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RESUMEN

Una de las principales estrategias utilizadas por las plantas para contrarrestar el ataque de
insectos es la produccion de inhibidores de enzimas. Rhyzopertha dominica es una plaga que
se alimenta del grano de trigo ocasionando serias pérdidas econémicas y de calidad. Sin
embargo, la produccion de enzimas insensibles a los inhibidores o la sobreproduccién de
enzimas como las enzimas glicosiladas son parte de una estrategia eficaz para que los insectos
logren resistir este tipo de inhibicidn. En este trabajo de investigacion, se observo la presencia
de proteasas glicosiladas en el sistema digestivo de R. dominica. Se obtuvieron las enzimas
proteoliticas del insecto a partir de las progenies emergidas de los trigos variedad Villa Juérez,
Kronstad y Borlaug mismos que presentaron los niveles mas bajo, intermedio y mas alto de
inhibicidn, con valores de 307.42 Ul/mg (23.33 %), 627.21 Ul/mg (55.56 %) y 824.41 Ul/mg
(74.44 %), respectivamente, ante el extracto enzimatico de R. dominica. Estos extractos
fueron purificados por medio de cromatografia de interacciéon hidrofébica y posteriormente
por cromatografia de afinidad a Concanavalina-A. En los zimogramas se lograron detectar las
mismas bandas en ambas cromatografias, con la caracteristica de la modificacion en la

actividad especifica enzimatica.

En los ensayos se encontr6 que los parametros cinéticos en proteasas glicosiladas de R.
dominica los valores de Km fueron menores que los valores correspondientes de las formas no
glicosiladas (31.5 % del valor de Km de las formas no glicosiladas). Por otra parte, los valores
de velocidad méxima Vmax de la actividad proteolitica glicosilada fueron mas elevados que
en la no glicosilada en las tres progenies. En consecuencia, la eficiencia catalitica (Vmax
/Km), revel6 que las proteasas glicosiladas en todas las progenies son cataliticamente mas
eficientes que las proteasas no glicosiladas. Se observé que existe una significativa correlacion
positiva (r = 0.99) entre la actividad inhibitoria de los trigos respecto a la concentracion de
proteina glicosilada y no glicosilada en el extracto enzimatico emergida del mismo trigo. En
contraste, la actividad especifica enzimatica presentd una relacion inversa (r= -0.80) con la
actividad especifica inhibitoria de los trigos. Los resultados de este estudio mostraron que las
proteasas glicosiladas de R. dominica poseen una alta afinidad con los inhibidores de proteasas

de trigo permitiendo que las no glicosiladas actten hidrolizando a las proteinas.
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INTRODUCCION

El proceso de conservacion y proteccion de granos en almacenamiento llega a ser una
necesidad alimenticia, econdmica y social (Pefia-Bautista et al., 2007). Los principales
cereales cultivados en México son el maiz, arroz y trigo (Benitez-Burraco, 2005), siendo este
ultimo el de mayor produccion y aprovechamiento. Segun datos de la Organizacién de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO), el Estado de Sonora aporta el
57 % de la produccion de trigo a nivel nacional (FAO, 2019). Cuando el grano de trigo es
cosechado y almacenado, se deben evitar diversos factores que llegan a alterar su calidad tanto
fisioldégica como tecnoldgica, entre éstos, la presencia de plagas. Se ha reportado una pérdida
de hasta el 40 % de la produccion agricola mundial debido al ataque de plagas que llegan a
afectar a los diversos cultivos, de acuerdo con la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacién y la Agricultura (2019).

Una de las principales plagas son los insectos. Estos obtienen una gran cantidad de
aminoéacidos provenientes de la comida cruda (Gholamzadeh Chitgar et al., 2013), debido a la
alta digestibilidad por medio de hidrolisis que tienen hacia las proteinas de diferentes plantas
(Zhu-Salzman y Zeng, 2015). Sus proteasas digestivas catalizan la hidrolisis de proteinas y
son clasificadas de acuerdo con la naturaleza quimica de los grupos responsables de dicha
catélisis: serina, treonina, cisteina, aspartico o metalo proteasas (Barrett et al., 1998; Lbpez-
Otin y Bond, 2008). Las serina-proteasas, especificamente aquellas del tipo tripsina, son
utilizadas por el barrenador menor de trigo Rhyzopertha dominica reconocido como una de las
plagas mas alarmantes en algunos paises (Belda y Riudavest, 2012) debido a que es
destructora de trigo almacenado (Cinco-Moroyoqui et al., 2008; Priya et al., 2010) que ha
desarrollado resistencia a insecticidas piretroides y organofosforados dificultando su control
(Edde, 2012; Oppert y Morgan 2013). Asi mismo, se ha identificado la gran habilidad
metabdlica que presenta gracias a la actividad de las serina-proteasas, las cuales, son atacadas
por los mecanismos de defensa de las plantas con las que se alimenta, mismas que producen
inhibidores de proteasas (Mosolov y Valueva, 2004). La relacion que existe entre la actividad
enzimatica de insectos y la exposicion ante los inhibidores de proteasas ya ha sido investigada
(Jongsma et al., 1995; Wu et al., 1997; Wielkopolan et al., 2017; Merifio et al., 2018).



Los inhibidores de proteasas se encuentran en plantas como legumbres y cereales, actuando en
la reduccién del suministro de aminoacidos como respuesta al ataque de insectos y patégenos
(Duffey, 1996). Aun asi, los coleopteros, dipteros y lepidopteros logran adaptarse ante la
presencia de estos inhibidores (Ashouri y Farshbaf, 2020; Spit et al., 2016), sugiriendo que los
inhibidores de la planta podrian inducir a la regulacion de proteasas digestivas expresadas
mediante la activacion de genes especificos que generalmente no estan activos (Silva et al.,
2001; Chen et al., 2013). Como resultado, existe una sobreproduccion de las enzimas
digestivas existentes, expresion de diferentes enzimas insensibles a los inhibidores de la
proteasa (Bown et al., 2004) o la activacion de la expresion de enzimas hidrolizantes que

fragmentan los inhibidores (Brunelle et al., 2004).

Algunas investigaciones han demostrado que insectos como Tribolium castaneum (gorgojo de
la harina), Bombyx mori (gusano de seda), Apis mellifera (abeja de miel), Drosophila
melanogaster (mosca de la fruta) y Acyrthosiphon pisuim (pulgdn del guisante), utilizan
proteasas glucosiladas para la digestion de proteinas y dicho efecto es especifico dependiendo
de la especie del insecto (Vanderborre et al., 2011). Los insectos pueden ser capaces de
modular la polaridad de la molécula glucosilando sus enzimas para superar las restricciones de

solubilidad de la molécula, que limitaria su actividad (Wei et al., 2006).

La actividad enzimatica depende de diversos factores como la temperatura (Sotelo-Mundo et
al., 2007; Mehrabadi et al., 2011), inhibidores presentes en las plantas (Mahbobe et al., 2012),
pH, asi como también modificaciones en la postraduccion como la fosforilacion y
glicosilacion que alteran la polaridad de las moléculas, asi como también, su actividad (Wei et
al., 2006; Vanderborre et al., 2011). La glicosilacion es un proceso bioquimico que modifica
la estructura y funcion de proteinas debido a la unién de carbohidratos en los grupos laterales
de aminoéacidos, asparagina (Asn), serina (Ser) o treonina (Thr). Esta modificacion en las
moléculas de proteina afecta sus propiedades termodinamicas, cinéticas y estructurales,
presentandose en dos tipos: N- y O-glicosilacion (Nagai et al., 1997; Chen et al., 2008; Lam et
al., 2013). La identificacion y caracterizacion cinética de proteasas digestivas glucosiladas
seria de interés para el estudio de la adaptacion del insecto misma que le permite alimentarse y

sobrevivir con granos almacenados.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Cereales

El maiz, arroz y trigo son los cereales que alimentan al mundo. La produccion de cereales es
de gran importancia, pues aporta productos que satisfacen las necesidades alimenticias de los
seres humanos (Ramos, 2013). Existe una gran demanda y con ello, una gran oferta de
cereales por paises como Chile, Colombia, México y Per0, en los cuales destacan el arroz,
maiz, sorgo y trigo (Reyes y Olis, 2019). El trigo ha sido de gran interés de estudio debido a
su amplio uso en la alimentacién, su importancia esta en el alto contenido energético y

proteico, siendo mayor que en otros cereales como el arroz y maiz (Pefia-Bautista et al., 2007).
Trigo

El trigo es uno de los cereales que representa una mayor utilidad gracias a la gran diversidad
de productos alimenticios que se pueden fabricar a partir de esta graminea (Pefia-Bautista et
al., 2008). Su importancia radica en el abasto ya que, segln datos oficiales al afio 2017, la
FAQO establece una produccion de 3,503,521 ton de trigo en México. De igual forma,
representa un papel fundamental en la economia a nivel mundial pues su cultivo, cosecha y

venta proporciona un gran namero de empleos en los diferentes sectores agroalimentarios.

El Estado de Sonora es uno de los mayores productores de trigo generando aproximadamente
57 % de la produccion total del pais segin datos obtenidos hasta el mes de agosto del 2019
(SIAP, 2019). El trigo es cultivado en su mayoria en las regiones del Mayo y Yaqui debido a
las condiciones agroclimaticas y tecnoldgicas con las que cuentan estas zonas (Marquez-
Berber et al., 2014). En el afio 2019 el costo total de produccién de trigo en Sonora rondaba
entre los 21, 445 pesos por tonelada, lo que representa un gran riesgo la pérdida de dicho
producto (SAGARPA, 2019). EI 83 % de la produccién de trigo en la entidad es del tipo
cristalino utilizado en la elaboracion de espagueti y sopa seca, mientras que el 17.0 % restante

es panificable y utilizado en la elaboracién de tortillas, galletas y reposteria (SIAP, 2018).

Actualmente, la situacion comercial de los tipos de trigo en México se ve influenciada por la
demanda existente en el pais. En el caso del trigo harinero, la principal fuente viene de paises



como Estados Unidos y Canada (SAGARPA, 2017) ya que, la produccion resulta inferior a la
demanda, mientras que el trigo cristalino se exporta una vez que ha satisfecho las necesidades
nacionales (Garza et al., 2016). La productividad y la calidad juegan un papel fundamental en
las condiciones requeridas del trigo para colocarse en el mercado. Esto requiere mantener la
integridad del grano de trigo tanto en su composicién fisica como quimica que, finalmente,

seran estas caracteristicas las que contribuyan a su capacidad tecnoldgica (Sanchez, 2003).

La estructura fisica del grano de trigo se compone por el pericarpio y semilla. Asi mismo, se
subdivide en cubiertas de semilla, germen y endospermo. EIl pericarpio contiene 8.2 % en
proporcién media del grano de trigo, aleurona 6.6 %, germen 2.8 % y endospermo 82.4 %
(Gil-Hernandez y Ruiz-Lopez, 2010). En el caso de los componentes quimicos de esta
graminea se encuentran glacidos digeribles, lipidos, sustancias minerales, fibra dietética y
proteinas. En una porcion comestible de 100 g, la distribucion es de 56.9 %, 2.2 %, 1.6 %,
12.6 % y 12.7 %, respectivamente (Gil-Hernandez y Ruiz-L6pez, 2010). Las proteinas
resultan ser el componente de mayor aprovechamiento ya que el trigo tiene una diferencia
marcada en contenido en comparacion de cereales como el maiz y el arroz. La cantidad de
gluten que contiene representa un 80 % del total de las proteinas (Badui, 2012) y éste es el
responsable de las propiedades viscoelasticas que requieren los procesos de panificacion.

La cantidad de proteinas depende del tipo del cultivo que se trate. EIl factor genético es
determinante, asi como también las condiciones del cultivo (Gil-Hernandez y Ruiz-Ldpez,
2010). Estas se localizan en diversas partes formando el grano como el endospermo, germen y
cubiertas externas. Las proteinas presentes en los granos de cereales se distribuyen en las
diferentes estructuras anatdmicas encontrandose un 4.4 % en el pericarpio, 19.7 % aleurona,

28.7 % endospermo y 60 % en germen (Gil y Ruiz, 2010).

Dentro de las proteinas del grano de trigo se encuentran las formadoras del gluten, el cual esta
constituido por gliadinas, que son prolaminas, y por las gluteninas, clasificadas como
glutelinas. El 20 % restante corresponde a proteinas de funcion estructural globulinas y
albuminas (Vazquez et al., 2004). Las albaminas presentes en el grano de trigo son solubles
en agua. La extraccion de estas proteinas se lleva a cabo a temperatura ambiente y se requiere

de varias etapas de purificacion debido a la presencia de sales minerales mismas que son



extraidas de los tejidos, asi como también precipitacion repetitiva, centrifugacion y diélisis
(Chaquilla-Quilca et al., 2018). Las globulinas se encuentran en la parte de aleurona presente
en el salvado de trigo. Las proteinas de la capa de aleurona tienen una estrecha relacion con
carbohidratos lo que permite la unién entre ellos y formar diversos complejos como el acido
fitico (Martinez et al., 2002).

Las proteinas formadoras del gluten son de gran importancia en la panificacion (Badui, 2012).
Las gliadinas y gluteninas son los componentes del gluten, y se caracterizan por su solubilidad
en soluciones de alcohol y en acido acético, respectivamente. Por otro lado, las proteinas
albuminas y globulinas son solubles en agua y en soluciones salinas, respectivamente
(Goesaert et al., 2005). La calidad de dichas proteinas se debe a varios factores tal como la
variedad del trigo, las condiciones ambientales durante el cultivo, presencia de plagas en
campo y condiciones de almacenamiento. Cualquier cambio en alguno de ellos provoca la
alteracion de la calidad y, en algunos casos, la pérdida total de producto (Girén-Calle et al.,
2005).

Pérdidas postcosecha

Los cultivos de cereales pueden verse afectados desde la etapa de plantacion hasta el producto
final destinado al consumo, esto debido a la pérdida de calidad de estos (FAO, 2015). Se
estima una pérdida de alrededor del 37 % a nivel mundial durante el periodo de produccién
(Gatehouse et al., 1992) y de 6 al 20 % durante el periodo postcosecha, lo que ha representado
un enorme problema a la economia este Gltimo alcanzando alrededor de 78 billones de délares
(Oerke et al., 1994).

Existen una gran cantidad de factores que afectan el grano de trigo los cuales contribuyen a la
pérdida de calidad de este. Un elevado nivel de respiracion de los granos por temperatura y
alta humedad, procesos de secado incorrectos, dafio mecanico durante el movimiento interno
de las plantas, incorrecta limpieza de los granos, conservacion deficiente, dafio de insectos y
roedores (De la O et al., 2012; Hassan et al., 2020). Ademas, mantener instalaciones
inadecuadas de almacenamiento, propicia a una pérdida de trigo postcosecha (Garnero 2012).
Segun Pereira (1993) este deterioro puede evaluarse a través de la pérdida de la fuerza de las



semillas, desarrollo de hongos, pérdida de capacidad tecnolégica de las harinas, incremento de
la acidez, entre otros factores.

Los factores fisicos influyen significativamente en el almacenamiento de los granos y las
semillas. El trigo llega a su punto de madurez, en donde se convierte en un producto no
perecedero. Al llevarse a cabo las siguientes etapas como es el almacenamiento, se presentan
diversos factores que pueden alterar tanto la calidad fisiolégica como tecnologica de los
granos del trigo (Juérez et al., 2014). La humedad y temperatura representan los factores
principales ya que se relacionan directamente con la presencia de los factores bioldgicos
(Carrero y Planes, 2007). Estas deben mantenerse alejadas del valor 6ptimo de desarrollo de

los microorganismos e insectos para asegurar el correcto almacenamiento de los granos.

Los cereales se almacenan por muchos meses sin presentar alguna alteracion. Es importante
mantener una humedad no mayor al 15 % ya que propicia su germinacién y el crecimiento de
diversos organismos (Badui, 2012). Dentro de los factores que contribuyen a la pérdida de
granos se encuentra el consumo de los granos por plagas como aves, hongos y roedores,
disminuyendo el rendimiento de los granos contaminandolo y reduciendo su calidad (Moreno-
Martinez et al., 1995). Lo anterior representa un gran peligro para la salud de los
consumidores, ya que contaminan con sus heces y orina, o produciendo micotoxinas como el

caso de aflatoxinas producidas por Aspergillus spp (OMS, 2018).

El deterioro de trigo almacenado se ve exacerbado por la presencia de otras plagas,
principalmente de una gran variedad de insectos debido a su alta actividad metabdlica (Hassan
et al., 2020). Las plagas de almacenamiento contribuyen a la disminucion del valor nutritivo
de los granos, de la calidad y su valor comercial (Garcia-Lara et al., 2007). Estas consisten
principalmente en gorgojos y polillas, quienes afectan la calidad tanto del grano como de sus
harinas (FAO, 1993) del orden Coledptera y Lepidoptera, respectivamente. Estos organismos
producen olores desagradables y la formacién de huecos y polvillo en los granos, lo que
provoca la pérdida de calidad de los mismos afectando principalmente a las proteinas del
gluten, especialmente la fraccion de gluteninas responsables de la esponjosidad del pan
(Werteker y Kramreither, 2008). El ataque se debe a que encuentran las condiciones éptimas

de crecimiento, lo que les permite alimentarse y reproducirse de forma espontanea (Marshesi,



1971). Su presencia se basa en la adaptacion y supervivencia debido a la alta tasa de
reproduccion y su preferencia al sustrato (Bourne-Murrieta et al., 2014).

Ataque de insectos en trigo almacenado

El grano de cereal es dafiado por una gran cantidad de insectos, ya que algunos logran
desarrollarse en su interior alimentandose del endospermo interno y creando una especie de
agujeros de donde emergen los adultos (Hagstrum et al., 2012). El ciclo de vida que tiene este
tipo de insectos inicia con el huevo, larva, pupa y adulto, en donde la emergencia de los
nuevos individuos ocurre de 4 semanas hasta 3 meses, dependiendo de la especie que se trate
(Howe, 1950). En donde la hembra coloca alrededor de 500 huevecillos en el grano infestado,
logrando que la poblacion se exprese 4 0 5 veces més de la cantidad inicial (Garcia-Lara et al.,
2007).

Este tipo de organismos se clasifican en dos tipos: aquellos que forman el huevo, larva y pupa
se colocan dentro del grano, sobreviviendo siempre y cuando haya granos enteros, y son
conocidos como insectos de tipo primario. En este grupo se encuentra se encuentra el gorgojo
de maiz (Sitophilus zeamais), gorgojo arroz (Sitophilus oryzae), gorgojo de granero (Sitophilus
granarius), barrenador de grano menor (Rhyzopertha dominica) y larvas de la polilla de grano
(Sitotroga cerealella) (Hagstrum et al., 2012). En el caso de aquellos que se alimentan de los
granos huecos y el polvillo resultado del ataque de insectos mencionados anteriormente o
consecuencia de un tratamiento deficiente a los granos, asi como también el ataque a
productos procesados como el caso de la harina, se conocen como insectos de tipo secundario.
Ejemplo de ellos son los gorgojos de la harina Tribolium castaneum (gorgojo rojo) y

Tribolium confusum (gorgojo confuso) (FAO, 2019).

El principal componente que aprovechan estos organismos son las proteinas encontradas en el
trigo, lo que afecta directamente en las propiedades tecnoldgicas de las harinas, producto
principal obtenido. Esta supresidn de nutrientes repercute en la formacion de alimentos aptos
para los consumidores debido a que el ataque durante el almacenamiento presenta un efecto no
deseado en los parametros de calidad (Hassan et al., 2020). Se han realizado estudios (Ozkaya
et al., 2009) en los cuales muestran que el ataque de insectos como R. dominica tiene un efecto
en la calidad de la harina de trigo, disminuyendo el contenido de proteinas y, por lo tanto, en
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los parametros reoldgicos en panificacion. Sin embargo, este insecto ha logrado resistir
diversos métodos de control como el uso de productos quimicos y atmoésferas modificadas
(Edde, 2012; Levy- De la Torre et al., 2019).

Rhyzopertha dominica

R. dominica es una de las plagas méas alarmantes en algunos paises (Belda y Riudavest, 2012).
R. dominica es una plaga destructora de trigo almacenado (Cinco-Moroyoqui et al., 2008;
Priya et al., 2010) que ha desarrollado resistencia a insecticidas piretroides y organofosforados
dificultando asi su control (Edde, 2012; Oppert y Morgan 2013). En un estudio realizado por
Collins et al. (2017) identificaron la fuerte resistencia por parte de R. dominica ante la
presencia de fosfina en centros de almacenamiento, esto debido a las recurrentes fumigaciones
comparadas a las de campo realizadas con menor frecuencia. Estos compuestos quimicos
afectan el sistema nervioso central de los insectos; los piretroides llevan a cabo una accién
neurotdxica en donde se producen dafios del sistema nervioso central y periférico (Santos-
Gally, 2001); por otra parte, los organofosforados actGan interrumpiendo la comunicacion
entre células del sistema nervioso a partir de la molécula de acetilcolina, suprimiendo los

impulsos nerviosos y ocasionando la muerte (Baird, 2001).

El ciclo de vida del barrenador menor de trigo ha sido identificado en cuatro etapas larvales,
en donde la temperatura es el factor principal de desarrollo desde el huevo a la emergencia del
adulto. Al menos 30 dias se puede definir para el desarrollo de R. dominica (Begum y Huda,
1974), considerando el 6ptimo de humedad entre 12 y 14 % a una temperatura de 26 °C (Edde,
2012). Se conoce que el ciclo bioldgico de los insectos se ve alterado por la temperatura, de
tal forma que, en verano suele ser mucho mas rapido que en invierno, generando un
incremento en el nimero de generaciones anuales y puede traer consigo el aumento sustancial
de los dafios (Faroni y Garcia-Mari, 1992; Edde, 2006).

