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INTRODUCCIÓN 

La actividad agrícola es uno de los pilares fundamentales de la economía argentina, el 
extenso territorio y la variedad climática existente permiten una gran distribución de los 
cultivos. Las nuevas tecnologías han permitido extender esta actividad hacia regiones 
en donde los suelos no solían ser productivos, alcanzado así un total de 38 millones 
de hectáreas sembradas en la temporada 2014/2015. La relevancia de este sector ha 
convertido a nuestro país en el tercer consumidor a nivel global de plaguicidas, 
necesarios para combatir los diferentes agentes que afectan los cultivos ocasionando 
cuantiosas pérdidas de producción. Los plaguicidas representan entonces no sólo un 
producto económico importante sino también un factor de impacto medio ambiental a 
considerar ya que se usan en grandes cantidades y en una vasta porción del territorio. 
Los insecticidas químicos de amplio espectro se han utilizado durante muchos años 
como el principal agente de control de las plagas agrícolas, demostrando ser de gran 
utilidad para prevenir las pérdidas asociadas al ataque por insectos. Las sucesivas 
aplicaciones de los agroquímicos han llevado a la aparición de insectos resistentes, 
provocando el aumento de las dosis y el uso excesivo e indiscriminado de estos 
productos. Como consecuencia se produce un impacto ambiental significativo, 
enfatizado por las fumigaciones vía aérea que provocan la dispersión no controlada de 
los químicos, afectando especies autóctonas de flora y fauna y a las sociedades 
rurales. Por lo tanto existe una necesidad creciente por desarrollar estrategias 
alternativas que permitan reducir el uso de pesticidas químicos, para disminuir los 
costos de producción y el impacto medio ambiental y social sin dejar de lado las 
pérdidas ocasionadas por los insectos y así contribuir a una agricultura más 
sustentable.  
La biotecnología moderna ha demostrado ser una de las principales y más 
prometedoras alternativas al uso de pesticidas químicos a partir de la generación de 
plantas transgénicas. En Argentina, por ejemplo, se siembran varios cultivos 
transgénicos Bt o Vip incluyendo algodón y maíz. Estos genes confieren resistencia a 
cierta variedad de insectos mientras que no afecta el ataque por otras variedades. 
Esta especificidad es una ventaja en el diseño de estrategias específicas de control de 
plagas cuando existe solo una o unas pocas especies perjudiciales, mientras que es 
una desventaja en el caso de cultivos susceptibles al ataque por una amplia variedad 
de insectos. Por otro lado, y al igual que con los pesticidas químicos, el uso 
indiscriminado de una única característica de resistencia ha llevado a la aparición de 



  

insectos resistentes. Surge entonces la necesidad de identificar otros genes 
candidatos, con un modo de acción diferente y de amplio espectro como insecticida 
biológico, para la protección de plantas de interés comercial.  
En este contexto, el presente proyecto de investigación tiene como objetivo principal 
evaluar el uso de genes específicos de insectos, con potencial bioinsecticida, con el fin 
de generar nuevas estrategias en el control de plagas de insectos de cultivos de 
relevancia económica. Para ello disponemos de un organismo modelo como la mosca 
de la fruta, Drosophila melanogaster, que nos permite realizar experimentos genéticos 
de forma sencilla y controlada.  Al mismo tiempo, y mediante el uso de ingeniería 
genética y otras herramientas biotecnológicas, evaluaremos el potencial bioinsecticida 
de diferentes genes a través de su inducción o inhibición. Nos planteamos encontrar 
blancos mediante un análisis bioinformático, y constatar in vivo si afectan el ciclo 
normal de las moscas, ya sea produciendo un retardo en el crecimiento o una 
interrupción en el estadío de larva o pupa. 

OBJETIVO 

El presente proyecto de investigación y desarrollo tiene como objetivo general evaluar 
a partir de estudios funcionales in vivo el potencial uso de genes pro-apoptóticos 
específicos de insectos como agentes bioinsecticida utilizando Drosophila 
melanogaster como sistema modelo. 

METODOLOGÍA 

Búsqueda bioinformática. 
Realizamos una búsqueda bibliográfica de posibles genes blancos candidatos para ser 
seleccionados como potenciales bioinsecticidas. Para la elección establecimos ciertas 
características preferenciales que dichos genes debían cumplir: 
- Estar involucrados en funciones vitales para los insectos, priorizando aquellos que 
intervienen con la respuesta inmune a nivel del intestino y que presentan fenotipos de 
letalidad ya sea por sobrexpresión o inhibición. 
- Presentar ortólogos en diferentes variedades de insectos, principalmente en aquellos 
que son plagas y que representan pérdidas en la producción agrícola. 
- Localización extracelular y/o transmembranas, que puedan ser transportadas al 
interior de intestino, o que posean receptores que desaten la respuesta. 
Bases de datos utilizadas: Flybase, Uniprot, Interprot y Blast. 
Genes Candidatos seleccionados: Duox, Egr (Eiger), Irc (Immune-regulated catalase), 
Keap1, SPE (Spatzle-Processing Enzyme), Spn27A (Serpin27A), Spz (Spatzle) y 
Vha44 (Vacuolar H+ ATPase 44kD subunit). 

