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RESUMEN

La mosca de alas manchadas, Drosophila suzukii, es la principal plaga que enfrenta
la produccion de cerezas y los insecticidas quimicos son dafiinos para el medio
ambiente y su uso cada vez mas restringido e ineficaz. Para combatir esta plaga se
propone generar un insecticida bioldgico utilizando la toxina producida por el gusano
marino, Lineus longissimus. Se trata de a-nemertide, un péptido que afecta a la
inactivacién de los canales de sodio activados por voltaje en invertebrados. a-
nemertide se obtuvo a partir de cultivos de E. coli como una proteina de fusién de
“Maltose Binding Protein” (MBP) precedida por un motivo de 6 histidina para su
purificacion por cromatografia afinidad. Luego por endoprotedlisis y se separé de MPB
de a-nemertide y se volvid a purificar. Para evaluar su potencial insecticida se
desarrollé un bioensayo con Drosophila melanogaster



CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Introduccion

Chile es un pais con una dimensién longitudinal de 4.270 km con una amplia variedad
de climas, siendo el tropical himedo el Unico ausente (Gobierno de Chile, s. f.). Esta
caracteristica potencia la exportacién de productos vegetales como, por ejemplo, es
la cereza cuyos envios siguen al alza (ODEPA, s. f.; ProChile, 2024). Las exportaciones
de esta fruta aumentaron de 23.5% en enero de 2024 vs. enero de 2025 (Informe
Exportaciones No Cobre No Litio Enero 2025, s. f.). Si bien esto es beneficioso, trae

consigo desafios técnicos importantes para la produccién (Furche Guajardo, 2023).

El principal desafio al aumento de la produccion es la aparicidon de nuevas plagas. En
el caso de la cereza la Drosophila suzukii (Matsumura, 1931), la mosca de las alas
manchadas, es una plaga emergente que puede producir perdidas de entre $5.000 a
$17.550 USD/hectarea (Buzzetti Morales, 2020). Esta mosca japonesa fue introducida
en junio de 2017, encontrada en la region de Los Lagos (Estados de desarrollo de
Drosophila suzukii (Diptera: Drosophilidae) y otras especies del género, comunes en
el sur de Chile, s. f.). El afio siguiente se expandié a las regiones de Nuble, Biobio y
Maule (Ulibarry, s. f.).

Si bien existen insecticidas quimicos para combatir las plagas, estos producen dafos
colaterales graves al medio ambiente, ya que afectan a todo su entorno. Estos
insecticidas pueden afectar a especies no objetivo y producir bioacumulacién en la
flora y cuerpos de agua (Chagnon et al., 2015; Sanchez-Bayo, 2021). Ademas,
algunos de ellos pueden afectar de forma grave la salud humana tales como: déficit
cognitivo, disrupcidon de neurotransmisores, problemas de concentracion, leucemia o

tumores cerebrales (Abreu-Villaca & Levin, 2017).

Una de las posibles soluciones a este problema, es la utilizacién de venenos
peptidicos. Existe una gran diversidad de especies que ocupan venenos para depredar
o defenderse. Los mas conocidos son las serpientes, aranas y escorpiones. Estas
especies, tras millones de afios de evolucidn, han logrado adquirir una amplia variedad
de venenos. La potencia de estos venenos es tal que les permite depredar especies
gue mas que duplican su tamano. Dentro de estos venenos peptidicos destaca una
familia presente en los venenos de arafia como son los inhibidores con nudo de cistina
(ICK, por sus siglas en inglés “inhibitor cystine knot"). Estos, que poseen un nudo de

cistina, lo cual le otorga una gran estabilidad a la desaturacién y potencial uso
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insecticida (Guo et al., 2023). Ya existe un insecticida peptidico de uso comercial
(Spear-T, Vestaron, Kalamazoo, MI, USA), cuyo principal compuesto activo es Gs-w/k-
Hxtx-Hv1la, una toxina derivada de la arafia tela de embudo australiana, Hadronyche
vertusa (Fletcher et al., 1997). Este insecticida junto a adyuvantes, como Silwet L-77
(Momentive Performance Materials, Niskayuna, NY, USA), en Drosophila suzukii logra
mortalidades de 90% en 24 horas en concentraciones entre 1 y 2 partes por mil y sus
residuos son aproximadamente 90% menos letales que los residuos de la
cipermetrina (Fanning et al., 2018), un insecticida ampliamente usado. Esto
demuestra un menor efecto colateral a los ecosistemas evitando la toxicidad

prolongada del sitio donde se aplica.

Dentro de los blancos moleculares de los insecticidas, los canales de sodio
dependiente de voltaje (Nav) son un blanco atractivo, debido a que son cruciales, ya
que participan en un rol fundamental al generar el inicio del potencial de accidn.
Ademas, se ha observado que la funcion incorrecta de estos puede afectar de manera
grave la salud, causando problemas, como por ejemplo epilepsia o dolor crénico (J.
Wang et al., 2017). Debido a que los Nay de invertebrados son altamente conservados
y divergen estructuralmente de los Nav de vertebrados, se han probado diferentes
toxinas recombinantes derivadas de venenos de arafia con el fin de combatir plagas
de insectos y no perjudicar a la salud humana (Klint et al., 2015; Regalado et al.,
2023). Sin embargo, también existen otras especies que produce toxinas similares
como el gusano cordon de bota, lineus longissimus. Este gusano, secreta una
neurotoxina capaz de afectar los canales de sodio dependientes de voltaje de varias

de especies de artropodos incluyendo insectos.

Estos antecedentes me llevaron proponer a a-nemertide como un potencial insecticida
peptidico para combatir la plaga de la Drosophila suzukii, sin alterar los distintos

nichos ecoldgicos que otros insecticidas quimicos podrian danar.
Hipotesis

El ICK a-nemertide es una toxina letal por via oral para Drosophila melanogaster con
eficacia y potencia comparables a insecticidas sintéticos como la cipermetrina en

condiciones de laboratorio.



