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Resumen N7
Los avances en las técnicas de secuenciaciéon han permitido la secuencia-
cién répida y eficiente de muchos genomas. Esto ha cambiado la forma
como los investigadores y las industrias ahora pueden mirar el manejo de
insectos plaga y patégenos de plantas. El control biolégico de los insectos
plaga en éreas extensas en donde se cultivan bosques y arboles frutales ha
sido el elemento béasico de supresién de plagas de manera rentable. Virus
que atacan insectos han demostrado ser eficaces cuando las condiciones
biolégicas apropiadas pueden ser satisfechas. Uno de los sistemas pro-
puestos es la "introduccién de machos letales", en el que los machos se
infectan con un virus y luego son liberados para que busquen y se apareen
con las hembras sanas provocando asi la propagacién de la infeccién vy,
por tanto, el aumento de la mortalidad en la poblacién. Sobre la base de
este sistema y adicionando enfoques provenientes de las técnicas geno-
micas emergentes tales como el ARN de interferencia (RNAi), ahora es
posible identificar y suprimir la expresién génica de manera que solo espe-
cies especificas de insectos son afectadas. También es posible usar estas
técnicas para reducir agentes patégenos de plantas como virus y hongos.
Aqui se presenta y discute una visiéon general de estos tipos de enfoques
que se estan desarrollando para reducir las plagas y los patégenos en ci-
tricos, vides y otros arboles cultivables, junto con las aplicaciones de otras
tecnologias genéticas emergentes.
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Abstract

Advances in next-generation sequencing have enabled genome sequencing to be fast and
affordable. This has changed the way researchers and industry can now address the mana-
gement of insect pests and pathogens. Biological control of insect pests that occur in large
areas, such as forests and farming systems of fruit trees, have been the main element for
cost effective pest suppression. A proposed system is ‘lethal delivery by male’ (Lethal Male
Delivery), in which males are infected with a virus and then released to seek out females,
which mate thus spreading the virus infection throughout the population. This system has
been used successfully since the early 1970’s, against the Rhinoceros Palm beetle, and is
now being expanded to include other genetic approaches such as RNA interference (RNAi).
Strategies like RNAi make it possible to focus on suppressing gene expression in a highly
species specific way in insects, as well as targeting viruses and some fungi. A review of the-
se types of approaches that are being developed to reduce pests and disease pathogens in
citrus, grapevine, and other tree fruit crops along with the applications of other emerging
gene-based technologies are discussed with respect to “how they can help to reduce losses

in palm industries”.
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é¢Qué es la estrategia de ARN
de interferencia?

éQué es el acido ribonucleico de
interferencia, ARNi, la estrategia?

Mientras que muchos en la industria estan fa-
miliarizados con el ARN de interferencia (rRNAi),
es necesario ofrecer una breve explicacién del
proceso para el publico més amplio. Una ex-
plicacién sencilla es que el proceso ARNi uti-
liza una molécula pequena para cortar el ARN
mensajero (ARNm), lo cual suprime la produc-
cion de la proteina correspondiente, que es ne-
cesaria para la supervivencia del insecto, alte-
rando de esta manera funciones biolégicas im-
portantes. En sentido més técnico, el ARN de
interferencia (ARNi) es un proceso celular que
ha evolucionado de forma natural, por el cual
un ARN mensajero (ARNm), es marcado como
blanco de degradacién por unamolécula corta de
ARN de doble cadena (ARN corto de interferen-
cia) que tiene complementaridad de secuen-
cia con el ARNm seleccionado como blanco.
Cuando el ARNsi y el ARNm se unen se inicia
el proceso celular que culmina en la degrada-
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cién del ARNm evitdndose asi la produccién
de proteinas, lo que resulta en la inhibicién es-
pecifica de la expresién génica. El proceso se
conoce como "ARN de interferencia".

