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Resumen

Los procesos que implican la expresion de genes son de gran importancia para el desarrollo, la
supervivencia y las funciones metabdlicas que realicen los microorganismos y organismos entre otros
aspectos. Chrysoperla carnea ha sido ampliamente reconocida como un excelente agente de control
bioldgico y se sabe que la forma en como actia depende de la capacidad de deteccion de la presa
(volatiles) y la secrecion de un coctel enzimatico que afecta la capacidad motriz de la presa lo que culmina
en la completa ingestion del material interno de la presa. Existen muy pocos reportes acerca de los
mecanismos moleculares implicados en la secrecion del coctel enziméatico por lo que aln se desconoce
su composicion. En el presente trabajo se logran dar algunas herramientas capaces de ayudar a esta
labor. La aplicaciéon del Random Hexamers en el RT propicia a la sintesis mas eficaz de las librerias de
cDNA del contenido intestinal de la larva, el uso de los oligos LepF1 + MLepR1 y MLepF1 + Lep R1 para
amplificacion de COI en PCR dan mejores resultados que los oligos que amplifican fragmentos mas
grandes.

Abstract

The processes that involve gene expression are of great importance for the development, survival and
metabolic functions, among other aspects performed by microorganisms and multicellular organisms.
Chrysoperla carnea has been widely recognized as an excellent agent of biological control and it is known
their hunt success depends on the ability to detect the prey (volatile compounds) and the secretion of an
enzyme cocktail that affects the motor capacity of the prey which culminates in the complete ingestion of
the internal material of the prey. There are very few reports on the molecular mechanisms involved in the
secretion of enzyme cocktail, so its composition is still unknown. In the present work we are able to give
some tools able to help this work. The application of Random Hexamers in the RT favors the more efficient
synthesis of cDNA libraries of the intestinal contents of the larva, the use of oligos LepF1 + MLepR1 and
MLepF1 + Lep R1 for amplification of COIl in PCR give better results than the oligos that amplify larger
fragments.
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INTRODUCCION

En 2015 se estim6 una poblacion mundial total de 7
349 472 de personas [1] y se proyecta que para el
2050 crezca por encima de los 9 mil millones lo que
contribuye a la creciente demanda en el aumento
de la produccion de alimentos [2], por tal motivo,
actualmente y ante las continuas pérdidas de
cultivos causadas por insectos la investigacion se
esta enfocando en la blsqueda de nuevas
herramientas que reduzcan las pérdidas causadas
por estos [3] debido a que el control quimico se ve
comprometido por la habilidad de los organismos a
desarrollar resistencia [2];[4].

Las medidas de control biolégico representan una
alternativa viable para el manejo y control de las
plagas de entre las cuales destacan las crisopas
verdes (Neuroptera: Chrysopidae) las cuales son
importantes predadores de plagas de artrépodos y
son encontradas en muchos cultivos horticolas y
hortalizas agricolas, incluyendo vegetales, frutas,
cascara de frutos y cultivos forrajeros, plantas
ornamentales y cultivos de bosques [5] y debido a
su alta tolerancia a diversos factores ambientales y
pesticidas tiene potencial como agente de control
biolégico [6].

Chrysoperla carnea  (Stephens) ha  sido
ampliamente reconocida como un predador [4], en
México es la méas abundante en todos Ilos
ecosistemas [7] y se encuentra como una de las
especies de control biolégico mas usadas en Norte
América [8].

La voracidad de las larvas las ha convertido en uno
de los mas importantes agentes de control bioldgico
de insectos plaga, como afidos, céccidos,
mosquitas blancas, psilidos, huevos y larvas de
mariposas, escarabajos, moscas y otros
neuropteros, ademas de acaros y otros artrépodos
de cuerpo blando que se localizan en el follaje de
plantas de mucho interés econémico [9], pero, ¢a
gué se debe su eficacia como organismo de control
bioldgico?.