Este insecto tiene una marcada preferencia por el trigo, dado que obtiene los carbohidratos
necesarios para ganar energia en forma de moléculas de ATP a través de la cadena de
transporte de electrones (ETC) y fosforilacion oxidativa (OXPHOS) (Levy-De la Torre et al.,
2019). Asi mismo, se ha identificado que este insecto es capaz de alimentarse de los granos de



trigo aun cuando presentan actividad inhibitoria, es decir, que puede obtener los nutrimentos
del trigo sin ningun problema (Osuna-Amarillas et al., 2012).

Este barrenador de trigo es capaz de cambiar su proceso metabdlico de aerobio a anaerobio
con mayor produccion de lactato, para adaptarse a un mecanismo de control conocido como
atmosferas modificadas (Levy- De la Torre et al., 2019). Debido a esto, se cree que el insecto
tiene formas de asimilar ciertas sustancias a través de mecanismos de defensa expresados
genéticamente. La importancia que ha tomado R. dominica se debe a la diversidad de
estrategias que utiliza para mantenerse y alimentarse de los granos almacenados (Edde, 2012),
ya que ningin método ha logrado eliminarlos por completo. Para evitar el ataque de insectos
existe una gran diversidad de métodos para su control, pero en algunos casos no han resultado

efectivos.

Metodos de control para insectos de granos almacenados

Las pérdidas de cultivos se ha vuelto un problema importante debido la presencia de diversos
insectos fitéfagos que han presentado cierta resistencia a productos quimicos utilizados para su
control (Agrafioti et al., 2019; JeongOh-Yang et al., 2018; Zhu-Salzman y Zeng, 2015).
Ademas, estas técnicas resultan peligrosas tanto para los consumidores como para el medio
ambiente debido a los residuos generados en su aplicacion. Los compuestos utilizados con
mayor frecuencia son los organofosforados y piretroides, y en algunos casos carbamatos,
siendo su caracteristica principal su alta toxicidad. Aunado a esto, diversos insectos han
creado un mecanismo de adaptacion resistiendo altas concentraciones de estos productos

quimicos (JeongOh-Yang et al., 2018).

Los insecticidas piretroides sintéticos actian modulando los canales de sodio, lo cual produce
convulsiones y temblores por la hiperexcitacion y, en algunos casos, paralisis por bloqueo de
la actividad neuronal (Shafer et al., 2005). En un estudio realizado por Daglish et al. (2018)
observaron que el barrenador de trigo menor R. dominica presenta resistencia a la
deltametrina, un piretroide utilizado para la proteccion del grano almacenado. Por otra parte,

la toxicidad provocada por organofosforados se asocia con la inhibicion de la



acetilcolinesterasa en el sistema nervioso, dando como resultado la acumulacion de

acetilcolina provocando una interrupcion en la neurotransmision (Sparks y Nauen, 2015).

Debido a la respuesta generada hacia los productos quimicos, existe un gran interés en el uso
de métodos alternativos que prevengan el dafio al medio ambiente y confieran seguridad a los
consumidores, como el caso de las atmosferas modificadas, exponiendo a los insectos en
ambientes de hipoxia, es decir, con cantidades reducidas de oxigeno siendo eficiente al
combinarse con otro método (Kells et al., 2001). Un tratamiento aplicado a los insectos
Callosbruchus maculatus (Coleoptera) nombrado cominmente como gorgojo de cuatro
manchas, y el gorgojo del arroz Sitophilus oryzae (Coleoptera) en trigo, dieron como resultado
una mortalidad total de la poblacién cuando fueron expuestos a concentraciones menores del 5
% de oxigeno (Njoroge et al., 2019). En el caso de Rhyzopertha dominica, se encontrd que al
ser expuesto a bajas concentraciones de oxigeno (5 %) y una elevada concentracion de didxido
de carbono (10 %) durante 24 horas, este responde aumentando la concentracion de lactato,
comparado con condiciones normoxicas (21 % O y 0.02 CO;) donde este insecto actla
cambiando su metabolismo aerdbico al anaerdbico como respuesta a la falta de oxigeno
(Levy-De la Torre et al., 2019), mientras que el uso del aceite esencial del naranjo dulce
Citrus sinensis mostrd un efecto sinérgico si se combina con caolin. al aumentar la mortalidad

de R. dominica siendo una alternativa a los insecticidas sintéticos (Campolo et al., 2014).

Los métodos biolégicos consisten en exponer a los insectos plaga con organismos vivos que
ayuden a reducirlas o eliminarlas, como el caso de patégenos, parasitoides y depredadores
(Carballo y Guharay, 2004). Se han identificado dos enemigos naturales de R. dominica,
encargados de eliminar la poblacion debido a su menor tamafio, atacando principalmente a las
etapas tempranas como los huevecillos y larvas como el bicho pirata de almacenamiento
Xylocoris flavipes (Reuter) (Heteroptera: Antho-coridae) y la avispa parasita Theocolax
elegans (Westwood) (Hymenoptera: Pteromalidae) (Adarkwah et al., 2018). En un estudio
realizado por Er et al. (2018) observaron que aislamientos de Beauveria bassiana tuvieron
efecto en el control de R. dominica al exponer los insectos en mezclas de esporas con granos

de trigo, resultando una variacion de mortalidad entre 13.67 a 100 %.
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No obstante, se ha encontrado que R. dominica ha logrado adaptarse a diversos métodos de
control. Este adapta su metabolismo para resistir condiciones de hipoxia al aumentar la
produccién de lactato y poder sobrevivir bajo estas condiciones (Levy- De la Torre et al.,
2019). Con el uso de productos quimicos como la deltametrina, este insecto ha logrado resistir
las concentraciones permitidas de 0.5 mg kg aumentando el rango de mortalidad,
disminuyendo de un 100 % hasta un 80.8 %, en comparacion con aquella progenie sin
tratamiento (Daglish y Nayak, 2018). Este insecto representa un gran peligro debido al dafio
que ocasiona a los granos de trigo, caracterizado por una alta actividad catalitica permitiéndole

una alimentacion répida y eficiente.

Tracto digestivo de insectos

Existe una gran variedad de especies de insectos, las cuales pueden consumir diferentes
alimentos. La parte bucal dependera del tipo de alimentacion que tengan los insectos, asi
como la estructura intestinal estard en funcion de las propiedades mecanicas y de la
composicion nutrimental de los alimentos (Gullan y Cranston et al., 2014). La digestion es
sobre todo extracelular. El tracto digestivo de diversos insectos se reconoce por poseer un alto
nivel de enzimas capaces de degradar las biomoléculas presentes en los alimentos (Garcia-
Gonzélez et al., 2017).

En los insectos y crustaceos es un proceso muy similar, ademas, que el bolo alimenticio es
transportado a través del tubo digestivo por contraccion muscular. Se ha descrito el tubo
digestivo de un insecto en tres segmentos: intestino anterior (estomodeo), intestino medio
(mesenterdn) e intestino posterior (proctodeo) (Monteresino y De Brewer, 2001), como se
muestra en la Figura 1. Estos segmentos se encuentran separados por valvulas, siendo la
valvula cardiaca o esofagica aquella que comunica el estomodeo y el mesenteron, mientras
que la valvula pilérica conecta el estbmago con el duodeno separando el mesenterén y
proctodeo (Jordan-Montés, 2012). Estos artrépodos poseen una camara de almacenamiento

ensanchada llamado buche que se localiza en el intestino anterior (Hill et al., 2006).
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Figura 1. Tracto digestivo de insectos

Fuente:Hill et al., 2006.



Los insectos poseen una alimentacion basada en un tipo de alimento ya sea sélido o liquido,
tomando en cuenta el origen del mismo, animal o vegetal. Con ello se ha establecido una
forma general de identificar el tracto digestivo, en el caso de una alimentacion a base de
solidos, el intestino sera corto, ancho y recto, reforzado con musculatura fuerte, mientras que,
al alimentarse de liquidos, el intestino serd largo y estrecho (Gullan y Cranston et al., 2014).
En el caso de insectos presentes en cereales, la clasificacion corresponde a una alimentacion
basada en productos solidos de origen vegetal, en donde se les conoce como insectos fitofagos,
los cuales llevan a cabo su digestion a niveles de pH entre 9 y 12 para poder extraer los

componentes de la planta con la que se alimentan (Gullan y Cranston et al., 2014).

El intestino medio ocurre la produccion y secrecidn de enzimas digestivas que llevaran a cabo
los procesos metabdlicos para la absorcidn de los nutrientes. El estomodeo actda en la ingesta
y triturado del alimento para ser dirigido al mesenterén. Una vez que llega al intestino medio
(mesenterdn) se secretan las enzimas y se absorben los nutrientes, finalizando el proceso en el
proctodeo (Jordan-Montés, 2012).

Proteasas digestivas de Rhyzopertha dominica

Las proteasas son biocatalizadores que van a hidrolizar los péptidos presentes en las proteinas
contenidas en los productos alimentarios, para obtener los nutrimentos necesarios para el
desarrollo y reproduccion (Terra y Ferreira, 1994). La presencia de diversas proteasas en el
tracto digestivo de los insectos depende principalmente de la composicién quimica de la dieta

gue consumen.

Las proteasas son enzimas que hidrolizan las proteinas. Normalmente actGan en condiciones
ddciles de reaccion a un pH 6ptimo entre 6 y 8 en todos los casos, siendo faciles de manipular,
no necesitan cofactores, son muy estables y, en general, relativamente simples en su
arquitectura molecular (Fersht, 1980). Estas enzimas son capaces de hidrolizar ciertos
componentes provenientes de los alimentos para su aprovechamiento, participando, ademas,
en diversos procesos bioldgicos como digestion de las proteinas, replicacion de genes,

progresion del ciclo celular, crecimiento neuronal, curacion de heridas e inmunidad (Sternlicht
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Sternlicht y Werb, 2001). En relacién con los grupos funcionales del centro activo, las
enzimas proteoliticas se han clasificado como serina proteasas, aspartico proteasas, cisteina
proteasas y metaloproteasas. EI nombre que recibe cada una de ellas es debido al aminoacido
activo dentro del sitio catalitico, serina, aspartato, cisteina y algunos metales, respectivamente
(Rick, 1974).

Las enzimas serina-proteasa poseen este nombre ya que contienen un resto de serina
singularmente reactivo, esencial para la actividad enzimatica; asi mismo, reaccionan
irreversiblemente con organofosfatos, tales como el diisopropilfluorofosfato (Voet, 2006).
Sus actividades son maximas a un pH cercano a 7.8. Se forma un “acilenzima” durante la
reaccion en la que la porcion carboxilica del sustrato esterifica el hidroxilo de la serina
reactiva (Fersht, 1980). Se ha identificado la actividad de serina proteasas tipo tripsina en
algunos insectos, como el caso de larvas del semi looper verde de arroz Naranga aenescens
moore (lepidoptera: Noctuidae) misma que se identifico a partir de la hidrolisis de BApNA
como sustrato, siendo este especifico para tripsina. Asi como también, la inhibicion de
actividad de la enzima por medio del inhibidor sintético Clorhidrato de tosil-L-lisil-
clorometano (TLCK), de igual forma, especifico para tripsina (Zibaee et al., 2011). En un
estudio realizado por Osuna-Amarillas et al. (2012) se logré identificar a las enzimas que
participan en la hidroélisis de proteinas en el tracto digestivo de R. dominica y que pertenecen
al grupo de las serina-proteasas, especificamente aquellas del tipo tripsina, tal como se
muestra en la Figura 2, siendo posible observar 8 bandas con actividad proteolitica a partir de

ensayos especificos con caseina co-polimerizada como sustrato.
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Figura 2. Determinacion del peso molecular de proteasas de R. dominica.
(1) Marcadores de peso molecular, y (2) zimograma de proteasas de R. dominica.

Fuente: Osuna-Amarillas et al. 2012.
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La tripsina es especifica para péptidos y ésteres de los amino&cidos lisina y arginina (Muller-
Sterl, 2008). La diferencia en sus especificidades se debe a los cambios en sus bolsas
cataliticas. En la quimotripsina hay una bolsa de fijacion para las cadenas hidrofdbicas
voluminosas, mientras que la tripsina en el fondo de ésta se encuentra un aspartato. El
carboxilato cargado negativamente del Asp-189 forma un enlace salino con el amonio o
guanidino cargado positivamente al final de la cadena lateral de la lisina o arginina (Fersht,
1980).

La tripsina (E.C. 3.4.21.4) es una enzima proteolitica, cuyo precursor inactivo es llamado
tripsindgeno, mismo que se forma en las células exocrinas del pancreas y se secretan en el
intestino (Rick, 1974). La proenzima se convierte en la enzima activa por una enteroquinasa y
por la autocatalisis de la tripsina formada. EIl peso molecular de esta enzima es de 23.3 kDa
(bovino y porcino), hablando especificamente de la forma inactiva, es decir, el tripsindgeno
tiene un peso molecular alrededor de 24 kDa (Elgendy y Al-Ruweidi, 2016). EI pliegue de
tripsina se caracteriza por una estructura de dos barriles beta de seis cadenas. Los residuos
cataliticos se encuentran en la interfaz entre estos barriles. His 57 y Asp 102 se originan en el

barril beta N-terminal, mientras que Ser 195 se origina en el barril C-terminal (Di Cera, 2009).

La estructura se estabiliza mediante seis puentes disulfuro completamente conservados para
resistir el entorno reductor extracelular del tracto gastrointestinal (Halfon y Craik, 1998). La
tripsina tiene un Asp en el fondo de este bolsillo que forma un puente salino combinando dos
interacciones no covalentes con Arg o Lys. La triada catalitica mostrada en la Figura 3
presente en la tripsina Ser 195- His 57- Asp 102 seran los encargados de romper el enlace
peptidico de las proteinas, actuando principalmente en residuos de Lys y Arg (Muller-Esterl,
2008).
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Figura 3. Estructura tridimensional de la tripsina
Los amino&cidos constituyentes de la triada catalitica (Ser-195, His-57 y Asp-102), en color amarillo se aprecian

los puentes disulfuro.
Fuente: Walter et al., 1982.
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Actividad enzimatica

La actividad catalitica de las enzimas depende de que mantengan su plegamiento, es decir, su
estructura tridimensional (Ramirez y Ayala, 2014). Ademas, se distinguen por tres
caracteristicas: fuerza catalitica, especificidad y regulacion, las cuales facilitan los procesos
bioldgicos (Copeland, 2000). La actividad enzimatica depende de diversos factores como la
temperatura (Sotelo-Mundo et al., 2007; Mehrabadi et al., 2011), inhibidores presentes en las
plantas (Mahbobe et al., 2012), pH, asi como también, modificaciones en la postraduccion
como la glicosilacion y fosforilacion (Wei et al., 2006; Vanderborre et al., 2011). Segun
Josephrajkumar et al. (2006), las caracteristicas de proteasas intestinales de insectos pueden
cambiar durante las etapas de crecimiento. La mayor actividad proteolitica en el semi looper
verde de arroz Naranga aenescens moore (lepidoptera: Noctuidae) fue identificada en el tercer

estadio segun Zibaee et al. (2011).

Los procesos postraduccionales juegan un papel importante en la conformacion final de la
molécula, asi como también en la funcion que va a desempefiar en el organismo. Dentro de
éstos destaca la fosforilacion permitiendo, en algunos casos, la activacion de algunas enzimas,
y la glicosilacion, la cual estabiliza a la enzima confiriéndole estabilidad térmica (Zhou et al.,
2019; Scheys et al., 2020). EI proceso bioquimico de glicosilacion es la union covalente de
una cadena de oligosacaridos a una cadena principal de proteinas considerandose una
modificacion proteica comun (Harper et al., 1911). Existe una gran diversidad de
conformaciones debido al tamafio y la estructura de la cadena de carbohidratos presentes,
mismos que pueden alterar las caracteristicas fisicoquimicas de una proteina (Lam et al.,
2013). Se pueden distinguir dos tipos principales, denominados glicosilacion ligadaa N y O.
De igual forma, el pH del intestino es un factor determinante en la actividad de las enzimas
digestivas (Terray Ferreira, 1994).

Otro factor importante son los inhibidores de proteasas (IP’s) distinguidos por ser esenciales
en la regulacion de la actividad proteolitica, jugando un papel importante en diversos procesos
bioldgicos relacionados al metabolismo y fisiologia celular (Clemente et al., 2019). La

benzamidina es un potente inhibidor de la tripsina y la serina proteasa similar a la tripsina
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(Tsuji y Yuasa, 2019). EI mecanismo de accidn que tienen estos inhibidores resulta en tres
tipos: competitivo, acompetitivo y no competitivo (Muller-Esterl, 2008).

Los inhibidores de serina proteasa, por sus siglas en inglés SPI, de diferentes familias
sobreexpresadas en varias especies de plantas presentan un mecanismo de defensa contra
animales, insectos y microorganismos. Los SPI de las plantas son capaces de suprimir la
actividad de serina-proteasas en el tracto digestivo de los insectos, evitando la asimilacion de

proteinas vegetales (Habib et al., 2007).

Inhibidores proteicos de la planta

Los inhibidores de proteasas participan en la defensa de las plantas contra plagas y
microorganismos fitopatdégenos (Usha y Jyothsna 2010). Con la evolucion de diversos
organismos, se ha identificado que las plantas adquieren un mecanismo de defensa para
contrarrestar el dafio provocado por insectos suprimiendo la actividad enzimatica en su tracto
digestivo, evitando la asimilacion de proteinas vegetales (Ryan, 1990; Gatehouse et al., 1999).
En caso de que este mecanismo no sea suficiente, algunos componentes de la planta como son
los anti-nutricionales (Belmar y Nava, 2000), podrian asegurar la prevencién del dafio al ser
un producto de escaso valor nutricio. Un dato interesante fue que una fraccion de albumina
presente en el grano de trigo logré inhibir la actividad catalitica de R. dominica (Osuna-
Amarillas et al., 2012).

Asi mismo, se ha reportado que la presencia de inhibidores de albumina de trigo tiene un
efecto inverso relacionado con la inhibicion (Cinco-Moroyoqui et al., 2008). Es decir, a
menor cantidad de albumina mayor es la actividad inhibitoria hacia las amilasas contenidas en
R. dominica. La actividad de las amilasas se encuentra dentro de un pH de 6.5a 7. La
concentracion de f-mercaptoetanol aumenta lentamente la actividad enzimatica de amilasas
presentes en R. dominica. Se hace referencia a esto debido a la ruptura de enlaces disulfuro
dentro de las mismas, lo que permite la interaccion del sustrato con el sitio activo de la enzima
(Cinco-Moroyoqui et al., 2008). La actividad de BApNAasa en el intestino medio de R.

dominica se redujo significativamente por el inhibidor de serina proteasa y los inhibidores

19



especificos de tripsina (Zhu y Baker, 1999). La actividad de BApNAasa no es sensible a
inhibidores especificos de quimotripsina o aspartico proteasas.

La inhibicion de las enzimas digestivas de los insectos con inhibidores proteicos o0 no
proteicos podria ser un enfoque alternativo eficaz para controlar las infestaciones. Un dato
interesante obtenido a partir de inhibidores de a-amilasas y proteasas presentes en el trigo
(Trititum aestivum) fue su actividad inhibitoria hacia las enzimas digestivas de R. dominica y

Tenebrio molitor segun el estudio de Priya et al. (2013).

Se ha reportado que cuando los insectos se alimentan de algin sustrato, al encontrar una toxina
o un inhibidor, muchos de ellos experimentan una serie de cambios adaptativos para continuar
su desarrollo normal (Amirhusin et al., 2007). Los insectos tienen una gran capacidad para
expresar una serie de proteasas que no son identificadas por los inhibidores presentes en la
planta (Qu et al., 2003). Un método encontrado en Drosophila melanogaster fue la digestion
de proteinas a partir de proteasas glicosiladas, permitiéndole una alimentacion mas eficiente
(Tomasz et al., 2017). La glicosilacion es un proceso post-traduccional que le confiere ciertas

funcionalidades a la molécula modificando su estructura tridimensional (Berg et al., 2007).

Glicosilaciéon

La glicosilacion es un proceso bioquimico que modifica la estructura y funcién de proteinas
debido a la unién de carbohidratos en los grupos laterales de aminoacidos, asparagina (Asn),
serina (Ser) o treonina (Thr). Esta modificacién en las moléculas de proteina afecta sus
propiedades termodindmicas, cinéticas y estructurales, presentandose en dos tipos: N- y O-
glicosilacion (Nagai et al., 1997; Chen et al., 2008; Lam et al., 2013).

En la glicosilacion de proteinas existe una gran variedad de enlaces formados entre trece
monosacéaridos diferentes y 8 aminoéacidos, creando al menos 31 combinaciones entre estos
dos componentes (Spiro, 2002). El contenido de carbohidratos unido a la cadena polipéptidica
representa alrededor del 80 % de la estructura total variando de 1 hasta 30 residuos (Horton et
al., 2008). Las glicoproteinas, en su mayoria, se secretan de la célula o se adhieren a la

superficie exterior de la membrana plasmatica. EXxiste una menor cantidad de glucoproteinas
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en el citoplasma y algunos organulos que participan en su produccion se observan en la Figura
4. El grupo de glicoproteinas estd formado por hormonas, enzimas, proteinas estructurales y de
transporte; se forman por una cadena de oligosacaridos que pueden contener diferentes

azucares como hexosas, hexosaminas, acidos sialicos y pentosas.

La glicosilacién es especifica de la especie y se determina por la estructura de la proteina y el
sitio de unién del carbohidrato (Vanderborre et al., 2011). Es decir, la glicosilacion de
cualquier proteina depende de la célula o tejido en el que se produce y que el polipéptido
codifica informacion que dirige su propio patron de glicosilacion. En muchos casos, la
proteina estd unida a mas de un solo carbohidrato en las diferentes uniones que se presentan
(Reinders y Sickmann, 2007). La alteracion de este proceso provoca graves consecuencias,
entre ellas la interrupcién de la metamorfosis o la mortalidad (Tomasz et al., 2017). Los N-
glucanos estan unidos a los residuos Asn del esqueleto peptidico, mientras que los O-glucanos
estan conectados a los residuos Ser o Thr. Los glicanos ligados a N también pueden ser
glicosilada en otros residuos de aminoacidos como Arg, Trp y His, y los residuos ligados a O
en Tyr, hydroxyPro e hydroxyLys. Ademas, la glicosilacion puede ocurrir en el grupo CH del
indol anillo de Trp y el grupo tiol de Cys (glicosilacion C y S, respectivamente) (Dutta y
Mandal, 2017). Existe una tercera clasificacion en la cual la union se lleva a cabo entre el
aminoacido carboxilo terminal por medio de una porcion fosforiletanolamina unida a un

oligosacéarido que, a su vez, se encuentra unido al fosfatidilinositol (FI) (Harper et al., 1911).