El aumento de la disponibilidad de los geno-
mas de insectos ha hecho que las aplicaciones
de la técnica de ARNi sean indispensables para
la caracterizacién de las funciones de genes
en los insectos y para desarrollar métodos de
control de plaga y enfermedades. El reconoci-
miento del ARN de interferencia (ARNi) como
un método para el analisis de las funciones de
genes individuales (Fuego et al. 1998) culminé
con la concesién del Premio Nobel a Andrew
Z. Fire y Craig C. Mello en 2006. Ellos demos-
traron el mecanismo celular involucrado en
la funcién de la interferencia de ARN. Mello et
al. mostraron que una vez el ARNm (necesario
para la produccién de proteinas, por ejemplo,
las enzimas necesarias para la digestion en in-
sectos) se une al ARNsi forman un complejo
que es reconocido por el Dicer. El Dicer es una
proteina especializada en reconocer y cortar
ARN de doble cadena generando pedazos de
entre 20 a 23 nucledtidos. Estos a su vez se
convierten en blanco de reconocimiento para
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un segundo complejo proteinico (complejo de
silenciamiento inducido por el ARN) cuya fun-
cién es separar las cadenas del dimero forma-
do en el paso anterior iniciando asi el proceso
de degradacion final. En el ejemplo anterior
cuando las enzimas digestivas en el insecto no
son sintetizadas este muere por inanicion.

éComo se aplica el concepto de
ARNi a los problemas agricolas?

El laboratorio del usba-Ars se encuentra en la
costa este de Florida, en el centro de la pe-
ninsula, siendo uno de los més grandes pro-
ductores de citricos regionales de los Estados
Unidos; es por eso que mi trabajo investigativo
actual se centra en el desarrollo de métodos
no transgénicos para aplicar ARN interferen-
cia para controlar insectos plaga en arboles
frutales. Recientemente la rapida propagacion
del psilido asiatico de los citricos, Diaphorina
citri, que es el vector de la bacteria causante
del Huanglongbing o “enfermedad de enver-
decimiento de los citricos”, ha estimulado las
investigaciones sobre el uso de técnicas bio-
tecnologicas basadas en la regulaciéon de la
expresion génica. Para poder utilizar las téc-
nicas de ARN de interferencia es necesario
identificar las secuencias genéticas que son
fundamentales para la biologia del insecto.
Con ese énfasis se ha llevado a cabo la
secuenciacién del transcriptoma del psilido y
se han identificado méas de 18.600 genes con
buena potencialidad. De este grupo se selec-
cionaron 10 genes para los primeros ensayos
de ARN de silenciamiento. También fue nece-
sario identificar la mejor construcciéon de ARN
de doble cadena (ARNdc) que causaria el ma-
yor aumento de mortalidad en el psilido. Prue-
bas de alimentacion, en los que los psilidos in-
girieron el ARNdc disehado, demostraron que
los fragmentos més largos eran mejores, por lo
general, entre 200 a 480 nucleétidos de largo.
Con este disefio se ha podido causar mortali-
dad de 80-98% en psilidos sometidos a prue-
bas de alimentacién, en que los esquejes de
plantas que habian absorbido previamente la
solucién que contenia el ARNdc. El incremen-
to de mortalidad psilido se empezé a observar
dentro de dos a cuatro dias postalimentacion.

Cuando se agregaron mas psilidos a la jaula
del ensayo observamos que los psilidos con-
tinuaron muriéndose durante los siguientes
cuarenta dias con una sola aplicacién de ARN-
dc a la planta.

Conclusiones

El proceso de ARN de interferencia es un siste-
ma que se produce naturalmente en todas las
plantas, insectos, animales, y algunos hongos.
Un sistema similar parece haber sido encon-
trado en bacterias también. El ARN de interfe-
rencia utiliza los mecanismos celulares natura-
les y no anade ni cambia nada en la genética
de la planta o insecto. Mediante el uso de la
genética natural de los insectos, podemos dise-
fiar un ARNdc altamente especifico para genes
del psilido. Conocer las secuencias de genes es-
pecificos permite mantener los insectos bene-
ficiosos como la abeja melifera a salvo, ya que
el ARNdc dirigido hacia psilidos no funcionaréa
en otros insectos.

Problemas que enfrenta la
industria de citricos de Florida

La répida propagacién de la bacteria patégena,
Asiaticus Liberibacter Candidatus, que causa la
enfermedad de enverdecimiento de los citricos
tiene altos costos en esta industria de Estados
Unidos con millones de ddlares en pérdidas,
rendimientos reducidos, asi como muchos
puestos de trabajo perdidos. Mientras algunos
investigadores estan trabajando con un enfoque
para producir arboles transgénicos resistentes al
enverdecimiento de los citricos, que llevara en-
tre quince y veinte anos, otros estamos utilizan-
do el enfoque de tratar el arbol como paciente
en un hospital, en donde se identifica el proble-
ma, se disena el mejor tratamiento y luego se
entrega la "medicina", el ARNdc. En este ejem-
plo, el patégeno es diseminado por el psilido,
entonces se disefna el tratamiento (es decir, el
ARNdc contra la biologia psilido) que podré ser
aplicado rapidamente al arbol a través de aero-
soles o de riego.

