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RESUMEN

A nivel mundial las pérdidas en la produccion de cereales como el trigo son una
problematica que representa un grave impacto econémico. Las principales causas
de estas pérdidas se deben principalmente a practicas deficientes de cosechado y
almacenamiento, las cuales promueven la proliferacién de plagas primarias como
el barrenador menor de los granos Rhyzopertha dominica. El estudio de la
expresion génica de enzimas digestivas, como las del tipo serina proteasas, puede
proporcionar informacion referente a la capacidad de adaptacion que poseen las
plagas y con ello se podrian desarrollar nuevos métodos especificos de control
que no generen resistencia por parte de los insectos. De tal manera que, el
objetivo general del presente trabajo fue evaluar la expresién génica y actividad
enzimatica de tripsina y quimotripsina de Rhyzopertha dominica durante sus
etapas larval y adulta. La metodologia consistio en el aislamiento del ARN total de
R. dominica, la sintesis del ADN complementario (ADNc) y la amplificacion de los
genes de las enzimas de interés utilizando oligonucledtidos disefiados a partir de
secuencias reportadas en bases de datos. EI ARN mensajero se detectd y
cuantificé por PCR en tiempo real (QRT-PCR). Los resultados sugieren que existe
un incremento en la expresion de ambas enzimas durante la etapa adulta. Por otro
lado, se purificaron extractos de larvas y adultos por medio de cromatografia de
interaccion hidrofébica. Utilizando distintas concentraciones de BApNA, un
sustrato para enzimas del tipo tripsina, se determinaron los parametros cinéticos
Vmax y Km, obteniendo para larvas 0.137 mM/min y 0.075 mM, y para adultos
1.953 mM/min y 0.094 mM respectivamente. Con los parametros anteriores se
logré calcular la eficiencia catalitica, encontrando que a pesar que las proteasas
de larvas son mas afines al sustrato, las de adultos son mucho mas activas lo cual

establece una relacion con la expresion génica.
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INTRODUCCION

Una de las especies mas destructoras con mayor abundancia y distribucion en el
trigo almacenado es Rhyzopertha dominica (Zhu y Baker, 1999). Este insecto es
considerado una plaga primaria que durante sus diferentes etapas de desarrollo es
capaz de causar grandes danos al grano integro (Zhang y col. 2016), lo cual llega
a generar grandes pérdidas en la produccién de cereales representando un grave

impacto econdmico a nivel mundial (Oerke y col., 2006).

R. dominica posee una gran capacidad enzimatica y se adapta rapidamente a
condiciones adversas (Cinco-Moroyoqui y col., 2008), dependiendo de proteasas
digestivas para poder degradar las proteinas provenientes de los granos a
péptidos y aminoacidos, los cuales son esenciales en la biosintesis de las
proteinas estructurales y funcionales del insecto (Dunse y col., 2010; Dunse y col.,
2010b). Diversas investigaciones sugieren que tripsina y quimotripsina son las
enzimas del tipo serina proteasas mas abundantes en el intestino medio de R.
dominica y son primordiales ya que son las que inician la hidrdlisis de las proteinas
a péptidos de longitud de cadena variable (Zhu y Baker, 2000). Estas enzimas han
sido bastante estudiadas en diferentes insectos como la mosca de fruta
(Drosophila melanogaster), el escarabajo mayor de la harina (Cynaeus angustus),
y la polilla gusano (Mythimna separat) (Veillard y col., 2016; Oppert y col., 2006;
Zhou y col., 2016), sin embargo, en R. dominica son escasas las investigaciones

gue muestren como ocurre la expresion génica de este tipo de enzimas.

Se ha reportado que diversos factores como la disponibilidad de nutrientes y el
estadio de desarrollo en el que los insectos se encuentren, pueden influir en las
necesidades celulares de diferentes proteinas, asi como variar los mecanismos

por los que se regulan sus respectivos genes (Prud'homme y col., 2007).



El grado y tipo de regulacion reflejan de forma natural la funciéon del producto
proteico del gen, por lo que algunos productos génicos son siempre necesarios y
SuUs genes se expresan a nivel mas o menos constante en practicamente todas las
células de una especie u organismo durante todo su desarrollo (Nelson y col.,
2009). De tal manera que el objetivo general del presente trabajo fue evaluar la
expresion génica y la actividad enzimatica de tripsina y quimotripsina de R.
dominica durante sus etapas larval y adulta. Con los resultados obtenidos
eventualmente se podrian desarrollar nuevos métodos especificos de control que
no generen resistencia y promover el desarrollo sustentable en la produccion de

cereales.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Importancia de los Cereales

Los cereales se han constituido como la base de la alimentacién en muchos
pueblos y culturas del mundo, gracias a su facilidad de cultivo, preparacion y sus
propiedades nutricionales que aportan nutrientes esenciales para nuestra dieta
diaria. El trigo, el arroz y el maiz son los cereales de mayor importancia
econdmica, pero hay otros, como el centeno, la cebada y el mijo, que sirven de
alimento a millones de personas, especialmente en Europa, Asia y Africa
(CANIMOLT, 2007).

La importancia de los cereales radica en que contienen nutrientes en forma
concentrada, son faciles de almacenar y transportar, se conservan por mucho
tiempo y tienen numerosas aplicaciones como materia prima o como producto
elaborado. En la alimentacion humana se emplean los cereales de diversas
maneras para la elaboracion una gran variedad de productos. Algunos son
destinados en grandes cantidades a la alimentacion del ganado, por lo cual,

contribuyen indirectamente a la provisién de carne y grasas (CANIMOLT, 2007).
Trigo

El trigo es una planta graminea con espigas de cuyos granos molidos se obtiene la
harina. La forma del grano de trigo es ovalada con extremos redondeados, en uno
de ellos sobresale el germen y en el otro hay un mechoén de pelos finos. La altura
de la planta varia entre treinta y 150 centimetros y cada planta tiene de cuatro a
seis hojas. El trigo se cultiva de manera satisfactoria en climas sub-tropicales,

moderadamente templados y moderadamente frios (SAGARPA, 2014).



El trigo se puede clasificar de acuerdo a las diferentes caracteristicas que
presenta. Algunas estan relacionadas con su forma de fraccionarse en la
molturacion y otras relacionadas con las propiedades de la harina y su
conveniencia para la elaboracion de diferentes productos. De esta manera, se
pueden mencionar distintas variedades de trigo como: Triticum aestivum
(harinero), T. araraticum, T. boeoticum (escafna silvestre), T. compactum, T.
dicoccoides (escanda), T. dicoccum (farro), T. durum, T. monococcum (escafa
cultivada), T. polonicum (polaco), T. spelta (espelta), entre otros. Los trigos mas
importantes para el comercio son el T. durum (utilizado principalmente para pastas
y sémola), el T. aestivum (utilizado para elaborar pan) y el T. compactum (se

utiliza para hacer galletas; Kent, 1975).

Produccion de Trigo

El trigo es uno de los tres cereales mas ampliamente producidos globalmente,
junto al maiz y el arroz. Generalmente, es transformado en harina y ésta es
destinada a la elaboracibn de pan, galletas, pasteles, tortilas y pastas
principalmente. Segun las proyecciones de la FAO, la produccion mundial de trigo
aumentara a un ritmo mas rapido durante los préximos afnos; mas acelerado que
el presentado en el periodo de la década de los 90, sostenido por un decidido
impulso registrado en los paises en transicion y por un crecimiento mas rapido en
los principales paises productores de trigo de América Latina y el Caribe (FAO,
2004). La produccion mundial anual de trigo en el 2012 alcanz6é mas de los 670
millones de toneladas, siendo China, India y Estados Unidos los principales
productores, produciendo en conjunto poco mas de 273 millones de toneladas de
trigo, lo que representa alrededor del 40 % de la produccién total mundial
(FAOSTAT, 2012).



En el periodo de 2001 — 2012 la produccién promedio de trigo en México fue de
poco mas de 3 millones de toneladas, mientras que en Estados Unidos se
produjeron 63.8 millones de toneladas. La produccion en el 2012 en México fue de
3.2 millones de toneladas, que con respecto al aio inicial comparado se mantuvo
estable (SAGARPA, 2012).

Las variedades de trigo que mas se producen en México son el trigo suave y el
trigo cristalino las cuales aportan aproximadamente el 95% de la produccion total,
mientras que el 5% restante pertenecen a las variedades de trigo fuerte y trigo
medio fuerte. De las poco mas de 3 millones de toneladas que se producen a nivel
nacional, el estado de Sonora produce alrededor del 55%, siendo asi el principal

productor en México, seguido de Baja California y Guanajuato (SAGARPA, 2012).

Pérdidas en la Produccion de Cereales

Una cantidad considerable de los cultivos alimentarios producidos en los paises en
desarrollo se pierden debido a multiples causas. Una de las principales son las
practicas deficientes de almacenamiento, que permiten la incursion de plagas
como insectos y roedores, y la contaminacion por micotoxinas. Los cultivos
también pierden valor por danos producidos por el uso de herramientas
inadecuadas, manipulacién incorrecta y derrames durante la cosecha, la carga, el
embalaje y el transporte (FAO, 2015).

Las pérdidas en el manejo y procesamiento de los alimentos contribuyen a elevar
los costos de produccion al retirar del mercado una parte del suministro. También
repercuten en la degradacion del medio ambiente y el cambio climatico ya que se
utilizan la tierra, el agua, la mano de obra y recursos no renovables, como los
fertilizantes y la energia, para producir, elaborar, manipular y transportar alimentos

que al final nadie consume (FAO, 2015).