Objetivo general y objetivos especificos
Objetivo general

- Sintetizar y probar la toxina recombinante a-nemertide como insecticida no

sintético para Drosophila melanogaster.

Objetivos especificos

1. Implementar un bioensayo en Drosophila melanogaster. para establecer la
dosis letal (LD 50) por via oral de insecticidas.

2. Disefiar un método de produccién y purificacion para a-nemertide
recombinante.

3. Comparar la efectividad de a-nemertide con la de cipermetrina como
insecticida en condiciones de laboratorio en bioensayo de Drosophila
melanogaster.



CAPITULO II: MARCO TEORICO

Cerezo y su importancia econdmica en Chile

El cerezo es un arbol de hoja caduca que requiere exponerse a frio durante las
temporadas de invierno para producir una cosecha abundante de fruta. En particular
el cerezo debe acumular entre 900 a 2000 horas de frio (Las cerezas mas rapidas del
pais | Fondef, s. f.). Otro factor crucial para ello es el clima, que debe oscilar entre 7
a 14°C en invierno y 18 a 28°C en verano. Ademas, se necesita un invierno humedo
y un verano seco, lo cual se logra en climas mediterraneos como lo son la region del
Maule y O’Higgins. La cosecha no debe ser durante humedad y temperaturas elevadas
(mas de 30°C), ya que produce microfracturas que malogran la fruta (Cultivo de
Cerezo: Técnicas y recomendaciones | BASF Chile, s. f.). Los cerezos se cosechan de
octubre a febrero, lo cual coincide con la gran demanda de cerezas por China el dia
doce de diciembre. Esta fecha es un dia de descuentos en compras online, donde en
China se compran cerezas debido a que son un simbolo de lujo, ideales para regalos
en el afio nuevo chino. Esto da un gran potencial econdmico a la agricultura chilena,
aumentando la demanda de cerezas en esta fecha. Chile se sitla en el primer puesto
de exportador de cerezas al mercado chino, exportando 187.8 mil toneladas de

cerezas en la temporada 2024 (Villagran, 2025).

Drosophila suzukii

La Drosophila suzukii es una mosca considerada plaga en agronomia debido a que
deposita sus huevos dentro de frutas de piel delgada como lo son moras, frambuesas,
cerezas o uvas. Los huevos de D. suzukii eclosionan en 1 a 3 dias y las larvas crecen
dentro del fruto alimentandose de su carne (Devotto M, 2020). La larva tarda entre
13 a 18 dias para alcanzar el estadio adulto dependiendo del clima (D. Galland, 2022).
Las hembras pueden poner huevos entre 1-3 dias después de emerger como adultos.
Con temperaturas favorables (22°C) la hembra puede poner hasta 25 huevos por dia
(Asplen et al., 2015). Sin embargo el rango de temperatura de oviposicién es muy
amplio, yendo desde los 10 a 32°C (Cini & Ioriatti, 2025). Ademas, esta mosca en
invierno produce un cambio morfoldgico, en el cual incrementa el tamafio, se
oscurecen y se ensancha el exoesqueleto, produciendo una resistencia a temperaturas
bajas, logrando sobrevivir en climas de hasta 1°C. En este periodo la tasa
reproductiva disminuye considerablemente hasta que las condiciones climaticas

mejoren (Shearer et al., 2016). Puesto que D. suzukii deposita sus huevos dentro de



los frutos, le producen dafios en la pulpa y los contamina con huevos no eclosionados.
Ademas, es altamente adaptable a cambios climaticos por lo cual constituye una plaga
dificil de combatir. Por otro lado, las barreras sanitarias son muy estrictas, y
embarques completos de cerezas pueden ser rechazados por el Servicio Agronomo y
Ganadero (SAG) por la presencia de huevos de Drosophila s. (Lineamientos para

Exportacion de Carozos a China, s. f.).

Insecticidas quimicos

Los insecticidas quimicos son una herramienta ampliamente utilizada en la agricultura
para combatir las plagas y obtener un fruto de mayor calidad. Se pueden agrupar en
varias clases dependiendo de su principio activo y blanco, como por ejemplo:
Neonicotinoides, piretroides, organofosfatos y carbamatos. En Chile, por ser un pais
con amplio rubro agropecuario, se ha estado modificando el uso de estos compuestos,
restringiendo su uso o prohibiéndolo, como en el caso de algunos organofosfatos y
carbamatos (Food and Agriculture Organization of the United Nations, s. f.; Servicio

Agricola y Ganadero, s. f.)

Neonicotinoides

Los insecticidas neonicotinoides, actlan sobre receptores nicotinicos o canales
nicotinicos de acetilcolina (nNAChR) del sistema nervioso produciendo paralisis. los
canales nAChR poseen un rol fundamental en la plasticidad neuronal, ademas de
participar en memoria, aprendizaje y atencion (Dani & Bertrand, 2007; Ma et al.,
2023). En vertebrados, nAChR son los receptores postsinapticos de la sinapsis
neuromuscular. Los insecticidas nenicotinoides pueden ser absorbidos por la
vegetacion a través de las raices, lo cual puede ocasionar un efecto masivo en toda
la biodiversidad, afectando la memoria y aprendizaje de abejas, dafiando los sistemas
reproductivos, genéticos y el higado en ratas y afectando el desarrollo del embarazo
en humanos y produciendo en personas adultas problemas neurolégicos (Zhao et al.,
2020).También se hipotetiza que estdn involucrados en enfermedades

neurodegenerativas como, por ejemplo, el Alzheimer (Singh et al., 2024).