Los métodos que se estan desarrollando no
sontransgénicos yno cambian el genomadelin-
secto o la planta. El tratamiento no dura mucho
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tiempo en el medio ambiente, ya la mayoria
de organismos ha evolucionado mecanismos
para destruir ARNdc. Dado que la industria ci-
tricola quiere tener el producto mas "natural”
que ellos puedan producir, hay un gran interés
en el uso de la estrategia de ARN de interfe-
rencia. Uno de los principales obstaculos para
el desarrollo y el uso de un arbol con resisten-
cia, pero sin llegar a ser transgénico, fue cémo
lograr una produccién masiva de ARNdc, y a
continuacién, la forma de aplicar el producto
a los arboles. También hubo muchas pregun-
tas sobre las concentraciones de aplicacién y
el tiempo de permanencia bajo condiciones
de campo. Dado que todos los insectos y las
plantas son capaces de destruir ARNdc, la gen-
te no crefa que este enfoque podria funcionar.
Sin embargo, en nuestro trabajo con psilidos,
saltamontes, &fidos y chicharritas hemos des-
cubierto que muchos insectos pueden ingerir
ARNdc, el cual se mueve de manera sistémica
a través de su cuerpos causando interferencia
en muchos tejidos diferentes. Una ventaja adi-
cional es el hecho de que solo una dosis muy
baja debe ser ingerida para causar la interfe-
rencia. Nosotros también demostramos que
ARNdc puede sobrevivir en el agua haciendo
muy facil su aplicacién directa a las raices de
los cultivos elegidos.

De manera adicional, se demuestra que el
ARNdc persiste en los arboles de citricos, sien-
do estable y detectable por lo menos durante
dos meses (Hunter et al, 2012). Estos resultados
son muy diferentes de lo que se conoce en las
investigaciones en animales y humanos que
muestran como el ARNdc se digiere rapida-
mente después de la ingestién, por lo que no
funciona cuando se administra via oral. Esta es
también otra razén por la cual el ARNi puede
ser un método muy seguro de control de pla-
gas de insectos.

El tratamiento de los arboles utilizando riego
de las raices también demostré que el ARNdc se
trasladé sistémicamente a través del arbol. Fue
posible demostrar la presencia del ARNdc en
insectos que se alimentaron de las hojas de los
arboles tratados. Esto fue cierto para insectos
que se alimentan del floema (psilido asiatico)
o del xilema (saltador de las alas cristalinas).
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Al evaluar la persistencia y la longevidad de la
molécula de ARNdc en el arbol, los resultados
mostraron de nuevo que las secuencias mas
largas eran mejores (entre 200 a 860 nucleéti-
dos de longitud), en la induccién de ARNj, y a
su vez se detectaron por un periodo de tiempo
mas largo en los diferentes tejidos de los arbo-
les tratados.

El manejo actual de los psilidos en Flori-
da y otros estados se basa en muiltiples apli-
caciones de insecticidas para reducir la po-
blacién de psilidos, pero esto presenta varios
problemas como por ejemplo: el costo de los
insecticidas es muy elevado y su formulacién
tambien mata insectos benéficos. En contras-
te, ARNdc pueden ser aplicados disueltos en
soluciones acuosas, no altera el genoma de las
plantas o de las plagas y no afecta a los in-
sectos benéficos. Ademas, ARNdc pueden ser
disenados rdpidamente para combatir una o
varias plagas al mismo tiempo. Se considera
que los ARNdc solo persistirdn en el ambiente
por pocos meses, sin embargo, se continuan
realizando investigaciones sobre la seguridad y
eficacia de la estrategia de ARNi y trabajando
con las oficinas gubernamentales encargadas
de las regulacién de agroquimicos para obte-
ner licencias para la aplicacién de estos pro-
ductos, tanto industrial como agricola.

