques. Los estudios actuales sobre ARNi 4. BERNSTEIN, E.; CAUDY, A.A.; HAMMOND, S.M.; HAN-
han logrado describir una pequena parte del mecanismo NON, G.J. 2001. Role for a bidentate ribonuclease
molecular, celular y sistémico, que regula el silenciamiento in the initiation step of RNA interference. Nature.
génico, descubrimientos que han servido para estudiar y co- (United Kingdom). 409(6818):363-366.
nocer la funcién de cientos de genes de interés. Ese conoci-
miento, ha permitido manipular la expresiéon de esos genes 5. BERNSTEIN, E.; KIM, S.Y.; CARMELL, M.A.; MURCHI-
en favor del desarrollo de nuevas estrategias de control de SON, E.P; ALCORN, H.; LI, M.Z.; HANNON, G.J.
plagas y enfermedades de importancia econémica mundial; 2003. Dicer is essential for mouse development.
no obstante, se requiere comprender mejor las variaciones Nat. Genet. (United Kingdom). 35(3):215-217.
del mecanismo entre los diferentes érdenes de insectos y
aun entre genes. 6. BILLMYRE, R.B.; CALO, S.; FERETZAKI, M.; WANG, X,;
HEITMAN, J. 2013. RNAi function, diversity, and
Es evidente que el interés en el potencial del ARNi para be- loss in the fungal kingdom. Chromosome Res.
neficio del ser humano aumenta con el pasar de los anos, (Netherlands). 21(6-7):561-572.
conforme continda el progresivo avance de esta tecnologia.
Campos de avanzada, como la bioinformatica y la biologia 7. BLEVINS, T.; PONTVIANNE, F.; COCKLIN, R.; PODI-
molecular, se deben considerar las principales aliadas para CHETI, R.; CHANDRASEKHARA, C.; YERNENI,
hacer uso del ARNi, como estrategia exitosa, en el manejo S.; PIKAARD, C.S. 2014. A two-step process for
de plagas y de enfermedades de importancia agricola. La op- epigenetic inheritance in Arabidopsis. Mol. Cell.
timizacién del proceso dependerd de qué tanto avancen las (United States). 54(1):30-42.
investigaciones en los préximos anos, especialmente, en la
bisqueda de moléculas de silenciamiento més estables. Asi- 8. BOROVSKY, D. 2005. Insect peptide hormones and
mismo, dependera de como reaccionan las poblaciones de RNA- mediated interference (RNAI): promising te-
organismos plaga al silenciamiento génico inducido, como chnologies for future plant protection. Phytopara-
también del desarrollo de nuevos métodos de suministro efi- sitica. (Netherlands). 33(2):109-112.
ciente de las secuencias de silenciamiento.
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