Piretroides

Los insecticidas piretroides, son otro tipo de insecticida utilizado ampliamente por el
sector agricola para control de plagas. Estos son insecticidas sintéticos analogos de
las piretrinas, insecticidas naturales extraidos a partir de la planta, Tanacetum
cinerariifolium (un crisantemo). Este tipo de insecticida actla sobre los canales de

sodio dependiente de voltaje (Nav). Se unen a la subunidad alfa del canal, impidiendo
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su cierre y por tanto causando una apertura prolongada del canal de sodio provocando
paralisis tetanica, la cual es letal para el insecto (Hotynska-Iwan & Szewczyk-Golec,
2020). Estos insecticidas no actlan sobre canales de sodio de mamiferos por la
divergencia de un aminoacido critico para la unién de piretroides: donde hay una
metionina en invertebrados, hay una isoleucina en vertebrados, lo que disminuye la
efectividad de los piretroides hasta en 1000 veces (Narahashi et al., 2007; Vais et al.,
2001). Ademads, en mamiferos los piretroides son rapidamente hidrolizados
transformandose en metabolitos no tdxicos. Aun asi no se esta claro lo que podria
causarle a los humanos la exposicion a largo plazo (Kumar et al., 2023). Uno de los
problemas de estos compuestos naturales es que son muy sensibles a la luz solar lo
cual produce su rapida descomposicion (Anaddén et al., 2009). La mayoria de los
piretroides se degradan en el aire entre uno y dos dias, pero se han desarrollado
nuevos derivados que pueden permanecer en el medio ambiente durante meses
(Resumen de Salud Publica, 2023). Estos incluyen la bifentrina, cis-deltametrina y
trans-deltrametrina, que poseen una vida media de 12-16, 3-5 y 2-10 meses
respectivamente, en sedimentos a 20°C. Su vida media en ambientes mas frios (4°C)

aumenta a 25-65, 5-10 y 16-72 meses respectivamente (Gan et al., 2005).

Debido a su uso en gran escala, los piretroides contaminan aguas fluviales llegando
hasta el océano, afectando el ecosistema marino. Un estudio realizado en China
observo que existe bioacumulacidon de estos insecticidas en diferentes tipos de peces,
siendo los peces carnivoros los que tienen una mayor concentracion de piretroides
(Xie et al., 2022). El dafio que ocasionan los piretroides a los peces son graves,
llegando incluso a provocar dafio en el ADN e inducir apoptosis en concentraciones
muy bajas (Yang et al., 2020). El efecto en los peces repercute en toda la cadena
tréfica que existe en estos ecosistemas, con un potencial impacto en la biodiversidad.
Esto, también puede afectar la salud de los humanos al consumir pescado que tenga
estos insecticidas. La presencia de piretroides en humanos esta asociado a problemas
del neurodesarrollo en edades tempranas (Ntantu Nkinsa et al., 2023), lo que
representa un problema con la salud publica. Ademas, existe un gran riesgo de
resistencia a estos insecticidas. Un estudio con Drosophila suzukii demostré que el
contacto con deltametrina en concentraciones de LD50 y LD90, causan una resistencia
hasta 25 veces mayor en 8 generaciones (Civolani et al., 2021a). En conjunto, estos
problemas demandan el desarrollo de control de plaga mas amigable con el medio
ambiente y la respuesta puede estar en predadores insectivoros productores de

toxinas.



Canales de sodio dependientes de voltaje

Los canales de sodio dependiente de voltaje (Nav) son proteinas transmembrana que
estan involucradas en la generacion del potencial de accion, desde el inicio hasta la
propagacién. A medida que cambia el voltaje de la membrana los Nav transitan por
tres estados conformacionales: cerrado, abierto e inactivado (Figura 1). En el inicio
de la despolarizacién de la neurona, luego de superar un umbral de voltaje, los Nav
comienzan a abrirse permitiendo el flujo de sodio hacia la neurona provocando una
despolarizacion mayor. Este mecanismo produce un “feedback” positivo
(despolarizacion — apertura de Nav — mayor despolarizacion — mas Nav abiertos).
Por esto el estado de inactivacion es sumamente importante, ya que permite la
repolarizacion de la membrana y determina la duracién de los impulsos nerviosos
(Angsutararux et al., 2021; Armstrong & Hollingworth, 2018). Este proceso depende
de un segmento intracelular que contiene las secuencias isoleucina, fenilalanina y
metionina (IFM) que una vez activado el canal, se mueve para obstruir el poro del
canal impidiendo abruptamente el flujo de sodio (Chen etal.,, 2024). Existen
enfermedades genéticas graves asociadas al mal funcionamiento del mecanismo de
inactivacién, como encefalopatia epiléptica infantil temprana, sindrome de Dravet,
paralisis periddica hipercalemica o paramiotonia congénita (Barbieri et al., 2023;
Berecki et al., 2025; Cannon, 2015; Claes et al., 2001). Los canales de sodio estan
conformados por una subunidad a y una o mas subunidades B. La subunidad a esta
constituida por cuatro dominios homédlogos y cada uno posee seis segmentos
transmembrana (S1-5S6), los segmentos transmembrana S1-S4 forman el sensor de
voltaje, mientras que los dominio S5 y S6 forman el poro que permite el flujo de sodio
a través de la membrana. Las subunidades B, son proteinas transmembrana mas
pequenas y la coexpresion de estas modula la expresion y la funcidn de los canales

de sodio y sus propiedades de “gating” (Dong et al., 2014).



Cerrado Abierto Inactivado
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Figura 1. Representacion de los posibles estados de los canales de sodio
dependiente de voltaje.

