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RESUMEN

Los granos almacenados, asi como sus productos industrializados son atacados por plagas
que determinan una merma en su calidad y en el precio. Estas plagas pertenecen a dos ordenes
principalmente: Lepidoptera y Coleoptera. La palomilla de los cereales y ¢l gorgojo castafio de la
harina constituyen las principales plagas de los productos almacenados. El objetivo de este
trabajo fue la seleccion y caracterizacion de cepas de Bacillus thuringiensis activas contra
coledpteros como Tribolium castaneum y Oryzaephilus surinamensis. Para ¢ste efecto se utilizé
PCR con el fin de identificar aquellas cepas de Bt que son portadoras del gen cry/ii que codifica
para la toxina contra coleopteros en general. Se ensayaron diferentes dietas para los insectos
blanco, asi mismo disefiamos un procedimiento para determinar bajo condiciones de laboratorio
la toxicidad de las cepas sobre dichos insectos; el andlisis de X* permite sustentar nuestras
vbservaciones. Los resultadus muestran que lay cepas GM-80, GM-83 y C-9 portan genes que
pertenccen a la familia crylil pero no corresponden con ninguno de los genes especificos
descritos. La toxicidad médxima de las cepas GM-30 y GM-83 contra T. casraneum provocd una
mortalidad del 33% en los dos casos y del 48% para O. surinamensis con [a cepa C9. Estos
resultados indican la presencia de cepas que pueden portar potencialmente nuevas proteinas Cry y
que constituyen una alternativa potencial al control quimico de plagas en granos almacenados y

en harina, sin peligro al medio ambiente y para la salud humana.



ABSTRACT

Stored grains, as well as their industrialized products, are attacked by plagues that
determine a loss in quality and price. These plagues belong to two kinds mainly: Lepidoptera and
Coleoptera. Cercal moth and flour’s red weevil constitute the most common plagues of stored
products. The purpose of this work was the selection and characterizatian of strains of Baciflus
thuringiensiy active against coleopterans as the Tribolium custunewm and Oryzaephilus
surinamensis. For this purpose, PCR was used to idemify those Bt strains that carry the crylll
gene that codifies toxins against coleopters in general. Results show that strains GM-80, GM-83
and C-9 carry genes that belong to the ¢ryfif family, but don’t belong to any of the specific genes
described. The maximum toxicity of strains against targeted insccts of this investigation caused a
mortality of 33% for T. casianeum and 48% for Q. surinamensis. These results show the presence
of strains that can carry new Cry proteins, and that constitute a potential alternative for chemical

plague control in stored grains and in flour without harm to environment and human health.



INTRODUCCION

A pesar de advertir los problemas asociados al uso creciente de insecticidas, pocos
materiales estan disponibles para €l manejo de plagas ¢n los granos almacenados. Esto conlleva a
la nceesidad de desarrollar programas de manejo integrado de plagas basados en la biologia y la

ecologia que exploten el comportamiento y la fisiologia del insecto.

Par otra parte, la produccién de granos tiene como fin primordial mayor rendimiento y
mejor calidad de las cosechas; sin embargo, poca atencion se ha dedicado a la proteccion de las
cosechas en ¢l almacén y a cuantificar la magnitud de las pérdidas. Se ha estimado que los
insectos son la causa de la pérdida del 5 al 10% de la produccion mundial de cereales en el
almacén; en areas tropicules, estas pérdidas alcanzan del 30 a 40% (Hall. 1970). Estadisticus
sobre pérdidas de maiz en post-cosecha a nivel nacional, revelaron que, solo por insectos, se
pierden del 10 al 25% (FAQ. 1983).

Los granos en el almacén son atacados por plagas que destruyen el pericarpio de la
semilla y su interior (insectos primarios) ¥y por plagas oportunistas que se presentan después de

que los granos han sido atacados (insectos secundarios).

Entre las plagas primarias se encuentran: Sitophilus zeamais, Rhyzopertha dominica,
Sitotroga cerealella, Prostephanus truncatus, Plodia interpunctella; entre las plagas secundarias
sobresalen Tribalium castaneum y Tribolium confusum. De estos (ltimos, T. castaneum es uno
de los insectos secundarios mas abundantes y dafiinos en los almacenes de los Estados de Nuevo
Ledén y Tamaulipas. Los granos que principalmente ataca este insecto son: maiz, sorgo, cebada,
trigo y arroz. Aunque en menor proporcion se presentan ataques sobre ajonjoli, cacahuate, harina
de maiz y trigo. En ¢sta liima es donde ataca cun mayor frecuencia. Estus plagas no se detectan
con facilidad en las primeras fases de la infestacion cuando las densidad de poblacidn es baja,

sino hasta que aparecen los adultos (Leas. 1993).



Para el control de plagas en granos almacenados se han empleado productos quimicos por
su alta efectividad y répida accién; sin embargo, la aparicion de resistencia y el desequilibrio que
provocan entre las plagas y sus enemigos naturales, asi como la contaminacion de aguas, suelo y

aire, dirigen la atencion hacia el desarrollo y empleo de bioinsecticidas.

Por mas de 30 afios el microorganismo mas utilizado en ¢l control de insectos ha sido
Bacillus thuringiensis (Bt). Los bioinsecticidas a base de Bt cubren el 90 - 95 % del mercado
mundial (Feitelson. et al. 1992). Se estimo la demanda del pais de Bt en 182 ton/afio para cultivos

camo maiz, trigo, sorgo y ajonjoli, con un precio de § 4,550,000 dolares (Quintero. 1997).

Bt s¢ ha utilizado contra lepiddptercs, dipteros, acaros y coledpteras en general. En 1983
se aislaron las subespecies renebrionis y san diego para ¢l control de coledpteros como Tenebrio
molitor y Leptinotarsa decemliineata en cultivos de papa y tomate principalmente, aungue
existen muchos tipos de inscetos plaga que no son controlados por las formulaciones disponibles,
¢sto sugiere que la investigacion sobre Bt deberd ser dirigida hacia 1) ampliar el espectro de
accion a traves del andlisis de grandes colecciones de cepas, 2) elucidar el modo de accién de la
toxina y 3) la expresion de los genes cry en nuevos sistemas. Asi con la ingenieria genética y la
biologia mulecular se cuenta con herramientas que permiten con relativa rapidez detectar genes y

sus productos en un gran nimero de ¢epas.

Por estas razones se propone la bisgueda y aislamiento de cepas de Bt dliles en el control

de coledpteros plaga de granos almacenados: Tribolium castaneum y Oryzaephlius Surinamensis.

Impartancia:

El control de coledpteros como Tribolium casianeum y Oryzaephlius surinamensis con
bioinsecticidas a basc de microorganismos entomopétogenos, permitird proteger la produccion y
la calidad de los granos almacenados asi como sus productos industrializados, sin €l menor riesgo

contaminante para el ambiente ai para la entomofauna benéfica, asi como para la salud humana.



Las investigaciones realizadas muestran que existen cepas de Bacillus thuringiensis contra
coleépteros. En el caso de granos almacenados T. Castaneum y O. surinamensis son plagas
importantes cuya mortalidad se atribuye en forma natural al ataque por microorganismos o bien

por insecticidas quimicos. Estas consideraciones permiten emitir la siguiente
Hipotesis:

Es posible encontrar, aislar, seleccionar y caracterizar cepas de Bacillus thuringiensis

toxicas contra T. castaneum y O. surinamensis en granos almacenados.

Objetivo general:

Seleccionar y caracterizar cepas de Bacillus thuringiensis (oxicas contra Tribolium castaneum y

Oryzaephilus surinamensis en granos almacenados

Objetivos especificos:

e Aislar cepas nativas de Bt para coutrolar 7. castareum y O. surinamensis en granos

almacenados.

o Identificar aquellas ccpas de la Coleccidn Internacional de Bt que poseen actividad

contra T. castaneum y Q. surinamensis

« Identificar €l o los genes que codifican para los productos tdxicos contra 7. castaneum y

0. surinamensis.



ANTECEDENTES

Las condiciones fisicas del ambiente de almacén propician el desarrollo de pablaciones de
insectos que se alimentan de granos o de sus productos industrializados, que se transforman en
plaga al causar dafios econdmicos al hombre. Si bien un manejo eficiente de almacén dismiauye
(y en ocasiones evita) las pérdidas ocasionadas por dichas plagas, es practica comun la aplicacion

de productos quimicos como profilacticos o agentes de control.

La creciente concientizacion acerca de los problemas toxicologicos y ecoldgicos que ha
causade el uso y abuso que los plaguicidas traen consigo, ha estimulado el estudio de alternativas
viables como el control fisice y bialdgico, incluyendo también las posibles combinaciones entre

ellos.

El control biologico de insectos

El control bioldgico de insectos se refiere al empleo de un organismo (4caro, insecto,
hongo, bacteria, protozoario o virus), incluse algunos productas ¢ partes de ellos para controlar la

poblacidn de otro (insecto plaga, écaro 0 mala hierba).

En este sentido, €l control biologico se ha ulilizado en productos almacepados por
diferentes causas: una de ellas es que la disciplina de entomologia de granos almacenados se
desarrollo para la proteccion de productos depositados en bodegas grandes y silos. De tal sucrte
que, la tolerancia para la presencia de insectos de cualquier tipo (plagas o insectos benéficos) es
muy baja y aun mas la funigacion resulta un método muy eficiente para el control. Asi la
investigacion se orientd simplemente a la deteccién de bajos niveles poblacionales de plagas y su

eliminacién (Rios-Ibumra. 1992)

Otro obstéculo para el uso del control bioldgico es la existencia de reglamentos para la
adicion de contaminantes de todo tipo {incluyendo enemigos naturales) a productos almacenados.

Es interesante sefialar que algunos de estos reglamentos fueron modificados recientemente en los

6



Estados Unidos para permitir €l uso de algunos enemigos naturales especificos como dcaros
depredadores que penetran facilmente en los espacios entre granos y ademds s¢ dispersan como

pasajeros sobre el cuerpo de sus victimas, o bien insectos que parasitan a otros insectos.

Es importante sefialar que €l hecho de observar la presencia de un enemigo natural no

significa que el insecto es efectivo como agente de contral bioldgico.

Una forma de control biolégico que es prometedor para el manejo de plagas de productos
almacenados es el uso de microvrganismos patogenos a los insectos como virus, bacterius
protozoarios y hongos. Estos microorganismos se utilizan de manera similar a los insecticidas
sintéticos (es decir que son aplicados al producto almacenado como tratamiento preventivo)
normalmente en forma de polvo seco. Algunos productos apropiados pueden ocasionar una alta
mortalidad de la plaga sin matar enemigos naturales y sin dejar residuos toxicos a mamiferos
incluyendo humanos (Markham. 1992).

Se han encontrado més de 1,500 especies de microorganismos entomopatogenos con
potencial en control microbiano de poblaciones de insectos plaga: agricolas, forestales,
ornamentales y salud. La mayoria d¢ estas especies son poco conocidas, mientras que algunas
como Bacillus thuringiensis (Bt) y sus scrotipos se han estudiado detalladamente. Entre estas
especies se hallan diferentes tipus de microorganismos. Ests gama incluye alrededur de 750

especies de hongos, 700 de virus, 300 de protozoarios ¥ casi 100 especies aisladas de insectos
(Badii. 1993).