Se reporta que los azlcares que forman parte de este tipo de complejos son hexosas como d-
galactosa, 1-fucosa, d-glucosa y d-manosa, también forman parte algunas hexosaminas como
es el caso de la N- acetil-d-galactosamina y N-acetil-glucosamina (Voet y Voet, 2006). Existe
la presencia de acidos sialicos caracterizados por poseer nueve carbonos en su estructura (N-
acetilneuraminico) y d-xilosa perteneciente al grupo de las pentosas (Horton et al., 2008). En
estas conformaciones se puede encontrar enlaces o y 3, siendo estos para el enlace O-
glicosidico y N-glicosidico, respectivamente (Horton et al.,, 2008). La estructura del
oligosacarido sirve de referencia para realizar una clasificacion de proteinas dependiendo de la
ruta que deban seguir. La alteracion de sus propiedades fisicas y bioldgicas se da por la gran

diversidad y cantidad de cadenas de oligosacaridos.
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Fuente: Tomasz et al., 2017.
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La modificacién en su forma, tamarfio, solubilidad, carga eléctrica, asi como su estabilidad se
da por medio del tipo de azucares unidos a la cadena polipeptidica. La rapidez de secrecion y
plegado se ven afectadas de igual forma (Wei et al., 2005; Goto et al., 2014; Marada, 2015).
Las enzimas glicosiladas han resultado ser mas estables con respecto a su propia degradacion
autolitica y a la de otras proteasas (Lis y Sharon, 1993). Por lo que se ha reportado que
modificaciones en la autolisis y protedlisis se deben a la estabilidad adquirida sin revelar

cambios significativos en sus parametros cinéticos (Xu et al., 2015).

El mecanismo de formacion de una proteina glicosilada inicia con el ensamblaje y
transferencia del oligosacarido a un compuesto de poliisopreno (Lis y Sharon, 1993). En el
caso de células eucariotas es el dolicol, un compuesto de 17 a 20 unidades de isoprenoide.
Para iniciar este compuesto se fosforila y se forma GluNAc-pirofosforildolicol (GIuNAc-P-P-
Dol), un lipido que acepta otros azUcares para ensamblarlos, sintetizado en las membranas del

reticulo endoplasmatico a partir de Dol-P y UDP-GIuNAc (Harper et al., 1911).

N- glicosilacion

La N- glicosilacion se conoce por el enlace del carbohidrato en la secuencia Asn-Xaa-Ser/Thr,
donde Xaa puede ser cualquier aminoacido, con excepcién de la prolina (Davis et al., 2006).
Diversas investigaciones indican que los insectos pueden sintetizar glucanos formados por
diferentes compuestos principalmente por ocho monosacéridos, entre los cuales se encuentran
fucosa (Fuc), galactosa (Gal), glucosa (Glc), N-acetilgalactosamina, (GalNAc), N-
acetilglucosamina (GIcNAc), acido glucurénico (GlcA), manosa (Man), xilosa (Xyl) y en
algunos casos acidos sialicos (SA), lo que significa la existencia de una gran diversidad de

estructuras (Tomasz et al., 2017).

Los oligosacaridos ligados a nitrogeno son diversos tanto en la composicion como la
secuencia de azUcares. Estos se dividen en tres tipos: alta manosa, complejos e hibridos
(Nelson y Cox, 2009). Para la formacion de cadenas altas en manosa se utilizan residuos de
glucosa y de la propia manosa. En el caso de las secuencias complejas participan residuos de

glucosa y residuos de manosa, mismas que interactian por medio de glucosidasas en el
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reticulo endoplasmatico y aparato de Golgi. Las cadenas hibridas se forman por los dos tipos
mencionados anteriormente, cadenas complejas y estructuras de manosa (Harper et al., 1911).

En insectos como T. castaneum se ha identificado la presencia de N-glucanos mediante
ensayos de ARN de interferencia (ARNi) de genes involucrados en los primeros pasos de
glicosilacion, éstos se relacionan principalmente con la metamorfosis, resultando crucial para
su crecimiento y supervivencia; al realizar el bloqueo del desarrollo larval dieron un resultado
del 100 % de mortalidad en los insectos (Walski et al., 2016). Otro dato interesante, se vid en
una xilanasa (Af-XYNA) de la familia 10 de glucésido hidrolasa (GH) de Aspergillus
fumigatus fue objeto de estudio para determinar la funcién de la glicosilacion, especificamente
la ligada a nitrégeno o N-glicosilacion. Af-XYNA exhibio una temperatura y un pH éptimos
favorables (75 °C y pH 5.0) y una buena termoestabilidad (manteniéndose estable a 60 °C).
Esta estructura modificada desempefia diversas funciones, entre ellas, presenta una alta
actividad especifica y mejor estabilidad térmica entre mayor grado de N-glicosilacién exista
(Chang et al., 2017).

La retencion de proteinas en el reticulo endoplasmatico, asi como la disminucion en la
abundancia de ésta y el deterioro de transporte hacia la superficie celular ha dado como
resultado una disminucion en la actividad de Drosophila chaoptin debido a la disminucion de
la N-glicosilacion (Hirai-Frujita et al., 2008). Grinnel et al. (1991) encontraron que las
propiedades de una enzima glicosilada se ven afectadas cuando este proceso se presenta en
diferentes sitios. Por otra parte, Wang et al. (2018) encontraron que la N-glicosilacion era
importante para el plegamiento y el trafico de corina en el reticulo endoplasmatico. Asi
mismo, demostraron que, en corina, enteroquinasa y protrombina, que tienen estructuras de
dominio de proteina y funciones fisiologicas distintas, la N-glicosilacion en sus dominios de
proteasa tiene una funcion comun en el plegamiento asistido por calnexina y la expresion
extracelular. Es decir que, la N-glicosilacién en el dominio de la proteasa ofrece una ventaja

en la eficiencia del plegamiento de proteinas y, por lo tanto, en la produccién de proteinas.

La mayoria de los procesos biologicos, como el metabolismo de las macromoléculas, la
sefializacion celular, la transmision sinaptica, el desarrollo de tejidos, la diferenciacion y la

muerte celular, estan mediados por proteinas N-glicosiladas (Zielinska et al., 2012).
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O-glicosilacion

O-GalNACc esta unido al grupo hidroxilo, especificamente en el oxigeno de los residuos de
serina o treonina de la proteina a través de un enlace a, mientras que O-GICNAcC se une a
través de un enlace B diferente a la glicosilacion ligada a N (Charbonneau et al., 2007). Las
cadenas de oligosacaridos se unen a la proteina por medio de un azucar al inicio, seguida por
azucares sencillos ensamblados en el extremo no reductor del mismo. Este proceso es llevado
a cabo por las enzimas glicosiltransferasas, encargadas de enlazar los grupos glicosilo que
provienen de coenzimas nucléotido-aztcar (Horton et al., 2008). EIl tipo de enlace en O-
glicosilacion es inestable a una base, ya que, se disocia facilmente en condiciones alcalinas
diluidas para formar a-aminopropeno y acido a-aminobutenoico (Zhou et al., 2020). La
formacion de glucoproteinas O-ligadas se crean a partir de azucares de nucle6tido, mediante la
transferencia progresiva de azucares provenientes de la forma activa de los monosacéridos, es
decir, de los azUcares de nucleétido (Hansen et al., 1996). Las enzimas encargadas de este
proceso se encuentran principalmente en el aparato de Golgi, especificamente llevando las

reacciones de terminacion en el compartimento trans del Golgi.

Actualmente, no se han reportado las funciones implicadas en dicha unién, diferenciando la
importancia de encontrar tanto una glicosilacion ligadaa N u O. Es por ello que se ha tomado,

de forma general, la contribucion de dicha modificacidn hacia la estructura peptidica.

Funciones de la glicosilacion

Las proteinas glicosiladas presentan diversas funciones gracias a la presencia de los glicanos.
Se ha mencionado aquellas del tipo fisicoquimico como la modificacion de la solubilidad,
carga eléctrica, masa, viscosidad, estabilidad en la estructura de la proteina, estabilidad
térmica y le confiere proteccion ante la protedlisis (Vanderborre et al., 2011). La capacidad de
los grupos de carbohidratos para modular las propiedades fisicas de la proteina a la que estan
unidos, especialmente el plegamiento general de la cadena naciente de polipéptidos, asi como
para protegerla contra la protedlisis, estd bien documentada (Goldstein, 1980). Los

carbohidratos actian como determinantes de reconocimiento en una variedad de procesos
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fisiologicos y patoldgicos, tal como se observa en la Tabla 1, y las funciones que confieren son

extensas.

En el caso de las funciones bioldgicas que aporta la presencia del carbohidrato en una proteina
se encuentra, la regulacion del trafico intracelular. Asi mismo, modula la actividad de
enzimas y hormonas, actlan como receptores de diversas moléculas como lectinas,
anticuerpos, toxinas, entre otras (Vanderborre et al., 2011). Algunas enzimas glicosiladas son
mas estables respecto a su propia degradacion autolitica, en donde sus parametros cinéticos no
revelan cambios significativos debido a la estabilidad conferida por el proceso de glicosilacion
(Rusell et al., 2007).

Los glicanos pueden rigidizar la proteina formando enlaces de hidrdgeno con el esqueleto del
péptido. Dado que el area superficial de los restos de carbohidratos es bastante significativa
en comparacién con la del resto de péptidos. Ademas, pueden influir en otras propiedades de
las proteinas, como la estabilidad al calor y la susceptibilidad a la protedlisis. El efecto
depende del sitio particular de glicosilacion dentro de la cadena de proteinas (Grinnel et al.,
1991). Una via alternativa para la degradacién de las glucoproteinas comienza con la
protedlisis del esqueleto del polipéptido e implica la participacion de endoglucosidasa (S)
especifica. En las glicoproteinas con mas de un glicano, la mutagénesis proporciona
informacidn sobre la contribucion de cada glicano a las propiedades generales de la molécula
(Sold y Griebenow, 2006). Una aplicacion importante que tiene este proceso de degradacion
se lleva a cabo en la determinacién de parametros cinéticos ya que, al conferirle ciertas

propiedades la actividad enzimatica se ve modulada por la presencia del azucar.
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Tabla 1. Funciones que desempefian las glucoproteinas

Funcién

Glucoproteinas

Estructura molecular

Agente lubricante y protector
Molécula de transporte
Molécula inmunolégica

Hormonas

Enzima
Sitio de reconocimiento de

union celular

Anticogelante
Interactian con carbohidratos

especificos

Colégenas
Mucinas
Transferrina, ceruloplasmina
Inmunoglobulinas, antigenos de histocompatibilidad
Gonadotropina corionica, hormona estimulante de la
tiroides (TSH)
Varias, por ejemplo, fosfatasa alcalina.
Varias proteinas que participan en interacciones célula-

célula (p. ej., espermatozoide-ovocito), virus-célula,

bacteria-célula y hormona-célula.

Algunas proteinas plasmaticas de los peces en agua fria.

Lectinas, selectinas (lectinas de adhesion celular),

anticuerpos.

Fuente: Harper, H.A. 2001.
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Glicosilacién en la actividad enziméatica

Se reconocen varias funciones en los restos de carbohidratos en glucoproteinas siendo una de
ellas la de impartir estabilidad a las proteinas, asi como también, proteccion contra la
degradacidn, control de solubilidad de proteinas y transporte. Ademas de crear un efecto en
contra de la proteolisis, el proceso de glicosilacion en proteasas resulta importante al tener un
efecto significativo en la actividad catalitica (Goettig 2016). Asi mismo, la presencia de
glicanos puede alterar el reconocimiento al sustrato, modificar la especificidad y afinidad de

las enzimas (Lam et al., 2013).

En diversos estudios se ha encontrado que la presencia de oligosacaridos unidos a la cadena
peptidica que forma parte de algunas enzimas, le confieren cierto aumento en la actividad
catalitica (Vanderborre et al., 2011). Como el caso de Vivas et al. (2010), los carbohidratos
asociados a la barnetobina similar a la trombina, le confieren estabilidad catalitica y modulan
su union al sustrato, ya que se logré identificar que la actividad se ve reducida en un 60 % al
desglicosilarse. En un caso estudiado por Subhash et al. (2005) los investigadores encontraron
que la actividad proteolitica de una serina proteasa presente en la planta medicinal Euphorbia
mili disminuye después de desglicosilacion con &cido trifluoro-metanosulfénico (TFMS),

encontrandose este proceso crucial para la actividad enzimatica.
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HIPOTESIS

La presencia de carbohidratos en las enzimas serina-proteasa de R. dominica modifican la
afinidad hacia el sustrato en relacion con el grado de glicosilacion enzimatica, permitiendo
utilizar este tipo de enzimas como una herramienta Gtil para su alimentacion debido al

aumento en su actividad cinética, sugiriendo este proceso como un posible mecanismo de

adaptacion.
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OBJETIVOS

General

Caracterizar las propiedades cinéticas de proteasas glicosiladas presentes en R. dominica.

Especificos

1. Aislar y purificar las proteasas glicosiladas a partir del extracto enzimético de la
progenie de R. dominica.

2. Determinar el efecto de la variedad del trigo sobre la produccion de enzimas
glicosiladas presentes en el tracto digestivo de R. dominica respecto a su actividad
inhibitoria.

3. Identificar los parametros cinéticos las proteasas glicosiladas y no glicosiladas del

insecto R. dominica.

4. ldentificar las diferencias con relacién a los parametros cinéticos, energia de activacion
y constante de inhibicion de las proteasas glicosiladas y no glicosiladas de R.

dominica.
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MATERIALES Y METODOS

Para realizar este trabajo de investigacion, se dividié en dos etapas con la finalidad de cumplir

completamente con los objetivos establecidos:

Etapa I: 1) Aislar y purificar las proteasas glicosiladas a partir del extracto enzimético de la
progenie de R. dominica cultivados en los trigos Villa Judrez, Kronstad y Borlaug. 2)
Determinar el efecto de la variedad del trigo sobre la produccién de enzimas glicosiladas

respecto a su actividad inhibitoria.

Etapa II: 1) Caracterizar cinéticamente las proteasas glicosiladas del insecto Rhyzopertha
dominica desarrollado en los trigos hexaploides de la variedad: Villa Juarez, Kronstad y
Borlaug. 2) Identificar las diferencias con relacion a los pardmetros cinéticos, energia de
activacion y constante de inhibicién de las proteasas glicosiladas y no glicosiladas de R.

dominica.
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Etapa |

Aislamiento y Purificacion de las Proteasas Glicosiladas a partir del Extracto Enzimatico
de la Progenie de R. dominica y Determinacion del Efecto de la VVariedad del Trigo sobre

la Produccion de Enzimas Glicosiladas Respecto a su Actividad Inhibitoria

El objetivo principal de esta etapa es la seleccion de las variedades de trigo con las cuales se
realizaran los estudios correspondientes para llevar a cabo una correcta comparacion respecto
a la actividad especifica inhibitoria que presenta la fraccién de albumina ante el extracto
proteolitico de R. dominica, siendo aquellas que presenten la mayor, mediana y menor

actividad especifica inhibitoria.

Materia Prima

En este estudio, el trigo utilizado fue proporcionado por el Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias (INIFAP), unidad experimental de Cd.
Obregon. Las variedades de trigos harineros (Triticum aestivum L.) utilizadas para
comparaciones posteriores fueron Villa Judrez F2009, Kronstad F2004 y Borlaug 100. Las
tres variedades tienen un héabito de crecimiento primaveral, la altura se encuentra entre 91 a 95
cm y el espigamiento se encuentra en un promedio de 77 dias. El contenido de proteina en
grano se ha reportado de 12.2 %, 13.4 % y 11.9 % para Villa Juarez, Kronstad y Borlaug,
respectivamente (Camacho-Casas et al., 2010; Chavez-Villalba et al., 2020; Valenzuela-
Herrera et al., 2012). Estas variedades de trigo presentan diferencias en la resistencia a plagas
especificas del trigo como lo es la roya de la hoja (Puccinia triticina), en donde la variedad
Borlaug presenta la mayor resistencia, seguido de Kronstad con una resistencia que va de
moderada a moderadamente susceptible y, por dltimo, la variedad Villa Juarez quien presenta
resistencia tanto a la roya de la hoja, como la roya lineal o amarilla (Puccinia striiformis) y al
carbén parcial del grano (Tilletia indica). Las tres variedades se cosecharon en el Campo
Experimental Norman E. Borlaug (CENEB) (27° 20" longitud y 40 m, latitud oeste) en

condiciones de riego normal, en el Valle del Yaqui, Sonora, durante los ciclos otofio-invierno.
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Cultivo de Insectos

Para obtener los insectos del presente estudio, primeramente, se llevo a cabo la limpieza del
trigo Triticum durum L. (500 g) de las variedades Borlaug, Kronstad y Villa Juarez. Estos
fueron colocados en frascos de vidrio e infestados con 100 insectos adultos sin sexar de la
especie R. dominica, bajo condiciones de incubacion 27° C y humedad relativa del 70 % en el
laboratorio de Entomologia del Departamento de Investigacion y Posgrado (DIPA) de la
Universidad de Sonora. A los 15 dias, los adultos que se utilizaron para la infestacion fueron
retirados del trigo mediante un tamizado, pasando los granos infestados por un tamiz de
7/64°°. Las muestras de trigo se incubaron nuevamente bajo las mismas condiciones (27 °C y
70 % H.R.) por 45 dias adicionales para la emergencia de nuevos insectos. Las progenies

emergidas se utilizaron para la preparacion del extracto proteolitico.

Obtencidn de extractos de albumina de trigo en 6 variedades: Navojoa, Tacupeto, Borlaug,

Cirno, Onavas y Kronstad.

Se obtuvo la harina de cada trigo a partir de la trituracion de 10 g de trigo limpio en un molino
(marca Hamilton Beach) durante 1 min y fue cernida en una malla de 60 mesh. Se tomé una
muestra de 1 g de cada una de las variedades de estudio: Navojoa, Tacupeto, Borlaug, Cirno,
Onavas y Kronstad. En cada caso, se agregaron 50 mL de buffer de fosfato de sodio 0.01 M,
pH 8. Las muestras se agitaron mecanicamente en vasos de precipitado con la ayuda de un
agitador magnético sobre wuna placa giratoria por 1 h a temperatura ambiente
(aproximadamente 23 °C). Los extractos fueron centrifugados a 10 000 g por 1 ha4°Cy los

sobrenadantes libres de impurezas fueron transferidos a tubos limpios.

Cromatografia de Exclusidén Molecular en Extractos de Trigo

Para llevar a cabo una cromatografia de exclusion molecular de la fraccion de albumina de
trigo, la cual contiene inhibidores de proteasas del tipo tripsina, se prepararon extractos
proteicos de trigo de las variedades Villa Juarez, Kronstad y Borlaug. Se pesaron 5 g de trigo

limpio de cada variedad de trigo, se trituraron en un mortero y se tamizaron a través de una
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malla 10XX para uniformizar el tamafio de particula y optimizar la extraccion de proteinas. De
las harinas obtenidas se tom6 1 g de muestra y se combin6 con 50 mL de buffer fosfato de
sodio 0.01 M, pH 8. La extraccion de proteina se llevé a cabo por 1 h a temperatura ambiente
bajo agitacion mecanica. Se centrifugaron las muestras a 10,000 g durante 1 h a 4 °C para
obtener el sobrenadante y, finalmente, se filtraron a través de filtros de nylon Cameo 17N de
0.45 pm (Osmonics Laboratory Products, Minnetonka, MN).

Se inici6 la cromatografia de exclusion molecular inyectando 4 mL de extracto de trigo
(aproximadamente 80 mg de proteina) en una columna de 2.5 cm de diametro x 100 cm de
longitud empacada con la resina Bio-Gel P-100 (Bio-Rad, Richmond, CA, USA) previamente
equilibrada con buffer fosfato de sodio dibésico 0.01 M, pH 8. La proteina fue eluida de la
columna con el buffer de equilibro y se colectaron fracciones de 3 mL. La deteccién de
proteina en las fracciones se llevé a cabo a 280 nm, deteniendo la coleccion de fracciones
cuando se dej6 de detectar proteina en las fracciones que eluian de la columna. Las fracciones
cromatograficas fueron analizadas en su capacidad inhibitoria de la actividad proteolitica tipo
tripsina de progenies de Rhyzopertha dominica.

Actividad Inhibitoria de Extractos de Albumina de Trigo en Extractos Enziméticos de R.

dominica variedad Borlaug

Con el objetivo de seleccionar las variedades de trigo para el estudio, se llevo a cabo el
analisis de actividad inhibitoria a partir de extractos de albimina de trigo de 6 variedades:
Navojoa, Tacupeto, Villa Judrez, Borlaug, Kronstad y Onavas. Para iniciar con la reaccion,
una dilucién 1:4 (400 pL volumen total) se tomaron 30 uL de extracto enzimético de R.
dominica variedad Borlaug y se afor6 a 100 pL en volumen total con buffer fosfato de sodio
monobasico 1 mM, pH 8. Asi mismo, se agregé de una alicuota de 30 pL de extracto
inhibitorio de la fraccion de albumina y los tubos se incubaron a una temperatura de 37°C
durante 30 min. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se procedio con el inicio de la
reaccion agregando 200 uL de sustrato BApNA 1 mM dejando incubar nuevamente a 37°C

durante 10 min. La reaccion se detuvo al afiadir 150 pL de &cido acético al 30 %. Las
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lecturas de absorbancia se realizaron en un espectrofotometro UV/Vis NanoDrop 800 (Thermo
Scientific, Waltham, MA) a una longitud de onda de 410 nm.