Todas las larvas de  crisoperla  son
caracteristicamente voraces [8] y se sabe que sus
mecanismos para localizar a sus presas incluyen la
deteccion de ciertos volatiles inducidos por
infestaciones de afidos [10] a los que una vez
localizados sujeta con sus mandibulas (evitando
gue escape), con las cuales perfora su cuticula y

sus puntas serradas ayudan a lacerar los tejidos
internos [11]. Posteriormente Chrysoperla inyecta
un liquido que presumiblemente es producido en el
aparato digestivo del insecto pero audn se
desconoce la conformacion de esta sustancia, por
lo que resulta imprescindible el revelar los
componentes de la misma, los cuales pueden estar
regulados por procesos transcriptomicos ya que
existen reportes de insectos en los que la
exposiciébn a ciertas condiciones inducen la
expresién de algunos genes, tal es el caso de los
insectos que viven a base de dietas de plantas ricas
en inhibidores de tripsina los cuales han
desarrollado dos mecanismos diferentes de
digestion eficiente de proteinas, mientras que los
Lepidopteros expresan un elevado numero de
diferentes isoformas de serina proteasa con
diferentes estructuras de sitio activo para evitar la
inhibicién. Hemiptera desarroll6 un sistema
digestivo basado en cisteina proteasas, con
maxima actividad en condiciones acidas [12], en el
caso de Drosophila melanogaster el mecanismo de
proteccion altamente conservado se regula a nivel
transcripcional por el factor de transcripciéon Heat-
Shock (HS) el cual activa potentemente la
expresion de HS genes, resultando en la
acumulacion de chaperones moleculares, las
proteinas HS (HSPs), las cuales ayudan a la célula
a lidiar con el estrés inducido. La expresién génica
a nivel transcripcional es incluso fundamental para
el desarrollo [13], como describe Ramalho-ortigdo
etal., 2007 para los fleb6tomos, la harina de sangre
como estrategia de alimentacion, es responsable de
la induccion de varios procesos fisiol6gicos que
culminan en el desarrollo y maduracion del huevo.

Los procesos transcriptbmicos son de gran
importancia tanto en el desarrollo [14] como en
condiciones que desafien la naturaleza metabdlica
del organismo [12], por tal motivo el presente
trabajo enfoca sus esfuerzos en la caracterizacion
de los mecanismos moleculares involucrados en la
secrecion de la sustancia encargada de la paralisis
de la presa [11] y posterior a la succién de todo el
licuado de la presa y el abandono del exoesqueleto
[15].
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MATERIALES Y METODOS

Colecta y tratamiento de larvas

Las larvas fueron proporcionadas por el Dr., Manuel
Dario Salas Araiza profesor investigador de la
DICIVA quien proporcioné un total de 71 larvas.

Tratamientos

Se realizaron dos tratamientos de los cuales se
llevd a cabo una repeticion por tratamiento. El
primer tratamiento consistié en la alimentacién de
las larvas con huevecillos de la especie Plodia
interpunctella y se colectaron intestinos en las 0, 1,
3,5y 10 horas. El segundo tratamiento consistié en
mantener a las larvas en ayuno y se hicieron las
colectas de intestinos en las horas antes
mencionadas. A continuaciéon, se menciona el
namero de intestinos colectados por hora y
repeticion.

Tabla 1: Numero de crisopas por hora y repeticion.

T. Alimento T. Ayuno
Hora No. De larvas No. De larvas
R1 R1

0 5 3 5 2
1 5 3 5 3
3 5 3 5 3
5 5 2 5 2
10 5 5

Colecta de intestinos

Los intestinos fueron colectados usando un equipo
de diseccién y un estereoscopio para tener mejor
visualizacion de las larvas. Posterior a la diseccién
los intestinos fueron puestos en 400 pL de
RNAlater® Solution (Ambion ®) y mantenidos a -
20 °C hasta la extraccién del RNA total.

Extraccion de RNA total

La extraccion del RNA total fue llevado a cabo
empleando el protocolo de extraccion de TRIzol™
Reagent (Invitrogen).

RT-PCR

La sintesis de la hebra de cDNA se llevo a cabo
empleando el protocolo de SuperScript®
(invitrogen) empleando oligo dT y random
hexamers.

La amplificacion por PCR se llevo a cabo usando la
metodologia descrita en Hebert et al. 2004
utilizando oligonucledtidos para amplificar COI
mitocondrial.

Cuantificacidon y lectura en gel de
electroforesis

La cuantificacion y lectura de integridad se llevé a
cabo usando un NanoDrop (Thermo Fisher).