Ensayos con arboles y
plantas como proteccion

El enverdecimiento de los citricos ha causado
gran preocupacién a todos los productores
de citricos en el mundo. La bacteria causante de
la enfermedad es transmitida por psilidos y las
ultimas investigaciones han mostrado que hay
muchas especies de esta bacteria capaces de
infectar una gran variedad de cultivos como el
tomate, la papa, la cebolla y los citricos. La lle-
gada y la répida diseminacién del psilido asia-
tico en el sur de Estados Unidos, en 1998, fue
seguida en 2005 por reportes de deteccién de
la bacteria patégena; actualmente, se cree que
si no se encuentra pronto una solucién, dentro
de otros seis o siete afos la produccién podria
ser tan baja que no seria rentable seguir pro-
duciendo citricos en el area, esto ha hecho que
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muchos productores de citricos se motivaran
a financiar la busqueda de una réapida solu-
cién al problema. La investigaciéon enfocada
en los insecticidas disponibles, las técnicas de
biotecnologias emergentes (ARNi), junto con
otras estrategias, ha producido una gran canti-
dad de nueva informacién sobre el manejo los
psilidos y los patégenos que estos diseminan.
En Colombia hay cultivos y productos que
enfrentan problemas similares, por ejemplo,
cuando se siembran nuevas areas o nuevos
arboles, estos se demoran algunos anos para
entrar en produccién, lo cual significa que se
deben desarrollar estrategias de manejo que
sean rentables y seguras para el ambiente, por
lo menos por veinte anos hacia el futuro.

ARN de interferencia para
reducir plagas de insectos: de
infusion y de inyeccion

Otra ventaja de utilizar la estrategia ARNi es que
puede ser disefiada para combatir el insecto pla-
ga deseado de una manera altamente especi-
fica, sin perjudicar a los insectos beneficiosos,
tales como los depredadores y parasitoides. En
Estados Unidos se han invertido millones de
ddlares para desarrollar el control bioldgico,
utilizando parasitoides y depredadores para
reducir las poblaciones de insectos plaga. Te-
ner poblaciones viables de insectos benéficos
en el campo proporcionaria una medida adi-
cional de control de las plagas. Ademas, la
investigacion ha demostrado que mediante el
uso de ARNi algunos insectos pueden hacer-
se més sensibles a concentraciones mas bajas
de insecticidas. Se estan estudiando este tipo de
estrategias porque pueden ahorrar dinero a los
productores sin dejar de ofrecer un manejo al-
tamente especifico de plagas.

Disenando la especificidad del ARN: Cuan-
do el psilido asiético de los citricos fue reportado
por primera vez en Estados Unidos empezamos
a producir marcadores genéticos de secuencias
expresadas (EST acrénimo en inglés) que resulté
en una base de datos de casi 20.000 secuen-
cias que se utilizaron para examinar la biologia
psilido y para el desarrollo de estrategias de ma-
nejo potenciales como el ARN;i.

En 2009 organicé el Consorcio Internacional
del Genoma del Psilido y en 2010 se completé
el primer borrador del genoma completo del
psilido, recientemente se han escrito versiones
mejoradas del genoma (490MB) y del trans-
criptoma (mas de 18.300 seqgs), DIACI 1.1,
descargas gratuitas de conjuntos de datos en
(http:// www.psyllid.org/). Al igual que con cual-
quier problema de plagas/patégeno, hoy el pri-
mer paso es llevar a cabo la secuenciacion del
transcriptoma, o del genoma, y proporcionar
rapidamente esta informacién a la comunidad
cientifica para que todos puedan comenzar de
inmediato a identificar genes asociados con la
supervivencia del insecto y la transmisién de
patégenos. El costo

de la secuenciacién

hoy es muy asequi-

ble, pero el proce- Tener
samiento de datos .
(Bioinformatica) es pol?lacmnes
mas costoso y con- viables de
sume mucho mas insectos
tiempo. 7 o=

Con Internet la benéficos en
mayoria de los in- el campo
vestigadores tienen proporcionaria

acceso a una gran
cantidad de infor-
macién que se pue-
de utilizar para avan-
zar en sus propios
esfuerzos de investi-
gacién. Cada sema-
na aparecen nuevas
publicaciones sobre
ARNi insectos, indi-
cando cuéles genes son fundamentales para la
biologia de los insectos y cuéles son buenos can-
didatos para usar en esquemas de ARNi. A con-
tinuacion, el investigador puede producir el ARN
de doble cadena a su ARNm elegido utilizando
un kit disponible comercialmente. Dependiendo
del insecto plaga, el ARNdc puede ser aplicado
via alimentacién, via tépica en forma de aero-
soles, o por inyeccién para evaluar la eficacia
del ARNdc producido. La evaluacion de los
niveles de mortalidad es bastante facil y répi-
da, pero como no todas los ARNdc funcionan

una medida
adicional de
control de las
plagas.
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con la misma eficacia, o en la misma concen-
tracién, se necesita hacer varias pruebas para
determinar las condiciones especificas de cada
ARNdc.