Las variedades seleccionadas para estudios posteriores fueron Villa Juarez, Kronstad y
Borlaug, las cuales mostraron una baja, mediana y alta actividad inhibitoria, con valores de
actividad especifica inhibitoria de 307.42 UA/mg, 627.21 UA/mg y 824.41 UA/mg,

respectivamente.

Determinacién de la Actividad Proteolitica en Extractos Enzimaticos de R. dominica

utilizando BApNA como Sustrato.

La actividad proteolitica se midio en los diferentes extractos enzimaticos de las variedades
Tacupeto, Onavas, Borlaug 1y 2, Cirno 1y 2, y Navojoa. Para iniciar se colocaron 60 pL de
extracto enzimatico en tubos aforando a 100 uL con buffer fosfato de sodio monobésico 1
mM, pH 8. Los tubos se colocaron en un bafio de agua a 37°C. Para iniciar con la reaccion se
agregaron 200 pL del sustrato BApNA (Na-Benzoyl-DL-arginine 4-nitroanilide
hydrochloride) 1 mM y se dejé incubar durante 10 min a la misma temperatura. La reaccion
se detuvo al agregar 150 L de acido acético al 30 %. Las determinaciones se llevaron a cabo
en un espectrofotémetro UV/Vis NanoDrop 800 a una longitud de onda de 410 nm.

Obtencion del Extracto Proteolitico de Rhyzopertha dominica

La obtencion del extracto proteolitico se obtuvo de acuerdo con Osuna-Amarillas et al. (2012),
con algunas modificaciones. Para iniciar, se llevo a cabo la remocidn del tracto digestivo del
insecto adulto con la ayuda de pinzas de microdiseccion y un estereoscopio. Los tractos
digestivos de 100 adultos de R. dominica fueron macerados con la ayuda de una espatula para
liberar las proteasas digestivas contenidas. Asi mismo, se llevo a un tubo vial con en buffer
Tris-HCI 20 mM, pH 8 conteniendo NaCl 20 mM y CaCl> 10 mM sumergido en un bafio de
hielo. EI extracto obtenido se centrifugd por 10 min a 10,000 g a 4 °C. EI sobrenadante fue

filtrado a través de un filtro de nylon Whatman de tamafio de poro de 0.45 pM (Whatman,
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Inc.; Stanford, ME, USA) y se almacend a 4 °C para utilizarlo como fuente de enzimas
proteoliticas para analisis posteriores.

Cromatografia de Interaccién Hidrofobica

Se tomaron 20 mL del extracto enzimatico crudo obtenido y se le agregd sulfato de amonio
hasta llevarlo a una saturacion del 25 % (2.68 g), dejandose reposar por 1 h a temperatura
ambiente. Posteriormente, se centrifugo a 10,000 g a 4 °C durante 60 min. El sobrenadante fue
recuperado y purificado adicionalmente por medio de cromatografia de interaccion

hidrofébica.

Un volumen de 2 mL de extracto proteolitico (3,372 UA aproximadamente) se cargd a una
resina de fenil-sefarosa CL-4B (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). La proteina que no se
unié a la fase estacionaria se eluyd con buffer fosfato de sodio 50 mM, pH 8, y se ley6 su
absorbancia a 280 nm. En el caso de las proteinas unidas a la fase estacionaria, éstas fueron
eluidas con etilenglicol al 50 % en buffer fosfato de sodio 50 mM, pH 8, y se detectaron a una

longitud de onda de 280 nm.

Cromatografia de Afinidad por Concanavalina-A

Tres mililitros de extracto proteolitico (aproximadamente 9,143 unidades de actividad tipo
tripsina) fueron cargados a 0.8 x 15 cm en una columna de lectina Concanavalina-A (AffiGel
Con-A, BioRad Laboratories, Richmond, CA, USA) y equilibrados con 20 mM Tris-HCI, pH
7.4, conteniendo 5 mM MnClz, 10 mM MgCl2y 5 mM CaCl.. Las proteinas no unidas a la
columna fueron eluidas con buffer de equilibrio y se colectaron fracciones de 1 mL. La
elucion de proteinas unidas se realiz6 lavando la columna con buffer Tris-HCI 0.05 M, pH 7.4,

conteniendo manopiranosa 0.05 M. La deteccion de proteina se hizo a 280 nm.
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Determinacién del Contenido de Proteina

La determinacion del contenido de proteina de los extractos enzimaticos, asi como de los
extractos inhibitorios y sus respectivas fracciones obtenidas en la separacion mediante
cromatografia, se realizaron utilizando la técnica de Lowry (1951) con las adaptaciones
propuestas por Hartree (1972). Una curva estandar elaborada con seroalbimina bovina fue
empleada para determinar el contenido de proteina de las muestras utilizando la ecuacion de la
recta que se obtuvo al graficar la absorbancia contra la concentracion respectiva de proteina.
La absorbancia de las muestras se leyd en un espectrofotdmetro UV/Vis NanoDrop 800
(Thermo Scientific, Waltham, MA) a una longitud de onda de 650 nm. Las determinaciones

se realizaron por triplicado.

Electroforesis por Gel de Poliacrilamida (PAGE)

El extracto crudo y las fracciones colectadas de la cromatografia de afinidad se analizaron en

electroforesis en condiciones no desnaturalizantes a un voltaje constante de 200 V durante 45
min (Laemmli, 1970). Alicuotas de proteasa obtenidas de extractos crudos y cromatografia de
afinidad (aproximadamente 2 unidades de actividad BApNAasa) fueron mezcladas en
volimenes iguales de buffer de fosfato sin B-mercaptoetanol y sin tratamiento térmico. Se
cargaron 25 uL en un sistema de gel de poliacrilamida que consiste en la separacion en gel de
acrilamida (12 %) y un gel de apilamiento de acrilamida 3.83 % (Laemmli, 1970). La
separacion de proteinas se llevd a cabo en un equipo Mini-Protean Tetra Cell (Bio-Rad,
Hercules, CA).

Deteccion de proteina en gel por Tincion de Plata

Una vez realizada la electroforesis de los extractos proteoliticos de las progenies emergidas de
los trigos Villa Juarez, Kronstad y Borlaug se procedio a la deteccion de bandas proteicas por
medio de tincion de plata siguiendo la metodologia de Blum y Gross (1987). Una vez
terminada la electroforesis, se incubd el gel con metanol, &cido acético y formaldehido durante

2 h, se lavo tres veces con etanol al 50 % y se agregd una solucién de tiosulfato de sodio 2.5
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mM y agua durante 1 min. Posteriormente, el gel se lavo con agua y se coloc6 con nitrato de
plata 0.03 M durante 20 min. Se realizaron dos lavados por 20 segundos y se revelo el gel por
al menos 10 min hasta que las bandas se apreciaran en el mismo, deteniendo finalmente la
tincién con lavados con agua durante 2 min y la solucion destefiidora por 10 min. Las bandas

se observaron de color marrén en gel.

Andlisis de Actividad Proteolitica por Zimografia en Gel de Poliacrilamida

Después de la separacion de una alicuota del extracto proteolitico por electroforesis (107 UA
aproximadamente) en geles de poliacrilamida se realizo el analisis de deteccion de bandas de
actividad proteolitica por zimografia. Para ello, se prepard un gel de poliacrilamida con
caseina co-polimerizada (0.27 %, w/v) de acuerdo con el método de Heussen y Dowdle
(1980). Una vez que se llevd a cabo la separacion de los extractos proteoliticos por
electroforesis, el gel conteniendo las proteasas se colocd encima del gel conteniendo la caseina
co-polimerizada. Ambos geles ya superpuestos se colocaron en un recipiente de pléstico en
bafio de agua a 37°C durante 2 h para permitir que las proteasas hidrolizaran la caseina.
Después de transcurrido ese tiempo, el gel con caseina co-polimerizada se sumergio por 2 h en
una solucién del colorante Amido Black al 0.1 % preparado en &cido acético al 7 % y metanol
al 30 % (v/v). Después, para revelar bandas de caseina hidrolizada, el gel con caseina se
destifié con una solucién de metanol-acido acético (30 % - 7 %, v/v). Después de varios
cambios de la solucién de destincion, se observaron bandas claras contra un fondo oscuro
revelando la posicion en las que estaban las proteasas. A los zimogramas les fueron tomadas

fotografias para su registro.

Analisis de Actividad Proteolitica por Zimografia en Gel de Poliacrilamida con SDS v -

mercaptoetanol

Después de la separacion de una alicuota del extracto proteolitico con B-mercaptoetanol por
electroforesis con SDS (107 UA aproximadamente), en geles de poliacrilamida se realizo el

analisis de deteccion de bandas de actividad proteolitica por zimografia. Para ello, se prepar6
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un gel de poliacrilamida con caseina co-polimerizada (0.27 %, w/v) con la presencia del
agente reductor SDS, de acuerdo con el método de Heussen y Dowdle (1980). Una vez que
se llevdo a cabo la separacion de los extractos proteoliticos por electroforesis, el gel
conteniendo las proteasas se coloco encima del gel conteniendo la caseina co-polimerizada.
Ambos geles ya superpuestos se colocaron en un recipiente de plastico en bafio de agua a 37
°C durante 2 h para permitir que las proteasas hidrolizaran la caseina. Después de transcurrido
ese tiempo, el gel con caseina co-polimerizada se sumergié por 2 h en una solucién del
colorante Amido Black al 0.1 % preparado en acido acético al 7 % y metanol al 30 % (v/v).
Después, para revelar bandas de caseina hidrolizada, el gel con caseina se destiié con una
solucion de metanol-acido acético (30 % - 7 %, v/v). Después de varios cambios de la
solucion de destincion, se observaron bandas claras contra un fondo oscuro revelando la
posicién en las que estaban las proteasas. A los zimogramas les fueron tomadas fotografias

para su registro.

Deteccién de Proteasas Glicosiladas

La presencia de proteasas glicosiladas se llevd a cabo usando un kit de deteccion de
glicoproteinas (Glycoprotein Staining Kit, Catalog number 24562, Pierce ™ Thermo
Scientific) siguiendo los términos del proveedor. Este Kit contiene tres reactivos que sirven
para detectar glicoproteinas en gel una vez que se realiza la separacion por medio de
electroforesis. EIl fundamento de este se basa en la oxidacién de los grupos cis-diol de los
azucares presentes en las glicoproteinas formando grupos aldehidos que, a su vez, forman
uniones base de Schiff produciendo bandas de color magenta.
En este caso, el gel obtenido en la separacion por electroforesis (59 UA aproximadamente) se
sumergio en 100 mL de metanol al 50 % durante 30 min. Después el gel, se colocé en 100 mL
de &cido acético al 3 % agitando gentilmente durante 10 min. Seguidamente, se transfirio el
gel a la solucion oxidante (25 mL) agitando durante 15 min; una vez transcurrido este tiempo,
se lavo con 100 mL de &cido acético al 3 % por 5 min. A continuacion, el gel fue colocado con
la solucidn de tincién de glicoproteinas (25 mL) agitando durante 15 min y se transfirio a la

solucion reductora (25 mL) en donde se agité suavemente durante 5 min. Finalmente, se lavo
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el gel con acido acético al 3 % y con agua ultrapura filtrada a través de filtros de 45 um. La

presencia de glicosilacion se detecté como bandas magentas en el gel de poliacrilamida.

Determinacién del Peso Molecular

El método electroforético de Laemmli (Laemmli, 1970) fue utilizado para determinar el peso
molecular de proteasas de R. dominica. Las alicuotas de la preparacion proteolitica
(aproximadamente de 107 unidades de actividad de BApNAasa) y de un marcador de peso
molecular (No. Cat. S8445-1VL, Sigma-Aldrich) fueron separados a 200 V durante 45 min en
un Mini-Protean Il Cell (Bio-Rad, Hercules, CA) utilizando un gel de separacion de
acrilamida al 12 % y un gel concentrador de acrilamida al 3.83 %, ambos con 1.35 % de
bisacrilamida. Para llevar a cabo la separacion de las proteasas presentes en el extracto, se
inyectaron 35 pl (50 pg de proteina aproximadamente) en el sistema de geles de
poliacrilamida donde el buffer de corrida contenia Tris-HCI 25 mM vy glicina 192 mM a pH de
8.3.

Se obtuvo el zimograma de las proteasas presentes en el extracto a la par de la separacion de
los estandares comerciales de peso molecular de amplio rango (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).
Estos marcadores fueron: miosina (200 kDa), B-galactosidasa (116.2 kDa), fosforilasa b (97.4
kDa), seroalbumina (66.2 kDa), ovoalbumina (45 kDa), anhidrasa carbonica (31 kDa),
inhibidor de tripsina (21.5 kDa), lisozima (14.4 kDa) y aprotonina (6.5 kDa); los cuales antes
de ser inyectados en el gel de electroforesis fueron mezclados con un buffer muestra
disociante (15 pL marcador combinados con 30 pL de buffer muestra), el cual contenia SDS
al 2 %, B-mercaptoetanol al 5 %, Tris-HCI 0.0625 M y glicerol al 10 %, sometiendo las

mismas a calentamiento a 90 °C por 60 s.

Una vez obtenido el zimograma de las proteasas presentes en el extracto proteolitico del
insecto, se determin0 el peso molecular de las proteasas comparando con las bandas de los
marcadores comerciales. Este valor se obtuvo elaborando una gréfica del logaritmo de sus

pesos moleculares contra el Rf de los marcadores de peso molecular.

40



Analisis Estadistico

Los resultados obtenidos de los ensayos de inhibicion, actividad proteolitica y contenido de
proteina se sometieron a un analisis de varianza llevando a cabo una comparacion de medias

por la prueba de Tukey (P < 0.05) para determinar diferencias significativas entre variedades

de trigo.
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Etapa Il

Caracterizacion Cinética de las Proteasas Glicosiladas del Insecto Rhyzopertha dominica
Desarrollado los Trigos Hexaploides de la VVariedad: Villa Juarez, Kronstad y Borlaug, e
Identificacién de las Diferencias entre las Proteasas Glicosiladas y No Glicosiladas de R.

dominica con Relacion a la Cinética, Energia de Activacion y Constante de Inhibicion.

La idea principal de esta etapa es estudiar la cinética de las proteasas glicosiladas que fueron
previamente purificadas por medio de cromatografia de afinidad a la Concanavalina-A y con
ello, identificar la diferencia existente con las proteasas no glicosiladas presentes en el mismo
extracto. Esto para elucidar la funcion de la glicosilacion en las proteasas de R. dominica, asi
mismo, encontrar las diferencias en el comportamiento de los dos tipos de proteasas e
identificar el efecto que ejerce la presencia de carbohidratos ante los pardmetros cinéticos y
energia de activacion. Asi mismo, se pretende obtener la constante de inhibicidn con relacién
a la fraccion de albdmina de trigo en las tres variedades y determinar si existe 0 no relacion

con la expresion de enzimas glicosiladas.

Actividad Proteolitica de Tripsina

Para la determinacion de la actividad proteolitica especifica de tripsina se utilizd N-a-benzoil-
DL-arginine p-Nitroanilida (BApNA) como sustrato. Se utilizaron 75 pL de la preparacion
enzimatica mezclado con 325 pL de buffer fosfato a 1 mM, pH 8. Se agregaron 200 pL de
sustrato (BApNA) 1 mM finalizando la reaccion con 150 pL de acido acético al 30 % (v/v).
Se leyd la absorbancia a 410 nm estimando la p-nitroanilina producto de la reaccion. Asi
mismo, se definié como una unidad de actividad tipo tripsina un cambio de 0.01 unidades de
absorbancia en la lectura de las muestras al ser comparadas con un blanco sin actividad

proteolitica.
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Efecto del B-mercaptoetanol en la Actividad Proteolitica

Para determinar el efecto del agente reductor B-mercaptoetanol en la actividad proteolitica de
las enzimas de progenies de R. dominica emergidas de tres variedades de trigo se realizd un
ensayo de actividad proteolitica bajo el efecto de B-mercaptoetanol de 10 a 50 Mm en
intervalos de 10 mM. Para la determinacion de la actividad proteolitica especifica de tripsina
se utilizd N-a-Benzoil-DL-Arginine p-Nitroanilide (BApNA) como sustrato. Se utilizaron 75
puL de la preparacion enzimatica mezclado con 325 pL de buffer fosfato a 1 mM, pH 8
conteniendo B-mercaptoetanol, de tal forma que la concentracion de este agente reductor
estuviera en el rango de 10 a 50 mM en el volumen final de reccion después de agregar a cada
tubo 200 pL de sustrato (BApNA) 1 mM. La reaccion fue detenida afiadiendo 150 pL de
acido acético al 30 % (v/v). Se leyd la absorbancia a 410 nm estimando la p-nitroanilina

producto de la reaccion.

Determinacién de Pardmetros Cinéticos

La determinacion de los parametros cinéticos Km Y Vmax Se llevd a cabo usando 0.5 M BApNA
en el rango de 0.1 a 0.4 M y combinado con 2 unidades de actividad de BApNAasa en 100
mM buffer fosfato, pH 8.0 para la determinacion de actividad proteolitica. En este andlisis, la
determinacion de la actividad proteolitica especifica de tripsina se utilizd N-a-benzoil-DL-
arginine p-Nitroanilida (BApNA) en concentraciones variables de 0.1 a 0.4 M como sustrato.
Se utilizaron 75 uL de la preparacion enzimatica (equivalentes a aproximadamente 2 unidades
de actividad tipo trisina) que fueron mezclados con 325 pL de buffer fosfato a1 mM, pH 8. La
reaccion se inicié agregando 200 pL de sustrato (BApNA) en las concentraciones variables ya
mencionadas finalizando la reaccion con 150 pL de acido acético al 30 % (v/v). Se leyé la
absorbancia a 410 nm estimando la p-nitroanilina producto de la reaccién. Los pardmetros
cinéticos se obtuvieron a partir de una regresion lineal utilizando el grafico de Lineweaver-

Burk con la ayuda del software estadistico SigmaPlot.
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Determinacién de la Energia de Activacion (Ea)

Para determinar la energia de activacion Ea de las proteasas glicosiladas y no glicosiladas de
las progenies emergidas de las variedades de trigo Villa Juarez, Kronstad y Borlaug se
emplearon temperaturas en el rango de los 30 a los 55 °C con intervalos de 5 °C. La actividad
proteolitica determinada a cada temperatura se evalué empleando N-a-benzoil-DL-arginine p-
Nitroanilida (BApNA) como sustrato. Se utilizaron 75 pL de la preparacion enzimatica
(aproximadamente 2 unidades de actividad) se combinaron con 325 pL de buffer fosfato a 1
mM, pH 8. Se agregaron 200 pL de sustrato (BApNA) 1 mM finalizando la reaccion con 150
pL de &cido acético al 30 % (v/v). Se leyd la absorbancia a 410 nm estimando la p-nitroanilina

producto de la reaccién.

Esta determinacion se realiz6 mediante el ensayo de actividad mencionado anteriormente
utilizando BApNA como sustrato. Se utilizaron alicuotas de 10 pl del extracto proteolitico La
Ea se obtuvo del valor de la pendiente del grafico de Arrhenius al graficar In Vo vs T

empleando la ecuacion:
In Vo =In(A) — E4/RT

en la cual Ea es la energia de activacion, T es la temperatura absoluta (°K) a la cual se lleva a
cabo la reaccién y R es la constante de los gases 8.314 J/mol °K

Determinacién de la Constante de Inhibicién Ki de Enzimas Glicosiladas y No Glicosiladas

del Extracto Enzimatico de R. dominica

Para la determinacion de la constante de inhibicion, se preincubd la enzima con el inhibidor en
distinta proporcion. Se utilizaron 10 pl del extracto proteolitico y se mezclaron con alicuotas
de la fraccién de albimina de trigo como inhibidor. Se incubaron por 60 min y después se
obtuvo la actividad proteolitica en las condiciones mencionadas para el ensayo de
determinacion de actividad. Se utilizaron dos concentraciones (0.5 y 1 mM) del sustrato
(BApNA) y diferentes concentraciones del inhibidor que fueron de 6, 12, 18, 24y 30 pul. Una
vez obtenidos los valores, se elabord la gréafica de Dixon para obtener el valor de Ki de

acuerdo con el método de Burlingham y Widlanski, 2003. La obtencion de la constante de
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inhibicion Ki se realizé graficando el reciproco de los valores de actividad obtenida para cada
concentracion del sustrato BApNA vs la concentracién del inhibidor. El valor Ki se obtuvo en
la interseccion de las lineas del grafico. Para esta determinacion cada uno de los ensayos se

realizé por triplicado.
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Analisis Estadistico

Para esta parte del trabajo se utiliz6 un disefio de una sola via completamente al azar con tres
repeticiones. Los tratamientos correspondieron a las variedades Borlaug, Kronstad y Villa
Juarez. Los datos obtenidos de las determinaciones se sometieron a un analisis de varianza
llevando a cabo una comparacion de medias por la prueba de Tukey (P < 0.05) para

determinar diferencias significativas. Utilizando el programa Infostat.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Etapa |

Aislamiento y Purificacion de las Proteasas Glicosiladas a partir del Extracto Enzimético
de la Progenie de R. dominica y Determinacion del Efecto de la VVariedad del Trigo sobre

la Produccion de Enzimas Glicosiladas Respecto a su Actividad Inhibitoria

Actividad Inhibitoria en Extractos de Trigo

Al realizar los estudios correspondientes a la actividad inhibitoria presente en los trigos de
diferentes variedades, se pudo detectar la variedad con mayor y menor actividad especifica
inhibitoria. Inicialmente, se procedid con la determinacion del contenido de proteina tanto en

los extractos inhibitorios como en los extractos enzimaticos de estudio.