Estimaciones de la FAO, que se han mantenido como tendencia a través de los
afos, indican que existen pérdidas de entre el 10-15% de la produccion de
cereales en paises desarrollados, mientras que en regiones como Africa y América
Latina se puede alcanzar hasta el 50% con respecto a lo cosechado. Entre las
principales causas de éstas pérdidas se encuentran los deficientes sistemas de
cosechado y almacenamiento que son aprovechados por las plagas para su
proliferacion (FAO, 1999).

Plaga Agricola

Una plaga agricola es una poblaciéon organismos fitofagos que disminuye la
produccion del cultivo, reduce el valor de la cosecha o incrementa sus costos de
produccion. El concepto de plaga agricola implica reduccion en el valor o en el
beneficio econdmico que se obtiene de la cosecha; puede tratarse de reducciones
en cantidad de la cosecha, en la calidad del producto, o en el incremento de los
costos de produccién. Se entiende por pérdida de calidad el deterioro en la
presentacion o aspecto del producto cosechado, o la disminucion de su valor
nutritivo u otra cualidad que influya en el uso del producto y baje su valor unitario
(Cisneros, 1995). Cuando la reduccidon de la cosecha se produce en grandes
extensiones, la escasez del producto suele traer consigo el incremento de su
precio en el mercado; en esas condiciones puede suceder que la disminucion de
la cosecha no necesariamente represente una pérdida econdmica para los

productores.

Plagas de Insectos

Para los cereales almacenados en condiciones estandares puede esperarse una
pérdida de entre el 10 y el 30% de la produccion total durante una temporada de
almacenamiento (FAO, 1985) debido al ataque de las plagas de insectos. Estas

plagas se clasifican en dos grupos: primarias y secundarias.
6



Las plagas primarias son los insectos que mayor dafo causan al grano
almacenado, ya que son capaces de iniciar el ataque al grano rompiendo la
semilla. Estos insectos infestan al grano porque éste les proporciona el lugar
apropiado para que vivan y se multipliquen ya que contiene el alimento, el aire, la
humedad y el calor que necesitan para desarrollarse. Algunos insectos tales como
los gorgojos de arroz (Sitophilus oryzae L.), maiz (Sitophilus zeamais M.) y trigo
(Sitophilus granarius L.), la palomilla dorada (Sitotroga cerealella O.), el
barrenador mayor (Prostephanus truncatus H.) y el barrenador menor de los
granos (Rhyzophertha dominica F.) son ejemplos de éste tipo de plagas (Garcia y
col., 2007).

Dentro de los insectos del grupo de las plagas secundarias se encuentran aquellos
que se presentan en el grano almacenado una vez que los insectos primarios han
atacado, o bien cuando el grano ha tenido practicas deficientes de manejo o
almacenamiento. Generalmente, se alimentan de la harina y de los granos rotos y
perforados. El gorgojo confuso de las harinas (Tribolium confusum), el gorgojo
castafo de la harina (Tribolium castaneum H.), y el gorgojo plano de los granos
(Cryptolestes pusillus) son ejemplos caracteristicos de este tipo de plagas
(Gonzélez, 1995).

Métodos de Control de Plagas Agricolas de Insectos

Los métodos de control de plagas pueden definirse como el conjunto de practicas
y/o técnicas que tienen como objetivo fundamental disminuir la densidad de
poblacién de una plaga debajo del nivel en el cual comienza a causar perjuicio
economico. Actualmente, se tiende a utilizar el control integral de plagas, que
consiste en la combinaciéon de métodos mecanicos, fisicos, biolégicos y quimicos
principalmente, alcanzando una mayor eficacia con un menor impacto ambiental y

coste econémico.



El método de control quimico es el mas implementado en los cultivos agricolas
para el control de las plagas de insectos, el cual consiste en la represion de sus
poblaciones o la prevencién de su desarrollo mediante el uso de substancias
quimicas. Los compuestos quimicos que se utilizan en la proteccion de los cultivos
reciben el nombre de pesticidas o plaguicidas y en el caso para insectos,

insecticidas (Cisneros, 1995).

Debido a su gran eficacia los tratamientos con insecticidas para el control de
plagas se han utilizado de manera indiscriminada a lo largo de los afos. Esto ha
generado diversas problematicas como contaminacién ambiental, aparicién de
nuevas plagas que se consideraban secundarias y un aumento creciente en la
resistencia de los insectos a los distintos inhibidores dado a que éstos cuentan con
diversas enzimas digestivas, como proteasas y amilasas, que les permite
adaptarse a diferentes fuentes alimenticias y proliferar facilmente debido a la
tolerancia que presentan a inhibidores que se encuentran de manera natural en

los cereales (Cinco y col., 2006; Cinco y col., 2008; Zuniga, 1985).

Ciclo de Vida de Rhyzopertha dominica

Como se mencion6 anteriormente, el insecto R. dominica se clasifica como una
plaga primaria que atacan a los granos almacenados. Es una de las especies mas
destructoras, con mayor abundancia y distribucién en grano de trigo almacenado
(Cuperus y col., 1986). R. dominica es un insecto holometabolo, es decir, se
somete a una metamorfosis completa donde su ciclo de vida incluye cuatro
etapas: huevo, larva, pupa y adulto (Figura 1). La anatomia de las gonadas
femeninas y los procesos de vitelogénesis y la formacion de los sobres de huevo

son similares a los descritos para otros insectos (Szklarzewski y col., 1992).



Huevecillo

Los huevecillos o huevos de R. dominica son depositados en el grano ya sea en
grupos o de manera solitaria entre los excrementos producidos por el insecto. El
huevo es opaco, de color blanquecino con una apariencia cerosa cuando esta
recién puesto, pero después de poco tiempo adquiere un color rosado (Kucerova y
Stejskal, 2008). El huevo, que es de forma ovalada, es de unos 0.5-0.6 mm de
longitud y 0.2-0.25 mm de diametro (Thompson, 1966; Lecato y Flaherty, 1974;
Kucerova y Stejskal, 2008). Las puntas oxidadas oscuras de las mandibulas y la
espina del abdomen de la larva son visibles a través del corion al final del
desarrollo de los huevos (Kucerova y Stejskal, 2008). La mayoria de los huevos se

ponen durante los primeros dias y en la cuarta semana (Golebiowska, 1969).

Larva

Hay un promedio de cuatro estadios de R. dominica, el primero de ellos es de
aproximadamente 0.78 mm de longitud y 0.13 mm de ancho a través de la capsula
de la cabeza. La larva es muy activa y se mueve rapidamente sobre los granos,
los cuales mastica y se convierte en el nucleo a través de los dafios causados por
los adultos y se mantiene en el grano hasta que se convierte en pupa y emerge
como un adulto (Winterbottom, 1922; Potter, 1935). El segundo estadio es similar
en forma al primero, pero mas grande en tamano, alcanzando los 1.1 mm de largo,
y 0.17 mm de espesor a través de la capsula de la cabeza (Potter, 1935). En la
tercera y cuarta etapa son practicamente inmoviles y durante estas dos etapas la
cabeza se retrae hacia el térax, que en este momento esta hinchada y podria
decirse que no hay una diferencia notable en el color entre la primera, segunda y

tercera fase larvaria.



Sin embargo, en el cuarto estadio, la region ventral es blanquecina, la cabeza es
de color marrén claro, y el color de las mandibulas de color marrén oscuro o casi
negro. El desarrollo a través de todos los estadios tarda alrededor de 16 dias en

condiciones Optimas para el desarrollo rapido de la fase larvaria (Birch, 1945).

Pupa

Esta etapa no implica la muda y se puede distinguir de las larvas maduras por su
forma cilindrica mas alargada y por su cabeza extendida. Durante este estadio no
se alimenta y es relativamente inmovil, pero es capaz de retorcerse limitadamente.
La longitud corporal promedio es de 3.15 mm de longitud y el diametro de la
capsula de la cabeza es 0.5 mm. La duracion de la etapa prepupal es muy corta la
cual dura alrededor de un dia y medio. Las pupas de R. dominica no poseen sus
apéndices fijados al cuerpo, se encuentran inactivos, y su movimiento corporal se
limita a los segmentos abdominales. Las pupas jévenes son de color blanquecino,

pero mas tarde se logra apreciar un pigmento marrén (Edde, 2012).

Adulto

Los adultos recién formados emergen del nucleo por la masticacion a través de la
capa externa del grano y puede estar sin comer durante 3-5 dias después de
haber emergido. El escarabajo adulto es 2-3 mm de largo y 0.8-1 mm de ancho. El
peso corporal oscila desde 0.99 hasta 1.38 mg, mientras que el peso medio
corporal es de aproximadamente 1.20 mg. El insecto es de color marrén rojizo a
marron oscuro y el margen anterior del térax en forma de cupula es crenulado
(Schwardt, 1933).
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Figura 1. Ciclo de vida de Rhyzopertha dominica. Modificado de Paul Boles.
(2016).
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Enzimas Digestivas

Los insectos que infestan al grano de los cereales durante su almacenamiento
poseen un sistema enzimatico muy eficiente que les permite alimentarse
exitosamente causando grandes pérdidas econémicas. En el caso de R. dominica,
el insecto posee varias isoamilasas que hidrolizan eficientemente el almidén del
grano de trigo (Cinco-Moroyoqui y col, 2006; Cinco-Moroyoqui y col., 2008), asi
como varias enzimas del tipo serina proteasas (Zhu y Baker, 1999). Las serina
proteasas son hidrolasas que degradan enlaces peptidicos y poseen en su centro
activo un aminoacido de serina esencial para la catalisis enzimatica. Esta clase de
enzimas (clasificadas como EC 3.4.21) incluye a la tripsina, quimotripsina,
elastasa y otras. Las serina proteasas y las proteasas en general, cortan la cadena
polipeptidica en el lado carboxilo de aminoacidos especificos, reconociendo
ciertas secuencias en su estructura primaria (Nelson y Cox, 2009). Existe una
cierta homogeneidad estructural en las serina proteasas en cuanto a conformacion
tridimensional, lo que sugiere una relacion evolutiva (Rihlmann y col., 1973;
Briand y col., 1999).