Los bioinsecticidas en el cantrol biologico de insectos

Las ventajas que ofrecen los bioinsecticidas microbianos se han discutido ampliamente
entre ellas esta la resistencia casi nula ofrecida por los insectos a sus aplicaciones, ausencia de
toxicidud para plantas, animales, humanos, asi como a otros insectos no blanco, en consecuencia
no contaminan ¢l medio ambiente y especificidad para ¢l insecto blanco. Ademds de que la

produccion de bioinsecticidas no depende de una sola materia prima para su produccion.



Por otra parte su efecto no es tan ripido como el de los insecticidas quimicos, son

demasiado selectivos para eliminar un insecto y su costo se considera intermedic (Galén-Wong,
1993)

Bacillus thuringiensis como agente de control bioldgico de insectos

Entrc 1951 y 1956 aparecen diferentes publicaciones que estimulan ¢l uso y [a
explotacion comercial de Bt como un agente de control micrabiano contra algunas plagas de

lepiddpteros.

Dulmage en 1968, recuperd un potente aislado de By, el cual denomino HD-1, que resulté
de 20 a 200 veces mds potente que todas las cepas conocidas para el control de lepidopteros y es

actualmente la base comercial de este tipo de productos a nivel industrial.

El control de coledpteros con bioinsecticidas practicamente inicio en 1983 cuando Krieg
y col. aislaron una cepa de Bt a partir de Tenebrio molitor, la cual produce un cristal paraesporal
de lurma cuadrangular y conturmno liso. De acuerdo a sus caracteristicas bioquimicas corresponde
a una subespecie nueva que fue denominada terebrionis y es activa contra larvas de Leptinotarsa

decemlineata (Coleoptera: Chrysomelidae).

[lemstadt y col, (1986) aislaron una nueva cepa con actividad téxica para coledpteros,

gste nueve aislado se designdé como Bt var. san diego, presenta un cristal plano y de forma

rectangular.

Las variedades san diego y tenebrionis de Bt constituyen las dos patentes que existen para
el control de coledpteros como L. decemlineata y Diabrotica sp. Sin embargo, hasta la fecha no
existen reportes acerca del control de coledpteros en granos almacenados a través de B,
especialmente de Tribolium castaneum. En este trabajo se reporta el uso de Bacillus thuringiensis
para el control de este insecto en granos almacenados o en productos alimenticios

industrializados, principalmente harina de trigo.



Caracterizacion de Bt

Bt, es una bacteria del suelo Gram positiva, aerdbica y esporulada, con flagelos peritricas,
que produce inclusiones cristalinys de naturaleza proteica durante la fase de esporulucién. De
acuerdo a sus caracteristicas bioquimicas Bt es idéntico a Bacillus cereus, con la diferencia que
aquel produce cristal. Las primeras clasificaciones se dieron en base al antigeno H (flagelar), se
reportaron 45 serotipos que distinguen a 45 serovariedades (Lecadet ¢t al., 1994)

Dichas inclusiones son prateinas llamadas &-endotoxinas; con actividad insecticida contra

larvas de lepidopteros, dipteros, dcaros y coledpteros, asi como para nematodos.

I.a presencia del cristal , los antigenos H especificos (excepto para la cepa finitimus) y las
propiedades entomopatdogenas son los que distinguen a Bacillus thuringiensis de B. cereus, asi

todas las cepas cristaliferas se designaron como variedades de Bt (De Barjac y Bonefoi. 1972)

Clasificacidon dc las toxinas de Bt

Bt se caracteriza por producir una gran variedad de toxinas con diversas propiedades.
Siete de ellas estan descritas: La fosfolipasa C (conocida como o-exotoxina); una toxina
termoestable (B-exotoxina); una enzima no identificada que puede no ser tdxica (z-exotoxina); el
cristal proteico paraesporal (8-endotoxina) que es el que posee actividad téxica contra larvas de

varios drdenes de insectos y algunos otros organismos, tales como nermdtodos y protozoarios; una
toxina Jabil; una toxina soluble en agua aislada de una forrhulacién comercial y una exotoxina

conocida como factor ratdn (Faust et al., 1982).

De todas estos compuestos toxicos, la 3-endotoxina posee grandes atributos por su alta
especificidad y oula residualidad. La $-endotoxina es sintetizada como protoxina y forma

cristales paraesporales, los cuales pueden variar de forma y talla molecular ( Faust er af., 1982).



Hofte y Whiteley (1989) clasificaron los genes del cristal proteico de Bt con el criterio del
espectro insecticida y la secuencia de aminodcidas de las proteinas, Distinguieron 14 genes que
codifican proteinas activas contra lepidépteras (cryf), lepidopteros y dipteros (cryil), coledpteros

(crylIll) o dipteros (¢cryi¥). Demostraron, ademds que todas las prote{nas se caracterizan por una
alta especificidad hacia el insecto hospedero.

Una nueva nomenclatura es propuesta por Crickmore y col. (1998) basada en el
agrupamiento jerdrquico de las secuencias de aminodcidaos idénticos, donde los niimeras romanas
se intercambiaron por nimeros arabigos en ¢l primer rango, para el mejor acomodo del gran
numero de nuevas secuencias esperadas. En esa propuesta 133 cristales proteicos estan

agrupados en 24 clases primarias sistemé&ticamente arregladas.

Para no alterar el texto original de los articulos aqui citados, se continuard redactando
segln la clasificacion propuesta por Hofte y Whiteley (1989).

Los genes crylll codifican para proteinas cspecificas contra coledpteros, estas proteinas se
encuentran en forma de cristales romboidales. En la Tabla 1 se muestran cuatro grupos de
proteinas tipo Crylll que se han reportado,

Tabla 1. Talla molecular de las toxinas de Bacillus thuringienyis,
especificas contra coledpteras.

Toxina Talla molecular (kDa)
CrylllA 6 Cry3Aa 73.100
CryllIB 6 Cry3Ba2 74.237
CryllIBZA o Cry3Bal 74.393
CryllIC 6 Cry 7Aa 129.400
CryIlID ¢ Cry3Ca 73.300

Llama la atencién la talla molccular de la proteina CryllIC; sin embargo, la fraccion
toxica que se libera después de la prateélisis es de 66 kDa. Un fragmento de la proteina Cry 1B de

aproximadarniente 65 kDa es ¢l péptido més pequeiio que retiene bioactividad contra larvas de
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lepidopteros y coledpteros (Bradley et al., 1995). Los genes de las proteinas Crylll presentan
cierta homologia con los genes cryl y cryIV en el dominio xico (Hofte y Whiteley 1989 ).

Una nueva subclase de genes: cryllIC, se caracterizan por producir un cristal proteico de
forma bipiramidal, de 129 kDa con un fragmento nuclear resistente a la tripsina de 72 kDa. La
secuencia de aminodcidos del fragmento toxico tiene 37, 32 y 33% de homologia con las toxinas
de CrylllA, CryllIB y CryllID respectivamente. Es interesante resallar que los aminoécidos hacia
el carboxilo terminal mostraron del 41 al 48% de similitud con aqucllas secuencias de las otras
proteinas cristalinas. Naturalmente los cristales de CryllIC no son téxicas, a menos después de

que se solubilizen in vitro y se activen por proteasas (Lambert ef al., 1992).

CryllIB2 muestra significativamente¢ similandad estructural a CrylllA, ¢l dominio 1 del
péptido CryllIB2 es suficiente para la formacidn de canales iénicos y pata promover el eflujo de

iones en el intestino medio de Leptinotarsa decemlineata y Diabrotica undecimpunctata (Von
Tersch er ul., 1994 ),

Lambert y col. (1992) describen la secuencia nucleotidica del gen cryf{ID que codifica un
nuevo cristal protéico activo contra coleopteros a partir de la cepa BTILO9P de Bacillus
thuringrensis var. kurstaki, ellos sefialan que €l gen descrito es mucho mas activo contra el
escarabajo de la papa de Calorado que otros crylil.

Estructura molecular de la 3-endotoxina

La estructura de la 3-endotoxina CryllIA téxica para coledpteros, la determinaron Li y
col. (1991) a una resolucion de 2.5 A; encontrando que la toxina comprende tres dominios que
son a partir del amino terminal: un conjunto de sicte hélices, un dominio de tres laminas y un beta
sandwich. El nicleo de la molécula que rodea todos los tres dominios e€s un conjunto de
segmentos conservados de la d-endotoxina activa. El conjunto de largas, hidrotobicas y

anfipaticas hélices esta equipado para la formacion del poro en la membrana del insecto y las
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regiones del dominio de las tres laminas son probablemente los responsables de enlace al
receptor. Esto proporciona la base para que se realicen numerosos estudios sobre la expresién,

secuencia y modo de accidn de la misma.

Es la estructura molecular de la $-endotoxina CrylllA la que permite asumir que las
estructuras proteicas de las toxinas Cry son siumilares, debidv a que poseen cinco bloques de
secuencias altamente conservadas. La alineacidn de las secuencias de las diferentes toxinas de Bt
revelan que estos bloques constituyen el nicleo de CrylIIA. La proteina consta de tres dominios
estructurales: el dominio I parece estar involucrado en la insercién hacia la membrana y la
formacién del poro; el domino II esta implicade en la especificidad y el dominio I en

especilicidad y conformacion estructural (Li ef of., 1990 ).

La organizacidn proteica de los cristales insecticidas de Bt revela quc son semejantes en
su estructura primaria. La region hacia el amine terminal es rica en a-hélices y el carboxilo
terminal esta forrnado por laminas B-plegadas, sin estructurz definida (Bietlot ef al., 1989 ;
Choma ef al., 1990 ).

Modo de accién de la §-endotoxina

Para que las toxinas de Bt gjerzan su accidn letal, es necesario que la larva ingiera la
mezcla espora-cristal y una vez que ha ocurrido esto, los sintomas visibles son: la larva cesa de
alimentarse, regurgita ¢l contenido intestinal, se mueve lentamente, sufre pardlisis del tracto

digestivo, pardlisis total y finalmente, [a muerts (Bai ef a! ., 1993).

8i bien las d-endotoxinas pueden atacar a diversos drdenes de insectos, éstas actiian de
manera muy similar. Para que se lleve a cabo su accion letal, es preciso que se realicen varios
eventos bioquimicos, donde sobresalen los siguientes: a) ingestién y solubilizacidn del cristal; b)
procesamicnlo de la pratoxina en el intestino medio; €) unién de la toxina activa al receptor y d)

formacidn de un poro, lo que conduce a la lisis celular,
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Solubilizacién: Los cristales paraesporales estin conformados por mas de mil unidades de
protoxina, las cuales se solubilizan y activan en el intestino del insecto, este proceso requiere de
un pH alcalino (lepiddpteros), que es esencial para solubilizar la mayoria de las toxinas de Bt,

generalmente insolubles a valores de pH menores de 9.5 (Knowles y Dow. 1993).

Sc determiné que los cristales nativos de la subespecie san diego se disuelven a pH 10 o
mayor y abajo de 4. En pH acido la tasa de solubilizacién fue substancialmente mas lenta que a
pH alcalino. La toxicidad fue mds alta para la toxina soluble que para la toxina cristalizada, pero
virtualmente idéntica en soluciones dcidas a alcalinas. La solubilizacién en medio dcido es
significativa debido a la acidez del intestino medio de coledpteros susceptibles (Koller, Bauer y

Hollingworth.1992).