Los extractos de R. dominica cultivados en las diversas variedades de trigo mostraron
diferencias significativas (P < 0.05) en contenido de proteina con valores que no sobrepasaron
los 10 mg (Tabla 2). Esto se debe a que el contenido de proteina varia segun la etapa de
desarrollo en la que se encuentren los insectos y la dieta que lleven (Rumpoldy Schliter,
2013). En el caso especifico de las progenies cultivadas en esta investigacion, es evidente que
el tipo de trigo influy6 en la nutricion de los insectos que lo infestan ya que todas ellas tenian
el mismo grado de desarrollo aproximadamente. De los valores de proteina a partir de los
extractos enzimaticos obtenidos de diferentes progenies de R. dominica que se encuentran en
la Tabla 2 puede inferirse que las progenies no se alimentaron de igual manera de cualquier
trigo. Ello puede deberse a dos factores, uno es la calidad nutricional de los trigos y su
contenido de inhibidores de enzimas proteoliticas, y dos la actividad y namero de las enzimas
proteoliticas que posea un determinado genotipo del insecto bajo estudio. Considerando que
en todas las progenies se detectd el mismo genotipo de enzimas proteoliticas del tipo tripsina
(resultados mostrados en la seccion Patron Electroforético de Enzimas Proteoliticas), el
contenido de proteina en los extractos proteoliticos puede deberse a la ingesta de proteinas de

los trigos infestados.
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Tabla 2. Determinacion de contenido de proteina en extractos de R. dominica cultivados en
diferentes variedades de trigo.

Extracto enzimatico Proteina (mg/mL)
Cirno 9.65 £ 0.99 (a)

Tacupeto 8.23+£0.42 (a, b)

Navojoa 8.21£0.16 (a, b)
Borlaug 7.77 £ 0.02 (b)
Onavas 5.01£0.18 (c)
Borlaug 1 3.49 £ 0.16 (c)
Cirno 1 3.48 £ 0.24 (c)

Los valores son el resultado de dos repeticiones + DE. Letras diferentes indican diferencias estadisticas. La
comparacion de medias se llevd a cabo por la prueba de Tukey (P <0.05).
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Los extractos Cirno, Tacupeto y Navojoa mostraron la mayor cantidad de proteina en el
extracto enziméatico de R. dominica donde la variedad Cirno mostré el mayor valor proteico
con 9.6 mg, seguido de las variedades Navojoa y Tacupeto con 8.2 mg de proteina. El valor
menor fue encontrado en las variedades Cirno 1 y Borlaug 1, con 3.5 mg. La determinacion
de la actividad especifica inhibitoria ante el extracto enzimatico de R. dominica nos muestra el
valor de unidades de inhibicién por miligramo de proteina presente en la muestra, por ello, se

determind el contenido de proteina en cada uno de los extractos inhibitorios.

Contenido de Proteina de la Fraccion Albumina de Trigos

Las albuminas de cereales estdn compuestas por diversas proteinas en donde se encuentran
enzimas de diverso tipo, asi como inhibidores de enzimas exogenas (Evers et al., 1999). Es
bien conocido que la fracciéon albumina del grano de trigo contiene inhibidores de enzimas
proteoliticas, especificamente los que inhiben a enzimas proteoliticas del tipo tripsina (Osuna-
Amarillas et al., 2012). EIl contenido de proteina en cada una de las variedades de trigo no
presento diferencias significativas (P < 0.05) ya que se encuentran dentro de un promedio de
11.03 mg. La variedad Tacupeto mostr6 una menor cantidad de proteina, en cambio las
variedades Borlaug, Kronstad y Navojoa fueron las de mayor contenido con 12 mg, 11.8 mgy
11.7 mg, respectivamente. En el caso de Onavas y Villa Juarez presentaron valores
intermedios de 11.3 mg y 10.1 mg, respectivamente, tal como se muestra en la Tabla 3.

Los extractos obtenidos a partir de la fraccion de albdmina de trigo se estudiaron en relacion
con la actividad inhibitoria que presentaban ante el extracto enzimatico de R. dominica. Esto
debido a que diversos autores (Jamal et al., 2012; Santamaria et al., 2014) han observado la
presencia de inhibidores de proteasa en plantas de diferente origen esto relacionado con el
estrés biotico y abiotico quien ha regulado diversas proteinas para contrarrestar dicho estrés en
las diferentes plantas (van der Hoorn y Jones, 2004) entre ellas, el trigo. Sin embargo, hay
pocos estudios referentes a la fraccion de albumina de trigo respecto a la actividad de R.

dominica.
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Tabla 3. Determinacion de contenido de proteina en extractos de trigo de diferentes

variedades.
Extracto Proteina (mg)
Borlaug 12.05+£0.30 (a)
Kronstad 11.82£0.11 (a)
Navojoa 11.74 £0.24 (a)
Onavas 11.27 £0.14 (a)
Villa Juarez 10.12 £0.81 (a)
Tacupeto 9.25+1.99 (a)

Los valores son el resultado de dos repeticiones + DE. Letras diferentes indican diferencias estadisticas. La
comparacion de medias se llevd a cabo por la prueba de Tukey (P <0.05).
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Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 4, donde se pudo observar que las variedades
de trigo Borlaug, Kronstad y Villa Juéarez, presentan la mas alta, intermedia y mas baja

actividad especifica inhibitoria en la actividad proteolitica de dicho insecto, respectivamente.

La actividad inhibitoria se midié a una longitud de onda a 410 nm, en donde se obtuvo el
porcentaje de inhibicion y la actividad especifica inhibitoria. La actividad especifica
inhibitoria establece las unidades de inhibicion por miligramo de proteina. En los resultados
obtenidos se observa que la actividad inhibitoria se encuentra en un rango de 307.42 Ul/mg a
976.98 Ul/mg. La variedad que presentd menor actividad inhibitoria fue Villa Juarez con
307.42 Ul/mg (23.33 %), el valor medio fue en la variedad Kronstad con 627.21 Ul/mg (55.56
%) y Navojoa con 428.92 Ul/mg (37.78 %) de actividad y, por ultimo, la variedad Borlaug
mostrd una elevada actividad especifica inhibitoria de 824.41 Ul/mg (74.44 %). Estos datos
fueron comparados a partir de la concentracidn proteica presente en cada uno de los extractos

enzimaticos.

Los diferentes valores obtenidos en actividad especifica inhibitoria nos proporcionan
informacidn acerca de la regulacion gque se tiene de la actividad proteolitica. Debido a que las
proteinas expresadas en las diversas plantas son utilizadas para inhibir peptidasas de diferentes
plagas o patdgenos que atacan directamente a las plantas (Horger et al., 2013; Haq et al.,
2004), que a su vez ejercen su funcién al modular la actividad de las enzimas proteoliticas.
(Martinez et al., 2012). Como en el caso de H. armigera donde la actividad de la tripsina se
inhibi6é aproximadamente en un 60 % ante el inhibidor GTPI expresado en la hoja de tabaco,
sin tener efecto en quimotripsina y elastasa realizando éstas ultimas un aumento de actividad
del 26 % y 16 %, respectivamente (Wu et al., 1997). Por otra parte, se observé que un nivel
bajo de expresién del inhibidor de tripsina (0,16 % de la proteina total) en plantas transgénicas
puede alterar la composicion de las enzimas digestivas en el intestino de los insectos, lo que

resulta en resistencia al inhibidor en algunos insectos (Jongsma et al., 1995).
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Tabla 4. Actividad inhibitoria en extracto enzimatico R. dominica cultivado en la variedad

Borlaug.
Trigo inhibidor % Unidades de Unidades de inhibicion Actividad especifica
Inhibicién Inhibicién por mL (Ul / mL) Inhibitoria (Ul/mg)
Borlaug 74.44 74.44 9925.93 824.41 + 52.21 (a,b)
Tacupeto 67.78 67.78 9037.04 976.98 £ 203.85 (a)
Kronstad 55.56 55.56 7407.41 627.21 + 70.96 (a,b)
Navojoa 37.78 37.78 5037.04 428.92 £ 214.08 (b)
Onavas 36.67 36.67 4888.89 433.80 £ 55.77 (b)
Villa Juérez 23.33 23.33 3111.11 307.42 £ 62.11 (b)

Los valores son el resultado de dos repeticiones + DE. Letras diferentes indican diferencias estadisticas. La
comparacion de medias se llevo a cabo por la prueba de Tukey (P < 0.05).
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Se realiz6 una comparacion de medias por la prueba de Tukey (P < 0.05) del efecto de la
fraccion de albumina de cada variedad sobre la actividad proteolitica digestiva del insecto
como se puede observar en la Tabla 5. De acuerdo con lo reportado por Cinco-Moroyoqui et
al. (2006) en un estudio realizado en a-amilasas del mismo insecto, observaron una relacién
inversa entre actividad inhibitoria y el contenido de albuminas de las diferentes variedades de
trigo. Comparando este resultado con la sobreexpresion de enzimas., se ha observado en un
estudio realizado por Perkin et al. (2017) que existe una adaptacion de las enzimas
proteoliticas de T. castaneum al sobreexpresarse los genes que las codifican como una

respuesta de compensacion al efecto de los inhibidores.

Las plantas estan continuamente mejorando o desarrollando nuevas estrategias de defensa
contra las plagas. Entre las respuestas de defensa méas conocidas se encuentra la produccion
de proteinas como los inhibidores de proteasas de plantas (IP) que tienen efectos toxicos,
repelentes y / o antinutricionales sobre los insectos (Usha y Jyothsna 2010). Dado que en la
fraccion albdmina del grano de trigo se encuentran varios tipos de inhibidores de enzimas
exogenas, se tratd de encontrar una relacién entre la concentracion de albimina de los trigos
bajo estudio y la actividad inhibitoria contra la actividad proteolitica tipo tripsina. Los

resultados (no mostrados) no revelaron alguna relacién entre ambos factores.

La razon de ello puede deberse a que la fraccion albumina contenia varios tipos de proteinas
incluyendo a los inhibidores de interés. Posiblemente las proteinas interferentes afectaron los
valores reales de inhibicion y solamente, se conjetura, la purificacion de los inhibidores podria
mostrar una relacion entre su concentracién y su capacidad inhibitoria contra la actividad
proteolitica del tipo tripsina de progenies de R. dominica. No es posible que con la sola
determinacion del contenido de proteina del trigo se pueda predecir su actividad inhibitoria
con actividad enzimatica del insecto. Para ello se requieren estudios mas sofisticados que

evallen la interaccién enzima-inhibidor a nivel molecular.
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Tabla 5. Actividad inhibitoria (%) de la fraccion de albumina de tres variedades de trigo sobre

la actividad del extracto enzimatico del insecto Rhyzopertha dominica en variedad Borlaug.

Variedad Proteina Porcentaje de Actividad especifica inhibitoria
(mg/mL) inhibicion (%) (Ul'/ mg)

Borlaug 12.05 + 0.30 74.44 824.41 £52.21 (a, b)

Kronstad 11.82+0.11 55.56 627.21 + 70.96 (a,b)

Villa Juérez 10.12 +0.81 23.33 307.42 £ 62.11 (b)

Los valores son el resultado de dos repeticiones + DE. Letras diferentes indican diferencias estadisticas. La
comparacion de medias se llevo a cabo por la prueba de Tukey (P < 0.05).
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Cromatografia de Filtracion en Gel de Albuminas de Trigos

El grano de trigo contiene diferentes tipos de proteinas, entre las cuales se encuentran las
albuminas que comprende un grupo heterogéneo de proteinas. Las albUminas son proteinas
monoméricas solubles en agua, compuestas principalmente por inhibidores enzimaéticos y
enzimas metabdlicas (Dell’Aquila et al., 1983). En el presente estudio se llevd a cabo el
aislamiento y separacion de las fracciones albuminas de trigos hexaploides por cromatografia
de exclusion molecular, y en cuya composicion se encuentran los inhibidores de la enzima
tripsina altamente especificos contra la actividad serina proteasa de R. dominica (Osuna-
Amarillas et al., 2012).

La Figura 5 muestra los perfiles cromatograficos de las fracciones albdminas de los trigos
Borlaug, Kronstad y Villa Juarez utilizados para el desarrollo y cultivo de progenies de R.
dominica. Se puede observar en el arreglo de cromatogramas, que practicamente la separacion
fue similar en todos los casos, con excepcion de las albiminas de Borlaug (Figura 5 A) que
mostré un mayor nimero de picos de proteinas y la separacién claramente delineada de dos
picos de inhibicién. En contraste, las alouminas de Kronstad y Villa Juarez (Figura 5 By C)
mostraron un perfil similar en los picos de proteina observandose que se logré separar una
cantidad mayor de proteina de alto peso molecular en las primeras 15 fracciones
cromatograficas. A partir de ahi y hasta antes de aproximadamente la fraccion 30 se colecto la
proteina de peso molecular intermedio, para después empezar a eluir las proteinas de méas bajo
peso molecular. Las fracciones conteniendo inhibidores de serina proteasa tipo tripsina de R.
dominica precisamente se detectaron en las fracciones de proteinas de peso molecular
intermedio (lineas punteadas en los cromatogramas). En los tres cromatogramas, se observa

gue la maxima actividad inhibitoria fue detectada en las fracciones 28-30.

Por otro lado, es notoria la diferencia observada en los cromatogramas en relacion con el area
bajo la curva de inhibicion en todos los casos. Si bien todas las areas de inhibicion
comprendieron el rango de fracciones 20-40, la altura de los picos fue diferente. Los valores
mayores de inhibicidn fueron detectados en Borlaug, seguido de Kronstad y, finalmente, Villa
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Figura 5. Perfiles cromatogréaficos de la fraccion albumina inhibitoria de actividad triptica de trigos empleados para el cultivo y desarrollo
de progenies de Rhyzopertha dominica. (A) Borlaug, (B) Kronstad y (C) Villa Juarez. La separacién cromatografica se realiz6 empleando
una columna de 2.5 x 100 cm empacada con Bio-Gel P-150 (Bio-Rad, Richmond, CA, USA). El buffer de elucion fue fosfato de sodio
dibasico 0.01 M, pH 8.
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Juéarez. Sin embargo, la actividad especifica inhibitoria depende de la cantidad de proteina que
se encuentra en el extracto inhibitorio, por lo que es conveniente no hacer conjeturas
adelantadas acerca de la capacidad inhibitoria de los trigos basandose en las separaciones

cromatograficas.

Adicionalmente, cabe aclarar que las preparaciones enzimaticas proteoliticas empleadas en
este estudio fueron preparadas de las mismas progenies de R. dominica que emergieron de
cada uno de los trigos del estudio. De esta manera, los resultados de inhibicién fueron méas
apegados a la realidad de lo que sucede con las enzimas proteoliticas de R. dominica expuestas

a las fracciones inhibitorias de los trigos empleados en el estudio.

Purificacion de Proteasas por Cromatografia de Interaccion Hidrofdbica

Los insectos poseen una gran cantidad de enzimas proteoliticas, en el caso de R. dominica la
mayor actividad se da por medio de serina-proteasa, especificamente, del tipo tripsina (Osuna-
Amarillas et al., 2012). Estas enzimas poseen un caracter hidrofobico y se activan en
ambientes alcalinos (Kraut 1977). En este sentido, se separd por medio de cromatografia de
interaccion hidrofobica los extractos enzimaticos de las progenies emergidas de los trigos

Villa Juarez, Kronstad y Borlaug.

Esta separacion se da por medio del cambio en la hidrofobicidad de las moléculas, donde
primeramente se realiza una saturacion con sulfato de amonio, el cual va a permitir la
solubilidad de las proteinas para separarlas posteriormente, en la columna cargada con fenil-
sefarosa (Queiroz et al., 2001). La Figura 6 muestra los perfiles cromatograficos de las
fracciones de los extractos enzimaticos de las progenies de R. dominica. Se puede observar en
el arreglo de cromatogramas, la separacion fue similar en los casos de Borlaug y Kronstad,
caso contrario con el extracto enzimatico de la variedad Villa Juarez (Figura 6 C). En la figura
6 A se muestra el comportamiento de la variedad Borlaug, donde se identifican dos picos de

elucion de proteina, sin embargo, es hasta la fraccion 17 donde se detecta actividad
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proteolitica, dando como resultado el alto grado de hidrofobicidad que contienen estas
moléculas. Por otra parte, en la Figura 6 B se pueden observar dos picos en el caso de la
variedad Kronstad, lo que indica la elucion de la proteina, sin embargo, la mayor actividad se
detecta en la fraccion 18. Estas variedades muestran un comportamiento similar al momento
de eluir las proteinas con actividad, no obstante, se detecta mayor contenido de proteina en la
variedad Kronstad en comparacion con la variedad Borlaug.

Seguidamente, en la Figura 6 C se muestra el cromatograma obtenido de la variedad Villa
Juarez, donde se observan tres picos de elucion de proteina, observando la mayor actividad

proteolitica entre los dos Gltimos picos, correspondiente a la fraccion 12.

Purificacion de Proteasas por Cromatogafia de Afinidad con Concanavalina-A

La cromatografia de afinidad a la lectina Concanavalina-A se utilizd para separar dos tipos de
proteasas tipo tripsina de cada una de las progenies de R. dominica desarrolladas y emergidas
de los trigos Villa Juarez, Kronstad y Borlaug. En esta separacion cromatografica se aplicé a
la columna 1 mL de extracto enziméatico (aproximadamente 200 unidades de actividad
BapNAasa). Las proteinas no unidas a la columna fueron eluidas con buffer de equilibrio y se
colectaron fracciones de 1 mL. La elucién de proteinas unidas se realiz6 lavando la columna
con buffer Tris-HCI 0.05 M, pH 7.4, conteniendo manopiranosa 0.05 M. La deteccion de
proteina se hizo a 280 nm. La Figura 7 muestra los perfiles cromatogréaficos de la separacion
de los dos tipos de proteasas, glicosiladas y no glicosiladas. Se puede observar claramente
que, para las tres progenies de R. dominica, las proteasas se separaron eluyendo las no
glicosiladas y después las glicosiladas. Este procedimiento cromatografico demostré ser muy
eficiente para separar los dos grupos de proteasas basandose en la afinidad por la lectina. Asi
mismo, se puede observar que la cantidad de proteina no unida a la columna de
Concanavalina-A, estimada a 280 nm, es significativamente elevada en los tres extractos de
las progenies del insecto. De hecho, se podria considerar que la cantidad de proteina en las
fracciones correspondientes a las proteasas glicosiladas fue relativamente escasa considerando

los bajos valores de absorbancia, de tal manera que lo que hizo posible diferenciar claramente
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los dos tipos de proteasas fue la actividad proteolitica determinada a cada una de las fracciones
cromatograficas obtenidas.

La Tabla 6 muestra los valores de purificacibn mediante cromatografia de afinidad con
Concanavalina-A de cada uno de los extractos proteoliticos de progenies de R. dominica
desarrolladas y emergidas de las variedades de trigo Villa Juérez, Kronstad y Borlaug. En
dicha tabla se puede observar que los extractos contenian diferentes concentraciones de
proteina total, lo cual pudo deberse a la cantidad de insectos que se desarrollaron en cada una
de las muestras de trigo. Sin embargo, se puede observar que las cantidades de proteina
glicosilada de cada extracto recuperado de la columna de afinidad fue aproximadamente la
misma cantidad, haciendo un promedio de 1.83 + 0.14 mg de proteina glicosilada. Lo anterior
significa que, independientemente de la concentracion de proteina total cargada a la columna,
la proteina glicosilada conteniendo a las enzimas proteoliticas tipo tripsina era
aproximadamente la misma en todos los extractos de las tres progenies de R. dominica. Esas
mismas cantidades de proteina glicosilada representaron 6.5, 8.7 y 21.7 % de la proteina total
de los extractos de las progenies Villa Juarez, Borlaug y Kronstad, respectivamente.

La evaluacion de la actividad especifica enzimatica de la proteina glicosilada eluida de la
columna de afinidad reveld que se logro recuperar una elevada actividad enzimatica por medio
de la técnica de separacion cromatografica utilizada. Lo anterior se corrobor6 al estimar el
porcentaje de rendimiento que, en promedid, arroj6 un valor de 80.4 + 6.3 unidades
porcentuales de rendimiento. Sin embargo, a pesar de la elevada tasa de recuperacion, la
purificacion no fue similar para todos los extractos glicosilados. EIl grado de purificacion se
obtiene dividiendo la actividad especifica del extracto recuperado de la columna entre la
actividad especifica del extracto enzimatico aplicado a la columna. En la Tabla 6 se puede
observar que el grado de purificacién mas elevado se obtuvo para el extracto glicosilado de la

progenie Villa Juarez (13.5 veces) seguido de Borlaug (8.9 veces) y Kronstad (3.5 veces).
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Tabla 6. Purificacion de serina proteasas glicosiladas de Rhyzopertha dominica por medio de

cromatografia de afinidad con Concanavalina-A.

Progenie  Fraccion Actividad Proteina  Actividad Especifica Rendimiento®  Factor de
Total (UA)  Total (mg) (UA/mg) (%) Purificacion®
Villa Extracto crudo 185.7 30.5 6.08 100 1.0
Juarez
EEG? 162.9 2.0 82.3 87.7 135
Kronstad  Extracto crudo 202.8 8.3 243 100 1.0
EEG? 155.2 1.8 85.7 76.5 35
Borlaug Extracto crudo 231.4 19.6 11.8 100 1.0
EEG? 178.1 1.7 104.7 77.0 8.9

2EEG, extracto enzimético glicosilado eluido de la columna de afinidad con Concanavalina-A.

b\Vvalor obtenido al dividir las unidades de actividad de EEG entre la actividad del extracto crudo.

®Valor obtenido al dividir la actividad especifica de EEG entre la del extracto crudo.
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Los resultados de purificacion demostraron que las progenies sintetizaron aproximadamente la
misma cantidad de proteina glicosilada con aproximadamente la misma actividad especifica
(datos mostrados en la Tabla 6), pero lo que hizo la diferencia es que, en relacion con el total
de la proteina extraida de las progenies, la actividad especifica relativa fue diferente en todos
los casos ignorandose si tiene alguna implicacion fisioldgica para el desarrollo de las

progenies de R. dominica.