Tripsina

La tripsina estd implicada en las fases iniciales de la digestion de proteinas,
escindiendo preferentemente los enlaces internos de las cadenas polipeptidicas
en el lado carboxilo de los L-aminoacidos basicos, arginina o lisina. La tripsina ha
sido aislada del intestino medio de diversas especies de insectos y tipicamente
exhiben una masa molar relativa (M;) de 20 kDa a 35 kDa y pH éptimo alcalino
(Terra y Ferrerira, 1994). Investigaciones han demostrado que las especificidades
de esta enzima son similares entre tripsinas de diferentes especies. Sin embargo,
algunas propiedades de las tripsinas de insectos contrastan con las de las

tripsinas de vertebrados.
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En vertebrados es producida en forma de tripsindgeno (enzima inactiva), y luego
es activada en el duodeno por la enteroquinasa a tripsina donde es esencial para
la digestion. Este mecanismo de activacion es muy comun entre las serina
proteasas y sirve para prevenir la autodigestion en el pancreas (Nelson y Cox.,
2009). El pH 6ptimo es 8 y la temperatura éptima es 37 °C. Es una enzima
especifica ya que liga al péptido en las posiciones del carboxilo de residuos
arginina o lisina en la cadena, ambos aminoacidos con grupos R cargados
positivamente, fragmentando al péptido inicial (Graf y col., 1987). Por otra parte,
las tripsinas de insectos no se activan ni estabilizan mediante iones de calcio
(Ward, 1975; Levinski y col., 1977; Jany y col., 1978; Johnston y col., 1991) y son
inestables en pH acido (Miller y col., 1974, Ward, 1975, Jany y col., 1978, Sakal y
col.,, 1989). Sin embargo, algunas tripsinas son estables en pH acido como la
enzima tipo tripsina de Musca domestica (Lemos y Terra, 1992). Otra diferencia
interesante entre las tripsinas de insectos y vertebrados es su sensibilidad a los

inhibidores naturales presentes en plantas (Purcell y col., 1992).

La tripsina de humano (E.C.3.4.21) consta de una cadena polipeptidica de 224
aminoacidos de longitud que adopta la forma de una molécula globular con dos
dominios con una gran cantidad de laminas 3 plegadas. En el punto de contacto
de ambos dominios, la superficie de la tripsina presenta una abertura que alberga
el lugar de unién del sustrato (Figura 2). El residuo de aspartato (Asp 189)
localizado en la regién catalitica de las tripsinas tiene la funcion de atraer y
estabilizar lisinas y argininas (ambas cargadas positivamente) y por ello es
responsable de la especificidad de la enzima. Esto significa que las tripsinas
predominantemente cortan proteinas en el extremo carboxilico (o extremo C-
terminal) de sus residuos de lisinas y argininas, excepto cuando el residuo

siguiente es una prolina (Perona y col., 1993).
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Enlace Escindible

Asp 189

Figura 2. Sitio activo de tripsina (E.C.3.4.21). En el fondo de la hendidura
hidrofébica se encuentra un residuo de Asp 189. La carga negativa del aspartato
sera estabilizada con aminoacidos de las cadenas laterales que contengan carga
positiva, como lo son Arg y Lys. Tomada de (Nelson y Cox, 2009).
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Quimotripsina

La quimotripsina (E.C.3.4.21.1) consiste en una cadena polipeptidica de 245
residuos, con cinco enlaces disulfuro (Cohen, 1975). Es una enzima digestiva
encargada de degradar las proteinas de los alimentos. Las enzimas de tipo
quimotripsina se componen de dos dominios de barril B yuxtapuestos con los

restos cataliticos a través del barril (Kraut, 1977; Bazan y Fletterick, 1990).

De la misma manera que con tripsina, algunas propiedades de las quimotripsinas
de insectos difieren con las de las quimotripsinas de vertebrados, como su
estabilidad a pH acido (Ward, 1975; Jany y col., 1978) y su fuerte susceptibilidad a
ciertos inhibidores (Jany y Pfleiderer, 1974; Baker, 1981; Sakal y col., 1988). In
vivo es una enzima proteolitica que actuan en los sistemas digestivos de los
mamiferos y otros organismos. Rompe detras de aminoacidos aromaticos y facilita
la rotura de enlaces peptidicos por reacciones hidroliticas, un proceso que a pesar
de ser termodinamicamente favorable ocurre de forma extraordinariamente lenta
en ausencia de catalizadores. El principal sustrato de la quimotripsina incluye el
triptéfano, tirosina, fenilalanina y metionina, que son hidrolizados en el carboxilo
terminal (Jelinek y col., 2004; Nelson y Cox, 2009). En la Figura 3 se muestra la
serie de reacciones que ocurren cuando quimotripsina hidroliza un enlace
peptidico en una proteina sustrato. Tres aminoacidos dentro del sitio activo de la
enzima, una serina, una histidina y un &acido aspartico, tienen un papel muy
importante. La reaccion esta dividida en dos pasos donde primeramente un atomo
de oxigeno con carga eléctrica negativa de la cadena lateral de la serina de la
enzima incide sobre un atomo de carbono del sustrato. Como resultado, se
hidroliza el enlace peptidico del sustrato y se forma un enlace covalente entre la
serina y el sustrato, lo que desplaza al resto del sustrato como uno de los
productos (Botos y col., 2000). La capacidad de la serina para llevar a cabo esta
reaccion depende del residuo de histidina cercano, el cual atrae al protén del
grupo hidroxilo de la serina, lo que aumenta la potencia nucleofilica del 4tomo de

oxigeno del grupo.
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Las enzimas también utilizan moléculas de agua con frecuencia en las reacciones
que catalizan. En el segundo paso que se muestra el enlace covalente entre la
enzima y el sustrato se divide por una molécula de agua, lo que devuelve a la
enzima a su estado original libre y libera el resto del sustrato como el segundo
producto (Gerald, 2006).
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Figura 3. Representacidén esquematica del mecanismo catalitico de quimotripsina.
Modificado de Gerald, K. (2006).
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Expresion Génica y Actividad Enzimatica en Insectos

La regulacién de la expresidn génica constituye un aspecto fundamental en la
regulacion global del metabolismo celular y en la direccion y mantenimiento de
diferencias estructurales y funcionales existentes en células en desarrollo. Debido
al alto coste energético de la sintesis proteinica, la regulacion de la expresion
génica es esencial para que la célula pueda hacer un uso 6ptimo de la energia
disponible (Nelson y Cox, 2009)

De la misma manera que cambian las necesidades celulares de diferentes
proteinas, los mecanismos por los que se regulan sus respectivos genes también
varian. El grado y tipo de regulacién reflejan de forma natural la funcién del
producto proteinico del gen. Algunos productos génicos son siempre necesarios y
sus genes se expresan a nivel mas o menos constante en practicamente todas

células de una especie u organismo (Gerald, 2006).

En todos los organismos vivos las células regulan sus actividades mediante la
activaciéon o desactivacion de la expresion de sus genes. La expresion genética es
generalmente proporcional al numero de copias de ARN mensajero (ARNm) de un
gen determinado. Este es un hecho crucial cuando se trata de identificar la
presencia de productos celulares especificos ya que el ARNm es traducido en los
ribosomas para formar proteinas. Por lo tanto, es posible obtener datos relativos a
la produccién de elementos bioldgicos si la expresion de los genes de una célula

es conocida (McPherson y col., 2008).

Se ha reportado que diversos factores como la disponibilidad de nutrientes, la
presencia de inhibidores y el estadio de desarrollo de los insectos se encuentren,
pueden influir en las necesidades celulares de distintas proteinas, asi como variar
los mecanismos por los que se regulan sus respectivos genes (Prud'homme y col.,
2007).
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Esta demostrado que la inanicién en insectos da como resultado una fuerte
disminucion de la actividad de enzimas del tipo serina proteasa. Esto ultimo
presumiblemente representa un mecanismo de ahorro de energia y previene la
auto-digestion del intestino medio por una cantidad excesiva de proteasas en el

sistema digestivo cuando no hay alimento presente (Spit y col. 2014)

En 1999 un estudio realizado en Drosophila melanogaster por White y col., sefiald
que el incremento en la concentracién de ecdisona, hormona que da lugar al inicio
de la metamorfosis del insecto, induce la expresion de genes que codifican para
proteinas que son requeridas por la larva y causa la formacién de sitios de alta
expresion y también que dicha expresion disminuye cuando se da la transicion de

larva a pupa.