La adecuada solubilizacion de las proteinas Cry juega un papel fundamental en la
liberacion de los diversos tipos de proteinas y el procesamienta proteolitico para generar cl

fragmento téxico.

Estudios in vitro, han demostrado que la solubilizacion de los cristales depende de la
composicion de las proteinas que lo conforman. En Bt aizawai (HD-133), el cristal esta formado
por tres toxinas (CrylAb, CrylC y Cry1D) donde la presencia de CrylAb da como resultado un
cristal mas soluble, el cual incrementd la toxicidad hacia larvas de S. frugiperda, pero no para P,

interpunciella, donde se observd un efecto contrario (Aronson ef gl ., 1991)

Otro factor que puede influir en la solubilizacion de los cristales, se ha relacionado con el
contenido de enlaces disulfuro, este efecto solo se ha observado en algunas proteinas Cry que
carecen de actividad insecticida y no se ha generalizado hacia proteinas Cry toxicas (Du ef a!

,1994)

Por otra parte, se ha visto que la solubilizacion podria ser un factor determinante ¢n el
probable desarrollo de resistencia, tal y como se ha sugerido para P. inrerpunctella (Schnepf er
al., 1998)

13



En otros insectos, como cole6pteras y dipteros, este efecto no se ha demostrado, ya que el
conocimiento basico es muy limitado. En L. decemiineata se reporto que para que Cry3A pueda
ser solubilizada es necesaria una hidrélisis previa con proteasas tipo quimiotripsina (Carrol ¢¢ al.,

1997).

Activacidn: Una vez solubilizadas, las protoxinas son procesadas por las proteasas presentes en
el intestino de la larva. En las prateinas Cryl el proccsamiento proteclitica remueve los primeros
28-29 aminoAcidos del extremo amino terminal, en €l extremo carboxilo, el procesamiento es mas
intensc y extensg ya que s¢ remueven los dltimos 600 aminoacidos en secciones de 10 kDa,
originando un fragmento de 55-65 kDa resistente a posteriores digestiones (Chestukina et al.,
1990; Choma et al., 1991).

Unidn al receptor: Posterior a la activacion, el fragmento toxico penetra la membrana peritréfica
v se une a sitios especificos localizados en las microvellosidades de la membrana apical de las
células columnares. Esta union es la etapa determinante de la especificidad de las toxinas Cry.
Hofmann (1989) y Van Rie (1989), mediante estudios de unioén y competencia con 1Aa, 1C y 1E,
demostraron correlacion entre la afinidad de la toxina y la actividad insecticida, concluyendo que

una alta afinidad era garantia de toxicidad, contrastando con una baja o nula unién en insectos no

susceptibles,

En ensayos similares las toxinas Cryl Aa, Cryl Ab y CrylAc, indican que las diferencias
en toxicidad son debidas a la afinidad por un sitio de unién y también a la concentracidn de €stos.
Los resultados demuestran que para M. sexta, que es igualmente sensible a las tres toxinas, y para
H. virescens, que presenta diferente sensibilidad, las constantes de unién son semejantes, pero la

concentracion de sitios para cada toxina son significativamente diferentes (Van Rie et af., 1990).

No obstante, la unidn es requisito para la toxicidad, ésta no siempre es dependiente del
grado de afinidad de la toxina por el receptor, tal y como se demostrd con las toxinas HD1-9 y
HD-73 en L. dispar, donde se encontrd una correlacion inversa entre la union al receptar y la

toxicidad. Los valores de unién fueron muy semejantes, pero HD1-9, mostrd constantes de
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disociacion casi 20 veces mayor, a pesar de ser 400 veces mas toxica que HD-73 (Wolfersberget.
1990).

Otro ¢jemplo raro de ausencia de correlacion entre la afinidad y la actividad insecticida,
fue reportado por Liang y Dean (1995), quienes evaluaron las constantes de afinidad y
disociacién de CrylAa, CrylAb, y CrylAc, con vesiculas del intestino medio de L. dispar,
confirmando que la afimdad de Cryl Ab no esta directamente relacionada con la actividad de la

toxinay encontraron una correlacion dircecta entre el rango de union y toxicidad.

La union toxina-receptor involucra dos pasos secuenciales: a) umidn reversible, esto es la
unién entre la toxina y el receptor y b) union irreversible, exclusivamente asociada con la

insereion de la toxina en la membrana apical (Hofmann ef af., 1988).
Se han caracterizado e identificado bioguimicamente algunos de los receptores como:

a), Aminopeptidasa N (APN): Generalmente las APN son una familia de proteinas localizadas,
en células del tracto digestivo. Existe evidencia que sugiere su participacién como receptores
para algunos hongos y virus, como coronavirus y herpesvirus (Knight es al., 1995). Las APN se
han localizado en cl intestino medio de diversos lepiddpteros y se ha demostrado que uncn
algunas proteinas Cry. Algunas de estas APNs se han clonado y deducida la secuencia de
aminoacidos. (Knight ef af., 1995; Sanchus y Ellar. 1994).

b). Caderina: La proteina receptora para Cryl Ab (BT-R,), fue el primer receptor que se clond y
expreso a partir de un cDNA de M sexta, este receptor mostré un 30 - 60% de similitud y un 20-
40% de identided a los miembros de la familia de las caderinas, que son glicoproteinas

transmembranales encargadas de mediar la agregacion celuiar, dependiente de calcio; pueden
estar involucradas en el transporte membranal, posiblemente esta funcion es similar al transporte

de peptidos en las proteinas tipo caderinas de humanos (Vadlamudi ef af., 1995).
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Existen reportes donde se sugiere la participacién de otro tipo de proteinas,
especificamente una fosfatasa de 65 kDa, la cual unié a CrylAc en M. sexta (Sangadala ef al.,
1994). Sin embargo, no s¢ ha demostrado actividad similar en otros insectos.

Formacion de poro: Posterior a la unidn al receptor, la toxina forma un poro o canal ionico. Sin
embargo, la naturaleza de €stos es ain controversial, se han descrite como poros liticos que no
son especificos para algunos iones en particular y alternativamente, como caaales especificos de
iones, que intcrumpen ¢l potencial de membrana, pcro no necesariamente lisa las células

(Schnepfes al., 1998).

De acuerda a la estructura de las d-endotoxinas, se¢ han propuesto dos modelos que
expliquan su insercion en la membrana plusmatica de las c€lulas columnares: Modelo del
cortaplumas, Hodgman y Ellar (1990), propusieron a las hélices o 5 y @ 6 como las encargadas de
insertarsc cn la membrana y formar poros. Paor las caracteristicas amfipaticas de las a hélices, a § y
a 6, se encuentran al extremo del dominio I, del lado opuesto de la membrana y por lo tanto,
podrian saltar del dominio I, parecido a un cortaplumas abierto. El resto del dominio I, no requiere

un rearreglo posterior aunque o 4, probablemente podria girar hacia el lada de a 3.

Modelo del paraguas, un par de @ hélices (@ 6 ya 7 0 a 4 y a 5), permanecen del lado
cxterior del dominio I, hasta insertarse dentro de la membrana, mientras el resto de las hélices
sufren un rearreglo conformacional, quedando separadas en la superficie de la membrana,
semejando la varilla de un paraguas. Recientemente se ha postulado que ¢l par de a hélices que se
inserta en la membrana de forma antiparalela son @ 4 y @ 5, mientras a 7 sirve como un
monitoreador de la insercién para iniciar ¢l rearreglo estructural del dominio formador del poro
(Gaitz et al., 1998).

En ambos modelos la insercion de parte del dominio I, puede estar acompaiiada de la

formacion de oligémeros de varias moléculas de toxina, que originaran los poros con un canal

central acuoso.
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La actividad insecticida del cristal proteico de Bt thuringiensis contra larvas de
coledpteros se incrementd por la solubilizacion de la toxina y al truncarla con tripsina antes de
administrarse al inseclo, Estos resultados sugieren que para algunos insectos la especificidad
aparente del hospedero de la proteina puede depender de las diferencias en ¢l ambiente del

intestino medio y de las diferencias ¢n la interaccidn toxina-receptor (Bradley er al., 1995).

Se ha encontrado que en algunos casos no es suficiente que la toxina se una al receptor
para que mate al insecto, esto sugiere que existen otros factores involucrados en el mecanismo de
accion de la toxina de Bt (Wolfersberger. 1990).

Los receptores son diferentes en cada tipo de insecto, lo mismo que su nimero y la
eficiencia de unién entre la toxina y ¢l receptor. MacIntosh y col. ( 1991 ) en su estudio sobre la
unién de las proteinas de Bt a Heliotis virescens, concluyeron que existe diferente especificidad
de las proteinas hiucia el receptor y que las cepas toxicas a H. virescens (CrylA) no compiten por
el receptor con las producidas por CryllIA que son especificas para coledpteros. Encontranda que
en lepiddpteros y coledpteros los cambios histopatologicos incluyeron el rompimiento de la
vellosidad intestinal, vacuolizacion del citoplasma, hipertrofia de las células epiteliales y
desintegracion de la célula. Después de la ingestion del cristal por las larvas, las proteinas del
cristal insecticida se acumularon en la membrana peritrofica. Sin embargo la union a dicha
membrana no correlaciona con la toxicidad puesto que la proteina tdxica a coledpteros también se

retiene en la membrana peritrofica de lepiddpteros y viceversa (Bravo ez al., 1992 ).

Con Bt san diego trabajaron Bauer y Pankratz (1992) para controlar el escarabajo de la
hoja del algodon Chrysomela scripia con ¢l cristal de la §-endotoxina y esporas vivas. Su
investigacién a nivel ultraestructura la realizaron en ¢l intestino medio de células epiteliales de
dicho insecto. Los resultados indican que los efectos se presentaron hasta dos horas después del
tratamiento; las células presentaban grandes espacios citoplasmicos, expausion del laberinto
basal, rompimiento del reticulo endopldsmice rugoso y desplazamiento del nicleo apical.

Después de tres horas el dafio se incrementd.
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El control de coleopteros a traves de Bt

Uno de los coledpteros que mayor atencion han recibido en el control bioldgico de
insectos es el escarabajo de la papa de Colorado Leptinorarsa decemlineata gran defoliador de
ese cultivo y del tomate. La literatura muestra que las plagas de granos almacenados entre ellas
Tribolium confusum y T. castaneum actualmente son blanco de la biotecnologia de insecticidas.

En la Tabla 2 se muestran algunos de los coledpieros susceptibles a Bacillus thuringiensis .

Tabla 2 . Coleopteros susceptibles a Bacillus thuringiensis

[nsecto Referencia

Tribolium confusum Singh. 1979; Arthur, 1994

Tribolium castaneum Singh. 1979

Callosobruchus chinenis Singh. 1979

Tenebrio molitor Chilcott. 1993

Sitophilus oryzae Kramer. 1985

Leptinatarsa decemlineata Donovan. 1988; Mac Intosh. 1990; Rupar. 1991,
Zehnder. 1992

Diabrotica undecinpunctata Rupar, 1991

Plagiodera versicolora Bauer. 1992

Chrysomela scripta F. Bauer y Pankratz, 1992

Oxythyrea funesta Robert. 1994

En la busqueda de nuevas cepas de Bt para controlar insectos s¢ han utilizado técnicas
moleculares para monitorear rapidamente grandes colecciones de microorganismos. Se ha

demostrado que la reaccidn en cadena de la polimeraza (PCR) es una herramienta 1til para este
fia.