A partir de las fracciones obtenidas por medio de la cromatografia de afinidad a la lectina
Concanavalina-A se obtuvieron los extractos de enzimas glicosiladas de cada una de las

progenies emergidas de los trigos Villa Juarez, Kronstad y Borlaug.

Se determind la actividad especifica enzimética en los extractos enziméaticos previamente
purificados por cromatografia de afinidad (Figura 8), encontrandose diferencias significativas
en la variedad Borlaug respecto a las variedades Kronstad y Villa Juarez, superando en
actividad especifica con un porcentaje del 75 % en proteinas unidas y alrededor de un 70 % en
proteinas no unidas a la columna. Sin embargo, el comportamiento de las tres progenies es
similar, en donde se muestran valores mas altos en la actividad de enzimas glicosiladas (en
este caso, las proteinas unidas a la columna) encontrandose una diferencia entre 70-80 % en
actividad respecto a las proteinas no unidas a la columna (enzimas no glicosiladas). Estos
datos indican que las enzimas glicosiladas muestran valores mas altos en actividad especifica,
teniendo en cuenta que el 83 % aproximadamente de la actividad especifica enzimatica se da

por medio de enzimas glicosiladas.

La alteracion en la actividad especifica de las enzimas glicosiladas de R dominica demuestra
que este tipo de enzimas se ve alterada con la presencia de carbohidratos, al mantener
parcialmente la enzima rigida o como consecuencia del amontonamiento molecular lo cual
modifica la eficiencia catalitica (Delgado et al., 2014). Ligado a esta informacion, se ha

reportado que una metaloproteasa (ADAM17) expresado en células de insecto con N-glicanos
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cortos tuvo un aumento de 30 veces la eficiencia catalitica (Chavaroche et al., 2014), aunado a
esta informacion, una enzima similar a la trombina (serina proteasa) presentd un incremento
en actividad proteolitica glicosilada del 60 % (Vivas et al., 2010). Otro caso similar, se
observo en la proteasa alcalina de Bacillus stearothermophilus ya que la actividad especifica
enzimatica en su forma glicosilada se incrementd en un 25.85 % en comparacion con la
proteasa alcalina no glicosilada utilizando un volumen total de reaccion de 2 mL (1:1) a 40 °C

por 30 min y caseina como sustrato (Abdel-Naby et al., 2017).

Analisis por Zimografia de las Enzimas Proteoliticas

El andlisis de zimografia fue llevado a cabo utilizando extractos enziméticos obtenidos a partir
del cultivo de R. dominica en tres variedades de trigo: Borlaug, Kronstad y Villa Juérez, las
cuales fueron seleccionadas al presentar un alta, media y baja actividad inhibitoria,
respectivamente. La Figura 9 muestra un gel de poliacrilamida al 10 % (p/v) copolimerizado
con caseina al 0.2 % (p/v) en el cual se detectaron bandas de caseina hidrolizada denotando la
actividad de bandas de enzimas proteoliticas, en este caso del tipo tripsina, de progenies que se
desarrollaron en tres variedades de trigo. El analisis por zimografia es solamente cualitativo, y

sirve para detectar la presencia de enzimas, en este caso, proteoliticas.

En general, se puede observar en la Figura 9 que los tres extractos enzimaticos contienen igual
nimero de proteasas. Sin embargo, cada extracto se distingue por presentar ciertas
particularidades en su perfil zimografico. Por ejemplo, las proteasas de la progenie Kronstad,
la emergida en el trigo de actividad inhibitoria intermedia, presentaron mas baja intensidad
que las proteasas de las otras progenies. Aparte de eso, la actividad proteolitica contra caseina
demostro que la progenie Kronstad presentd trazas de actividad de las proteasas tanto las de
maés alto peso molecular como las de peso molecular intermedio. En contraste, las progenies
Villa Juarez y Borlaug, las que emergieron de los trigos con la mas baja y alta actividad
inhibitoria, presentaron un perfil zimografico casi idéntico, con la diferencia en que la
progenie Borlaug presentd una banda proteolitica de aproximadamente 16 kDa, que no se

observo en los otros carriles. Lo mas relevante quizas, es que la técnica de zimografia revelo
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Figura 9. Deteccién de proteasas por zimografia en gel de poliacrilamida. La separacion de proteasas se realizo
por medio de electroforesis. Las muestras de extractos enzimaticos se obtuvieron de progenies que se
desarrollaron en muestras de trigo (1) Villa Juarez, (2) Kronstad y (3) Borlaug.
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que las proteasas de mas bajo peso molecular poseen mayor actividad proteolitica, algo que

contrasta con las de més alto peso molecular.

Una situacion que no ha sido posible demostrar, es referente a la posibilidad de que ciertas
enzimas de R. dominica tengan tendencia a formar agregados de alto peso molecular. Es
posible que las proteasas formen agregados in vitro y que la agregacion les impida tener mas
actividad ya sea porque el sitio activo queda con poca accesibilidad para el sustrato, o bien la
formacion de agregados con otras subunidades de proteinas, ciertos aminoacidos cercanos al
sitio activo formen nuevas interacciones con otros grupos, ya sea polares o no polares. Si lo
anterior es asi, seria sumamente interesante investigar si el proceso de agregacion sucede in
vivo para encontrar su significancia fisidlogica que le permita al insecto usar este mecanismo

de agregacion para un determinado propdsito.

El analisis de zimografia fue llevado a cabo utilizando extractos enzimaticos obtenidos a partir
del cultivo de R. dominica en tres variedades de trigo: Borlaug, Kronstad y Villa Juarez, las
cuales fueron seleccionadas al presentar un alta, media y baja actividad inhibitoria,
respectivamente como se muestra en la Figura 9. A partir de la deteccién de la presencia de

proteasas, los tres extractos enzimaticos fueron utilizados en analisis posteriores.
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Determinacion del Peso Molecular de Proteasas por Electroforesis (PAGE)

En la Figura 10 se observa el patron electroforético de extractos proteoliticos de las progenies
de R. dominica desarrolladas y emergidas de trigos Villa Juarez (mas baja actividad
inhibitoria), Kronstad (actividad inhibitoria intermedia) y Borlaug (més alta actividad
inhibitoria) con sus respectivos valores de peso molecular (Figura 10B). La presencia de
bandas se pudo detectar a través de la hidrolisis de caseina co-polimerizada en el gel de
acrilamida utilizado para zimografia. La Figura 10C muestra un gel de poliacrilamida con las
proteinas de los extractos proteoliticos de las progenies tefiidos por un procedimiento que
emplea nitrato de plata. Se puede observar que en los extractos enzimaticos se encuentran
otras proteinas de peso molecular de 40-42 kDa y de 20 kDa) que acompafian a las proteasas

gue no presentan actividad en el zimograma (Figura 10B).

Dado que esas proteinas eluyen en conjunto con las proteasas de la columna de interaccion
hidrofébica, es razonable pensar que tienen algin grado de interaccién entre ellas formando
agregados moleculares. Sin embargo, en esta investigacion no fue posible demostrar la
formacion de dichos agregados proteicos en los extractos enzimaticos de las progenies
emergidas de R. dominica de las diferentes variedades de trigo ya que la técnica
cromatografica que se pudiera emplear no funciona en estos casos. Lo anterior se debe a que
las proteasas tipo tripsina de R. dominica son hidrofdbicas y en presencia de solventes acuosos
tienden a agregarse, por lo que tienden a eluir como agregados, pero por el tipo de solvente

acuoso que es comun emplear en filtracion en gel.

En el caso particular de la deteccion del peso molecular, éstos fueron comparados con
proteinas de peso molecular conocido (Figura 10A). En el caso de la variedad Villa Juérez se
observaron seis bandas con pesos moleculares entre 45-14.6 kDa. La banda con mayor peso
molecular fue de 45 kDa (A), mientras que cuatro bandas con pesos moleculares medios
fueron de 29.5 (C), 27 (D), 25.4 (E) y 23.6 (F) kDa en orden descendente y, finalmente, se
observo una banda de menor peso molecular de 15.2 kDa (G). Las bandas que visualmente
mostraron mayor actividad fueron Ey G (24.4 y 15.2 kDa, respectivamente), mientras que las
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bandas con actividad proteolitica media fueron A, C y F (45, 295 y 254 kDa,
respectivamente) y, por ultimo, la banda D presenté menor actividad, con un peso molecular
de 27 kDa.

Las variedades Kronstad y Borlaug mostraron un patron electroforético muy similar,
observandose siete bandas. Dos bandas con mayor peso molecular fueron de 45 y 43 kDa,
mientras que las bandas con pesos moleculares medios se encontraron entre 29.5-23.6 kDa
(valores similares a la variedad Villa Juérez), ademas que se observé una banda de menor peso
molecular de 14.9 kDa. Por otra parte, la actividad en gel permitié visualizar las bandas E y F
(25.4 y 23.6 kDa, respectivamente) que mostraron mayor actividad. La actividad media se
pudo observar en las bandas A, B, Cy D (45, 43, 29.5 y 27 kDa, respectivamente), mientras
que la menor actividad se observo en la banda G de menor peso molecular (15.2 kDa).

La diferencia entre progenies de distintas variedades fue la presencia de una banda con
actividad proteolitica media en las variedades Kronstad y Borlaug, y que no se observo en la
progenie de la variedad Villa Juarez, siendo una proteasa con un peso molecular de 43 kDa.
Ademas, la banda con menor peso molecular (15.2 kDa) encontrada en las tres variedades,
difiere en la visualizacion de actividad, ya que la progenie de la variedad Villa Juarez mostro
mayor actividad proteolitica en comparacion con las variedades Kronstad y Borlaug que
presentaron menor actividad proteolitica. En algunos estudios de proteasas donde su
identificacion se ha realizado por medio de zimografia se observaron pesos moleculares
similares a nuestro estudio. Segln datos de Budatha y Meur (2008) se identificaron cinco
proteasas en la oruga croton (Achaea janata L.) de las cuales tres eran de actividad tipo
tripsina con pesos moleculares de 29, 80 y 90 kDa, dato similar encontrado con la proteasa de
29.5 kDa en nuestro estudio. En consecuencia, pudieron inferir que los insectos utilizan
diversas isoformas, por eso la diferencia en peso molecular. También, observaron que las
diferencias en actividad en A. janata L. se deben no s6lo al uso de serina proteasa para su

metabolismo sino también por la presencia de elastasa.
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Figura 10. Perfil electroforético de extractos proteoliticos de progenies de R. dominica emergidas de trigos (1)
Villa Juérez, (2) Kronstad y (3) Borlaug. Las enzimas fueron analizadas en (A) peso molecular empleando
proteinas de peso molecular conocido, (B) en el nimero de enzimas proteoliticas por zimografia utilizando caseina
co-polimerizada, y (C) tincion de plata para detectar bandas de proteinas.
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En el caso de la cucaracha americana (Periplaneta americana) se le identificd una serina
proteasa digestiva con actividad similar a la tripsina de aproximadamente 28 kDa (Sudha et
al., 2008). En otros insectos, tal como como el del maiz Eurygaster integriceps, se pudieron
detectar ocho bandas con actividad proteolitica presente en las glandulas salivales a traves de
andlisis de zimografia que corresponden a proteasas con actividad tanto quimotripsina como
tripsina (16-81 kDa). La banda con actividad especifica de tripsina mostré un peso molecular
de 165 kDa (Hosseininaveh et al., 2009). Por otra parte, en el gusano cogollero Helicoverpa
armigera se encontraron 5 bandas con actividad triptica con pesos moleculares de 23, 27, 38,
40y 66 kDa (Akbar y Sharma, 2017).

Andlisis Electroforético de Extractos Proteoliticos

Los extractos crudos de todas las progenies, asi como la proteina que se uni6 a la columna de
afinidad con Concanavalina-A, fueron analizados electroforéticamente en condiciones no
disociantes. En la Figura 11 se muestra el zimograma de las proteasas presentes en extractos
enzimaticos de la progenie R. dominica cultivada en tres variedades de trigo, asi como, en la
Figura 12 se muestra la técnica de tincion de plata para ver el comportamiento electroforético
del total de proteinas presentes en extractos crudos y extractos previamente purificados por

cromatografia de afinidad; carril 1y 2, respectivamente.

La Figura 13A muestra el perfil electroforético del extracto crudo de la progenie Villa Juérez.
Se puede observar gque, en el zimograma del extracto crudo, en el carril 1, se encuentran las
seis proteasas que observo Osuna-Amarillas et al. (2012), pero en el carril 2, correspondiente a
las glicoproteinas unidas a la columna de afinidad, se observan la mayoria de las proteasas del
extracto crudo, excepto las proteasas de peso molecular aproximado de 215 y 20.5 kDa,
precisamente correspondiente a proteasas de alto y bajo peso molecular, respectivamente.
Estos resultados sugieren que posiblemente la banda de proteasa de alto peso molecular esté
formada por varias proteasas que, al separarse, da lugar a la separacion de otras bandas de bajo
peso molecular. Por otro lado, llama la atencion que la proteasa de mas bajo peso molecular,
aproximadamente 15 kDa, mantuvo su intensidad mientras que el resto se vieron atenuadas

71


javascript:;

A B C

PM

kDa

1 2 1 2 1 2

200.0

116.2

a74

.2

45.0

3.0
20.5

144 ¥ W

Figura 11. Zimograma de proteasas obtenidas de la cromatografia de afinidad a la Concanavalina-A de la

progenie emergida del trigo (A) Villa Juarez, (B) Kronstad y (C) Borlaug, donde (1) Extracto crudo y (2)
Proteasas glicosiladas eluidas de la columna de afinidad.
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Figura 12. Tincién de plata de proteasas obtenidas de la cromatografia de afinidad a la Concanavalina-A de la
progenie emergida del trigo (A) Villa Juarez, (B) Kronstad y (C) Borlaug, donde (1) Extracto crudo y (2)
Proteasas glicosiladas eluidas de la columna de afinidad.
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sugiriendo que las proteasas glicosiladas y no glicosiladas son de peso molecular parecido que
unicamente la cromatografia de afinidad fue capaz de separarlas. En el caso del numero de
proteasas glicosiladas, la progenie de Villa Judrez mostré un mayor nimero de bandas en
comparacion que las progenies de Kronstad y Borlaug. En el caso de las proteasas
glicosiladas de Villa Juérez se observaron 4 bandas intensas en actividad (45, 29, 24 y 15 kDa,
aproximadamente) y otras de menor intensidad, siendo la de mas bajo peso molecular la mas
activa. Por otro lado, la Figura 13B que muestra la tincion de plata de las proteinas del
extracto crudo reveld una composicion heterogenea y compleja en el perfil electroforético. En
el carril 1 se muestra el extracto crudo de la progenie Villa Juarez y en el carril 2 se encuentra
la separacion de proteinas correspondientes a la proteina glicosilada del mismo extracto.
Haciendo una comparacion de los perfiles electroforéticos, se observa que las proteinas
glicosiladas tefiidas con plata coinciden en gran medida con las bandas del perfil

electroforético de las proteasas mostradas en la Figura 13A, carril 2.

En el caso de la progenie de Kronstad, el zimograma de la Figura 14A, carril 1 y 2,
respectivamente, mostrd similitudes y diferencias a los correspondientes de la progenie de
Villa Juarez. En primer lugar, la proteasa de alrededor 200 kDa de Villa Juarez no se observo
en Kronstad, ni tampoco la de 29 kDa. El resto de las proteasas glicosiladas fue similar en
namero a la de Villa Juérez, e incluso la banda de méas bajo peso molecular fue la mas intensa.
En cuanto a la tincion de las bandas de proteina con plata (Figura 14B, carril 1 y 2), el perfil
de bandas fue muy similar al observado en los extractos de Villa Juarez. Lo que resulta
interesante de estos resultados de la progenie de Kronstad, es el hecho de que R. dominica no
haya expresado la sintesis de las dos proteasas antes mencionadas, lo que sugiere que el
insecto modula la expresion de las proteasas de manera diferente en cada progenie

desarrollada en diferentes trigos.
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Figura 13. Perfil electroforético de las fracciones obtenidas de la cromatografia de afinidad a la Concanavalina-A
de progenies emergidas del trigo Villa Juarez. Las enzimas fueron analizadas (A) en el nimero de enzimas
proteoliticas por zimografia utilizando caseina co-polimerizada (carril 1: extracto proteolitico crudo; carril 2: pool
de glicoproteinas), y (B) tincion de plata para detectar bandas de proteinas (carril 1: extracto proteolitico crudo;

carril 2: pool de glicoproteinas).
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Figura 14. Perfil electroforético de las fracciones obtenidas a partir de la cromatografia de afinidad a la

concanavalina-A de progenies emergidas del trigo Kronstad. Las enzimas fueron analizadas (A) en el nimero de
enzimas proteoliticas por zimografia utilizando caseina co-polimerizada (carril 1: extracto proteolitico crudo;

carril 2: pool de glicoproteinas), y (B) tincion de plata para detectar bandas de proteinas (carril 1: extracto
proteolitico crudo; carril 2: pool de glicoproteinas).

76



Los perfiles electroforéticos de la progenie de Borlaug se muestran en la Figura 15A, carril 1y
2. En este caso los patrones electroforéticos fueron similares, si no idénticos, a los observados
en los extractos de la progenie de Kronstad. De manera similar se encontraron similitudes en
la tincion con plata (Figura 15B, carril 1 y 2) tanto el extracto crudo como de la proteina
eluida de la columna de afinidad. Estos resultados, y los correspondientes a los de las
progenies de Villa Juarez y Kronstad, demuestran que, independientemente de la cantidad de
proteina que expresaron para su sintesis las progenies de R. dominica, siempre se detectaron
las mismas bandas. La diferencia en estos casos fue que la cantidad de proteasas glicosiladas
y no glicosiladas no coincidieron en las tres progenies, especificamente las desarrolladas en

los trigos Kronstad y Borlaug con la de Villa Juarez.

Lo anterior hace pensar que el insecto R. dominica modula la sintesis de sus proteasas, pero en
este caso, y utilizando el perfil electroforético obtenido mediante zimografia, solamente se
puede llegar a esta conclusion dado que electroforesis Gnicamente muestra el ndmero de
bandas con actividad. Tal vez pueda ser Gtil conjeturar que cada progenie proviene de trigos
distintos a los que se evalud en capacidad inhibitoria contra la actividad proteolitica de las
progenies. Sin embargo, se requiere realizar estudios mas que relacionen las propiedades de
los trigos empleados en este estudio con el perfil zimogréafico proteolitico de las progenies del

insecto.
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Figura 15. Perfil electroforético de las fracciones obtenidas a partir de la cromatografia de afinidad a la
concanavalina-A de progenies emergidas del trigo Borlaug. Las enzimas fueron analizadas (A) en el nimero de
enzimas proteoliticas por zimografia utilizando caseina co-polimerizada (carril 1: extracto proteolitico crudo;
carril 2: pool de glicoproteinas), y (B) tincidon de plata para detectar bandas de proteinas (carril 1: extracto

proteolitico crudo; carril 2: pool de glicoproteinas).

78



Efecto de SDS y p-mercaptoetanol en la Actividad Proteolitica in gel

Usualmente la separacion de proteinas por medio de la técnica de electroforesis se lleva a cabo
bajo condiciones disociantes, es decir, las proteinas se desnaturalizan por efecto del detergente
dodecil sulfato de sodio (SDS, siglas en inglés), B-mercaptoetanol (B-ME) y un tratamiento
térmico por varios minutos a 90 °C. Sin embargo, dichas condiciones usualmente no se
aplican cuando se trata de detectar actividad enzimatica in situ, es decir, en el gel propiamente
dicho. EI SDS rompe puentes de hidrogeno y le confiere una carga neta negativa a la proteina,
mientras que el B-ME ejerce un efecto reductor sobre los puentes disulfuro escindiéndolos, por
lo que la cadena polipeptidica se abre perdiendo sus estructuras secundarias de hélices o y
hojas B plegadas. El tratamiento térmico severo desnaturaliza ain mas a la proteina, abriendo
su estructura, y exponiendo los grupos laterales de los aminoacidos al SDS con lo que la carga
neta de la cadena polipeptidica es negativa. En este proceso de desnaturalizacion toda
actividad enzimatica se pierde.

La actividad proteolitica del tipo tripsina de R. dominica es elevada bajo condiciones alcalinas
(Osuna-Amarillas et. al, 2012), lo que indica que la carga neta de las moléculas es negativa
actuando como aniones. EI SDS, cominmente empleado en la separacion de proteinas bajo
condiciones disociantes en las técnicas electroforéticas, confiere carga negativa total, no carga
neta, a las moléculas de proteinas. Las enzimas del tipo tripsina de R. dominica no pierden
actividad bajo el tratamiento con SDS indicando que los aminoacidos &cidos ionizados y
cargados negativamente, son requeridos para tener afinidad por el sustrato. Con el objetivo de
determinar si el SDS y B-ME afectan negativamente la actividad proteolitica de los extractos
enzimaticos de R. dominica, se procedié a realizar una electroforesis en condiciones

desnaturalizantes.