Por otra parte, Chougule y col. (2005) encontraron diferencias significativas en el
nivel de expresion de cinco proteasas intestinales del tipo tripsina en diferentes
estadios del desarrollo larvario de la oruga del tabaco Helicoverpa armigera,
observando niveles altos de expresion en los primeros estadios. Otras
investigaciones han demostrado que la presencia de inhibidores provenientes de
las plantas impacta sobre la expresion de diferentes genes. Kuwar y col. (2015) en
un estudio sobre H. armigera, presenté una regulacion adaptativa de serina
proteasas digestivas en el intestino medio de larvas en respuesta a un inhibidor de
tripsina exraido de la soja, asi como disminucion de la expresion génica de tripsina

y aumento de la expresion de quimotripsina insensible al inhibidor.

Otros resultados en H. armigera enfatizan la complejidad de la protedlisis digestiva
y su control en el insecto. Se propone que no solo el insecto es capaz de recurrir a
un gran numero de genes codificadores de proteasas para producir enzimas con
propiedades diferentes para la digestion de proteinas, sino que también es capaz
de regular su expresion de forma diferente cuando se introducen inhibidores de
proteasa en la dieta y por lo tanto responder a proteinas vegetales defensivas
(Bown y col., 2004).
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Un ejemplo de esto es lo reportado por Kuwar y col. (2015) donde sefialaron que,
aunque inicialmente la actividad proteolitica aportada por la expresion de tripsinas
y quimotripsinas de H. armigera puede ser por medio de una expresion del tipo
“shotgun”, donde hay un aumento en la expresibn de proteinas
independientemente de su clase, las larvas eventualmente regulan selectivamente
la expresidn génica de proteasas en respuesta a la accion inhibitoria. Se ha
sugerido que la produccion de proteasas inactivas podria secuestrar los
inhibidores de proteasas ingeridos en la dieta y proporcionar asi una ventaja
adaptativa sin la necesidad de cantidades excesivas de actividad de proteasas en

el intestino medio (Mazumdar-Leighton y col., 2000).

Por otra parte, se han encontrado que existen pequefas variaciones en las
regiones conservadas que rodean a los residuos de la triada catalitica de serina
proteasas, de acuerdo con informes previos realizados en diferentes insectos (Zhu
y Baker, 1999; Coates y col., 2006; Prabhakar y col., 2007; Marshall y col., 2008).
Sin embargo, los efectos de estas variaciones de secuencias sobre la actividad

enzimatica y la sensibilidad permanecen poco claros.

Las estrategias de control de plagas utilizando inhibidores de proteasas se han
basado en el perfil de proteasas intestinales de las etapas larvarias de los
insectos, siendo las serina proteasas predominantes. El analisis de los perfiles de
proteasas intestinales de diferentes instares revela diferentes niveles de actividad
proteolitica en los diferentes estadios. También se ha observado variaciones
significativas en las actividades especificas de tripsina, quimotripsina, cisteina
proteasa, carboxipeptidasa-A y aminopeptidasa-N a través de los instares de
Epiphyas postvittana (Simpson, y col., 2007). Se ha reportado que multiples
funciones del desarrollo de los insectos se ven afectadas por la inhibicion parcial o
total de tripsina, quimotripsina, elastasa, entre otras enzimas digestivas, por parte
de inhibidores de serina proteasas, denominados serpinas, los cuales también se

encuentran ampliamente distribuidas en diferentes especies (Li y col., 2017).
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Jamal y col. (2015) purificaron un inhibidor de proteasas de las semillas de Butea
frondosa (Butea monosperma) (BmPl), y estudiaron su influencia en la fisiologia
del desarrollo de H. armigera. El inhibidor mostré actividad inhibitoria de tripsina en
un amplio intervalo de pH y temperatura y en respuesta la fertilidad y la fecundidad
de H. armigera disminuyeron mientras que la duracion de la etapa larval y pupa se
extendié. Sellami y Jamoussi (2016) mostraron que el desarrollo de las larvas
minero de la hoja de tomate Tuta absoluta en comparacion con otras etapas de su
ontogenia, fue mas afectado por un inhibidor de la B-glucosidasa (D-glucono-6-
lactona) que por el inhibidor de serina proteasas (inhibidor de la tripsina extraido

de la soja).

Todas estas observaciones enfatizan la necesidad de estudios bioquimicos y
biomoleculares adicionales para conocer mas sobre la expresidon génica de
diferentes enzimas y las implicaciones de las variaciones en las secuencias de
aminoacidos de diversas proteasas, asi como la susceptibilidad de las enzimas de
los insectos a los diferentes inhibidores durante las diferentes etapas de su

ontogenia.
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HIPOTESIS

Durante la etapa adulta de Rhyzopertha dominica se disminuye la expresién de
genes y la actividad enzimatica de tripsina y quimotripsina con respecto al estadio

larval.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar la expresion génica y la actividad enzimatica de tripsina y quimotripsina de

Rhyzopertha dominica durante su ontogenia.

Objetivos Particulares

= Obtener una secuencia parcial del ADN complementario de tripsina vy

quimotripsina de R. dominica.

= Cuantificar el ARNm de tripsina y quimotripsina de R. dominica durante su

ontogenia por PCR en tiempo real.

= Evaluar la actividad enzimatica de las enzimas proteoliticas durante la etapa

larval y adulta de R. dominica por métodos cualitativos y cuantitativos.
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MATERIALES Y METODOS

Generacion de la Colonia de Rhyzopertha dominica

La colonia se generd a partir de insectos de Rhyzopertha dominica obtenidos del
Laboratorio de Entomologia del Departamento de Investigacion y Posgrado en
Alimentos (DIPA) de la Universidad de Sonora, utilizando una poblacién de 100
insectos no sexados para infestar a 1 kg de trigo (Triticum durum), y se incub6 a
27 °Cy 70% de humedad relativa en una cadmara de cria durante un periodo de 15
dias de oviposicion. Posteriormente, se recuperaron las larvas y los adultos, los
cuales fueron lavados para eliminar particulas ajenas al insecto en 20 mL agua
jabonosa en una proporciéon de 10:1, hipoclorito de sodio al 2% y agua destilada,

posterior a esto se dejaron secar.

Aislamiento del ARNm Total de Rhyzopertha dominica

Para la obtencion de las secuencias de ADNc se aislé el ARN total de insectos
adultos y larvas, utilizando 50 y 15 mg respectivamente. Los insectos fueron
homogenizados en 250 mL del reactivo TRIzol® (Invitrogen, CA), que tiene su
fundamento en la metodologia descrita por Chomczynski y Sacchi (1987);
siguiendo las instrucciones del fabricante. Una vez homogenizados los insectos
con 1 mL de TRIzol®, se adicionaron 200 pL de cloroformo, se incubd por 5 min a
temperatura ambiente y se centrifugd a 12,000 x g por 15 min a 4 °C. Se colecté la
fase acuosa y se repiti6 la extraccion adicionando 500 pL de TRIzol®.
Posteriormente, se centrifugd a 12,000 x g durante 15 min a 4 °C y se colecté de
nuevo la fase acuosa a la que se le adicioné 1mL de isopropanol frio, se incubd
por 10 min y se centrifugd a 12,000 x g por 15 min a 4 °C. Se colecto el pellet
resultante, el cual fue lavado con 1 mL de etanol al 75% en agua tratada con 0.1%

dietilpirocarbonato (DEPC, por sus siglas en inglés) frio. Se llevé a cabo una
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ultima centrifugacién a 7,500 x g por 5 min a 4 °C, y se elimin6 el sobrenadante,
asi como el exceso remanente de etanol y posteriormente se adicionaron 30 uL de
agua DEPC al 0.1%.

Cuantificacion y Evaluacion de la Integridad del ARN Total

El ARN total obtenido de la extraccion se cuantificé a una longitud de onda de 260
y 280 nm en un espectrofotometro NanoDrop® ND-1000 v 3.5.2, (Thermo
Scientific, USA). Posteriormente, la integridad del ARN se evalué por electroforesis
en gel de agarosa al 1 % con UView ™ 6x Loading Dye (1 pyL/5 pL de muestra;
Bio-Rad Laboratories, Inc.) como marcador fluorescente, utilizando 3 ug de ARN
total. La electroforesis se corrié a 60 volts y las bandas fueron detectadas en un
fotodocumentador Gel Doc™ EZ Gel Documentation System (Bio-rad, USA),

empleando el programa informatico Image Lab™ Sofware (Bio-rad, USA).

Eliminacion del ADN Gendmico Contaminante Presente en las

Muestras de ARNm Total y Sintesis de ADN Complementario

Para eliminar la contaminacion por ADN gendémico (ADNg) en las muestras de
ARN total, se trataron 8 ug de cada muestra con DNasa | (1 U/pg de ARN; Sigma,
USA) como lo indican las instrucciones del fabricante. Brevemente, se incubaron
las muestras a 37 °C por 20 min y se inactivé la enzima adicionando 1 uL de
EDTA 50 mM y elevando la temperatura a 70 °C por 10 min. Una vez terminado el
tratamiento se realizé un PCR con la finalidad de confirmar la ausencia del ADNg.
El ADN complementario (ADNc) se sintetizd a partir de 5 ug de ARN total de R.
dominica libre de ADNg empleando el kit comercial Superscript First Strand
Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen, CA), en el cual se homogenizaron los 5
Mg de ARN total con 1 pL de oligo dt y 1uL de dNTP mix 10 Mm. Posteriormente
se incubd 5 min a 65 °C, al termino se agregaron 10 yL de una mezcla que incluye

por reaccion 2 uL de buffer RT 10x, 4 yL de MgCl,; 25 Mm, 2 uL de DTT 0.1M, 1
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ML de RNAsaOut (40 U/uL) y 1uL de Superscript 1ll RT (200 U/ uL) y se incubé a
50 min a 50 °C, posteriormente, se elevd la temperatura a 85 °C por 5 min y

finalmente se incubd por 20 min a 37 °C y se almacend a -10 °C.