En este sentido, Carozzi y col. (1991) establecieron una metodologia de andlisis rdpido
para predecir la actividad insecticida de cepas de Bt a través de PCR. En ¢l monitoreo se

incluyeron iniciadores ¢specificos (de 12 a 20 pb) para los genes eryl, crylif y erylV, que son



letales para lepidépteras, coledpteros y dipteros respectivamente. Ellos concluyen que la
actividad insecticida predicha a través de PCR corresponde con aquella encontrada en los
bioensayos y agregan que la PCR puede identificar cepas con patrones electroforéticos alterados

que pueden contener potencialmente nuevos genes.

Por otra parte, el aislamiento de nuevas cepas de Bt del suelo, 0 bien de larvas o adultos
enfermos o muertas en granos almacenados, ha permitido identificar subespecies de Bt capaces
de controlar coledpterus. Se han descrito diferentes variedades de este bacilo con potencial pata
¢l control de insectos plaga. En la Tabla 3 se muestran las variedades de Bt identificadas para el

cantrol de coledpteros.

Tabla 3 . Variedades de Bacillus thuringiensis que atacan

coledpteros*

Variedad o cepa Referencia
thuringiensis Singh, 1979
aizawai Singh, 1979
kurstaki Singh, 1979
soto Singh, 1979
tenebrioniy Von Krieg ef al. 1983
san diego Hermstadt er al, 1986
tholworthi Sick er al. 1990
cepa EG2838 y EG4961 Donovan, 1992
morrisoni Rahardja, 1995

* La referencia que se muestra cotresponde al trabajo inicial donde se identificd la
variedad 0 al articulo donde s¢ utilizé.

Son las variedudes fenebrionis y san diego las que constituyen la mayoria de los
productos comcrciales de Bt contra coleopteros y sobre las que se han realizado la mayor parte de
los estudios. En la Tabla 4 se presentan los productos comerciales a base de Bt usados para el
control de coledpteros, asi como las compaiiias productoras y las cepas que constituyen el

ingrediente activo.
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Tabla 4. Productos comerciales a base de Bacillus rhuringiensis
usados para el control de coledpteros.

Producto Compaiiia Productora Cepa/toxina de Bt
M-One Mycogen san diego
M-One plus Mycogen san diego
M-Trak Mycogen tenebrionis
Trident Sandoz tencbrionis
Novodor Novo tenebrionis
Diterra Abbott Tenebrionis

Chilcott y Wigley (1993) probaron la toxicidad de aislados de Bt en contra de T. malitor
encontrando que la toxicidad fluctio entre el 0 y 6 % contra el coledptero y que los aislados
activos contenian una proteina de 68 kDa. Por otra parte la aplicacian de Bt (Dipel, 125 ppm en
una capa superficial de 10 cm) para ¢l control de Sitophilus oryzae, Tribolium cenfusum y Plodia

interpunctella resulto inadecuada para el control de estos insectos (Kramer ef af.,1985 ).

La aplicacion de cuatro formulaciones de Bt (Dipel, Foil, M-Trak y Trdent) sobre
cacahuates mostro que después de 8 meses las poblaciones del escarabajo castafio de la harioa,
Tribolium castaneum uo fueron significativamente diferentes de los controles no tratados (Arthur
y Brown. 1994). Existen reportes (Cheng et al., 1992; Sutton ef al., 1992 y Chen er al., 1995);
sobre el uso de plantas transgenicas que expresan genes de Bt para el control de coledpteros.
Entre estas plantas se encuentra la papa, berenjena y nogal.

El gorgojo castaiio de la harina y el gorgujo aserrado de los granaos

Una poblacion de insectos no serd entendida si no se conoce al individuo de una forma
suficientemente amplia. Es muy importante conocer la biologia y los habitos de la plaga para
poder explicar algunos fenomenos que se presentan en una poblacion (Rios-Tbarra. 1992), En la
siguiente Tabla se presenta la clasificacion taxonomica del gorgojo castafio de la harina y del

gorgojo aserrado de¢ los granos.
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Tabla 5. Clasificacion taxonémica del gorgojo castafio de la harina y
del gorgojo aserrado de los granos.

Phylum Arthropoda

Clase Insecta

Orden Coleoptera

Familia Tenebrionidae Silvanidae
Género Tribolium Oryzaephilus
Especie castaneum surinamensis

Es posible confundir a Tribolium castaneum con Tribolium confusum, los adultos de este
Gltimo presentan las antenas gradualmente elongadas y terminadas en punta; las antenas del
gorgojo castaiio de la harina presentan los tltimos tres segmentos abruptamente mas grandes. 7.

confusum no puede volar pero 7. castaneum si lo hace.

En la Figura 1 se muestran el adulto y la larva de Tribolium castaneum y Oryzaephilus

Surinamensis.

Figura 1. Adulto y larva A: Tribolium castaneum; B: Oryzaephilus surinamensis

La presencia de estos insectos o fragmentos de ellos determina una mala calidad del

producto y la consecuente penalizacién sobre ¢l precio, en el mejor de los casos. La norma oficial
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mexicana establece que en harinas la presencia de substancias extraiias debe ser de menos de 50
fracciones de insectos y menos de Sg de excretas de roedor por cada diez kg.

El ciclo de vida de Tribolium castancum 'y Oryzaephilus surinamensis

Ambos gorgojos presentan un ciclo de vida con diferentes fases de crecimiento:
huevecillo, larva, pupa y adulto, El desarrollo, sobreviviencia y produccién de huevecillos
depende de una dieta adecuada y de las condiciones ambientales. Estos factores también

determinan los sitios de apareamicnto y de oviposicion del insecto

E! adulto de Tc es de 2.3 a 4.4 mm de largo, aplanade; color café castaflo. La cabsza, el
torax v el abdomen son diferenciales, con antenas bien desarrolladas. Los adultos de T.

castaneum pucden vivir cerca de 6 meses; Ramirez (1986) sefiala que puede ser hasta 18 meses.

Las hembras pueden copular varias veces y depositan los huevos aislada y libremente en
las impurezas del grano y harinas; ponen un promedio de 450 huevos en varios meses,
dependiendo de la temperatura. La eclosién de huevos varia de 5 a 12 dias, dependiendo de la
temperatura, siendo la optima a 27 °C (Ramirgz-Genel. 1966; SARH.1980). Los huevecillos son
muy pequefios de color blanco claro y pegajosos, a menudoe se encuentran cubiertos de harina o
de otros alimentos. La hembra pucde avipositar cerca de 1000 huevecillos

Las larvas tardan un promedio de 12.9 dias para llegar a pupa (Dobie et al.,, 1991).
Lindblad y Druben (1979) sefialan que el estado larvario puede durar en promedio 3§ dias,
prolongandose de acuerdo a la temperatura, a la natwaleza y disponibilidad del alimento, en
ocasiones puede llegar hasta 90 dias. Las larvas son gusanos delgados, cilindricos, de color
amarillo pélide; al completar su desarrollo miden 4.5 mm de large. Los segmentos presentan

pelos finos ¥ en el segmento terminal poseen un urogomphi de dos cuermnos dirigidos hacia arriba.
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La pupa es desnuda, inicialmente blanca, toméndose gradualmente amarillenta; presenta
en la superficie dorsal haces de pelos como en ¢l caso de las larves. En condiciones optimas, el
estado pupal tarda de 6 a 9 dias para llegar a adulto.

Dobie y col. (1991) sefialan que bajo condiciones fisicas y de alimentacién dptimas, el

desarrollo de huevo a adultw es de aproximadamente 20 dias.

Los adultos dc O. surinamensis son de color café y midcn alrededor de 2.5 mm de largo.
Su cuerpo es plano y esto les facilita entrar entre las grietas de lus alimentos empacados. El torax
de este insecto presenta proyecciones aserradas a cada lado. Aunque cuenta con alas bien
desarrolladas raramente vuela. Las larvas son de color blanco-amarillento, con la cabeza negra y
tres pares de patas. La hembra puede ovipositar sclo o en grupos cerca de 300 huevecillos, que
eclosionan en 8 dias. Después de 2 o 4 mudas (37 dias aproximadamente) la larva esta
completamente madura. La fase de pupa dura siete dias. Bajo condiciones ideales el insecto
puede completar su ciclo de vida en 25 a 30 dias y se pueden presentar hasta seis generaciones
por afio.

Efecto de los factores ambientales sobre el crecimiento del insecto

Las preferencias de temperatura de los insectos son importantes debido a su incapacidad
para regular la temperatura corporal, de tal forma que este factor ambiental determina el tiempo
de desarrollo, la fecundidad y la tasa de crecimiento poblacional. Los adultos de Te y Os
preficren temperaturas alrededor de los 30°C (Langer y Young. 1976). A esta temperatura el
tiempo de desarrollo es corto, la tasa de fecundidad y de crecimiento poblacional son altas.
Donahaye y col. (1996) encontraron temperaturas adecuadas de desarrollo a 35°C .

Se hun encontrado diferencias en la temperatura que prefieren los adultos de Tc en

funcion del sexo; las hembras son menos dindmicas y prefieren lugares mas frescos que [os

machos. El movimiento de los machos hacia lugarcs tibios se explica por su habilidad para
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detectar el calor con el tercer segmento de sus amtenas (Hagstrum er al., 1998).Las bajas
temperaturas también limitan el desarrollo del insecto, el adulto muere a 0°C y la pupa a —18°C.

El efecto de la humedad del grano lo han estudiado Fields y Korunic (2000) y encontraran
que a medida que disminuye el contenido de humedad aumenta la mortalidad. El contenido de

humedad en grano y harina dond¢ se desarrolla mejor 7c¢ y Os es del 12.5% (Renteria-Gutierrez
et al., 2000).

Efecto de los factores nutricionales sobre el crecimiento del insecto

T. casianeum y Q. surinamensis utiliza los aromas volatiles del grano para distinguir si los
granos de los cereales altmacenados estin dafiados mecédnicamente o por otros insectos
(Trematerra et al, 2000). Pueden crecer en grano entero de trigo, hasta completar su ciclo de

vida, stn embargo el crecimiento de la poblacion es mas alto cuando se cultivan en harina de trigo
(Via. 1991).

Renteria-Gutierrez y col, (2000) encontraron que un numero reducido de adultos de T
castaneum rcsultd cuando estos sc criaron sobre grano entero, pera una alta densidad de adultos
se presentd cuando estos se criaron en harina, incluso de diferentes variedades de trigo. También
cstablecen quc ¢l contenido de proteina total y las caracteristicas fisicas no tuvieron una

influcncia significativa sobre el crecimiento poblacional de esta especie.