Toxinas inhibidores con nudo de cisteina

Gracias a su vital importancia los canales i6nicos han sido un blanco popular para
toxinas de ardcnidos. El gran tiempo evolutivo que han tenido las arafias les ha
permitido disefiar venenos altamente eficientes y especificos. Se destacan los ICK,
los cuales se caracterizan por formar puentes de disulfuro entre cisteinas. En las ICK
con tres puestes, dos de ellos forman un “loop”, mientras que el tercero se entrelaza
en la cadena polipeptidica formando una especie de nudo. Estos péptidos poseen la
caracteristica de ser muy estables a la desaturacién, a la protedlisis y una gran
habilidad para interactuar con los canales i6nicos modificando su funcionamiento (Guo
et al., 2023). Uno de los principales blancos para diferentes especies de aranas
depredadoras que poseen este tipo de toxina son los Nav (Cardoso & Lewis, 2019).
Algunos de ellos poseen un blanco especifico hacia los Nav de invertebrados, siendo

no toxicos para vertebrados (Bende et al., 2015).
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Figura 2. Fragmento de la figura original tomada de King (2019), que representa
la estructura general de las toxinas ICK, enumerando las cisteinas (1-6) y
marcando con lineas (rojo y azul) los puentes de disulfuro presentes, el puente
resaltado en azul muestra el pseudo nudo que forman.

a-nemertide

Esta toxina denominada a-nemertide es un péptido ICK proveniente de la especie
gusano cordon de bota, Lineus longissumus, perteneciente al phylum nemertea. Este
gusano es un cazador y carrofiero marino. Comunmente mide de 5 a 15 metros de
longitud, pero se han encontrado especimenes de mas de 30 metros. Es considerado
el animal mas largo del mundo. Posee una probdscide evaginable tdxica, cuyas
secreciones poseen un coctel de toxinas que incluye la a-nemertide. Estas toxinas
también las secreta como mucosidad a lo largo del cuerpo para defensa (Nemertea;
Ribbon Worms, s. f.).
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La a-nemertide interfiere con la inactivacién del canal de sodio dependiente de voltaje
con la consecuente prolongacion de los potencial accidn, paralizando asi a sus presas
(Bell et al., 2021; Goransson et al., 2019). a-nemertide es letal para cangrejos,
artemias, cucarachas y otros insectos, siendo letal en minutos con dosis de
aproximadamente 10 pg/kg. En artemias la a-nemertide-1 posee una concentracion
efectiva media (EC50) de 0,3 uM. En Nav de Blattella germanica (BgNav) posee un
EC50 de 8,6 nM, mientras que en Nav 1.1-1.8 posee un rango de 76,5-359,6 nM,
siendo el Nav1.7 con menor EC50 (76,5 nM) y el Nav1.2 con mayor EC50 (359,6 nM),
mientras que en el canal Nav1.8 no es afectado en las concentraciones probadas
(Jacobsson et al., 2018).

Figura 3. Estructura de a-nemertide-1. Posee tres puentes de disulfuro sefialados
en amarillo. (PDB: 6ENA)

Proteinas recombinantes

Las proteinas recombinantes son proteinas producidas mediante ingenieria genética.
Para este fin se toma la secuencia codificante de la proteina de interés y se inserta
en un vector que luego se introduce en un hospedero. Generalmente se utilizan
bacterias o levaduras y asi ellos producen la proteina deseada. Existen bacterias
especialmente disefiadas para este fin, por ejemplo las BL-21, que es una cepa de
Escherichia coli que tiene una copia de la polimerasa del fago T7, cuya expresién es
controlada por el promotor del lacUV5 y que se induce con el analogo no hidrolizable
de galactosa, isopropil-B-D-tiogalactopirandsido (IPTG) (Rosano et al., 2019). Esto
brinda un control preciso para promover la expresiéon de la proteina recombinante al
final de la fase de crecimiento exponencial del cultivo. Una de las dificultades en la

obtencién de proteinas recombinantes es su purificacion, teniendo que pasar por
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procesos como cromatografia. Si bien esto es complejo, existen varias soluciones
biotecnoldgicas que ayudan con este proceso. Existe un gran catalogo de “etiquetas”
con las cuales la purificacion, y otro problemas, se pueden llevar de una manera mas
amena. Por ejemplo la etiqueta poli-histidina (6xHis) sirve para la cromatografia de
afinidad de metales inmovilizados (IMAC, por sus siglas en inglés “immobilized metal
affinity chromatography’) con afinidad al niquel. También es utilizada la cromatografia
de exclusion por tamafio (SEC, por sus siglas en inglés “size exclusion
chromatography”) la cual no requiere ninguna etiqueta, sino que separa las proteinas
por su tamano. Por otra parte, existen etiquetas que su fin es afnadirle solubilidad a
la proteina deseada, por ejemplo, MBP y SUMO (Yadav et al., 2016). Finalmente, para
remover estas etiquetas, se utilizan enzimas proteoliticas que posean un blanco
estable, por ejemplo la proteasa del virus del grabado del tabaco (TEV, por su siglas
en inglés “Tobacco Etch Virus"), afiadiéndose esta secuencia entre la de la proteina

de interés y las etiquetas con el fin de separarlas luego de su sintesis.
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CAPITULO II: MARCO METODOLOGICO

Vectores y constructo

Para la produccién de a-nemertide recombinante, se aprovechd el plasmido utilizado
para la produccién de otra toxina (SNX-482) que se desarrolld en laboratorio (figura
4A). Este vector posee un promotor T7 seguido de una etiqueta 6xHis (para facilitar
la purificacién mediante cromatografia de afinidad al niquel), seguido de una proteina
transportadora de maltosa (MBP) (para asegurar una mayor solubilidad) y un sitio de
corte para la proteasa del virus del tabaco (TEV) (para posteriormente separar la
proteina de interés). Ademas, este vector posee resistencia a la ampicilina, el cual
permite seleccionar las bacterias que portan el vector y los sitios de enzimas de
restriccion de un solo corte para remplazar la secuencia entre el sitio BamHI y Mlul

por una similar en la regién codificante de SNX-482 por la de a-nemertide.
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MBPfrag a-Nem

Figura 4. (A) Vector SNX-482 utilizado para la produccidon de proteina
recombinante SNX-482 (B) Constructo disefiado para produccién de a-nemertide.
Consta de un fragmento de MBP, un sitio reconocido por la proteasa TEV, seguido
por la secuencia de a-nemertide. Posee sitios de enzimas de restriccion BamHI y
MIul.