Amplificacion del Gen de Tripsina y Quimotripsina por PCR

Se implementaron condiciones Optimas para la amplificacion por PCR de los
fragmentos de los genes de tripsina y quimotripsina. Durante el proceso de
amplificacion se utiliz6 como templado el ADNc sintetizado libre de contaminante.
Los oligonucledtidos fueron disenados a partir de secuencias codificantes de
tripsina y quimotripsina de R. dominica reportadas en las bases de datos
(GenBank: AF127088.1, AF130842.1, AF130841.1, AF130840.1) con las
siguientes caracteristicas: 40-60% GC, longitud entre 17 y 23 pares de bases y
GC clamp en los extremos. También se disefaron con la finalidad de obtener un
amplicdn de entre 150 y 250 pares de bases, tamafo suficiente para poder realizar
la evaluacién de la expresidon génica. El tamafio de las bandas resultantes de la
amplificacion por PCR de los genes de tripsina y quimotripsina, fueron verificadas
por medio de electroforesis en gel de agarosa al 1% tenido con Uview ® 6x
loading dye (Bio-Rad, USA). Cada gel se corrid6 a 60 volts y las bandas fueron

reveladas en un fotodocumentador de luz Gel Doc™ EZ System de Bio-Rad.

Cuantificacion del ARNm por PCR en Tiempo Real

La cuantificacion del ARNm de los genes por RT-PCR en tiempo real fue realizada
en un equipo StepOne Real-Time PCR-System (Applied Biosystems, USA) basado
en la deteccion y cuantificaciéon del fluoréforo SYBR-Green intercalado en las
dobles cadenas de los productos de PCR. Las condiciones de amplificacién se
muestran en la Tabla 1. Cada reaccion de PCR en tiempo real incluy6 12.5 uL de
una mezcla Master mix for real-time gPCR with green-fluorescent DNA stain (Jena

Bioscience, Germany), 0.8 uM de cada oligonucleétido (sentido y antisentido) y
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200 ng de ADNC sintetizado a partir de ARN total de cada muestra. Asi mismo en
cada reacciéon de PCR en tiempo real se incluyeron controles negativos sin
templado y sin oligonucledétidos. Se construyé una curva estandar para el gen de
la tripsina y quimotripsina utilizando producto de PCR purificado como templado.
Se realizaron 10 diluciones seriadas de 0.25 ng a 2.5x10° ng para las curvas
estandares de tripsina y quimotripsina. La eficiencia del PCR (%) fue calculada

para cada fragmento y comparada entre ellos de manera equivalente.
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Tabla 1. Condiciones para la cuantificacion de los fragmentos de interés por PCR

en tiempo real.

Gen Paso Temperatura Tiempo
1 95 °C 10 min
2 95 °C 15s
3 42 °C 25s 40 ciclos
Tripsina 4 72 °C 20s
5 95 °C 15s
Curva de
6 42 °C 25s L
disociacion
7 95 °C 15s
1 95 °C 10 min
95 °C 15s
52 °C 25s 40 ciclos
Quimotripsina 4 72 °C 20 s
95 °C 15s
Curvas de
52 °C 25s L
disociacion
95 °C 15s
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Preparaciéon de Extractos Proteoliticos

La preparacién de los extractos proteoliticos se realizd6 segun la metodologia
propuesta por Osuna-Amarillas y col. (2012), donde se muestrearon larvas y
adultos de R. dominica tomando 100 y 200 ejemplares respectivamente, los cuales
se homogenizaron en buffer de ensayo (buffer fosfato 100 mM, pH 8). La mezcla
se hizo pasar a través de papel filtro Whatman® Grade 42 y se centrifugd a 10,000
X g durante 30 min a 4 °C en donde se recuperé el sobrenadante. El
homogeneizado se satur6 con sulfato de amonio al 25% durante 1 h. El
precipitado formado se centrifugd a 10,000 x g durante 1 h, se disolvié en buffer de
ensayo y fue pasado a través de filtros de nylon de 0.45 um. Se llevé a cabo una
cromatografia de interaccion hidrofébica (CIH), donde aproximadamente 45 mg de
proteina de la fraccion resultante se cargaron en una columna de fenil sefarosa
equilibrada con buffer de ensayo con 25% (w / v) de saturacion de sulfato de
amonio. Después de que toda la proteina no unida se desprendié de la columna
con buffer de equilibrio, la proteina con actividad proteolitica se eluyé con un

gradiente lineal de etilenglicol en buffer de ensayo sin sulfato de amonio.

Ensayos Proteoliticos

Se colectaron las fracciones obtenidas de la cromatografia de interaccién
hidrofébica que presentaron actividad utilizando un sustrato especifico para
tripsina  (BApNA, N-benzoil-arginina-p-nitroanilida). Dicha actividad fue
determinada mediante un ensayo enzimatico que consiste mezclar 75 uL de la
fraccién, 325 uL de buffer de ensayo, 200 pL solucion BApNA (BApNA 0.4 mg/mL,
200uL dimetil sulféxido, buffer de fosfato 100 mM, pH 8). Esta mezcla de reaccion
fue incubada durante 10 min a 37 °C, posteriormente se detuvo la reaccion con

150 pL de acido tricloroacético al 30%.
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Finalmente, se tomé lectura de absorbancia a una longitud de onda de 410 nm. Se
establecié una unidad de actividad como el cambio en 0.01 unidades de

absorbancia en las condiciones del ensayo.

Tambien se realizé un ensayo de actividad proteolitica total, utilizando azocaseina
como sustrato basandose en la metodologia de An y col. (1994). La mezcla de
reaccion consistié en 100 pL de la fraccién purificada, 100 yL de buffer de ensayo,
y 300 pyL de azocaseina al 0.5%. La reaccion fue detenida con 500 pL de acido
tricloroacético al 30% transcurrida 1 h de incubacién a 37 °C. Posteriormente, se
centrifugd a 2,000 x g por 5 min, y al sobrenadante se le agrego 60 uL NaOH 10
N. Finalmente, se tom¢é lectura de absorbancia a una longitud de onda de 428 nm.
De igual manera que el ensayo de actividad del tipo tripsina, se establecié una
unidad de actividad como el cambio en 0.01 unidades de absorbancia en las

condiciones del ensayo.

Cuantificacion de Proteina

El contenido de proteina de los extractos proteoliticos de insectos se determind
por el método de Lowry con una modificacion que da una respuesta
espectrofotografica lineal a una longitud de onda de 650 nm (Hartree, 1972). El
ensayo se realizd por triplicado y consistié inicialmente en 100 uL de la muestra,
900 pL de agua y 900 pL de solucion A (NaxCOs al 2%, NaOH 0.1 M). Se incubd la
mezcla durante 10 min a 50 °C. Seguido de esto se mantuvo a temperatura
ambiente por 3 min y se agregaron 100 pyL de la solucion B (tartrato sodico-
potasico al 2%, CuS0O4-5H,0 al 1%). Transcurridos 10 min se agregaron 3 mL de
la solucion C (reactivo de Folin-Ciocalteau diluido con agua en proporcién 1:15) y
se incubé nuevamente durante 10 min a 50 °C. El blanco consistié en la misma
mezcla de reaccidn a excepcidn que se sustituyd el volumen de la muestra por un

volumen de agua.
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Se construyd una curva estandar con albumina de suero bovino al 0.1% (BSA, por
sus siglas en inglés). A partir de esta concentracion se realizaron alicuotas en el
rango de 0 a 100 pg en intervalos de 20 pg y se siguié el mismo procedimiento

descrito anteriormente.

Determinacion de los Parametros Cinéticos

Para determinar K, y Vmax, S€ combinaron cinco concentraciones de BApNA en el
intervalo de 0.1 / 1.0 mM con 20 unidades de actividad de proteasa en buffer de
fosfato 100 mM, pH 8.0. Las reacciones se llevaron a cabo como se ha descrito
anteriormente en el apartado de ensayos proteoliticos. La estimacién de los
parametros se obtuvo ajustando los valores observados de V, frente a la
concentracion de sustrato a la ecuacion de Michaelis-Menten utilizando software
de ajuste de curva de correlacion no lineal (SigmaPlot; Systat software). Con la
determinacién de los valores de Vimax Y Km se logro calcular la eficiencia fisiologica
(Vimax/Km)

Analisis por Zimografia

Los homogeneizados proteoliticos crudos y las fracciones reunidas de la
cromatografia de interaccion hidrofoba se analizaron por zimografia en
condiciones semidesnaturalizantes (Laemmli, 1970; Garcia-Carreno y col., 1993).
Las alicuotas de proteasas se combinaron en una relacion 5:1 con buffer muestra
sin B-mercaptoetanol y solamente con 4% de SDS, sin la realizacion de un
tratamiento térmico. Se cargaron 30 U de actividad de cada muestra en un sistema
de gel de poliacrilamida que consistia en un gel de separacién de acrilamida al
12% y un gel de compactacién al 4%, ambos conteniendo 1.35% de bisacrilamida.
La separacion de proteinas se realizé a un amperaje constante de 20 mA durante
3 h. El buffer de corrida fue Tris-HCI 25 mM, glicina 192 mM y SDS al 0.1 %, pH

8.3. Después de la electroforesis, se recupero el gel que contenia las proteasas y
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se sumergio en una solucién de caseina al 2% (pH 8.0) para primeramente ser
incubado con agitacion 30 min a temperatura de refrigeracion, y posteriormente a
37 °C durante 6 h. Finalmente, el gel fue tefiido con azul de Coomassie al 0.1% vy

destenido al transcurrir las 2 h.