Cuando 7T¢ se crid sobre muestras de harina procedentes de diferentes variedades de trigo
comercial se encontrd fuerte correlacion entre el contenido total de almidon vs. el numero de
larvas y adultus. Hagstrum y col. (1998) han logrado mantener la cria de insectos por varias
generaciones con una dieta a base de harina de trigo y 5% de levadura de cerveza a 36°C y 70%

de humedad relativa.
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La cria de Tribolium castaneum y Oryzaephilus surinamensis

Existen amplias descripciones acerca del equipo e infraestructura para cultivar Tc y Os
(Via, 1991; Renteria-Gutierrez ef al., 2000; Trematerra e al., 2000, Mohan et ai., 2002), sin
embargo su diseflo depends mas del ingenio y de la disponibilidad de recursos para establecer la

cria,

Es importante que los insectos incluidus en los bicensayos sean de la misma edad. Esto
permite atribuir las causas de muerte a una sola fuente de variacion y descartar la muerte por
otras causas. En este scntido también serd posible cuantificar la mortalidad natural del insecto

bajo vondiciones cuntroladas de humedad y temperatura.

Control de gorgojos en el almacén.

Las estrategias de control dc plagas de los granos almacenados en México, generalmente
carecen de una consideracion ecoldgica en sus planteamientos generales. Esta puede ser una de
las razones por las que el uso de plaguicidas sintéticos, que aparentemente es la solucion mas
rapida y eficiente a un problema de plagas, ha sido el wnico método utilizado en ¢l control de

insectos de almacén.

La solucién rapida y eficiente de los problemas insectiles , por ejemplo, lograda con la
aplicacion adecuada de plaguicidas, se ha convertido en la actualidad en una solucidn
problematica, debido a la deteccion de resistencia de los insectos a los plaguicidas, y al reciente

intercs en la no contaminacién de los alimentos y €l ambiente.

Rios-Ibarra en 1992 propone un enfoque ecoldgico en los estudios entomologicos de los
granos almacenados para ¢l manejo integrado de las plagas de almacén. Dichos estudios deberdn
considerar el slmacén como un sistema ecologico, donde el conocimiento de la biclogia y hibitas
de la plaga, épocas de mds actividad, asi como los cambios poblacionales de insectos permiticd

desarrollar estrategias de control mas eficientes, sin peligro a la salud publica o ambiental.
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Reconoce ademas que en Meéxico, la falta de este enfoque ha llevado a la casi exclusiva

dependencia del control quimico para solucionar los problemas entomolégicos del almacen.

Control quimico

Los productos quimicos gaseasos (fumigantes) que se usan con mas frecuencia son el
bromuro de metilo y fostoxin, preferidos por su alta efectividad y poca residualidad en €l control
de plagas de granos almacenados y harinas, Sin embargo, ¢l riesgo que implican hacia el medio
ambiente y la dificultad para manejarlos, determina que se busquen alternativas seguras y

ecologicay en el control de insectos (EPA, 1997).

Control fisico

El control fisico de gorgojos en el almacén se ha intentado a través de alta y baja
temperatura, de 26 a 50° C y de 0 a —18° C respectivamente. La mayor efectividad s¢ encontrd a
50° C con una mortalidad del 100% (Dowdy, 1998; Fields y Korunic, 1999). El cambio de 35 a
50° C permitid disminuir la tasa de fecundidad y el crecimiento poblacional. Este tratamiento

surge como una alternativa segura al uso de fumigantes en los molinos de trigo.

Por otra parte, ¢l adulto de Tc tue mas sensible a las bajas temperaturas que las pupas del

mismo insecto. Estas murieron a —18° C (Donahaye ef al,, 1995).

También se ha estudiado el efecto de la temperatura combinado con la presencia de tierras
diatomaceas, con la finalidad de incrementar la actividad del insecto y as{ causar dafios fisicos
sobre el cuerpo del bicho con la diatomita. Esta prdctica se ha evaluado en granos almacenados
por Fields y Korunic, en 1999,



Resistencia a insecticidas

Whalon y col. (1993) reportaron por prmera vez la resistencia a la $-endotoxina
espccifica para coleopteros CrylllA de Bt san diego 0 terebrionis. Sus resultados indican que
después de 12 generaciones de seleccion, la cepa seleccionada del escarabajo de la papa de
Colorado fue 59 veces més resistente que las no seleccionadas y de 24 a 35 veces mds resistentes
que ofras cepas resistentes o susceplibles al insecticida. También. se mostro que la resistencia a la
d-endotoxina se confiere por genes de dominancia incompleta En cuanio a la estabilidad de la
resistencia, despues de que se removid la presion de seleccidn, el nivel de resistencia de la
colonia seleccionada disminuyé después de cinco generaciones y se mantuvo constante por mas
de 12 generaciones (Rahardja y Whalon. 1995).

Estos antecedentes muestran que ¢l control de gorgojos en ¢l almacén como Tc y Os a
traves de medias biolégicos, constituye un drea de oportunidad para la biotecnologia de Bacillus

thuringiensis, permitiendo productos alimenticios de mejor calidad y de mayor vida de anaquel

sin ningun riesgo ecologico.
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MATERIALES Y METODOS

Las cepas de Bt usadas en este estudio provinieron de dos fuentes a) de la Coleccion
Intemacional de Bacillus thuringiensis que pose¢ el Departamento de Microbiologia e
Inmunologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la UANL, previamente seleccionadas por
la region de procedencia y b) Otras cepas fueron aisladas de granos almacenados y de larvas ¢
adultos muertos obtenidos de las instalacioncs de los Almacenes Nacionales de Deposito
(ANDSA) localizadas en San Nicolds de los Garza y Cadereyta Jiménez N.L. Las muestras

colectadas se transportarén al laboratorio en frascos de vidrio estériles.

1. Aislamiento de las cepas contra coledpteros

Las muestras de granos y suelo (1.0 g) fueron homogenizadas y colocadas en 10 ml de
agua estéril e incubadas 30 min/ 60°C. La suspension fue enfriada a temperatura ambiente,
sembrada en agar nutritivo e incubadas 48-72 v/ 28 °C.

Las colonias con marfologia tipica, fueron seleccionadas y sembradas por separado en
cajas de Petri por duplicado. A estas colonias se les realizd tincion simple para buscar ¢l cristal

caractcristico de Bacillus thuringiensis.
2. Identificacidn de la cepa

Para identificar las cepas sospechosas (por inspeccion al microscapio del cristal
caracteristico), se utilizd PCR seglin la metodologia descrita por Ceron y col. (1995).

Las cepas de Bt se cultivaron en ¢ajas de Petri durante 12-16 h, se tomd una azada de¢ una

colonia determinada y se hirvié durante 10 min. en 100 ul de H;O para lisar las células. Se
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centrifugd durante 10 scg. a 10,000 rpm y se tomaron 1$ pl del sobrenadante para desarrollar la
PCR. Las condiciones de esta reaccién fueron las siguiemtes: MgCl, 1.5 mM, Buffer 1X, 0.2 mM
de cada desoxinucleosidos trifosfatados, 0.3 pM de cada primer y 0.5 a 2.5 U de Taq polimeraza

en un volumen total de 50 pl.

Se prepard la mezcla G que contenia los cuatro primers generales para identificar los
genes cryl y erylil (ClI-1, CJI-2, CILU20 y CJII21). La secuencia de cada primer y la talla
molecular de los productos de PCR esperados se muestran en la Tabla 6. Las cepas de Bacillus
thuringiensis var. tenchrionis (Btt), la GM-3]3 y la HD73 se utilizaron coma cantroles para probar

los juegos de primers. La cepa Btt porta el gen cryllid, la GM33 contiene crylfiC y la HD73 a
crylA.

Tabla 6. Caracteristicas de los primers generales usados en la mezcla G.

Primer Secuencia Gen reconocido | Talla del producto (pb)
CI-l | S'TGTAGAAGAGGAAGTCTATCCA cryl 272

Cll-2 |[S'TAICGGTTICTGGGAAGTA cryl

CJII20 | S'TTAACCGTTTTCGCAGAGA crylll 709

CI2L [5"ICCGCACTTCTATGIGTCCAAG crylll

La amplificacion del DNA se realizé en un termociclador modelo Perkin-Elmer AmpGen
2400. La desnaturalizacion se realizé en un ciclo de 2 min. a 95 °C, seguida por 30 ciclos que
consisticron de 1min a 95°C para la desnaturalizacién, 1 min. a 48°C para ¢l alineamiento, para la

extension 1 min. a 72°C y un ciclo de extension a 72°C por un minuto.
De los productos de reaccidn se tomaron 15 pl y se corrid una electroforesis en un gel de
agarosa al 3% en buffer Tris-Borato a 250 v durante 30 a 35 min. Finalmente este se tiié con

bromuro de etidio y se observo en transiluminador de UV a 260 nm. (Cerdn er af., 1993).

Una segunda PCR se realizé con primers especificos para identificar los genes cryflA,

crylllB, cryllIC, crylliC-gall, cryllICb, ¢rylllCc, ceyllID y crylllE. Esta reaccidn se prepard bajo
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el procedimiento arriba descrito. En la Tabla. 2 se muestran las caracteristicas de los primers

especificos.

3. Determinacion de Proteina total.

Cada una de las cepas seleccignadas, se sembrd en caja de Petri con agar nutritivo y se
mantuvieron a 37°C hasta esporulacién (120 h). Se coseché el crecimiento obtenido con agua
destilada estéril. La mezcla espora-cristal s¢ lavd dos veces con agua destilada y se centrifugd a
12,000 rpm durante 15 min. a 4°C. El paquete asi obtenido se resuspendio en 500 pul de H;O
estéril y se le determind el contenido de proteina total por el método de Lowry er al. De cada una
de las cepas seleccionadas se tomaron 5 pl y se diluyeron en 195 pl de agua destilada. En una
solucion alcalina de N4;COj al 2% y NaOH 0.1 N se solubilizaron los cristales en presencia de
CuS0, y se agregd el reactivo de Folin diluido. Las muestras se reposaron por 30 min. y se

cuantificd su contenido proteico al medir su absorbancia a 750 nm en un espectrofotometro.