Se cargaron 0.5 yg de RNA por carril en un gel de
electroforesis con 0.8% de agarosa a 75 V por 42
minutos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se realizaron una serie de ensayos en los que el
RNA total extraido correspondia a un total de 3
crisopas y las lecturas en gel de agarosa 0.8%
daban muestra clara de que el protocolo de
extraccion habia tenido éxito, aunque habia
ocasiones en los que el RNA total no era suficiente
por lo que se prosiguid a realizar ensayos de
extraccion con 10 intestinos y la lectura de RNA en
gel de agarosa mostraron una gran cantidad, a
partir de este punto de referencia se prosiguié a
realizar extracciones de 5 intestinos, lo que mostré
buena cantidad y calidad del RNA total ya que
incluso las lecturas en NanoDrop lo constataban; el
protocolo de extraccion con 5 intestinos fue el
seleccionado por su efectividad con la mayoria de
las muestras.
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IMAGEN 1: Carril 2, extraccion de RNA total de 5 intestinos;
carril 3, extraccion de RNA total de 3 intestinos; carril 4,
extraccion de RNA total de 10 intestinos.

Los RT-PCR fueron realizados siguiendo el
protocolo ya mencionado, primeramente se realizé
con los oligos dT; el primer motivo por el que se
realizo la libreria de cDNA primeramente con estos
oligos fue para constatar que habia presencia de
MRNAS, debido a que estos transcriben los RNAs
que poseen colas de poli(A) en el extremo 3’ (esta
cola es necesaria para el empalme, transporte,
traduccién y estabilidad [17]) los cuales pertenecen
a mRNAs de células eucariotas [18]. Seguidamente
se realiz6 el mismo procedimiento pero esta vez
usando el Random Hexamers, el cual tiene la
capacidad de alinearse a cualquier fragmento de
RNA en cualquier posicion de la cadena y
posteriormente transcribir para cDNA,
independientemente de la cola de poli(A) [18],
posteriormente se amplifico mediante técnica PCR
usando los oligos LepFl + LepR1 los cuales
amplifican un fragmento de 648 pb COI
mitocondrial, de igual manera se hicieron las
siguientes combinaciones de oligos LepFl +
MLepR1 y MLepFl + Lep R1, estos amplifican
fragmentes de 311 y 407 pb respectivamente.

De estas combinaciones de oligos se determiné que
la sintesis de la hebra de cDNA se lleva a cabo de
mejor forma empleando el Random Hexamers, lo
cual se constato al usar los oligos que amplifican
para 311y 407 pb por técnica de PCR, lo que puede
deberse a la gran cantidad de librerias de cDNA
obtenidas gracias a la inespecificidad de
alineamiento del Random Hexamers y que gracias
a este es mas probable que la sintesis de las hebras
tenga mayor posibilidad de terminar en el extremo
5’, aspecto contrario a la sintesis con los oligos dT
[18].

IMAGEN 2: Carriles 2, 3y 4, RT usando oligos dT; carriles 5,6 y
7, RT usando oligos Random Hexamers; carriles 8, 9y 10, DNA
control. PCR: la mezcla de oligos LepF1 + LepR1 corresponde a
los carriles 2, 5y 8; la mezcla de oligos LepF1 + MLepR1
corresponde a los carriles 3, 6 y 9; la mezcla de oligos MLepF1
+ Lep R1 corresponde a los carriles 4,7y 10.

CONCLUSIONES

La extraccion de RNA total a partir de 5 crisopas es
efectiva, ademas que se reduce el uso de material,
reactivos y tiempo.

El uso de Random Hexamers para la obtencion de
las librerias de cDNA muestran mayor éxito con el
uso de los oligos LepF1 + MLepR1 y MLepF1 + Lep
R1, en comparacion con los oligos,dT los cuales
muestran menor capacidad de obtencion de
librerias de cDNA.

Del experimento, en el tratamiento alimentado se
espera que la expresion de serine proteasa en las
horas 2, 3 y 5 sea mayor, asi como la expresioén de
otros genes; en el tratamiento de ayuno se espera
gue la expresiéon sea minima e incluso permanezca
constante durante todo el experimento; aln nos
encontramos trabajando sobre este propoésito.
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