Analisis Estadistico

Los datos de la evaluacién de la expresidn génica y actividad enzimatica fueron
analizados estadisticamente por una prueba t de student en el software NCSS
version 2007, comparando los datos de adultos y larvas. Se considerd un intervalo
de confianza del 95% (p < 0.05), ademas de la utilizacién de estadistica

descriptiva.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento y Evaluacion de la Integridad del ARN Total

Se realizaron las extracciones de ARN total de 3 muestras de larvas y 3 muestras
de insectos adultos. Una vez cuantificadas, se evalud la integridad del ARN total
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 % (Figura 4), en donde se observan
las bandas correspondientes a las subunidades del ARN ribosomal 18 y 28S entre
los 800 y 1000 pares de bases reportadas por la bibliografia, ademas, de la
ausencia de barrido en las muestras confirmando de esta manera la integridad del
ARN (Sambrook y col., 1989).

288
188

Figura 4. Integridad del ARN total de R. dominica. 1) 1 KB Plus como marcador
molecular. 2-5) Muestras de ARN total de R. dominica.
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Digestion del ADN Genémico

Dado que el ADN gendmico (ADNg) intrinseco del insecto cuenta con secuencias
codificantes (exones), las cuales estan presentes en el ARNm maduro, se realiza
una digestion de éste con la finalidad de evitar posibles interferencias en la
evaluacion de la expresion génica. En la Figura 5, se corrobora la eliminacién de
ADNg por la enzima DNAsa | debido a la ausencia de una banda de amplificacion
del gen de tripsina (carril 2-3), el control negativo (carril 4) indica que todos
componentes del PCR se encuentran libres de contaminantes y el control positivo
de tripsina (carril 5) indica un buen funcionamiento de los ciclos de amplificacion
del PCR.

'.

Ph
10000
8000
6000

3000
1000

800
700
600
500
400
SO0 -
200 p

100

N

' {

Figura 5. Digestion del ADN gendémico de R. dominica. 1) Marcador molecular 1
KB Plus. 2-3) ARN tratado con DNasa |. 4) Control negativo de la amplificacién
con tripsina. 5) Producto de PCR conocido amplificado con tripsina.
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Amplificacion del Gen de Tripsina y Quimotripsina por PCR

A partir de secuencias de R. dominica reportadas en bases de datos, codificantes
a tripsina y quimotripsina (GenBank: AF127088.1, AF130842.1, AF130841.1,

AF130840.1), se disefiaron los oligonucledtidos especificos para la amplificacion

de un fragmento de ADNc de 213 pb de tripsina y 243 pb de quimotripsina. Las

caracteristicas de cada oligonucleétido se describen en la Tabla 2, observandose

que cada uno cuenta con las propiedades necesarias para ser utilizados en la

evaluacion de la expresion génica.

Tabla 2. Caracteristicas de los oligonucleétidos disenados para tripsina y
quimotripsina de R. dominica.

. Secuencia T Amplicon
Gen Oligo o b
9 (5-3) P> (C)  (pb)
RdoTRFW TCGTCACGGGTTGGGG 16 57.8
Tripsina 213
RdoTRRV ACCATATCCCCAAGAAAC 18 489
RdoQFW3 CAACAT TTGCACGCTCACCA 20 56.7
Quimo- 043
tripsina RdoQRV1 GCCGAAACTGCGTTTATTAGAAC 23 547

pb: pares de bases; Tm: temperatura de fusion.
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Con el ADNCc sintetizado y oligonucledtidos especificos previamente disefiados se
logré llevar a cabo la amplificacién para los fragmentos de los genes de tripsina y
quimotripsina de R. dominica por PCR convencional. En la Figura 6 se muestran
las bandas de amplificacion de quimotripsina (carril 3) y tripsina (carril 7) en
conjunto con varios controles negativos (carrii 4-6). Las bandas obtenidas
sugirieron la obtencién de los fragmentos de interés de 213 pb correspondientes a

tripsina 'y 243 pb a quimotripsina.

Figura 6. Amplificacién de fragmentos de ADNc de R. dominica. 1) Marcador
molecular 1 KB Plus. 2) Fragmento no amplificado para quimotripsina. 3)
Fragmento de ADNc amplificado para quimotripsina. 4) Control negativo para
quimotripsina. 5) Control negativo para quimotripsina. 6) Control negativo para
tripsina. 7) Fragmento amplificado de tripsina.

Las secuencias nucleotidicas completas reportadas de quimotripsina y tripsina de
R. dominica fueron comparadas con la secuencias obtenidas en el laboratorio a
partir de los fragmentos amplificados que fueron elucidadas en la Unidad de

Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM.
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Utilizando los algoritmos BLAST y Clustal W se realizaron alineamientos multiples
entre las seuencias despositadas en bases de datos y las secuencias obtenidas
experimentalmente (TRYRdoSEC y QTRYRdoSEC). En el caso de tripsina los
oligonucleotidos utilizados fueron disefados para amplificar los tres tipos
reportados (Zhu y Baker, 1999), por lo que se hizo un alineamiento multiple entre
todas la secuencias (Figura 7), obteniendo especificamente un 99% porcentaje de
identidad con la tripsina tipo 3 (GenBank: AF130842.1; Figura 8). Por otro lado, se
observo un porcentaje de identidad del 97 % entre las secuencias de quimotripsina
(Figura 9). Una vez obtenidas y confirmadas estas secuencias se prosiguio con la
evaluacion de los cambios en la expresion de los genes de las enzimas por qRT-
PCR.

R. dominica TRYT1 GTCAATTTAAAGGATTGCCAAGAAGCCTACGGAGGAGACGTGGATGAGTCCATGATATGT
R. dominica TRYT2 = = —=-=——=——-—-————-—-—-—-- GGAGCCACACCCACTCAGCTTCAGAGCGTGGTAGTTCCCATC
R. dominica TRYT3 GTTTCGTTGGAAGAATGCAGAGCTGCATATGGACAAGCGGATGTCACCGATAGGATGGTT
TRYRdOSEC GTTTCGTTGGAAGAATGCAGAGCTGCATATGGACAAGCGGATGTCACCGATAGGATGGTT
* *
R. dominica TRYT1 GCAGGCGAATACTTAGATGGTGGAAAAGATTCATGCCAGGGTGACTCTGGTGGACCACTT
R. dominica TRYT2 TGCGCCGGAGTGGAAGAGGGAGGCAAGGACGCATGCCAGGGTGATTCTGGCGGCCCACTG
R. dominica TRYT3 TGCGCCGGATACACTGAGGGTGGAAAGGATGCTTGTCAGGGTGATTCTGGTGGCCCCCTG
TRYRdOSEC TGCGCCGGATACACTGAGGGTGGAAAGGATGCTTGTCAGGGTGATTCTGGTGGCCCCCTG
* *x Kk * *Kk kk Kk kk K*x * *k Kkhkkkkxkkk FKhAkkxkkk Kk kk Kxx
R. dominica TRYT1 GTGATAAATGGCGTGCAATATGGTATTGTTTCATGGGGATACGGTTGCGCTTTGCCTGGA
R. dominica TRYT2 GTCGCAGATGACGTGCTCGTCGGTCTCGTCTCCTGGGGATATGGTTGTGCCAGGCCCAAC
R. dominica TRYT3 GTTGTAGGTGATGAACTTATTGGTATCGTTTCTTGGGGATATGGTTGTGCAAGGCCTAAC
TRYRdOSEC GTTGTAGGTGATGAACTTATTGGTATCGTTTCTTGGGGATATGGTAAANCC---=--==--~
* *x * * * * * *hkk K Kk kk Khkhkhkkkkk kxx *

Figura 7. Alineamiento de la secuencia parcial obtenida con los tres tipos de
tripsina reportadas de R. dominica (GenBank: AF130842.1, AF130841.1,
AF130840.1). El simbolo (*) indica las bases que se conservan en las secuencias.
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R. dominica TRYT3 GGTGGATCATTGCCTTCCATCCTCCAGGTGGTGC-AGGTGCCGATCGTTTCGTTGGAAGA
TRYRdoSEC = =—======--- AGCATCCTCATCCTCCAGGTGGTGCAGGTGCCGAATCGTTTCGTTGGAAGA

Kk ok k ok ok ok ok ok ok ok ok koK ok ok ok * * Kok ok kok ok ok ok ok ok k ok ok ok ok ok ok

R. dominica TRYT3 ATGCAGAGCTGCATATGGACAAGCGGATGTCACCGATAGGATGGTTTGCGCCGGATACAC
TRYRdoOSEC ATGCAGAGCTGCATATGGACAAGCGGATGTCACCGATAGGATGGTTTGCGCCGGATACAC

LRSS S S S S SRR RS RS E RS SRR SRR R RS SRS EEEREEEEEEEEEEEEEEESSESEES]

R. dominica TRYT3 TGAGGGTGGAAAGGATGCTTGTCAGGGTGATTCTGGTGGCCCCCTGGTTGTAGGTGATGA
TRYRdoSEC TGAGGGTGGAAAGGATGCTTGTCAGGGTGATTCTGGTGGCCCCCTGGTTGTAGGTGATGA

LRSS S S S SRR SRS ERESSEREEEERREEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEESESEES]

R. dominica TRYT3 ACTTATTGGTATCGTTTCTTGGGGATATGGTTGTGCAAGGCCTAACTACCCAGGAGTATA
TRYRdoOSEC ACTTATTGGTATCGTTTCTTGGGGATATGGTAAANCC--==-==—=———-—-———————————

LR R R R R R R E R EEEEEEEEEEEEEEEEEE] *

Figura 8. Alineamiento de la secuencia del fragmento amplificado de tripsina con
respecto a la secuencia reportada con la que se presenta 99% de identidad
(GenBank: AF130842.1). El simbolo (*) indica las bases que se conservan en las
secuencias.