En comparacion con el gel de tincién de plata obtenido anteriormente en condiciones no
disociantes, se puede observar en la Figura 16C la presencia de las mismas bandas, a
excepcion de bandas con alto peso molecular correspondientes a proteinas presentes en el
extracto sin aparente actividad proteolitica.
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Figura 16. Perfil electroforético en condiciones desnaturalizantes con SDS y mercaptoetanol de extractos
proteoliticos de progenies emergidas de trigos (1) Villa Juarez, (2) Kronstad y (3) Borlaug. Las enzimas fueron
analizadas en (A) peso molecular empleando proteinas de peso molecular conocido, (B) en el nimero de enzimas
proteoliticas por zimografia utilizando caseina co-polimerizada, y (C) tincién de plata para detectar bandas de
proteinas.
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En el caso de zimografia (Figura 16B), se observan diferencias tanto en la presencia de bandas
como en la intensidad de alguna de ellas, correspondiente a una alteraciéon en la actividad
catalitica. En el caso de la variedad Villa Juarez se puede observar la presencia de 3 bandas
que difieren en intensidad. Como diferencia ante el zimograma anterior, en esta variedad
desaparecio la banda de mayor peso molecular (45 kDa). En el caso de la variedad Kronstad,
se observaron 3 bandas con actividad proteolitica, donde la banda con peso molecular de 23
kDa fue inactivada desapareciendo totalmente. Otro dato interesante fue que se redujo la
actividad en la banda de 25.4 kDa mientras que aumento en la de 29.5 kDa. Por ultimo, en el
extracto de la variedad Borlaug se observaron 6 bandas que difieren en intensidad como
indicativo de la actividad presente. Dos bandas con pesos moleculares superiores a los 23 kDa
presentaron baja actividad, asi como la permanencia de la banda con alto peso molecular de 45
kDa presente en el zimograma no disociante en los tres extractos enzimaticos, presentando
baja actividad. Sin embargo, se pudo observar la presencia de una nueva banda entre 50-52
kDa con muy poca actividad.

Con relacion a los tres extractos enzimaticos, todos mostraron una nueva banda con peso
molecular de aproximadamente 54 kDa. Villa Juarez y Kronstad no mostraron la banda de 45
kDa, mientras que ésta aparecio en la variedad Borlaug. Las bandas localizadas en 30 y 24
kDa permanecieron, sin embargo, la banda de 24 kDa resultd con menor intensidad, lo que
indicé una menor actividad proteolitica en cada uno de los extractos. Una revision de la
literatura muestra que las proteasas del pez corvina Argyrosomus regius presentan pesos
moleculares entre 15 y 75 kDa (Guerreiro et al., 2020). En otro estudio realizado por
Villalobos (2017) se reportd el peso molecular de tres proteasas tipo tripsina en el barrenador
de grano més grande Prostephanus truncatus, con pesos moleculares de 28 kDa, 40 kDa y 120
kDa. Similar a este reporte, se ha encontrado que en el intestino medio del mosquito
Anopheles albimanus se encuentra la actividad enzimética de tipo tripsina con un peso
molecular de 29 kDa (Cézares-Raga et al., 2014). Por otra parte, datos especificos de
proteasas de R. dominica muestran pesos moleculares de 23.7 kDa para quimotripsina (Zhu y
Baker, 2000) y enzimas con actividad caseinolitica en un rango de 22-51.3 kDa (Osuna-

Amarillas et al., 2012). Los pesos moleculares encontrados en la literatura coinciden con lo
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encontrado en nuestro estudio, sugiriendo la presencia de serina-proteasas. Los extractos de
las progenies de Kronstad y Borlaug presentaron ambos una banda de menor peso molecular
(15.2 kDa) que mostré una mayor intensidad en el zimograma, lo que significa que la
actividad catalitica aumento. Esto se puede relacionar con la ruptura de puentes disulfuro con
el uso de B-ME.

Deteccion de Proteasas Glicosiladas

Una vez separadas las proteinas obtenidas de las fracciones de cromatografia de afinidad a la
lectina Concanavalina-A, se llevo a cabo la deteccion de proteasas glicosiladas mediante el kit
de deteccion (Glycoprotein Staining Kit, Catalog No. 24562, Pierce ™ Thermo Scientific) las
cuales mostraron una coloracion magenta. La Figura 17 muestra la separacion electroforética
de proteasas glicosiladas de R. dominica del extracto proteolitico a partir de la variedad
Borlaug. Se encontraron dos bandas con coloracion magenta intensa en el rango de peso
molecular de 52-63 kDa, 14.4 kDa y 4.7 kDa. Se observo que la intensidad de la coloracion
fue proporcional al grado de glicosilacién, es decir, a la cantidad de carbohidratos presentes en
la estructura de las enzimas glicosilada, siendo los grupos aldehidos transformados mediate la
oxidacion de los grupos hidroxilos, quienes interacttan con el colorante (Roth et al., 2012).
Se pueden observar bandas color magenta, aunque menos intensas, que corresponden a pesos
moleculares de 28-36 kDa. Tambien se observaron bandas con menor glicosilacion en los
rangos de 31-41 kDay 27-18 kDa.

En un estudio realizado por Vivas-Ruiz et al. (2012) se report6 el peso molecular de una
enzima similar a la trombina presente en el veneno de la serpiente Bothrops barnetti,
perteneciente al grupo de las serina-proteasa de 27.57 kDa. La existencia de una f-
glucosidasa de un peso molecular de 123.4 kDa fue reportada por Zhou et al. (2019) la cual
presento en su estructura molecular la presencia de carbohidrato y lo cual fue confirmando por
espectroscopia por transformada de Fourier y dicroismo circular. Un dato interesante
encontrado es el de una serina proteasa de 51 kDa detectada en la planta medicinal Euphorbia
milii (Yadav et al., 2006), lo cual coincide con el peso molecular de una proteasa de nuestro
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Figura 17. Zimograma de proteasas glicosiladas (bandas magenta) eluidas de una columna de lectina
Concanavalina-A (AffiGel Con-A) y analizadas en electroforesis del extracto proteolitico de R. dominica
emergida del trigo variedad Borlaug.
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estudio, lo que lleva a pensar que el molecular de enzimas serina proteasas ronda en un amplio
rango de valores. Actualmente, existe poca informacion acerca de la caracterizacion de
proteasas glicosiladas en insectos, lo cual evidencia que se requieren mas estudios de
caracterizacion de estas enzimas considerando que son organismos que se alimentan de los

mismos recursos alimenticios naturales que utilizan los animales y humanos.

El proceso de glicosilacion lleva a cabo diversas modificaciones en las proteinas y, a su vez, le
confieren cierta funcionalidad a la molécula dependiendo de la especie y etapa reproductiva
del organismo (Vanderborre et al., 2011). En el caso de los carbohidratos asociados a una
enzima similar a la trombina, éstos le confieren estabilidad catalitica modulando su unioén al
sustrato (Vivas-Ruiz et al., 2012). En el caso de las glucosidasas este proceso se asocia con la
capacidad catalitica (Nascimento et al., 2017) y puede pensarse que es posible que una

situacion similar exista en las proteasas del tipo tripsina de R. dominica.

Comparando la Figura 15A carril 1 y Figura 17, se puede apreciar que existe una posible
relacion entre la actividad enzimatica de los extractos de R. dominica con la presencia de
glicosilacion ya que las bandas que presentaron menor actividad en gel mostraron bandas
color magenta intenso. En el caso contrario, cuando la actividad proteolitica era mayor, las
bandas color magenta eran casi trasltcidas. Se ha observado que la N-glicosilacién en algunos
insectos como el gorgojo de la harina T. castaneum puede afectar la actividad enzimatica pues
la especificidad del sustrato o la afinidad de unidn cuando la cadena de oligosacéridos esta
muy proxima al sitio activo de la enzima y puede influir estéricamente en la accesibilidad del
sustrato (Scheys et al., 2020; Fuzita et al., 2020). La glicosilacion puede prevenir la
agregacion a las proteinas desplegadas o parcialmente plegadas donde ambos elementos estan
estrechamente vinculados al grado de glicosilacion (Skropeta, 2009). En este contexto, se
puede inferir que este proceso biogquimico altera la actividad enzimatica de R. dominica y se

encuentra relacionado con el grado de glicosilacion.
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Etapa Il

Caracterizacion Cinética de las Proteasas Glicosiladas del Insecto Rhyzopertha dominica
Desarrollado los Trigos Hexaploides de la VVariedad: Villa Juarez, Kronstad y Borlaug, e
Identificacion de las Diferencias entre las Proteasas Glicosiladas y No Glicosiladas de R.

dominica con Relacion a la Cinética, Energia de Activacion y Constante de Inhibicion.

Influencia de p-mercaptoetanol en Actividad Proteolitica

El B -mercaptoetanol es un agente reductor que actla en los puentes disulfuro y se utiliza con
el objetivo de separar cadenas polipeptidicas distintas para analizar el estado de
oligomerizacion de las proteinas. Para ello se analizaron tres extractos enzimaticos obtenidos
de progenies de R. dominica emergidas de las variedades de trigo Villa Juarez, Kronstad y
Borlaug. Los extractos enziméticos fueron incubados a distintas concentraciones (0-50 mM)
del agente reductor B-mercaptoetanol. Los resultados se muestran abajo en distintas graficas.

En la Figura 18A se observa el comportamiento en actividad proteolitica de la progenie
emergida de la variedad de trigo Villa Juarez bajo la influencia del B-ME a distintas
concentraciones. Se pudo observar que la actividad proteolitica se incrementd
aproximadamente 35 % alcanzando ese valor médximo a 20 mM de B-ME. A concentraciones
mayores hasta de 50 mM de B-ME el extracto enziméatico mantuvo una actividad de 15-20 %
de la observada sin B-ME. Estos resultados sugieren que la progenie de R. dominica emergida
del trigo Villa Judrez posee dos tipos o grupos de enzimas proteoliticas con diferente
susceptibilidad a la accion reductora del B-ME. Un primer grupo, el que mostré un mayor
incremento en actividad, posiblemente posea una menor cantidad de grupos disulfuro
requiriéndose, en consecuencia, bajas concentraciones de B-ME. Un segundo grupo de
enzimas proteoliticas, las cuales presentaron un menor incremento en actividad enzimatica a
mayores concentraciones de B-ME, probablemente posean una estructura mas rigida,

posiblemente conferida por un mayor nimero de interacciones hidrofébicas y un mayor

85



% Actividad Especifica Relativa

130 4

120 4

110

100 4

90

20

30 40
Mercaptoetanol, mM

50

60

70

% Actividad Especifica Relativa

160

140

130

120

110 A

100 4

90

20

30 40

Mercaptoetanol, mi

50

70

% Actividad Especifica Relativa

180

160 A

140

120 4

100 4

60 4

60

20

30 40
Mercaptoetanol, mM

50

Figura 18. Influencia del B-mercaptoetanol en la actividad proteoitica de Rhyzopertha dominica emergida del trigo variedad A) Villa Juarez, B) Kronstad y C)

Borlaug. Los valores representan el promedio + el error estandar de tres determinaciones.
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namero de puentes de hidrégeno. Sin embargo, es posible que también el peso molecular de
las enzimas esté relacionado con la sensibilidad a la accion reductora del 3-ME, con un menor

namero de puentes disulfuro con moléculas de menor tamafio y viceversa.

En el caso del extracto enzimético proteolitico de la progenie de R. dominica emergida del
trigo Kronstad, se observd que el B-ME causé un incremento en la actividad (Figura 18B) la
cual se pudo observar en dos picos. El primer incremento en actividad se observé a 10 mM de
B-ME, representando aproximadamente 20 % de aumento de actividad, mientras que el
segundo pico alcanz6 un méximo a aproximadamente 30 mM de B-ME, representando
aproximadamente 35 % de incremento en actividad, para después disminuir a niveles normales
a concentraciones igual o mayor de 50 mM de B-ME. Estos datos proporcionan informacién
de la composicién de puentes disulfuro en la estructura proteica, pudiendo inferir que se
encuentra constituida por puentes disulfuro intramoleculares, debido a la permanencia de la
actividad relativa, el agente reductor no fue necesario para modificar la estructura y exponer el
sitio activo. Mientras que, a una concentracion de 60 mM (Figura 18B) la enzima aumento su
actividad relativa siendo esta concentracion suficiente para romper los enlaces que tienen

relacion directa con la bolsa catalitica permitiendo una mayor interaccion sustrato-sitio activo.

En el caso del extracto enzimético proteolitico de la progenie de R. dominica emergida del
trigo Kronstad, se observo que el B-ME no causo un incremento en la actividad de manera
significativa (Figura 18B). En contraste a lo que se observo con el extracto proteolitico de la
progenie emergida de la muestra de trigo Villa Juarez, la emergida de Kronstad no presenté un

incremento en actividad con la presencia de B-ME.
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En la Figura 18C se muestra el comportamiento de la actividad enzimatica con relacion a la
concentracion de B-ME en el extracto enzimético de la progenie Borlaug. En contraste con los
extractos enzimaticos de las progenies emergidas de los trigos Villa Juarez y Kronstad, en ésta
no se observé un primer pico de incremento de actividad a bajas concentraciones de B-ME.
Sin embargo, a concentraciones de alrededor de 30-40 mM de B-ME detectd un pico de
incremento en actividad de aproximadamente 65 %. Este comportamiento de la actividad
enzimatica en relacion con el efecto reductor del B-ME no tiene explicacion logica debido a
que se detectaron en este extracto enzimatico los dos tipos de enzimas, las no glicosiladas y
glicosiladas, al igual que en las dos progenies tanto la variedad Villa Juarez como Kronstad.

Tal vez este comportamiento no tenga relacion alguna con el tipo de glicosilacion.

Determinacion de los Parametros Cinéticos Km y Vmax

Los parametros cinéticos Km y Vmax revelaron la afinidad diferencial de las proteasas
glicosiladas y no glicosiladas por el sustrato BApNA (Tabla 7). La Figura 19 muestra las
gréficas del doble reciproco de Lineweaver-Burk de las proteasas glicosiladas y no
glicosiladas de las progenies que emergieron de las variedades de trigo Borlaug, Kronstad y
Villa Juarez. Los valores de Km de las proteasas glicosiladas fueron menores que los valores
correspondientes de las formas no glicosiladas, sin observarse diferencias mayores entre los
valores de las glicosiladas (en promedio el valor de K fue de 0.011, lo cual representé el 31.5
% del valor de Km de las formas no glicosiladas). Es de interés que los valores de K de las
proteasas no glicosiladas en todas las progenies estuvieron en el rango de 65-73 % mas
elevado, es decir, este tipo de proteasas al presentar un valor de Kn més alto indica una menor
afinidad por el sustrato.

Los valores de velocidad maxima Vmax de la actividad proteolitica glicosilada fueron mas
elevados que en su contraparte no glicosilada en todas las progenies. En un caso observado en
el gorgojo de la harina Tribolium castaneum se observé la presencia del gen Tc-CTLP-5C>
expresado en el intestino medio se encuentra glicosilado en la posicién N-137 situado de
forma opuesta a la hendidura catalitica. Demostraron las diferencias existentes entre la forma

no
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Tabla 7. Valores de parametros cinéticos de la actividad de serina proteasas
glicosiladas y no glicosiladas del tipo tripsina de progenies de Rhyzopertha dominica
desarrolladas en distintas variedades de trigo.

Km Vimax Eficiencia Catalitica
Progenie Actividad (mM) (mM min-1) (Vmax/Km)
Proteolitica (103 (10%
Borlaug
Glicosilada 0.011 8.33 75.8
No Glicosilada 0.042 1.04 2.5
Kronstad
Glicosilada 0.014 3.74 26.7
No Glicosilada 0.040 3.14 7.8
345
Villa Juérez
Glicosilada 0.009 2.22 24.6
No Glicosilada 0.027 2.13 7.9
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Figura 19. Representacién gréafica del doble reciproco de Lineweaver-Burk de la actividad proteolitica tipo tripsina (®) glicosilada y (A) no glicosilada de progenies de
Rhyzopertha dominica que emergieron de las variedades de trigo (A) Borlaug, (B) Kronstad y (C) Villa Juérez.
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glicosilada y glicosilada de la enzima, en donde la N-glicosilacion disminuye la Vmax y la
Kcat mientras que la Km permanece sin cambios aparentes (Albaum et al., 2017).

Sin embargo, el calculo de la eficiencia catalitica (calculada como el resultado de la relacion
de Vmax/Km), fue mejor indicador porque revelo que las proteasas glicosiladas en todas las
progenies son cataliticamente mas eficientes que las proteasas no glicosiladas presentando
valores porcentuales de Vmax/Km de 74 % (en el caso de la progenie de Villa Judrez) y hasta 97
% (en el caso de la progenie de Borlaug). Como en el caso observado por Rudd et al. (1994)
donde la RNAasa glicosilada es mas estable que la no glicosilada, ademas, la actividad se ve
afectada dependiendo del tamarfio de todos los oligosacaridos asociados, los cuales reducen de
forma variable el ajuste general entre la enzima y el sustrato. Ademas de la disminucion de la
flexibilidad, un factor importante que contribuye a esta interaccion puede ser la proteccion
estérica de uno o mas sitios susceptibles que estan en el rango de todos los oligosacaridos. El
aumento de la rigidez puede contribuir al aumento de la resistencia a la proteasa y a la
disminucion de la actividad funcional de las variantes glicosiladas en comparacion con las no
glicosiladas. Datos similares encontrados por Mahdavi et al. (2013) donde la variacion en la
actividad y contribucion de cada enzima (proteasas de serina y cisteina) en el sistema digestivo
del minador de la hoja de café Leucoptera coffeella se encuentra asociada con las relaciones
filogenéticas entre insectos y sus respuestas a diferentes dietas, como el hecho de cambiar a
vias alternativas donde las enzimas presenten una especificidad de sustrato intercambiable
(Bhattacharyya et al., 2007).

Este punto es de interés ya que esta isoforma, la glicosilada, podria servir como indicador de la
susceptibilidad para unirse a los inhibidores de la serina proteasas del tipo tripsina que se
encuentran en el grano de trigo. Cabe recordar que el tipo de inhibicion que exhiben estos
inhibidores es competitivo (Osuna-Amarillas et al., 2012) de tal forma que compiten con el

sustrato por el sitio activo de las enzimas proteasas.
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Otros estudios sobre la inhibicion de la enzima han observado un aumento de la Km y una
reduccion de la Vmax debido al incremento de la concentracion de los inhibidores (Chen et
al., 2010; Mehrabadi et al., 2012). Se observaron resultados similares para la tripsina (Silva et
al., 2010) y la actividad a-amilasa (Lopes et al., 2010) de cepas de Sitophilus zeamais
resistentes y susceptibles a los insecticidas. Esta informacion es altamente significativa y
reviste gran importancia desde el punto de vista cientifico practico, ya que permite entender la
estrategia que emplea el insecto para evadir el efecto negativo que ejercen los inhibidores de
serina proteasas en su organismo. Posiblemente esto conduzca a un gasto metabélico, tal
como lo observé Lopes et al. (2010), quienes evaluaron los parametros cinéticos de la o-
amilasa de progenies del gorgojo del maiz Sitophilus zeamais susceptibles y resistentes a los
piretroides, observando que la amilasa de esta Gltima mostraba un valor de Km mas bajo que el
de la cepa susceptible. Por lo tanto, los granos de trigo podrian contener inhibidores
especificos para cada amilasa que estimulan su activacion en el gorgojo mientras se alimenta y

se desarrolla.

Julio et al. (2017) reportaron varias enzimas involucradas en la resistencia a maultiples
insecticidas en el escarabajo rojo de la harina Tribolium castaneum, siendo las esterasas las
mas inhibidas secuestrando los insecticidas bifentrina y pirimifos-metilo formando complejos
estrechos con ellos y confiriendo resistencia metabodlica de esta manera. Ademas, las variantes
de la glutation s-transferasa pi 1, modificadas genéticamente para su expresion en Escherichia
coli, que presentaban propiedades cinéticas diferentes y una sensibilidad variable a la
inhibicidén por metales pesados, demostraron servir como herramientas fisiolégicas para su
eliminacién y desintoxicacion (Goodrich y Basu, 2012). Varias poblaciones de la plaga del
arroz Oxya chinensis, expuestas a diferentes concentraciones del insecticida malation,
mostraron distinta afinidad por el sustrato y, en consecuencia, constantes cinéticas distintas
(Wu et al., 2009).
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Determinacion de la Energia de Activacion (Ea) en Proteasas Glicosiladas y No

Glicosiladas

La energia de activacion es un parametro que proporciona informacion acerca de la influencia
que tiene la temperatura en la velocidad de reaccion, en este caso, de las enzimas. Para ello, se
realizaron los ensayos correspondientes de actividad con la variante de la temperatura que fue
desde los 30 °C a los 55 °C (en un gradiente de 5 °C). Con los valores obtenidos se procedio a

la aplicacion de la ecuacion de Arrhenius para la determinacion de la Ea (Tabla 8).

Como se puede observar en la Figura 20 se muestran los graficos de Arrhenius respecto a las
enzimas glicosiladas y no glicosiladas de las tres variedades de trigo. En la Figura 19A se
observan los valores obtenidos a partir de la determinacién de la energia de activacion (Ea) en
las enzimas glicosiladas, sin obtener diferencias significativas entre las progenies emergidas
de las tres variedades de trigo, sin embargo, los datos presentados en la Figura 20B
correspondiente a las enzimas no glicosiladas, se observan diferencias significativas entre las
variedades Borlaug y Kronstad, respecto a la variedad Villa Juarez. Al obtener una pendiente
grande en la representacion de Arrhenius nos da a conocer que la velocidad de reaccion es
muy sensible a la temperatura, por otra parte, al obtener una pendiente pequefia, se puede
inferir que la velocidad de reaccion es relativamente insensible a las variaciones de
temperatura y se necesita menor energia para llevar a cabo la interaccién enzima-sustrato
(Javed et al., 2008).

La energia de activacion (Ea) resulta ser menor en las estructuras glicosiladas, lo que indica
que no existe una elevada dependencia hacia la temperatura para llevar a cabo la reaccion, y es
que las estructuras que conforman los polisacaridos le confieren esta caracteristica. Un
ejemplo de ello es la ciclodextrina glicosiltransferasa (CGTasa) de la bacteria Bacillus cereus
que al estar glicosilada presenta una menor energia de activacion donde se reduce a 3.3
respecto a la forma nativa de 5.62 (Abdel-Naby et al., 2015). Otro caso similar, fue la
queratinasa de la bacteria Bacillus pumilus que al encontrarse en su forma glicosilada presenta
una reduccion en la energia de activacion con 5.04 kcal mol—1 comparada con la forma nativa
de 6.13 kcal mol—1, disminuyendo este valor en un 17.78 % (Abdel-Naby et al., 2017).
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Tabla 8. Valores de energia de activacion Ea de
Arrhenius de la actividad serina proteasa tipo
tripsina de progenies de Rhyzopertha dominica
desarrolladas en diferentes trigos.