4. La purificacion del cristal proteico.

La mezcla de espora-cristales se obtuvo después de cinco dias de incubacion, al lavar el
crecimiento obtenido con agua destilada. Por centrifugacion se concentraron las mezclas, se
lavaron con agua destilada y se centrifugaron 15 min. a 10,000 rpm dos veces. Los cristales se
separaron de las esporas en un gradiente de Buffer de fosfatos y polietilenglicol, colectando la
interfuse. Los cristales asi obtenidos se conservaron en refrigeracion a — 20°C hasta su

utilizacion.
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Tabla 7. Caracteristicas de los primers especificos

Primer Secuencia Gen reconocido Talla del producto {pb)
CJla S’GOGAACCAAGACGAACTATTGC cryika 147
CIl5 S'GGTTGAATGAACCCTACTCCC
chna S’GGAACCAAGACGAACTATTGC crylEb 147
clls 5'GGTTGAATGAACCCTACTCCC
CI6 SIGAGGATTCTCCAGTITCTGC cryfl 177
CIl17 S'CGGTTACCAGCCGTATTTICG
Clls S TGAGGATTCTCCAGTTTCTGC crylfa 177
cnzy S'CGGTTACCAGCCGTATTTCG
Cllg S'TGAGGATTCTCCAGTTTCTGC crylFb 177
CJ17 S'CGGTTACCAGCCGTATTTCG
CJI8 S'ATATGGAGTGAATAGGGCG crylG 233
Cl19 S'TGAACGGCGATTACATGC
ClllIcte22 S’CAATCCCAGTGTTTACTTGGAC cryliiA 285
CJIIA23 | S'CCCCOTCTAAACTGAGTGT
Cllllcte22 | S'CAATCCCAGTGTTTACTTGGAC crvlilB 285
CIIIB24 | 5’AACGAAAGATTCTGCTCC
Cllllcte22 | S'"CAATCCCAGTGTTTACTTGGAC ervliIC 535
CIMC25 | S'CCTATICTTTCATTTTGACC
Cllllcte22 | S’CAATCCCAGTGTTTACTTGGAC CrvilIC-gall 211
CJINCg26 |S’AGTGGAGAGTTITACGGTAGCC
Cllllcte22 S’CAATCCCAGTGTTTACTTGGAC cryliD 312
CJIID27 S’CGAAATACGAAATACTATGAG
CJNIE2S8 S"TCGACAAGTACTGGATTCTGCAA crylliE 394

CINIE29

S'GTTGTTGATCAGGTTCCCCTT
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la misma edad. Las condiciones ambientales del bioensayo fucron de 33°C y de 70 % de

humedad relativa. La prueba se repitid tres veces.

Los adultos se expusieron a la toxina por 30 dias. Terminado este tiempo se contd el
numerg de adultos y larvas vives o muertos. Se construyeron tablas de contingencia y los

resultados sc analizaron mediante X2

No se contaron larvas muertas debido a que por su tamafio pequefio no fue posible

diferenciar las mudas de otras larvas.

7. Perfil de plasmidos

Las cepas seleccionadas se activaron en cajas de Petri con agar nutritivo durante (2 h, se
tomd una colonia y se inocularon tubos con caldo nutritive manteniéndose en agitacion constante

a 150 rpm a temperatura ambiente durante 20 h.

Se cosecho ¢l crecimiento celular por centrifugacion a 12,000 rpm durante 2 minutos. El
paquete celular se lavo dos veces con solucién salina (NaCl 0.85%) y se resuspendié en 50 pl de

lisozima. Se incubaron a 37°C durante 3 h, hasta la formacion de protoplastas.

Se¢ prepararon geles de agarosa al 0.7 % y se colocaron en una camara electroforetica
vertical. Se agregaron 40 pl de la mezcla de SDS en cada uno de los carriles y s¢ dejo reposar
durante 20 min. Finalmente se agregaron los lisados celulares por debajo de [a mezcla de SDS y

se reposaron por 20 min.

La electroforesis se desarrollé a corriente constante: 3 mA durante | h 45 min., Después a
voltaje constante: 45 volts duraate 50 min. y finalmente a 120 volts por espacio de 2 h.

Los geles se tifleran en una solucién de bromuro de etidio al 0.3% y se observaron al

transiluwrninador UV, Se incluyeron como controles las cepas HD73, Btt y GM-33.
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8. Resistencia a los antibidticos.

Las cepas bajo estudio se activaron en caldo nutritivo durante la noche y se sembraron an
agar nutritivo por extensidn. Inmediatamente se colocaron scnsidiscos para Gram positivos y se
incubaron 24 — 48 horas. Al observar ¢l halo de inhibicion se consideraron tres categorias:
Resistentes, susceptibles y moderadamente resistentes. Los antibidticos y las dosis contra las que

se probaron dichas cepas se presentan en la Tabla 8.

Tabla 8. Productas y dosis probadas en la detcrminacién de resistencia a los

antibidticos

Antibiotico Simbolo Dosis
Ampicilina AM 10 ug
Cetalotina CF 30 pg
Cefotaxima CTX 30 pg
Ccftazidima CAZ J0 ug
Cefuroxima CXM 30 pg
Dicloxacilina DC 1 pe
Eritromicina E 15 pg
Gentamicina GE 10 pg
Pefloxacina PEF 5 ug

[ Penicilina PE 10U
Tetraciclina TE 30 pg
Trimetroprim SXT 25 pg
Sulfametoxazol

34



9. Determinacion de la -exotoxzina

La produccion de la B-exotoxina se realizd mediante el Procedimiento de Arévalo- Nifio y
Galan- Wong (1994). Las cepas HD1 y HDS9 se utilizaron come control megative y positivo
respectivamente; GM-80, GM-83 y C-9 fueron las cepas a caracterizar. Todas ellas se activaron
en agar nutritivo por 24 h a 37°C,y se inocularan 50 ml de caldo nutritivo con cada una de las
mismas, manteniéndose en agitacion a 150 rpm por 18 h. Posteriormente se tomaron 2 ml del
inoculo respectivo y se¢ transfirieron a 200 ml de medio de Conner y Hansen, Estos se¢ incubaron
en agitacion rotatoria a 150 rpm durante 48 h a 37°C. El medio de cultivo se centrifugé a 10,000
rpm por 30 m. Para obtener el sobrenadante, se esterilizd a 120°C por 1S minutos y filtrado en
membranas Milipore® de¢ 0.2 um. S¢ tomaron 20 ml del sobrenadante, se concentrd por
cvaporacion y se precipitd con etanol. El precipitado obtenido se disolvid en agua destilada y se
analizo especirofolometricaments a 260 nm. Las lecturas de absorbancia se transformaron a
concentracion usando el coeficiente de extincion molar reportado por Sebesta et al. (1973) para

esta determinacién.
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RESULTADOS

1. Aislamiento de las cepas de Bt

Se visitaron las bodegas de los Almacenes Nacionales de Deposito S.A. (ANDSA) y
bodegas rusticas de granos almacenados del noreste del Estado. En ellas se colectaron muestras
de insectos muertos. A partir de estos se aislaron colonias de bacilos no esporulados, los cuales

no fueron productoras de inclusiones cristalinas proteicas.

2. Identificacion de las cepas

De la Coleccion Internacional de Bt que posee la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la
UANL se seleccionaron previamente cepas aisladas de granos almacenados y aquellas obtenidas
de regiones semiaridas del norte de México, debido a que estas son condiciones que favorecen el
ataque de Tc y Os. Se inspeccionaron inicialmente 230 cepas, de las cuales 32 cumplieron con

estos criterios.

A través de PCR se determiné la presencia de genes crylll en las cepas previamente
seleccionadas y de colonias de bacilos no esporulados aisladas de insectos muertos de Tribolium
castaneum. La amplificacion del DNA se realiz6 con los primers generales para crylll; el tamafio
esperado de los productos de PCR fue de ca. 650 pb y concuerda con lo reportado por Cerdn ef
al., 1995.

La figura 2 muestra los resultados obtenidos de la amplificacion del DNA. En esta

reaccién se incluyeron dos cepas como control negativo (carriles 9y 10) y una cepa como control
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positivo (carril 11). El DNA bacteriano se obtuvo por un procedimiento de lisado répido
(ebullicion de una asada de la colonia y resuspendida en 50 pl de agua) para permitir el anélisis
de diferentes muestras al mismo tiempo. Las diferencias en la intensidad de la banda se deben a
que no se controlé la cantidad de DNA templado que se incluyé en la reaccion. Para evitar falsos
positivos se realizé PCR al menos en dos ocasiones. La flecha indica la sefial positiva a ery/ll.

I 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1

Figura 2. Amplificacion del DNA de diferentes cepas de Bacillus thuringiensis
Linea 1, GM-79; 2, GM-80; 3, GM-83; 4, IM-1; 5, IM-2; 6, C-9; 9, GM-78; 10, GM-43. 11, Btt.

Diez cepas de Bt resultaron portadoras de genes crylll. Todas las cepas fueron
productoras de inclusiones cristalinas. La esporulacion y produccion del cristal proteico se inicié
después de 72 h y alcanzé su maximo a las 120 h. La forma del cristal insecticida de las cepas
seleccionadas fue bipiramidal y cuadrado. No se encontraron genes tipo cry/ll en los bacilos no
esporulados. En la siguiente Tabla se describen las cepas de Bt que resultaron positivas a los

genes tipo crylll
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Tabla 9. Cepas de Bacillus thuringiensis posttivas a crylll

Cepa Tipo dc cristal* | Serovariedad Procedencia Aislada de
GM-33 b maniterrey Michoacdn suelo
GM-43 b mexicanensis Nuevo Ledn suelo
GM-68 b sotto Nuevo Ledn granos
GM-79 b tohokuensis Coahuila £1anos
GM-80 b tohokuensis Coahuila granos
GM-83 b tochigiensis Coahuila granos
JM-1 b n.i. Durango suelo
IM-2 b n.. Durango suelo
C-9 c kumamotoensis | Durango larvas muertas
Btt © morrisoni Alemania larvas muertas

* b= bipiramidal; c= cuadrado; n.i.= na identificado

En general, el origen de las cepas seleccionadas corresponde con los criterios establecidos
al 1nicio d¢ la investigacion: procedentes de regiones dndas ¢ semidandas y aisladas en ambientes
donde el control biolégico se presenta en forma natural en los granos almacenados. De acuerdo
con Markham (1992) el control bioldgica a través de enemigos naturales estard encaminado no
para lograr un equilibno permmanente entre plaga y enemigo sino simplemente proveocar una alta
mortalidad en la plaga.. De esta forma las sepas seleccicnadas constituyen un medio potencial y

prometedor para el control de plagas en el almacén.
Estas mismas cepas se someticron a una segunda PCR utilizande los primers especificos

descritos por Ceron y col. (1995). Sin embargo ninguna de estas cepas resulto positiva a esta

reaccion. Esto sugiere la existencia de nuevos tipas de genes ¢rp/1f ain no descritos.
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3. La inmunodeteccién de proteinas CrylIIl

El perfil de proteinas revela que todas las cepas sintetizan una proteina de ca. 130 kDa
(Figura 3, panel A): Estas proteinas se transfirieron a un papel de nitrocelulosa para detectarse a
través de los antisueros Cry3Aa y Cry7A. Los resultados muestran que ninguna de lasa cepas
presento reaccidn cruzada con estos antisueros. En el panel B se muestra la reaccién cruzada solo

con antiCry3Aa sefialada por la flecha y en el panel C la reaccién cruzada con antiCry7A.

A 1

2 3 4 5 6 7 8
— L]
170 <= —— f:‘j
16| woi-.
85 — 66
S 45
39m - 36
--29
24

Figura 3. Electroforesis en gel de poliacrilamida e inmunodeteccién de los cristales proteicos de
Bt toxicos a coledpteros. Lineas 1 y 8 marcadores de talla molecular; 2, HD-73; 3, Btt;

4, GM-33; 5, C9; 6, GM-80; 7, GM-83.
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4. Bioensayo

Las cepas probadas fueron: GM-33, GM-43, GM-68, GM-79, GM-80, GM-83, JM-1, JM-
2, C-9 y un control donde no se agregé ninguna cepa. La cepa GM-43 se utilizé como control
negativo. No se incluyo control positivo debido a que no se ha reportado cepa alguna tdéxica
contra este insecto. Desde el inicio del bioensayo se aprecié el efecto toxico de las cepas de Bt
sobre el desarrollo de las larvas de Tc. Este efecto se present6 a través del cambio de color y la

reduccién en su tamafio (Figura 4).