R. dominica QTRY GGAGAAGGAACTTGCAAGGGAGATTCAGGTGGACCACTGGTAGCCAATGGCAAATTGGTT
QTRYRdoSEC == ===-==--- NTACTGCANGGAGATCAGGTGGACCACTGGTGGCCAATGGCAAATTGGTT

* * AFrhkhk kA hxkxhkhkhkhxdxhkkkhk Hhkkkkhkhxkhkhkkhhkhkxkkx

R. dominica QTRY GGTGTTGTGTCTTGGGGAAATCCATGTGCCAAGGGTGAGCCTGATGGGTATACAAGGGTA

QTRYRdOSEC GGTGTTGTGTCTTGGGGAAATCCTNGTGCCAAGGGTGAGCCTGATGGGTATACAAGGGTA
R I R R

R. dominica QTRY TCGCACTATGTCGATTGGATAAGAGAGAAAACTGGTTTGGAAGTTTAATTGTTTGATTAA
QTRYRdOSEC TCGCACTATGTCGATTGGATAAGAGAGAAAACTGGTTTGGAAGTTTAATTGTCTGATTAA

LR R R R R EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE SIS EEEEE]

R. dominica QTRY AAGATTTGTATGAAGTTCTAATAAACGCAGTTTCGGCATTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
QTRYRdOSEC AATATTTGTATGAAAGTGTCCAAANTCGAATTTCTA-—-———=——-——————————=———————

* ok ok k ok ok ok ok ok ok ok ok ok *  x * % * Kk k ok k

Figura 9. Alineamiento de la secuencia nucleotidica de quimotripsina de R.
dominica reportada con respecto a la obtenida del fragmento amplificado
(GenBank: AF127088.1). El simbolo (*) indica las bases que se conservan en las
secuencias.
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Expresién Absoluta de Tripsina y Quimotripsina de R. dominica

La cuantificacion de ARN mensajero se realizé de manera absoluta mediante una
curva estandar del fragmento de ambos genes de concentracion conocida. Para
cada una de las seis diluciones, el cambio en la fluorescencia (ARn) se midi6 y se
representd frente a los ciclos umbrales (CT). Se generé una curva estandar

trazando los valores de CT contra la concentracién de ARN conocida (Figura 10).
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Figura 10. Curvas estandar para la cuantificacion absoluta de a) tripsina y b)
quimotripsina a partir de concentraciones conocidas de ARN.
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La eficiencia de las reacciones fue alrededor del 108 % en ambos casos y se
calcul6 a partir de la pendiente de la curva estandar (Tabla 3). Aunque
comunmente y con la finalidad de simplificar el analisis de la expresion relativa de
un gen se asume que las eficiencias para todas las curvas son del 100%, es
importante conocer la eficiencia real de la reaccion y tomarla en cuenta al
momento de calcular la expresion relativa del gen de interés, ya que al tratarse de
un incremento exponencial en el numero de copias se puede sobreestimar o

subestimar los niveles de expresion relativa (Pfaffl, 2001).

Tabla 3. Valores de la curva estandar de amplificacion de serina proteasas de R.
dominica.

Gen Pen(tlzir:?nte Intercepto Y R? Eficiencia (%)
Tripsina -1.38 6.71 0.98 108.64
Quimotripsina -1.36 7.45 0.99 108.44

En una reaccién de PCR en tiempo real no se detecta cuanto ADNc se acumula al
final, sino que se va midiendo continuamente para determinar en qué ciclo de la
PCR se alcanza un valor umbral (CT). Cuanto antes se alcance (numero de ciclos
mas bajo) mayor sera la concentraciéon inicial del ARNm. En la Figura 11 se
muestran los resultados de la cuantificacion del ARNm de larvas y adultos para los
genes de tripsina y quimotripsina obteniendo 6.32x10° y 3.90x10* ng/ pL y
6.83x10° y 3.88x10™ ng/ L respectivamente. Dado que la expresion genética es
generalmente proporcional al numero de copias de ARN mensajero (ARNm) de un
gen determinado, se concluye que existe una mayor expresion génica de ambos

genes en la etapa adulta del insecto.
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Figura 11. Cuantificacion de ARNm de a) tripsina y b) quimotripsina de larvas y
adultos de R. dominica. Diferentes literales representan diferencias significativas

entre tratamientos (p < 0.05).
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Los insectos cuentan una gran diversidad de habitos y fuentes de alimentacion,
por lo que poseen una alta versatilidad en la estructura y funcionalidad de su tracto
intestinal. Los cambios mayores en la estructura intestinal y en su funciéon casi
siempre ocurren en aquellos insectos en los que los alimentos larvarios y adultos
son diferentes, como es el caso de los insectos con metamorfosis completa
(Nation, 2008). Es por eso que las diferencias de expresién génica obtenidas
pueden tener una explicacion fisioldgica, ya que el paso de larva a adulto requiere
una serie de cambios drasticos que ocurren durante la fase de pupa, que es un
estado inmdovil intermedio entre larva y adulto (Koopmanschap y col., 1995;
Wheeler y col., 2000;). La reorganizacién de los tejidos tiene lugar por medio de la
accion de enzimas digestivas que destruyen la mayor parte de las células, lo cual
recibe el nombre de histdlisis y los nutrientes derivados de este proceso son
usados para construir los nuevos tejidos del adulto en el proceso de histogénesis
(Denlinger, 2002; Triplehorn y col. 2005).

Los resultados muestran que probablemente algunos tipos de serina proteasas se
expresen mayormente en adultos de R. dominica con respecto a las larvas, lo cual
propone una expresion diferencial a traves de las distintas etapas de la ontogenia
del insecto. Un comportamiento similar ha sido observado en las larvas de la
mosca mediterranea de la fruta (Ceratitis capitata), las cuales poseen serina
proteinasas de tipo tripsina y quimotripsina, mientras que las moscas adultas sélo
presentan proteinasas de tipo quimotripsina (Silva y col., 2006). Lo anterior sugiere
que algunas proteinas son especificas de cada etapa de la ontogenia de los
insectos, sin embargo, los estudios realizados hasta ahora no son suficientes para
establecer que existen conjuntos de genes especificos que gobiernan cada etapa

de desarrollo.

41



Se ha demostrado que los insectos recurren a un gran numero de genes
codificadores de proteasas para producir enzimas con propiedades diferentes para
la digestion de proteinas, y regulan su expresion de forma diferente cuando se
introducen inhibidores de proteasa en la dieta (Bown y col., 2004). Por lo que las
diferencias significativas detectadas en la expresion de los genes de las dos
enzimas digestivas entre las etapas de desarrollo estudiadas en este trabajo,
pueden también estar relacionadas por una respuesta adaptativa ante inhibidores
presentes en el trigo, esto con base a lo reportado por Kuwar y col. (2015),
quienes sefialan que existe diferentes grados de susceptibilidad a inhibidores de
serina proteasas dentro de las etapas de la ontogenia de la oruga del tabaco
(Helicoverpa armiguera). Por otro lado, la produccién de proteasas inactivas
podria secuestrar los inhibidores de las proteasas ingeridos en la dieta y
proporcionar asi una ventaja adaptativa sin la necesidad de cantidades excesivas

de actividad de proteasas en el intestino medio (Mazumdar-Leighton y col., 2000).

Otros estudios de expresion genética diferencial a diferentes dietas alimenticias
realizados en el gorgojo castano de la harina (Tenebrio molitor) y el gorgojo de las
harinas (Tribolium castaneum) han demostrado que las enzimas proteoliticas que
se encuentran en el tracto digestivo de estos insectos son diversas y que pueden
expresarse de acuerdo al tipo de inhibidores que presenta el alimento que
consumen las larvas (Terra y col., 1985; Terra, 1990; Thie y Houseman, 1990;
Terra y Ferreira 1994; Vinokurov y col., 2006). En R. dominica, Zhu y Baker (1999)
reportaron tres tipos de genes que codifican a diferentes tripsinas, o que sugiere
que el mismo comportamiento se pudiera estar presentando ante la existencia de
inhibidores de serina proteasas que se encuentran de manera natural en los

cereales.
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Purificacion de Fracciones Proteoliticas

Se eluyd una sola fraccidon que presenté actividad proteolitica del tipo tripsina de la
columna de fenil sepharose con etilenglicol al 50%, en ambos casos para las
proteasas de larvas y adultos de R. dominica. El procedimiento cromatografico
permitio la eliminacion del material proteinico que carecia de actividad proteolitica,
dejando por un lado las proteasas unidas a la columna de fenil sepharose. Se opt6
por trabajar con fracciones proteoliticas ya que se presentaron dificultades para la
separacion de las proteasas debido al caracter hidrofébico similar que poseen. La
tabla de purificacién (Tabla 4) muestra los valores de la actividad proteolitica del
tipo tripsina de las fracciones purificadas, asi como la de los extractos crudos de
larvas y adultos de R. dominica. Se calculd la actividad especifica a partir de las
lecturas de absorbancia y la concentracién de proteina. Los resultados de la
determinacién de la actividad especifica del tipo tripsina (Figura 12) mostraron una

mayor actividad en las proteasas de adultos con respecto a las de las larvas.