Progenie Eax DS
(kJ/mol)
Glicosilada  No glicosilada

Borlaug 26.2+0.14 38.2+0.13

Kronstad 28.6 £0.13 24.1+0.16

Villa Juarez 33.1+0.18 13.6+0.19
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Figura 20. Relacion entre la energia de activacién Ea de Arrhenius de la actividad serina proteasa del tipo
tripsina (A) glicosilada y (B) no glicosilada de progenies de Rhyzopertha dominica desarrolladas y emergidas de
trigos con diferente actividad inhibitoria antitriptica.

95



En un estudio reportado por Abdel-Naby et al. (2017) de la proteasa alcalina presente en la
bacteria Bacillus stearothermophilus se demostrd que la energia de activacion presenta un
decremento de aproximadamente 16 % obteniendo valores de Ea de 14.43+0.24 KJ.mol-1
comparado con la estructura no glicosilada de 17.31+0.36 KJ.mol-1. En general, estos
resultados indicaron que la glicosilacion comparada con la forma no glicosilada present6
valores menores en Ea con los cuales mejora su calidad aumentando la eficiencia catalitica de

la enzima al reducir la energia requerida para hacer el complejo activado (enzima-sustrato).

En el caso especifico de cada una de las variedades, la variedad Borlaug presentd el valor
mayor de Ea con 38.2 y la variedad Villa Juarez con el valor mas bajo de 13.6 en enzimas no
glicosiladas; en el caso de las enzimas glicosiladas, la variedad Villa Juarez presentd la mayor
Ea con 33.1 y la variedad Borlaug con la menor Ea con un valor de 26.2. Estos datos
relacionados con la actividad especifica inhibitoria en cada una de las variedades, se puede
concluir que la variedad Borlaug al presentar menor porcentaje de inhibicion, la velocidad de
reaccion se da principalmente por sus enzimas glicosiladas al ser menos sensibles a los
cambios de temperatura. Por otra parte, la variedad Kronstad con actividad media inhibitoria
presenta valores medios de Ea sin diferencias significativas en enzimas glicosiladas y no
glicosiladas, infiriendo que la velocidad de reaccion se encuentra equilibrada entre ambos
tipos de enzima. Por ultimo, la variedad Villa Juarez, con mayor actividad inhibitoria presenta
diferencias significativas entre ambas enzimas, obteniendo el valor mayor en las enzimas
glicosiladas, lo que significa, que son altamente sensibles a la temperatura en comparacion con

las no glicosiladas; siendo estas Gltimas las que llevan a cabo la mayor parte de la actividad.
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Determinacién de la Constante de Inhibicion Ki

La separacion de las proteasas glicosiladas y no glicosiladas por medio de la cromatografia de
afinidad con Concanavalina-A permitio contar con los dos tipos de formas de serina proteasas,
glicosiladas y no glicosiladas, de tipo tripsina de progenies de R. dominica. Por otro lado, la
separacion de las albuminas de los trigos Borlaug, Kronstad y Villa Juarez por medio de la
cromatografia de filtracion en gel, permiti0 detectar y separar aquellas fracciones
cromatograficas que mostraron la mas alta actividad inhibitoria hacia la actividad proteolitica
del insecto. Tomando esas dos circunstancias, se determiné la constante de inhibicion K; de
las fracciones cromatogréficas de albuminas inhibitorias de alta actividad proteolitica de las

formas glicosliadas y no glicosiladas.

La constante de equilibrio de disociacion del complejo enzima-inhibidor inhibidor Kj, que
indica la potencia de un inhibidor, se determind mediante el método gréfico de Dixon
(Burlingham y Widlanski, 2003) graficando el reciproco de Vo contra diferentes
concentraciones del inhibidor de trigo. Cuanto mayor sea Ki, méas débil sera la unién del
inhibidor a la enzima haciendo que el complejo se separe facilmente, dejando disponible el
sitio activo de la enzima. Los valores de Ki para las formas glicosiladas y no glicosiladas de
las progenies en las variedades de trigo Borlaug, Kronstad y Villa Juarez se muestran en la

Figura 21.

El método grafico mostré que la inhibicién de todas las fracciones de albdminas utilizadas en
el ensayo era de tipo competitivo, ya que las lineas rectas se intersectan a la izquierda del eje
vertical (Burlingham y Widlanski, 2003). Sin embargo, el exceso de sustrato, que aumenta las
posibilidades de union de la enzima y el sustrato, supera la inhibicion competitiva permitiendo
que las proteasas con valores de K; méas altos permanezcan activas. Los valores de K; para las
proteasas glicosiladas fueron menores que de las formas no glicosiladas (Tabla 9). Un calculo
porcentual de la actividad entre ambas formas mostro que las glicosiladas mostraron alrededor
del 56 % y 54 % (Borlaug y Kronstad, respectivamente) del valor de K; de las no glicosiladas,
excepto la de Villa Juarez que mostré un valor 22.5 % con respecto a su contraparte no
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Figura 21. Diagramas de Dixon para la determinacion de la constante de disociacion K; de los extractos
inhibitorios de trigo (A) Borlaug, (B) Kronstad y (C) Villa Juarez unidos a las isoformas de serina proteasa
tipo tripsina (1) glicosilada y (II) no glicosilada de progenies de Rhyzopertha dominica cultivadas y
desarrolladas en los mismos trigos. Se utilizaron dos concentraciones de N-a-Benzoil-DL-arginine p-
Nitroanilida (BapNa) como sustrato: (A) 0.5 mM; (®) 1 mM. Cada punto es la media de dos réplicas +
desviacion estandar.
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glicosilada. Un valor K; alto significa que existe una baja afinidad al inhibidor entre la enzima

y el inhibidor y viceversa.

De acuerdo con los resultados, parece que existe un mecanismo de regulacion de las
propiedades cinéticas de las diferentes formas de proteasas en R. dominica en presencia de
inhibidores. Esa hipotética situacion permitiria que el resto de las proteasas se mantuvieran
activas, lo que puede deducirse de los valores mas elevados de K; observado para las formas
no glicosiladas. Esta deduccién se sustenta en otros estudios que reportan de una actividad
enzimatica y un efecto inhibibitorio diferencial en alozimas de glutation s-transferasa
(Goodrich 'y Basu, 2012), esterasas (Julio et al., 2017) e isoformas de serina
hidroximetiltransferasa (Tramonti et al., 2018). Del mismo modo, existe similitud con los
resultados del presente estudio con la inhibicidn diferencial por parte de los inhibidores de las
a-amilasas de trigo sobre las isoformas de a-amilasas de Ephestia kuehniella que permite que
el sistema amilolitico en dicho insecto sea menos vulnerable al complejarse las moléculas
inhibitorias (Pytelkova et al., 2009) y con los reportados recientemente por Gonzalez-Ruiz
(2021). En un estudio realizado por Zhu et al. (2013) observaron la funcién que cumplia una
glicoproteina ante la capacidad de ataque sobre la interaccion huésped-patdgeno. El rol que
cumplia dicha glicoproteina se relacionaba con la actividad de recepcion en la superficie,
donde una vez pasando por el proceso de reduccion en la glicoproteina huésped, se puede
inhibir potencialmente la invasion del patégeno. Asi mismo, reportaron que la diferencia en la

composicion de glicanos representa la capacidad de susceptibilidad o resistencia a la cepa.

Esto relacionado a lo observado en la actividad especifica inhibitoria de nuestros extractos,
pudiendo atribuir el porcentaje de inhibicion a la presencia de estructuras glicosiladas con
glicanos complejos, permitiéndole llevar a cabo la mayor parte de la actividad enzimatica
siendo ésta de alrededor del 70-80 % en cada una de las progenies. Los cambios estructurales
pueden afectar a la interaccion de los inhibidores de trigo con las proteasas de R. dominica,
pero estas relaciones no han sido probadas y realizadas hasta el momento segin nuestros

conocimientos.
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Tabla 9. Valores de la constante de inhibicion K; de trigos utilizados para el
cultivo de progenies de R. dominica.

Variedad de Trigo Ki (M)
Borlaug
Glicosilada 3.6+0.7
No Glicosilada 6.4+0.4
Kronstad
Glicosilada 5.0+04
No Glicosilada 9.2+0.6
Villa Juarez
Glicosilada 3.2+0.3
No Glicosilada 149+0.7
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Relacion entre Actividad Inhibitoria de Trigos y Actividad Enzimatica de Progenies

El grano de trigo contiene inhibidores de enzimas, entre otras proteinas que desempefian un
papel en el metabolismo del grano. Cada tipo de trigo en su madurez contiene una
concentracion de proteina como resultado de varios factores, entre los cuales la genética de la
planta y las condiciones ambientales (nutricion del suelo, disponibilidad de agua, temperatura,
luz, etc.) ejercen su principal influencia. Los inhibidores de enzimas del grano de trigo son
antinutrientes que inhiben la accion de enzimas exogenas tales como las de los insectos que se
alimentan de los granos. Como resultado de la adaptacién metabdlica que sucede en el insecto
con la ingesta de los inhibidores que se encuentran en los granos de cereales, el insecto

produce una mayor concentracién de proteinas, entre las cuales se encuentran las enzimas.

Con el objetivo de conocer si la actividad inhibitoria de los trigos empleados en el estudio
ejerce un efecto inductor en la concentracion de proteina glicosilada y no glicosilada, se
elabor6 una gréafica que se muestra en la Figura 22. Puede observarse que existe una
significativa correlacion positiva (r = 0.99) entre ambos parametros. Sin embargo, se
considera que el numero de muestras de trigo y progenies es muy limitado, de tal forma que es
conveniente realizar estudios del mismo tipo, pero con un nidmero mayor de variedades de
trigo. A pesar de ello, el comportamiento gréafico puede tomarse como un indicador de lo que
se podria esperar en resultados con este tipo de estudios ampliados. Un andlisis méas detallado
del resultado de la Figura 22 sugiere que la actividad inhibitoria de los trigos induce el
consumo de un mayor contenido de alimento y, por ende, de proteinas las cuales se detectaron
en las progenies de R. dominica que se alimentaron de los granos de trigo. Mientras mas
elevada sea la actividad inhibitoria proteolitica, mayor sera la concentracion de proteina en las
progenies del insecto y viceversa. En otras palabras, puede interpretarse que la elevada
actividad inhibitoria de los trigos ejerce un estimulo para el consumo de mayor alimento. Si
esto es asi, estos resultados serian utiles para la seleccion de variedades de trigo resistentes al
ataque de plagas durante el almacenamiento, especialmente contra R. dominica, aunque no se
descarta la posibilidad que otros coledpteros y especies de insectos, tengan igual

comportamiento en su actividad digestiva.
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Figura 22. Relacion gréfica entre la actividad especifica inhibitoria de los trigos empleados para cultivar las progenies de
Rhyzopertha dominica y la cantidad de proteina (A) glicosilada y (B) no glicosilada de las progenies emergidas de cada trigo.
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Los inhibidores enziméaticos que se encuentran de forma natural en los granos de trigo han
sido otro factor que confiere resistencia al ataque de insectos (Franco et al., 2002; Kuwar et
al., 2015). Los insectos evitan el efecto de inhibicion mediante la sobreproduccion de enzimas
(Markwick et al., 1998) o sintetizando otras nuevas insensibles a los inhibidores (Bown et al.,
1997; Brioschi et al., 2007) haciendo frente a la inhibicion de la produccion de azlcar que
sustenta la supervivencia y la reproduccion. Sin embargo, la resistencia a los inhibidores de
proteasas en los insectos podria causar un costo metabdlico que llevaria a una alta sintesis de
enzimas, pero con baja actividad especifica, y serina-proteasas en particular, de forma similar
a la observada en cepas de Sitophilus zeamais resistentes a los piretroides (Araujo et al., 2008;
Lopes et al., 2010) y las progenies de R. dominica expuestas al efecto insecticida de aceites
esenciales de Eucalyptus (Reyes-Guzman et al., 2012). La actividad de los inhibidores contra
las amilasas (Cinco-Moroyoqui et al., 2006) y proteasas (Osuna-Amarillas et al., 2012) de R.
dominica mostrd una relacion inversa en el numero de progenie supervivientes del insecto y
sus niveles de actividad enzimatica. Sin embargo, no se habian realizado estudios para
determinar como R. dominica expresa la actividad enzimatica de los supervivientes

desarrollados en las mismas variedades de trigo.

El hecho de que la proteina esté significativamente méas elevada en la progenie Villa Juarez
que en las progenies Kronstad y Borlaug merece atencion. Estos resultados demuestran que los
inhibidores de enzimas presentes en los granos de trigo ejercen una regulacion de la cantidad y
actividad de las enzimas de R. dominica, particularmente proteasas. Esta situacion se ha
observado con las isoenzimas de la amilasa de la polilla de la harina Ephestia kuehniella que
son reguladas en larvas alimentadas con una dieta enriquecida con un inhibidor de la a-amilasa
(Pytelkova et al., 2009). Del mismo modo, las tres isoformas de a-amilasa de Zabrotes
subfasciatus se produjeron en mayores cantidades cuando las larvas fueron alimentadas con
una dieta que contenia inhibidores de amilasas (Silva et al., 2001). En cambio, Lopes et al.
(2010) observaron que las cepas susceptibles a los insecticidas producian menos proteinas con

actividad amilésica que las cepas resistentes a los insecticidas.
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Los informes citados anteriormente evidencian que los insectos utilizan diferentes estrategias
para hacer frente a la accion de los inhibidores enzimaticos. Segun las cantidades de proteina,
R. dominica sobreproduce las isoformas de proteasas existentes provocando un costo
metabolico. Dado que los insectos adoptan varias estrategias para evitar los efectos de los
inhibidores enzimaticos, entre las que se encuentra el aumento de la expresion de isoformas
enzimaticas insensibles a los inhibidores (Zhu-Salzman et al., 2003), como el caso de H.
armigera, ya que, un estudio realizado por Kuwar et al. (2015) reportdé una modificacién en la
expresion de serina proteasas ante la presencia del inhibidor de tripsina Kunitz (SKTI) en la
dieta, demostrando que la expresion de tripsina disminuye y quimotripsina aumenta, esto
como un mecanismo de defensa al inducir la expresion de enzimas insensibles a SKTI
presente en la dieta del lepidoptero. Es posible que R. dominica pueda utilizar una estrategia

de este tipo.

Sin embargo, y en contraste a los resultados anteriores, un resultado totalmente opuesto se
observd cuando se realiz6 una correlacion entre la actividad especifica inhibitoria de los trigos
con la actividad especifica enzimética proteolitica de las progenies cultivadas en las distintas
variedades de trigo del estudio. Este resultado se muestra en la Figura 23. Se puede observar
que existe una correlacion negativa (en promedio r= -0.8) significativa entre ambos
pardmetros, tanto para la actividad proteolitica glicosilada y no glicosilada. Este resultado
indica que la actividad proteolitica es dependiente en forma opuesta a la actividad especifica
inhibitoria. Ello sugiere, también, que las progenies de R. dominica son afectadas por los
inhibidores de proteasas del grano de trigo de manera negativa afectando la actividad
proteolitica de las progenies. Eso no significa necesariamente una menor expresion y sintesis
de enzimas proteoliticas del tipo serina proteasa, sino que tal vez una fraccion de la actividad

total fue inhibida y no se logré detectar mediante el ensayo in vitro.
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Figura 23. Relacion gréfica entre la actividad especifica inhibitoria de los trigos empleados para cultivar las progenies de
Rhyzopertha dominica y la actividad especifica enzimatica del tipo tripsina (A) glicosilada y (B) no glicosilada de las progenies

emergidas de cada trigo.
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Parece que, hasta cierto punto, la fraccion de albimina de trigo fue capaz de inhibir la
actividad proteolitica del intestino medio, ya que, las progenies respondieron aumentando los
niveles de proteasas glicosiladas llevando a cabo un aumento de hasta el 80 % de la presencia
de proteasas insensibles a inhibidores en relacion con la actividad proteolitica total. Un caso
relacionado con estos resultados fue el de Helicoverpa armigera (Wu et al., 1997) donde se
observd una insensibilidad por parte de las proteasas contenidas en el intestino medio del
gusano cogollero, reportando una disminucién de aproximadamente el 13 % de la actividad en
las larvas alimentadas con tabaco expresando GTPI (inhibidor de proteasa de taro gigante) o
una dieta que contenga GTPI respecto a la actividad proteolitica total. Por otra parte, los
ensayos de inhibicion in vitro revelaron un aumento de hasta un 17 % de la actividad
proteinasa insensible a GTPI. No obstante, el cambio provocado por la glicosilacion en las
enzimas de R. dominica puede tener efectos diferentes, debido al tipo de molécula o el tipo de
estudio realizado (in vivo o in vitro). Debido a lo anterior, es dificil determinar las funciones

que el carbohidrato le confiere.

Por otro lado, cabe la posibilidad que los inhibidores de la actividad proteolitica ejercen un
efecto represor de la expresion y sintesis de serina proteasas, de tal manera que un estudio de
expresion de genes conduciria a elucidar esta interrogante que seria de utilidad para lograr
obtener un mejor conocimiento de la(s) estrategia(s) que emplea R. dominica para alimentarse
del grano de trigo y desarrollarse y reproducirse. Hasta nuestro conocimiento, no existen
estudios avanzados como el que aqui se presentan sus resultados, relacionando la expresién
genética con la actividad inhibitoria proteolitica de los trigos. Eso seria de gran utilidad dado
que el trigo representa un cultivo de alto consumo a nivel mundial y las pérdidas por ataque de

insectos se lograrian minimizar con estrategias derivadas de este tipo de estudios.
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CONCLUSIONES

Etapa |

Con los resultados obtenidos en la purificacion de los extractos enzimaticos de las progenies
de R. dominica emergidas de las variedades Villa Juarez, Kronstad y Borlaug, asi como de los
extractos de la fraccion de albumina de trigo, indican que existe la presencia de enzimas
glicosiladas de distintos pesos moleculares en los extractos proteoliticos, mostrando un mayor
contenido de bandas proteoliticas glicosiladas en la variedad Villa Juarez en comparacién con
las variedades Kronstad y Borlaug. Estos datos sugieren que R. dominica modula la expresion
de las proteasas de manera diferente en cada progenie a partir del trigo donde se alimenta y
desarrolla. De la misma forma, se confirmé que la fraccion de albimina de trigo ejerce un
efecto inhibitorio ante los tres extractos proteoliticos, sin encontrar relacion aparente entre la
concentracion de albumina de los trigos respecto a la actividad proteolitica tipo tripsina, donde
la actividad se inhibe un 23.33 %, 55.56 % y 74.44 %, en Villa Juarez, Kronstad y Borlaug,
respetivamente. Sugiriendo que R. dominica utiliza la produccién de enzimas glicosiladas para

contrarrestar la inhibicion causada por la albimina presente en el trigo.

Etapa Il

De acuerdo con los datos mostrados, los extractos enzimaticos obtenidos a partir de las
progenies de R. dominica emergidos de las variedades de trigo Villa Juarez, Kronstad y
Borlaug mostraron una alteracion en actividad proteolitica ante la presencia del agente
reductor B-ME por lo cual se considera la presencia de puentes disulfuro intramoleculares en
diferente proporcion para cada una de las progenies, debido a la diferencia en el
comportamiento de la actividad proteolitica. Estas enzimas conforman las estructuras no
glicosiladas presentes en el intestino medio del insecto, y al comparar los pardametros cinéticos
con las enzimas glicosiladas se observo que fueron menores que los valores correspondientes
de las formas no glicosiladas. Igualmente, los valores de velocidad méaxima Vmax de la

actividad proteolitica glicosilada fueron més elevados que en su contraparte no glicosilada en
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todas las progenies. Como consecuencia, la eficiencia catalitica en proteasas glicosiladas en
todas las progenies es cataliticamente més eficiente que las proteasas no glicosiladas, debido a
que la energia de activacion (Ea) resultdé ser menor en las proteasas glicosiladas, presentando
valores porcentuales de Vmax/Km de 74 % (en el caso de la progenie de Villa Judrez) y hasta 97

% (en el caso de la progenie de Borlaug).

Por otro lado, el estudio a partir de la constante de inhibicidn arrojé datos que mostraron que
la inhibicién de todas las fracciones de albuminas utilizadas en el ensayo era de tipo
competitivo, sin embargo, el exceso de sustrato, supera la inhibicién competitiva permitiendo
que las proteasas con valores de Ki mas altos, en este caso, las proteasas no glicosiladas,
permanezcan activas. Consecutivamente, se identificd que la actividad inhibitoria de los trigos
empleados en el estudio ejerce un efecto inductor en la concentracion de proteina glicosilada y
no glicosilada, en contraste, con la actividad especifica enzimatica proteolitica de las
progenies cultivadas en las distintas variedades de trigo del estudio que presenta una
correlacion negativa. Estos resultados demuestran que los inhibidores de enzimas presentes en
los granos de trigo ejercen una regulacién de la cantidad y actividad de las enzimas de R.

dominica, particularmente proteasas.
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RECOMENDACIONES

Analizar los cambios bioguimicos en las proteasas digestivas glicosiladas en generaciones del
insecto R. dominica para determinar si existen modificaciones relacionadas con en el nimero

de poblacion, contenido proteico y actividad proteolitica de las enzimas glicosiladas.

Determinar la posible secuencia polipeptidica de las enzimas glicosiladas para identificar los
posibles puntos de glicosilacion, asi como identificar el tipo de carbohidratos que presentan
con el objetivo de clasificar el tipo de glicosilacion y elucidar completamente la funcion del

carbohidrato presente en la estructura.

Determinar la expresion y sintesis de serina proteasa con el objetivo de responder a la

interrogante sobre el efecto que ejerce ante la presencia de inhibidores de proteasa.
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