Para obtener el plasmido codificante para a-nermertide, se envid a sintetizar (Twist
Bioscience) un fragmento que contenia una parte de secuencia codificante de MBP, el
sitio de clivaje por TEV y a-nemertide, flanqueados por los sitios para la enzimas de

restriccién BamHI y MIul (figura 4B).

Una vez ligado, los dominios del vector final tendrian el siguiente orden: promotor
T7, Tag 6xHis, MBP, TEV y finalmente el a-nemertide (Figura 5). Se transformaron
bacterias competentes E. coli BL-21 (DE3) (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,
USA) mediante un choque térmico de 30 segundos a 42°C, seguido de 2 minutos en

hielo, e incubados durante 1 hora a 37°C con caldo super optimo con represion de
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catabolitos (SOC). Posteriormente fueron sembradas en placas de agar con ampicilina

para asi seleccionar las bacterias que posean el vector inserto.

ampR

Mlul

a-Nem Vector
a-nemertide

TEV site
BamHI

Figura 5. Vector con la secuencia de a-nemertide inserta para lograr el complejo
MBP-TEV-a-nemertide.
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Figura 6. Proceso completo de construccion de vector a-nemertide. (A) Se
emplean las enzimas de restriccion BamHI y MIul para “abrir” el vector en el sector
deseado. (B) Se mezcla con el constructo disefiado para la produccién de
a-nemertide y se afiade ligasa. (C) Formacion final del vector a-nemertide.

Cultivo bacteriano

Se cultivaron las bacterias a 30°C para TEV y a 37°C para a-nem, hasta alcanzar una
densidad optica de 0,4-0,5 UA, luego se indujeron con 1mM de IPTG durante 4 horas

a 30°C para TEV y a 27°C durante 16 horas para a-nemertide. Todo este proceso se
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hizo en un agitador orbital en matraces con muescas y aproximadamente el doble de
tamano del cultivo afiadido para favorecer la oxigenacién de las bacterias. Una vez
transcurrido el tiempo de induccion, se centrifugaron las bacterias a 5000g durante

15 minutos para posteriormente trabajar con el pellet y eliminar el medio liquido.
Lisis

Para la lisis de las bacterias, estas se resuspendieron en un tampdn de lisis de la
siguiente composicion K2HPO4 50mM, NaCl 100mM, glicerol 10%, imidazol 15mM, y
Na2HPO4 50mM, 200mM NaCl y 25mM imidazol para a-nemertide. A TEV se afadio
0,5 mg/mL de lisozima, 12,5 mg/mL DNAsa y 5mM de Mg2* y luego son fueron a una
sonicacién en hielo con ciclos de 20 segundos ON y 60 segundos OFF, con el fin de no

aumentar la temperatura. Ya terminado el proceso se filtré para ser posteriormente

cargado en una columna de cromatografia.

Purificaciéon con afinidad al niquel

Para la purificacion por afinidad de TEV se utilizd el método de cromatografia por
suspension. Para este fin se cargo la columna con 1 mL de resina por cada gramo de
solucion. Esta se lavd con agua MiliQ 6 veces el volumen y luego se equilibré con 6
veces el volumen con buffer de lisis a 4°C. Terminado este proceso se cargd la muestra
y se lavo la columna con 7 veces el volumen con buffer de lisis. Para la elusion se lavd
con 7 veces el volumen con buffer de lisis con concentracién de imidazol a 200mM.
Finalmente, se concentrd (~x2) por ultrafiltracién con concentradores de proteinas de
PES Pierce™ (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) con filtros con corte de
10Kda y se cambia el buffer mediante concentraciones y diluciones con buffer PD10
(K2HPO4 25mM, NaCl 200mM vy glicerol 10%) hasta afiadir 4 veces el volumen. La
concentracion final se mantuvo cercana a 1 mg/ml cuantificada por el método de
Qubit™ (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) de acuerdo de las instrucciones

del fabricante.

La purificacion de MBP-a-nemertide se realizd con un equipo de cromatografia de
FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) AKTA-Prime (Cytiva, Marlborough, MA,
USA), con columnas HisTram™ HP (Cytiva, Marlborough, MA, USA). Se comenzé a
equilibrando la columna con el tampdn de lisis con un flujo de 4 mL por minuto. Una
vez equilibrado se cargd la muestra filtrada (0.45 mp) y luego se lavo la columna
hasta que la absorbancia volvié a la linea base, para que al momento de la coleccidon
solo esté la proteina de interés. Para colectar la proteina que se encuentra retenida

en la columna debido a su afinidad por niquel se eluy6 con un gradiente de imidazol
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de 25mM a 200mM en 10 volumenes, de tal manera de llegar al 100% de cambio en
10 minutos. Esto permitié reducir la contaminacién por proteinas con menor afinidad

al niquel.
Digestion
La digestion de MBP-a-nemertide se realizé afiadiendo el 5% de TEV al total de

proteinas obtenidas de la cromatografia, por un total de 16 Horas a 16°C.