 
Sistema de expresión utilizado (GAL4/UAS). 
La segunda etapa del proyecto consistió en evaluar el potencial insecticida de los 
genes blancos seleccionados. Para ello hicimos uso del sistema GAL4/UAS que 
permite realizar la expresión de construcciones de interés en tejidos específicos de 
forma controlada. Este sistema de expresión ha sido ampliamente utilizado en 
Drosophila melanogaster, por lo que se dispone de gran cantidad de herramientas 
genéticas que permiten sobrexpresar y silenciar genes de forma espacial y temporal. 
El sistema GAL4/UAS está constituido, en su versión más simple, por dos 
componentes: I) un promotor tejido específico fusionado al GAL4 y II) una construcción 
que se quiere sobrexpresar fusionada a las secuencias UAS. El GAL4 es un factor de 
transcripción que activa la expresión de las construcciones de interés que se 
encuentran fusionadas y corriente abajo de los UAS, de esta forma la construcción se 
expresará en aquellos tejidos en el que el GAL4 este activo y esto se puede elegir 



  

mediante el promotor seleccionado. A su vez se puede agregar un tercer elemento al 
sistema que permite elegir el momento de expresión, el GAL80. Este componente es 
un represor del GAL4 y es controlado por temperatura, a 18°C el GAL80 se encuentra 
activo y a 29°C inactivo. Esta característica hace al sistema controlable de forma 
temporal de acuerdo a la temperatura de trabajo. 
 
Análisis funcional in vivo de los candidatos. 
El esquema de trabajo empleado para la evaluación de los diferentes candidatos 
consitió en los siguientes pasos: 
1. Cruzar las líneas con las construcciones de 
interés, sea sobrexpresante o silenciadoras de un 
gen blanco determinado, con la línea pMyo1A-
GAL4; ptub-GAL80 que permite la expresión del 
GAL4 en el intestino dado que posee el promotor 
Myo1A y además posee el GAL80 bajo un promotor 
constitutivo de tubulina. 
2. Realizar ovipuestas durante toda la noche a 
temperatura ambiente. 
3. Colocar los embriones a 18°C hasta la eclosión 
para evitar la activación del sistema de expresión. 
El fin de este paso es evitar que la expresión de los 
transgenes produzca un fenotipo de letalidad antes 
de nacer. 
4. Colocar las larvas que se encuentran en el 
estadío larva 1 (L1) a 29°C para activar el sistema 
de expresión GAL4/UAS.  
5. Contabilizar las larvas que alcanzaron el estadío de pupa y las que llegaron a mosca 
adulta para evaluar si el transgen utilizado posee un potencial bioinsecticida. 
Para verificar que la expresión se produce efectivamente en el intestino, realizamos un 
cruce control de dicha línea con una mosca que posee la construcción UAS-GFP 
(Figura 1). 

RESULTADOS 

Evaluamos el potencial insecticida de diferentes construcciones que permitían 
sobrexpresar o silenciar (mediante ARN de interferencias, RNAi) diferentes vías 
involucradas, principalmente, en mecanismos de defensa a nivel intestinal de 
Drosophila melanogaster. Encontramos que la mayoría de los genes candidatos 
silenciados poseen una baja incidencia en el ciclo de desarrollo de las moscas, tal es 
el caso de Egr, Keap, Vha44, Duox, Irc y Spn27A (Figura 2). Esto sucede, 
posiblemente, porque existen mecanismos laterales capaces de suplir la desregulación 
de algún gen específico. Dicho efecto se podría contrarrestar utilizando más de una 
construcción en simultáneo, lo que trae aparejado un aumento en la complejidad del 
experimento y del potencial insecticida. Resultado similar mostró la línea 
sobrexpresante de Spn27A. 
Algunos genes mostraron generar un cierto grado de susceptibilidad en la 
supervivencia, como es el caso de las construcciones inhibidora de SPE (SpeRNAi) y 
sobrexpresante de Spatzle (Spz) (Figura 2). Estos genes participan en respuesta a 
patógenos, controlando los niveles de ROS (especies reactivas del oxígeno) en el 
intestino. Es muy probable que esta susceptibilidad aumente en condiciones de estrés 
como también en presencia de patógenos; sin embargo durante el proyecto 
trabajamos en condiciones óptimas de desarrollo para independizarnos de los factores 
ambientales externos.  

Figura 1: Expresión de la proteína 
verde fluorescente (GFP) 

mediante el sistema GAL4/UAS 
con el promotor pMyo1A. A: Larva 

L3. B: Mosca adulta. 
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Eiger (Egr) ha mostrado ser 100% letal para las moscas cuando es sobrexpresado en 
intestino, por lo que es un gen interesante para ser utilizado como agente insecticida. 
Los resultados de la hiperactivación de Eiger muestran que solo un 47% de las larvas 
son capaces de llegar al estadío de pupa, mientras que ninguna fue capaz de 
eclosionar y alcanzar la fase de mosca adulta generando letalidad total en los 
individuos (Figura 2). 
Eiger es un gen capaz de inducir muerte en diferentes tejidos, desatando una 
respuesta apóptotica en las células blanco. Esto se debe a que forma parte de una vía 
finamente regulada (vía JNK), que participa en diferentes procesos de desarrollo, 
homeostasis y de defensa en D. melanogaster; y cuya hiperactivación tiene como 
resultado final la muerte del tejido. Eiger es capaz de activar la vía JNK de forma 
autócrina (dentro de una misma célula) y parácrina (en células vecinas), dado que 
posee un dominio extracelular capaz de ser secretado y activar a sus receptores. 
Además presenta ortólogos en muchas especies de insectos, características que lo 
hacen atrayente a la hora de pensar en bioinsecticidas de amplio espectro. 

 
Figura 2: Análisis funcional in vivo de los genes candidatos mediante el sistema GAL4/UAS 

dirigido a intestino. 
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