Tabla 4. Cuadro de purificacion de proteasas de larvas y adultos de R. dominica.

, Actividad Actividad
Pasode Volumen Proteina total ifica ti iy
urificacion (mL) (mg/mL) especifica tipo proteolitica total
P tripsina (U/mq) (U/mg)
ECA 7.5 43+0.3 203.7 + 0.01 70.0 £ 0.01
FA 3 3.1+0.2 402.1 £ 0.01 48.3 +£ 0.01
ECL 3 9.7+03 81.4 £ 0.03 34.8 + 0.03
FL 3 1.4+0.3 110.9 + 0.01 19.3 £ 0.01

ECA: Extracto crudo de adultos; FA: fraccion purificada de adultos; ECL: Extracto crudo de larvas;
FL: Fraccion purificada de larvas; U: cambio en 0.01 unidades de absorbancia.
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Figura 12. Actividad especifica del tipo tripsina de a) extractos y b) fracciones
purificadas por cromatrografia de interaccion hidrofébica de larvas y adultos.
Diferentes literales representan diferencias significativas entre tratamientos (p <
0.05).
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Los resultados de la determinacion de la actividad proteolitica total presentan el
mismo comportamiento que la actividad del tipo tripsina, obteniendo mayor
actividad proteolitica en adultos (Figura 13). Esto resulta congruente ya que
diversos estudios han descrito que la mayor actividad digestiva presente en el
intestino medio de los insectos es correspondiente a tripsina (Nation, 2008). Cabe
destacar que se observa mayor diferencia entre las actividades de tripsina de
larvas y adultos en comparacién con las actividades proteoliticas totales, lo que
sugiere que diferentes proteasas varian su actividad segun la etapa de desarrollo
en el que el insecto se encuentre. Este comportamiento ya ha sido reportado en
otros estudios, como el realizados por Borovsky (2005) en un estudio sobre

tripsina y quimotripsina de larvas y pupas del mosquito de la fiebre amarilla (Aedes

aegypti).

Se determinaron los parametros cinéticos Ky y Vmax utilizando BApNA como
sustrato, obteniendo para larvas 0.075 mM y 0.137 mM/min, y para adultos 0.094
mM y 1.953 mM/min, respectivamente. A partir de los parametros anteriores se
logré estimar la eficiencia fisioldgica (1.82 min™ para larvas y 20.77 min™ para
adultos), encontrando que a pesar que las proteasas de larvas presentan
ligeramente una mayor afinidad al sustrato, las de adultos son mucho mas activas,
lo cual establece una relacién con la expresion génica determinada anteriormente.
Osunas-Amarillas y col. (2012) reportaron en un estudio con este mismo tipo de
proteasas, valores similares para Ky y Vmax, obteniendo 0.07 mM y 2.8 mM/min
respectivamente. Por otro lado, la K, para la actividad de tripsina de la polilla de la
col (Mamestra brassicae) fue 0.069 mM (Chougule y col., 2008) y para la actividad
de serina proteinasas de varias cepas del gorgojo de maiz (Sitophilus Zeamais) se
presentaron variaciones dentro de un intervalo de 0.22 y 0.34 mM (Araujo y col. ,
2008; Silva y col., 2010).
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Figura 13. Actividad proteolitica total de a) extractos y b) fracciones purificadas de
larvas y adultos de R. dominica. Diferentes literales representan diferencias
significativas entre tratamientos (p < 0.05).
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Después de separar por electroforesis las proteasas prensentes en las muestras,
el gel implementado fue incubado con caseina para detectar la actividad
proteolitica de los extractos y fracciones purificadas de larvas y adultos. Se
observaron zonas destefiidas donde fueron ubicadas las diferentes proteasas, lo
cual es consecuencia de que la caseina que fue impregnada en el gel fue

degradada, demostrando asi la actividad de las mismas (Figura 14).

Figura 14. Actividad proteolitica detectada por zimografia. La figura muestra la
tincion con azul de Coomassie del gel SDS-PAGE con los extractos crudos y las
fracciones proteoliticas purificadas mediante cromatografia de interaccion
hidrofébica de larvas (carril 1-2) y adultos (carril 3-4) respectivamente.
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Se detectaron patrones de bandeo similares a los reportados por Osuna-Amarillas
y col. (2012) y se observé que la degradacién de la caseina fue mas marcada en
las muestras de adultos, indicando que existe mayor actividad en estas y
coincidiendo con los resultados de actividad especifica determinados
anteriormente. De la misma manera otros coledpteros tales como S. seamais, T.
granarium, T. molitor y T. castaneum utilizan multiples proteasas para digerir las
proteinas provenientes de la dieta (Reeck y col., 1999; Hosseininaveh y col., 2007,
Vinokurov y col., 2006, Oppert y col., 2003). Tambien se observé que la intensidad
de ciertas bandas aumenta en las muestras de adultos con respecto a las de
larvas, esto sugiere que la actividad de esas proteasas aumenta conforme el

insecto se va desarrollando.

La enzimas del tipo serina proteinasas pertenecen a familias multigénicas que
pudieron haber evolucionado para proporcionar un mecanismo mas eficiente para
la digestion de proteinas, asi como para proporcionar una ventaja adaptativa para
las especies de fitéfagos que se alimentan de plantas o dietas artificiales que
poseen inhibidores de proteinasas (Reeck y col., 1999). Por lo que el
comportamiento observado mediante los resultados obtenidos, podria atribuirse a
la relacion entre el tipo de inhibidores de proteasas que poseen los cereales y la
seleccién evolutiva para el tipo y el numero de proteasas secretadas por insectos
(Terra, 1988). Se ha reportado que algunos insectos responden al consumo de un
inhibidor de tripsina secretando enzimas adicionales similares a tripsina que
permiten una susceptibilidad diferencial al inhibidor y / 0 enzimas hiperproductoras
para compensar la inhibicién (Broadway, 1995; Broadway y Villani, 1995). Bayés y
col. (2006) identificaron y purificaron una enzima carboxipeptidasa B en el intestino
del gusano del algodén Helicoverpa zea, que no es inhibida por el inhibidor de la
caroxipeptidasa de la papa, que tipicamente inhibe las carboxipeptidasas de los
insectos; la carboxipeptidasa B no se inhibi6 en varias otras especies de

lepidopteros estudiadas.
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Muchos insectos secretan mas de un tipo de proteinasas, incluyendo multiples
formas moleculares de algunas de ellas (Moffatt y col., 1995). Se detectaron por lo
menos 20 bandas de isoenzimas de tripsina mediante isoelectroenfoque en
homogeneizados de A. aegypti (Graf y Briegel, 1985). Lopes y col., (2006)
encontraron evidencia a partir de analisis estructurales que los sitios activos de
tripsina de insecto se han vuelto mas hidrofobos en el curso de la evolucion,
aparentemente como una adaptacién para resistir la inhibicién por inhibidores de
proteinas vegetales que tipicamente tienen residuos de aminoacidos polares
(hidréfilos) en sus sitios de union activos. Las isoenzimas multiples y la
hiperproduccion de algunas enzimas pueden permitir alguna medida de escape de

los inhibidores ingeridos (McManus y col., 1994).

Sin embargo, los miembros de un grupo taxonémico pueden no poseer el mismo
tipo de proteinasas por lo que en ocasiones es arriesgado generalizar a partir de
estudios basandose solamente en un pequeio numero de insectos ya que existe
una gran diversidad de ellos, y se debe tener en cuenta que puede haber
excepciones en detalles menores, o incluso mayores, de estos estudios
reportados hasta ahora (Thie y Houseman, 1990, Wolfson y Murdock, 1990). Por
lo tanto, estos resultados indican la necesidad del desarrollo de nuevas
investigaciones que ayuden elucidar los mecanismos de regulacion y adaptacién
de los insectos, para poder contrarrestar de una manera mas eficiente los efectos
adversos de los mismos a los campos de cultivo y promover el desarrollo

sustentable en la produccién de cereales.
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CONCLUSIONES

La muestras secuenciadas confirmaron la amplificacion de los fragmentos de
tripsina y quimotripsina, obteniendo altos porcentajes de identidad con respecto a

las secuencias reportadas de R. dominica de esos genes.

En contra de la hipotesis inicial, los datos de la evaluacion de la expresion
absoluta mediante la cuantificacion del ARNm, mostraron una mayor expresion

génica de ambas enzimas en la etapa adulta de R. dominica.

Con base en los resultados de los ensayos de actividad proteolitica total, los
parametros cinéticos Vmax ¥ Ky determinados y el analisis por zimografia se
concluye que las enzimas digestivas del tipo serina proteasas de R. dominica, son
mucho mas activas en la etapa adulta de su ontogenia. Lo anterior establece una

relacion con la expresion génica determinada.
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RECOMENDACIONES

Determinar la expresion relativa con referencia en la expresién de una gen

constitutivo.

Desarrollar nuevas metodologias para optimizar la purificacion de tripsina vy

quimotripsina.

Evaluar el efecto de inhibidores de serina proteasas en la expresion génica y

actividad enzimatica de ambas proteasas.

Estudiar la expresion génica y actividad enzimatica de otras enzimas digestivas
como amilasas y lipasas.
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