El producto de la digestidon contiene dos proteinas sensibles a temperatura (MBP y
TEV) mientras que la proteina de interés (a-nemertide), como la mayoria de los ICK
mantiene sus estructura a altas temperaturas. Con esto en mente separamos a-
nemertide mediante un choque térmico de 65°C por 15 minutos. Este tratamiento
logra que las proteinas con menor resistencia a temperatura se aglomeren, y
mediante un centrifugado a 15.000g durante 15 minutos se forme un pellet

lograndose asi enriquecer la toxina en el sobrenadante (Klint et al., 2015).
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Figura 7. Esquema de protocolo de produccion de proteinas recombinantes. (A)
Se transforma E. coli BL-21 con el vector de interés. (B) Se cultiva y se induce con
1mM de IPTG, luego se centrifugan y desecha el sobrenadante. El pellet es
resuspendido en el tampon de lisis y se sénica con un protocolo de 20s ON y 60s
OFF con la muestra en bafio de hielo. (C) El resultado es cargado a la columna de
afinidad con resina Ni-NTA. (D) La fraccion eluida se carga a una cromatografia de
afinidad para quitar el imidazol de la solucién. (E) La fraccidn colectada se digiere
anadiendo un 5% de TEV del peso total de la proteina, luego se produce un shock
térmico para que las proteinas no resistentes a temperatura se aglomeren y sean

separadas mediante una centrifugacion a 15.000g, rescatandose la proteina de
interés del sobrenadante.

proteina de interés
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Bioensayo

El bioensayo se realiz6 con el stock de Drosophila melanogaster adultas de la cepa
Canton-S de 5-6 dias de edad, obtenidos del bioterio de la Facultad de Ciencias de la
Universidad de Valparaiso. Canton-S es una cepa que asemeja a ejemplares en estado
natural, por lo que es ampliamente utilizada para bioensayos. Debido a que a-
nemertide es un inhibidor de la inactivacién que afecta a los Nav, se utilizd la
cipermetrina como control positivo, ya que posee el mismo mecanismo de accion. La
dosis-respuesta fue determinada utilizando concentraciones de 10, 2,5, 0,625, 0,156
y 0 ppm de cipermetrina, que se realizé con codificacidon ciega de muestras para evitar
sesgos al evaluar los resultados. Para la realizacién del bioensayo, se dispusieron 10
moscas adultas de 5-6 dias de edad en frascos de vidrio, previamente tratadas con
restriccion de alimentos durante 4 horas. La administraciéon de cipermetrina fue por
via oral mezclandolo con su alimento, el cual fue dispuesto al interior del frasco
pegado al fondo, mediante un papel filtro humedecido con 25 uL de disolucion de las
diferentes concentraciones de cipermetrina, 5% de sacarosa y 5% de etanol. Los
frascos fueron guardados en una caja semicerrada inclinados ~15° a una temperatura
de 25°C durante 24 horas. Cinco minutos antes del conteo se dejaron las moscas
expuestas a la luz solar para aumentar su movilidad y evitar el conteo erréneo por

baja actividad.
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CAPITULO III: RESULTADOS

Resultados de bioensayo

Las concentraciones utilizadas fueron 10, 2,5, 0,625, 0,156 y 0 ppm. La codificacién
ciega evitd el sesgo en el conteo; solo una vez determinada la mortalidad es que se

informo la concentracion de cada frasco.

Para estimar la LD 50 se utiliz6 la siguiente ecuacion:

Muertos _ 1
Total (1_|_ LDs )
[Cipermetrinal

Esta ecuacion relaciona la proporcion de individuos muertos con la concentracién de
cipermetrina expresada en ppm. Los resultados de este bioensayo arrojaron una dosis
letal 50 (LD50) de 1,45 ppm, resultado que constituye una base para comparar la

efectividad del insecticida peptidico, a-nemertide, en moscas Canton-S.
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Figura 8. Fotografia de los frascos utilizados para los bioensayos de Drosophila
melanogaster.
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Figura 9. Grafico de datos obtenidos de bioensayo de dosis respuesta con
cipermetrina en espécimen de Drosophila melanogaster (Tabla 1). El eje X muestra
la concentracién de cipermetrina en ppm con una escala logaritmica y el eje Y el
porcentaje de adultos muertos. La linea continua corresponda al ajuste no lineal
de la ecuacién, la cual arroja un LD50 de 1,45 ppm. Las barras verticales
corresponden a la desviacion estandar.
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Tabla 1. Mortalidad de Drosophila melanogaster tras 24 horas de exposicidn
alimenticia a cipermetrina en diferentes concentraciones. Se muestra los valores
individuales por quintuplicado de cada concentracién, con su promedio y
desviacion estandar.

concentracion Conteo de muertos

[ppm] réplica | réplica | réplica | réplica | réplica | Promedio De
1 2 3 4 5
0 0 0 0 0 0 0 + 0
0,156 0 1 0 0 0 0,2 + 0,45
0,625 0 7 5 6 3 4,2 + 2,77
2,5 7 6 7 5 4 58 + 1,3
10 10 9 10 5 7 8,2 + 2,17

Produccion y purificacion de TEV

La purificacion de TEV recombinante se realizd mediante cromatografia en
suspension, consiguiéndose un rendimiento de ~22 mg por litro de -cultivo,
cuantificado mediante Qubit™ Protein Assay (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,
USA). Debido a la diferencia de tampdn para TEV vs. a-nemertide, se decidio utilizar
una diferente técnica de cromatografia (cromatografia en suspensién) para no
mezclar los tampones. Se tuvo la precaucién de no manipular ni almacenar la proteasa
a una concentracion de mas de 1 pg/uL. Se recolecté una alicuota de 40uL durante
cada etapa del proceso, la cual fue posteriormente analizada en un gel SDS-PAGE
(figura 10) para asi determinar el grado de purificacién logrado en cada paso. Dado

su peso de ~27Kda, se utilizdé un gel de 12% de acrilamida.
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Figura 10. Andlisis por SDS-PAGE de TEV. Marcado en un recuadro rojo se
encuentra la banda que coincide con el peso molecular de TEV. (A) escalera de
peso molecular (Kda). (B) E. coli BL-21(DE3) sin transformar. (C) E. coli BL-
21(DE3) con el inserto, sin inducir. (D) Cultivo inducido. (E) Lisis total del cultivo
inducido. (F) Flow Through de cromatografia por suspension. (G) Fraccion eluida.