Figura 4. Efecto detrimental de las cepas de Bt sobre ¢l desarrollo de las larvas de Tribolium
castaneum.

Los resultados del anilisis de X* para determinar los efectos de independencia de las
cepas sobre la mortalidad de adultos y desarrollo de larvas se presentan en el apéndice. Estos
resultados indican que el numero de larvas de Tc en ¢l bioensayo, depende de la cepas GM-80 y

GM-83 y que este numero se reduce al incrementar el tiempo de exposicion a la toxina.

En la Figura S se presenta la mortalidad de 7. Castaneum producto del efecto téxico de las

cepas. La prueba de independencia (X*) muestra que el numero de insectos muertos depende de

las cepas GM-80, GM-83 y C-9.
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Figura 5. Mortalidad de adultos de Tribolium castaneum por efecto de las cepas de Bt

La siguiente Tabla muestra un resumen de la mortalidad encontrada en las cepas mas
prometedoras para el control de Tc y Os.

Tabla 10. Mortalidad efectiva* de adultos de Tribolium castaneum (Tc) y Oryzaephilus

surinamensis (Os) por efecto de las cepas de Bacillus thuringiensis.

Cepa Tc C.V. Os C.V,
GM-80 33 5.90 46 8.16
GM-83 33 7.68 9 7.83
C-9 20 7.95 48 8.19

* los valores corresponden al promedio de tres experimentos; C.V. Coeficiente de variacion

Todas las cepas seleccionadas tuvieron actividad téxica contra 7. Castaneum, con valores
maximos de mortalidad del 33% para GM-80 y GM-83 y minimos para C-9 con una mortalidad
del 20%. Las cepas C9 y la GM-80 presentaron la mortalidad mas alta para Os con valores del 48
y 46% respectivamente. La cepa GM-83 presenté una mortalidad minima del 9%. Estos
resultados se sustentan en el coeficiente de variacién obtenido en los bioensayos y superan a los

reportados por Singh y Hori. 1979 quienes encontraron una mortalidad del 8% en Tc con el uso
de Bt.
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Existen otros reportes sobre el efecto de diferentes serotipos de Bt: aizawai, kurstaki,
thuringiensis y soto comparado contra una mezcla de adultos de 7. confusum, T. castaneum, y
Callosobruchus chinensis; Los resultados muestran que todas las cepas bacterianas fueron
efectivas contra adultos de C. chinensis, aplicados en polvo 6 en suspensién y provocaron mas
del 90% de mortalidad en menos de 14 dias, mientras que porcentajes variables y menores al 8%
de mortalidad se registraron con adultos de Tribolium. La forma en polvo de las cepas bacterianas

parece ser mas efectiva en contra de los tres escarabajos (Singh y Hori.1979).

5. Perfil de plasmidos

Las cepas de Bacillus thuringiensis presentaron diferentes perfiles de plasmidos. En la figura 6 se

muestran dichos perfiles.

GM-80 GM-83 O Btt GM33 HD73

Figura 6. Perfil de plasmidos de las cepas seleccionadas

La cepa GM-80 presenté solamente un solo plasmido, la GM-83 dos y la C-9 tres, Btt cinco, GM-

33 cuatro y la cepa control HD-73 presenté cinco pldsmidos. La flecha sefial el DNA

cromosomal.



6. Resistencia a los antibidticos.

Las cepas seleccionadas se activaron en caldo nutritivo durante 18 h, para después tomar
200 pl y sembrar por extensidn en caja de petri con agar nuiritivo, Inmediatamente se colocaron
los multidiscos para Gram + y se incubaron durante 24 a 48 h a 37° C. Visualmente se evaluaron
las zonas de inhibicidn de cada antibiético. En la Tabla 11 se presentan los patrones de resistencia

encontrados

Tabla 11. Patrdn de resistencia de Baciflus thuringiensis a los antibidticos.

Antibiotico Dosis |GM-80|GM-83( C9 | Bt |GM-33|HD-73
Ampicilina 10 ug +/- +/- s = e +/-
Cefalotina 30 g + e 4= -+ + +
Cefotaxima 30 g + + + +/a +- +
Ceftazidima 30 ug - - - - g -
Cefuroxima 30 pg +/- +/= - - +/- .
Dicloxacilina I pg + +- | ¥- - - +-
Eritromicina 15 pg + + + + + +
Gentamicina 10 pg + + + + + +
Pefloxacina S g + + + + + +
Penicilina 10U +- +/- - - - +/-
Tetraciclina 30 ug + + - + + o4
Trimetroprim-sulfametoxazol | 25 pg - - +- - - s

+ Susceplible, -Resistente, +/- Moderadamente susceptibls

Lus cepas Btt y GM-33 s¢ incluyeton en esta prueba como control positivos y la HD73
coma control negativo. Las cepas GM-80 y GM-83 presentaron patrones de resistencia a los

antibiticos similares. Ambas son resistentes a Ceftazidina (30ug) y a Trimetroprim-
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sulfametoxazol (25 pg). Estas cepas fueron sensibles a Cefalotina, Cefotaxima, Dicloxacilina,

Eriwomicina, Gentamicina y Pefloxacina..

A diferencia de estas cepas, la C-9 presenté resistencia a la Ampicilina (10 pg), Ceflazidima (30
pg), Cefuroxima (30 pg) y Penicilina (10 U). Dicha cepa fue susceptible a Cefotaxima,

Eritramicina, Gentamicina, Pefloxacina y Tetraciclina

7. Determinacion de la J-exotoxina

Se realizé un barrido de absorcion de 250, 260 y 270 nm de los precipitados etandlicos
obtenidos de los sobrenadantes de las cepas en estudio, encontrndose la maxima absorcion a 260
nm (Tabla 12). Esto concuerds con lo reportado por Arévalo y Galdn (1994). La mayor absorcion
se presentd en la cepa HDS9 incluida en la determinacidon como control positive. La cepa HD1

(control negativo) presenté menor lectura que ¢l control doade se incluyé medio estéril.

Tabla 12. Lecturas de absorbancia de los precipitados etandlicos.

Longitud de onda e¢n nm
Cepas 250 260 270
HD39 ct+ 2.1650 24550 1.9486
HD1 c- 11839 1.0459 0.9181
Control 1.6714 1.6120 1.4779
Btt 1.2433 1.0356 0.8515
GM-80 1.6663 1.5752 1.4338
GM-83 0.7660 0.7027 0.6278
C9 2.1909 1.9028 1.6435




Las lecturas de absorbancia de los extractas de las cepas seleccionadas se compararon con
aquellas obtenidas de los controles positivo y negativo, las lecturus de las cepas GM-80, GM-83
y Btt fueron menores que el control negativo., con esto se¢ demuestra que dichas cepas no
producen fl-exotoxina. La cepa C9 presentdé una absorbancia muy cercana a la del control
positivo. Se utilizd el coeficiente de extincion molar propuesto por Sebesta et al. (1973) para
calcular la concentracion de esta toxina; 0.167 mg/l correspondicron a la cepa HDS9 y 0.1294
mg/] para la cepa C9.

Arevalo-Niflo en comunicacion persanal, establece que la produccion de fi-exotoxina
puede variar segun las vondiciones en que se lleve a cabo el andlisis, ademds del propio

microorganismo en estudio,
Con estos resultados se establece la posibilidad de utilizar las cepas GM-80, GM-83 y C-

9 como posibles medios de control bioldgico de Tribolium castaneum y Oryzaephilus

surinamensis sin ningun riesgo para la salud humana.
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DISCUSION

Se ha reportado ¢l control de Bacillus ihuringiensis sobre algunos coleopteros como
Leptinotarsa decemlineata (Donovan. 1988; Mac Intosh. 1990; Rupar. 1991; Zehnder. 1992)
Diabrotica undecinpunctata (Rupar, 1991); Tenebrio molitor (Chilcott. 1993); Tribalium
confusum (Singh. 1979; Arthur. 1994); Tribolium castaneum (Singh. 1979), con diferentes
valores de mortalidad debido a la variacion en las condiciones experimentales en que se han

conducido las bicensayos y a la diferencia entre especies de insectos.

Las condiciones experimentales del bioensayo fueron definidas en primer orden, mediante
la prueba de diferentes dietas para el insecto. La dieta que presentd el mayor numero de larvas y
de adultos fue harina de trigo mas 5% de levadura de cerveza. Via. (1999) establece que el
suministro de almidén y de proteina son esenciales para la multiplicacién de Tc y asi evitar ¢l

cauibalistno cuando los insectos se establezcan en un nuevo ambiente.

La unidad experimental en la que se prabd la toxicidad de las cepas fiie una caja de Petri
que contenia 4 g de harina y 25 adultos. El analisis estadistico a través de X* permiti6 sustentar el
uso de dicha unidad y encontrar que la mortalidad y el desarrollo de larvas y adultos depende de
las cepas probadas. Con estos resultados definimos un procedimiento estandarizado para el

bioensayo.

Debido a la estructura del bioensayo, la mortalidad se registrd 15 dias después de la
aplicacion de la mezcla espora-cristal, no cbstante, es posible que el efecto tdxico se presentara
en menor tiempo. Singh y Hon. 1979 registraron porcentajes vanables de mortalidad con adultos
de Tribolium en menos de 14 dias y agregan que la forma en polvo de las cepas bacterianas
parece ser mds efectiva en contra del escarabajo, estas resultados son consistentes con los

nuestros.

De las 32 cepas seleccionadas inicialmente, nueve presentaron toxicidad contra Tc y tres
de ellas pueden utilizarse potencialmente para el control del gorgojo castaiio de la harina; con una
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mortalidad del 33% para las cepas GM-80 y GM-83; del 20% para 9. Estas cepas provocaron
una mortalidad sobre Os del 46, 9 y 48 % respectivamente, Es posible que al mezclar la toxina
con estimulantes alimenticios el consumo de Bt pudiera elevar su efecto téxico. Por otra parte
existen reportes que a través de mutaciones en la estructura de las proteinas Crylll es posible
incrementar su efecto toxico sobre coleopteros, segin lo reportaron Wu y col. en 1996 para

Tenebrio molitor y Leptinotarsa decemlineara..

Por otra parte, s han controlado algunos coleopteros con diferentes cepas de Bt y se han
identificado segin el seratipo flagelar como thuringiensis, alzawai, kurstaid y soto (Singh. 1979);
tenebrionis (Krieg et al., 1983), san diego (Herrnstadt er ol , 1986); tholworthi (Sick et al., 1990;
Rupar et al., 1991); morrisoni (Rahardja. 1995) kumamotoensis (Rupar et al, 1991) Las
serovariedades a las que pertenecen las cepas seleccionadas en este trabajo son kumamotoensis
(C-9), tohokuensis (GM-80) y tochihiensis (GM-83).

Los resultados muestran que las cepas seleccionadas en este trabajo portan genes que
pertenecen a la familia ¢ry/ll pero no corrésponden con ninguno de los genes especificos
descritos por Cerdn y col. (1995). Estos resultados indican la presencia de cepas que pueden
portar potencialmente nuevas proteinas Cry, ¥ que constituyen una alternativa potencial para el

control quimico de plagas en harina sin peligro al medio ambiente y para la salud humana.
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CONCLUSIONES

Los productos de esta investigacidn permiten establecer las siguientes conclusiones:

1. Se definio un procedimiento estandarizado para evaluar la toxicidad de Bt sobre

coledpteros como Tc y Os.