Para examinar en forma concienzuda ARN-
dc se deben probar tres concentraciones di-
ferentes. Para los ensayos de alimentacion
por lo general se utiliza un rango de 20 a 100
nanogramos por mililitro, para ser absorbidos
por aproximadamente 0,25 gramos de corte
de tejido de la planta y se utilizan de 10 a 20
insectos por jaula para el monitoreo de la mor-
talidad durante un periodo de diez dias. Si se
trabaja con especies de escarabajos, ellos se
pueden alimentar directamente en soluciones
de sacarosa suplementadas con ARNdc. Una
vez identificado el mejor ARNdc se puede pa-
sar a experimentar con plantas o arboles com-
pletos, introduciendo el complejo via riego en
soluciones acuosas o mediante inyecciones de
tronco/tallo utilizando el mismo tipo de jeringas
que son comunes en los ensayos de absorcién
de antibiéticos. Las jeringas estan disponibles
comercialmente, se pueden utilizar para inyec-
tar hasta 20 ml de solucién de ARN por planta
(Hunter et al., 2012).

El progreso de la investigacion actual

Investigaciones conducidas con insectos mas-
ticadores como hormigas, escarabajos, avis-
pas, abejas, tiene una logistica sencilla ya que
estos se pueden alimentar facilmente con una
mezcla de cebo/solucién de sacarosa suple-
mentada con ARNi.

La dificultad aparece cuando se trabaja con
hemipteros que se alimentan de plantas, de-
bido a que tienen piezas bucales que son per-
foradoras-chupadoras. Por eso es importante
administrar el tratamiento de ARNi a la planta
huésped que es donde los insectos se alimen-
tan. Investigaciones recientes estan demos-
trando que esto es mucho mas facil de lo que
se pensaba inicialmente. Por ejemplo ARNdc
disuelto en agua puede ser absorbido por el sis-
tema radicular de muchas plantas, la prevalencia
del producto en planta depende de la concentra-
cién inicial y de la actividad de ARN polimeraza
que utiliza templetes ARN (RdRp acrénimo en
inglés). Este estudio demostré que moléculas

PALMAS  Vol. 34 No. Especial, Tomo |, 2013

ARNdc se pueden detectar hasta 63 dias des-
pués del tratamiento inicial. Arboles maduros
también mostraron una propagacion sistémica
del ARNdc. Otros estudios también evidencia-
ron que una vez ingerido por psilidos o salta-
hojas, el ARNdc se mueve de manera sistémica
en los insectos. Como la mayoria de investiga-
dores eligen genes que se expresan en el intes-
tino medio de los insectos, ya que es el primer
tejido en contacto con el tratamiento, el hecho
de que el ARN se mueve de manera sistémica
contribuira a que se estudien mas genes, cuya
expresion ocurre en otros tejidos como el area
neural, etcétera, ampliando asi los blancos
aceptables para estrategias ARNi.

Las similitudes entre los
sistemas de palma de aceite
y citricos

La informacién que se esta obteniendo de la
investigacion de ARNi en los arboles de citri-
cos tiene aplicacién en muchos otros cultivos
arboéreos. Por ejemplo, los cultivos de arboles
son los sistemas de cultivo a largo plazo que
necesitardn proteccién durante veinte a trein-
ta anos o mas. Los cultivos arbéreos cubren
grandes éareas que necesitan frecuentes apli-
caciones de insecticidas. El uso de estrategias
basadas en ARNi podria brindar beneficios adi-
cionales mediante la proteccién de otros in-
sectos benéficos en el campo, de modo que el
aumento en la supervivencia de los depreda-
dores y parasitoides tendria un efecto sinérgi-
co en el control de plagas. Como los cultivos
arboéreos desarrollardn diferentes problemas a
través de los afos de produccién, el ARNi ofre-
ce un sistema que puede ser disefiado contra
cada nueva plaga, sobre la base de sus secuen-
cias genéticas especificas que puede ser utiliza-
do con los equipos convencionales de riego o de
aplicacién de pesticidas. Sin embargo, debido
a que este método de manejo es una tecno-
logia emergente, solo ahora se estan produ-
ciendo las normas para la regulacién y registro
de los productos basados en ARNi. Como con
cualquier nueva tecnologia, tomaré tiempo y
muchas pruebas de campo antes de que estos
productos estén ampliamente disponibles.
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