Produccion y purificacion de a-Nemertide

La produccion de MBP-a-nemertide recombinante se realizé en E. coli BL-21 (DE3)
(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) transformada con el vector de a-
nemertide (figura 5) y purificada mediante IMAC aprovechando la etiqueta 6xHis en
N-terminal en el complejo MBP-a-nemertide (figura 11). Luego, para la eliminacion
del imidazol del tampdn se utilizé cromatografia de exclusion por tamarfio, permitiendo
asi remover contaminantes y observar la formacién de oligémeros (figura 12). La
fraccion correspondiente a MBP-a-nemertide se concentré mediante ultrafiltracion y
se sometio a digestion por TEV. Finalmente, para purificar a-nemertide después de la
digestion, en donde se produce una disolucidon que contenia MBP, TEV y a-nemertide,
se realizd un tratamiento térmico y posterior centrifugado. Para observar el proceso
paso a paso de la purificacion, se recolectaron alicuotas de 40uL en cada paso
(bacteria sin inducir, bacteria inducida, lisis toral, Flow through IMAC, SEC y corte
proteolitico) para luego ser analizadas por SDS-PAGE (figura 13). Se omiti6 la a-

nemertide posterior al golpe térmico debido a que, por su peso molecular (~3kDa),
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no era posible ser observada mediante esta técnica. Se utilizé una concentracion de
acrilamida de 18%, con el fin de observar el cambio de peso molecular de MBP-a-
nemertide respecto a MBP. El rendimiento por litro de cultivo fue de ~3mg de a-

nemertide, cuantificado mediante Qubit™ Protein Assay (ThermoFisher Scientific,

Waltham, MA, USA).

ABCDETFGH

Figura 11. Analisis por SDS-PAGE de a-nemertide (A) escalera de peso molecular
(Kda). (B) E. coli BL-21(DE3) transformada sin inducir. (C) E. coli BL-21(DE3)
transformada inducida. (D) Lisis total del cultivo inducido. (E) Flow Through de
cromatografia de afinidad. (F) Fraccién eluida de cromatografia de afinidad. (G)
fraccién colectada de cromatografia de exclusién. (H) Muestra post digestion con
TEV.
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Figura 12. Grafico de cromatograma de afinidad de a-nemertide. (A) Inicio de la
carga del lisado bacteriano a la columna. (B) Comienzo del lavado de la columna
para eliminar impurezas. (C) Comienzo del cambio hacia tampdn de elusion. (D)
Fraccion colectada.
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Figura 13. Grafico de cromatograma de exclusién de a-nemertide. (A) Inicio de
la carga a la columna. (B) impurezas. (C) Fraccidon colectada con formacion de
dimeros.
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CAPITULO IV: DISCUSION

Bioensayo

En este estudio se evallto la mortalidad producida por cipermetrina administrada por
via oral a Drosophila melanogaster de la cepa Canton-S de 5-6 dias de edad, dando
como resultado un LD50 de 1,45. Como se puede ver en la tabla X, existe una
diferencia en la mortalidad a la maxima concentracién de cipermetrina, esto puede
ser debido al uso de mezclas de moscas macho y hembra, ya que existen reportes los
cuales indican una resistencia mayor a este insecticida en hembras (Batiste-Alentorn
et al., 1987). Para su uso en el control de la plaga D. suzukii, se podria mejorar el
ensayo utilizando solo moscas hembra, para determinar de una manera mas precisa

la concentracion apropiada para aplicar el insecticida en condiciones agricolas reales.

El proceso para disefiar la metodologia para determinar toxicidad tuvo varias
dificultades. En primer lugar, el experimento se realizaba con 15 individuos por frasco
y con reposo horizontal. Esto ocasionaba muertes inesperadas en los controles.
Modificando cada una de esas variables se concluy6 que cada una de estas afectaba
la viabilidad de manera diferente. Al mantener los frascos de manera horizontal, la
evaporacion causaba que la toxina se concentrara en los bordes, y al poseer un 5%
de sacarosa las moscas quedaban pegadas a las paredes del frasco. Cuando se inclind
aproximadamente 15°, la evaporaciéon no quedaba repartida de manera homogénea
por todo el frasco, sino que en un area mucho mas discreta, dejando de entorpecer
la alimentacion de las moscas. Sin embargo, al modificar esta variable se seguia
observando muerte en los controles, pero esta vez no estaban adheridos a las
murallas, por lo que se decidié disminuir la cantidad de especimenes por frasco. Por
otro lado, los machos son mas susceptibles a la desecacion que las hembras (Lin
et al., 2023), por lo que también podian secar el papel filtro creando un ambiente
desfavorable para la supervivencia. Para evitar la desecacion, se realizaron pruebas
con diferentes voliUmenes, utilizdndose finalmente volimenes de 25 pL con 10 moscas
por frasco, condicidn bajo la cual se logré que las moscas control sobrevivieran el

tiempo del bioensayo.

Uso de Drosophila melanogaster como modelo

Drosophila melanogaster es un modelo animal ampliamente utilizado para medir la
toxicidad de insecticidas (Akmoutsou et al., 2011; Batiste-Alentorn et al., 1987;

Tasman et al., 2021). Si bien el objetivo real era Drosophila suzukii, el uso de D.
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melanogaster puede dar un acercamiento a la accion de diversos insecticidas dado su
estrecho parentesco, con un 96.15% de identidad con los canales de sodio de D.
suzukii (Camacho et al., 2009). Aun asi, hay que tener en consideracién algunos
puntos clave. Existen poblaciones de D. suzukii que poseen un aumento en la
expresion de genes metabodlicos, como citocromo P450 y esterasas otorgandole
resistencia a los insecticidas comerciales como piretroides (Civolani et al., 2021b;
Tabuloc et al., 2024). En paralelo, se han descrito diferentes mutaciones puntuales
en los Nav de D. melanogaster que otorgan resistencia a piretroides (Pittendrigh et al.,
1997), mutaciones que también podrian ocurrir en D. suzukii. Por esto, el uso de D.
melanogaster podria dar una buena aproximacién del efecto que causaria en D.
suzukii. Aun cuando se el sitio de unién de los ICK es diferente al de insecticidas

comerciales, el estudio de estas mutaciones en el uso de ICK es de interés.

Estabilidad y almacenamiento de TEV

TEV es una proteasa comunmente utilizada en biologia molecular gracias a su sitio de
corte especifico, logrando remover etiquetas sin afectar la secuencia de la proteina
deseada. Esta proteasa tiene la caracteristica de cortarse a si misma produciendo una
enzima con actividad reducida, haciendo que su almacenamiento sea complicado
(Kapust et al., 2001). Normalmente es almacenada a concentraciones menores a 1
mg/ml y a temperaturas que van desde 4°C a -80°C para evitar que pierda actividad
enzimatica (Cabrita et al., 2007). Se observd en el laboratorio que a la tercera
semana se producia un sedimento lechoso al fondo de los tubos, indicando
precipitacion. Ademas, se observd una pérdida total de actividad. Estos cambios
coinciden con lo descrito en la literatura, evidenciando la necesidad de optimizar la
estabilidad de esta enzima (Davis et al., 2025; Parida et al., 2023). Sin embargo,
estas condiciones optimizadas solo se lograron al final de este proyecto lo que

entorpecio la produccién de a-nemertide.

Dentro de los primeros intentos, no se observaba actividad en la proteasa TEV. Por lo
mismo, se realizaron diferentes condiciones de corte proteolitico optimizar el
resultado. Se realizaron pruebas modificando el tiempo de accién y la temperatura:
16 horas 4°C, 4 horas 30°C y 16 horas 16°C, segun protocolos estandar (Typical
Reaction Conditions for TEV Protease (NEB #P8112) | NEB, s. f.). La mejor reaccion

se observd en 16 horas con 16°C, el cual fue utilizando para el corte proteolitico.
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Inviabilidad de bioensayo con a-nemertide

Las principales dificultades de la obtencion de a-nemertide pura es su tamano
(~3Kda) (Jacobsson et al., 2018). Debido a que hubo un inconveniente con el
instrumento HPLC, no se pudo verificar la pureza de la toxina obtenida. Ademas, la
dificultad del plegamiento de esta proteina, al tener tres enlaces de disulfuros,
provoca plegamientos erréneos (Jacobsson et al., 2021). Sin HPLC, no fue posible de
medir tanto la pureza y el correcto plegamiento. Ademas, el problema ocurrido con la
estabilidad funcional de TEV, produjo un retraso en el almacenamiento de toxina de
pureza desconocida, teniendo que producir TEV antes de cada producciéon de a-
nemertide. La resolucion éptima de un SDS-PAGE convencional es de >30Kda, lo cual
dificulta la visualizacion de a-nemertide; para este peso molecular es recomendable
otros protocolos como tricine-SDS-PAGE (Backman & Persson, 2018). Esto llevé a la
imposibilidad de realizar bioensayos dosis-respuesta de manera adecuada, ya que sin

saber la pureza lograda no seria posible obtener una curva de a-nemertide correcta.

Proyecciones y limitaciones

Dentro de la agricultura la proteccion de las plantaciones es crucial, por lo mismo se
utilizan insecticidas de manera repetitiva. Esto produce una presién bioldgica sobre
los organismos afectados, causando la aparicion de individuos resistentes al
compuesto. Una de las posibles soluciones a este problema, es implementar
insecticidas que posean otro blanco molecular y que tengan una via de degradacion
diferente a los insecticidas mundialmente comercializados, como algunos venenos de
arana que poseen un diferente sitio de accién aun no descubierto (Windley et al.,
2012).

Un futuro prometedor en el ambito de los insecticidas es la implementacién de
insecticidas peptidicos. Considerando el largo tramo evolutivo que han tenido las
especies depredadoras utilizadoras de veneno, se podria aprovechar ese curso natural
de la evolucidn para generar bioinsecticidas con una alta afinidad hacia los
invertebrados, menor resistencia, menor bioacumulacién y con la posibilidad de
potenciar su efecto o selectividad con procesos biotecnoldgicos (Marone Fassolo et al.,
2024). Si bien esta idea es prometedora, aun hay barreras metodoldgicas que limitan

su aplicabilidad.

Las toxinas de arafia, en su mayoria poseen un motivo ICK, el cual le otorga gran
estabilidad a la denaturacidn. Sus blancos suelen ser canales idnicos de invertebrados

y poseen diferentes métodos de accién, incluyendo modificando el gating de accién o
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inactivacion de los canales de sodio, bloqueando canales de calcio o canales de
potasio, haciéndolos relativamente seguros para humanos (King, 2019; Windley
et al., 2012). El problema de esto es que su produccion es altamente compleja debido
a que son propensas al plegamiento errdéneo, lo cual reduce su toxicidad. Esto
compromete su produccién en las cantidades necesarias para ser utilizado como

insecticida.

Por otro lado, el estudio en particular de estos pépticos ICK podrian generar soluciones
medicas a problemas ligados con su blanco molecular, ya que se podrian identificar
mutaciones que actuen como reguladores de los canales idnicos, y, gracias a su alta
afinidad, se lograria combatir canalopatias con bajos dafos colaterales, como por
ejemplo corrigiendo la actividad de los Nav en personas afectadas con dolor crénico
(X. Wang et al., 2024).
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