2. Las cepas GM-43, GM-68, GM-79, GM-80, GM-83, IM-1, JM-2 y C9 portan genes que
pertenecen a la familia ¢rp/If pero no corresponden con ninguno de los genes especificos

descritos.

3. Las cepas GM-80, GM-83 y C-9 son tdxicas para Tribolium castaneum y Oryzaephilus

surinamensis.

4. Las cepas GM-80, GM-83 y C-9 pueden portar potencialmente nuevas proteinas Cry, que
constituyen una alternativa potencial al control quimico de plagas en harina sin peligro al

medio ambiente y para la salud humana.
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APENDICE A

Tablas de contingencia obtenidas en el analisis de x?

61



Tablas de contingencia obtenidas en el analisis de X?. Las tablas se presentan de acuerdo a las

preguntas planteadas para valorar el efecto de las cepas de Bt.

¢, El numero de larvas depende de la cepa de Bt presente en la dieta?

L5 dias 30 dias

Cepa X? @ X a
GM-33 1.045 N.S. 5.498 *
GM-43 2.175 N.S. 1816 N.S.
GM-68 0.010 N.S. 0.837 N.S.
GM-79 1233 NS 0.158 NS.
GM-80 5.775 * 2.326 N.S.
GM-83 4676 * 1.043 N.S.
M1 1.724 N.S. 0.018 N.S.
IM2 0.760 N.S. 1.962 N.S.
C9 3.402 N.S. 0.722 N.S.

15 y 30 dias de exposicion a 500 pg de toxina/g de dieta

¢, El numero de insectos muertos depende de la toxina presente en cada cepa?

Cepa X? G
GM-33 0.285 N.S.
GM-43 1.009 N.S.
GM-68 0.038 N.S.
GM-79 0.007 N.S.
GM-80 6.350 e
GM-83 6.457 =g
IM-1 0.130 N.S.
IM-2 2975 N.S.
C-9 3.046 o




¢(El numero de larvas se reduce al incrementar el tiempo de exposicion del insecto a la toxina?

Cepa X* a
GM-33 19937 s
GM-43 2.201 N.5.
GM-68 0.399 N.S.
GM-79 0.522 N.S.
GM-80 1.420 N.S.
GM-83 18.026 b
IM-1 0.045 N.S.
JM-2 8.120 -
C-9 0652 N.S.
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¢El numero de adultos emergidos depende de 1a cepa presente en la dicta?

Cepa X o
GM-33 0.326 N.S.
GM-43 0.957 N.S.
GM-68 0.020 N.S.
GM-79 0.189 N.S.
GM-80 0.812 NS.
GM-83 0.606 N.S.
M- 3.514 NS.
IM-2 12716 i
C-9 3.164 N.S.
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Articulos generados a partir de esta investigacion:

1. Isolation y Characterization of Mexican Bacillus thuringiensis toxic against Tribolium
castaneum (Herbst) and Oryzaephilus Surinamensis (L.). Publicado en Biotechnology of
Bacillus thuringiensis. Val. 3. The 3 Pacific Rim Conference on Biotechnology of
Bacillus thuringiensis. 1999. Beijin, China.

2. Isolation y Characterization of Mexican Bacitlus thuringiensis toxic against the red flour
beetle Tribolium castaneum (Herbst) and Oryzaephilus Surinamensis (L.). Sometido para
su publicacién en Food Control.

3. El cultivo de Tribolium castaneum (Herbst) (Culeoptera: Tenebrionidae) bajo condiciones

de laboratorio. Sometido para su publicacién en Ciencia Universitaria.
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Isolation and Characterization of Mexican Bacillus
thuringiensis Strains Toxic against Tribolium castaneum
(Herbst) and Oryzaephilus surinamensis (L. )

Benito Perejra-Alfercz' , Emesto Senchez-Alejo' , Alforso C. Flores-Guerra',
Maria M. Iracheta-Cardenas' , Luis | . Galan-Wong', Lilia Morales-Ramwoe' ,
Hugo Luna-Olvera', Cristina Rodriguer-Padills’ , Hirwn Medrano-Roldan’ ,

Katiushkn Arevslo-Nion' and Reyes Temez-Gueme'

(1 Depurtrant of Microbiclegy ad brveurnlogy, Foculty of Bidlogicul S,

Rew Lion Unwersity, Mesooy I Durangy Techmologic intisuse,  Mexio)
Abstract: We isolgied from dists wnd soil from granexies, several Bacilius thauringiensir { Bt ) etrmins
shanng putative genoe encoding for Cry wine actives agamet beetles, The relstive efhicecy of mix epore-
crysals of four strsire were deterined agained tw store grain powt Tribofitan casanmew (Herbst) and
Orymephiku swinonends (LY. Three & sirnins, nemed GM-33, GM-80 and (9, eynthesized insecd-
cidal crystal protcine (ICP) displaying, of least; 4% morishity agaiost 0. reeonmes aftor 3 duys;
however, activily against T'. caslansum was oot deerved. In the other hand, snothes strain, key GM-
83, kill over 20% of 7. castaneon . These B struine were charscwtizad fir their fagelier serotype, oy
fgeno-type, B-cxotaxin production and insecticida) crystal protein dioletules weighl. Serotyping reslts
showed that GM-33 & wrovar. monkerrey, GM-830 tohokoesis, 59 unomotosrwis and GM-8 i
tochihimnsiy . In urder W lmow the putative gene-type, PCR. based-expeniments were camiod out by using
general and specific primers (o ay] and oyl (Cerom et ol ., 1995, Appl. Environ. Microbial. 61
3826- 3831). All straios shared enyd o oy7 gaes, GM-33, GM-80 sod GM-E3 amplifying with
oy74, b (9 gave signa only with general oy3 primery. None Bt strain wes pomitive for £-exotoon .
All straine syrthesizad an [CP of ca. 130 kDe and when they were immuncblotiod 80 ome crose-reacted
with palyclonal anti Cry3As bat all ICP, gsve positive signal with an polyclonal antwess resed againet ICP
fram GM-33.

INTRODUCTION

Biopesticides based on the becterium Bacilius thuringisnsis ( Bt) currently are being used
safe altematives ta chemical insecticides, The entomopsthagenic activity of this bacterium is princi-
pally due to the presence of proteinsceous inclusions composed by one or several insecticidal crystal
proteins (1CP) or Cry proteing. This proteins have been classified in 45 sevotypes and 58 serovam
and their host rnge determuned (Bravo e af ., 1998) . Based on their biological activity, there are
toxine specific againet the Lepidopteran, Coleopteran and Dipleran inscct-orders and, recemtly activ-
ity against nematodes, platyhelminthes and acari was demonstrated (Feitelson, 1993). Many Cry
pruteire genes have been cloned, sequenced and named oy and cyi gemes. Early gene classifica-
tion named the Cry proteins specific to lepidopleran as cry/ and thase specific lo caleopteran a8 cryl-
Il (Hofte and Whiteley, 1989), However, revised nomenclature placed the toxin active against
coleopieran insects inw ay3, oy7 and cry8 groups. To date, over 100 oy gene sequences have

?
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been clasified in 22 ps and seversl subgroups with regerd 10 their amino acid hoeology
(Schnepf & al., 1998]. In spite the great variahulity of Cry proteins, it is still necessaty to sogrch
for more txine, since a significant number of pest are not controlled with the availabie Cfy proteins
(Bravo s al ., 1998) . Seversl countries have bean developed intensive screening prograo® in ordr
© isolate & straing displaying biological activity agairat some insects congidered as worst pest m
store grairs sich as the sawtoothed grain beetle ( Orymephilis surinamensis ) and red flour beetie
( Tribolitam cassansum) . At this moment we have not information about success resulte of B imo-
lates displaying toxicity agairut above pests. [n this study, we report the isolation and characteriz-
tiont of four 8t strains displaying laxicity sgainst the both insects.

MATERIALS AND METHODS

Sample colbection and bacterial ksolation

Smuples were collected from dusts and soils of granary in Somora and Chihuatuea ststes located
at north of Mexico. Bacteria isolstion were carried out as reportsd by Kim ef of. (1998). Typical
Bt colonies were examined under a phase-conwrast microecopy for the presence of parssporal inclu-
siops. Bt strains were rmaintained on nutrient agar at 4C untl wse.

Sample preparstion and PCR

We decide to mtroduce, as intemal control, 8 HD-73 (CrylAc) and B¢ var. fen=brionis
(Cry3Aa) in all experiments. Bs atrains were grown for 12 h on s nutrient medium plate. A loop
of cells wes wansferred W microfuge 0.5 ml whe contining 0.1 mlof bidistilled stevile water and
vortexed vigorously. The mixture waa boiling for 10 min to lyse the cells. The resulting cell lysate
was briefly centrifuged in a Eppendorf model 5415C centrifuge. Supernatant, 35 ul, were used as
DNA sanmple for PCR.DNA amplification was done in a thermal cycler (Perkin-Elmer model 5400
Cetus, USA) by using conditions as well as the general and specific primers for oyl sl ayfll (obd
classification) according to Ceron o al., 1995, After muplification, 7 pl samples from esch PCR
mixtures were eloctiophioresed on 2 2.5% agarose gel in Tris-acetate-buffer at 100 V for 40 mmin and
stained with ethidium bramide .

Protedn electrophoresis and imymmodetection

B strzine were grown om rutrient agar plates and incubated at 30C until total sporulation.
The spore-crystal mixtures were transferred to 1.5 ml tubes and thoroughly washed three tines with 1
ml ofbidistilled waler. Protein armlysis was done by sodium dodecyl aulfate polyacrylaande gel clec-
tropharesia (SDS-PAGE) with 10% gels in a dual mighty small chamber (Hoeffer). Oue gel wan
stained with Coomasie and an identical gel was electromanaferred to nitrocellulose membrane. ICP
iranunodetection was carried out essentially = reported elscwhere (Sambrook o al., 1989) by us-
ing different polyclonal antisers cxised in mbbits against purified ICP of Cry3Aa, CM-33, and typ-~
%in-activated toxic fragment of CrylAc. Phosphatase alkaline-conjugated goat anti-rabbit imgumo-
gobulin {1/1000; Signa) was used ss secondary sntibody, positive reaction were visualized with
NBT snd BCIP as substretes.

Protein determination and p-exotoxin production

Protein conventrution were determined by the method of Lowry (1976) using bovine setum al-
bumin as standard. B-exotaxin production was detected by Arevalo-Nino and Galan-Wong method

(1994}




Insect hioassays

By ipolates were grown on & putriem agar plates st 30T jor 5 days undl total sporulation. Test
for toxicity to lepidepteran Trichoplusia ni (Hubner) and Heliothis viresoens ( Fabicius) were con-
ducted according Galan-Wong e ad . , 1994, and for coloapteran imsects the hicessays were canduct-
dmnmﬂhe(ﬁ)mmmnmdm@mmh(smyygdw)mtho5gq£duodwhw.
flour. Esach beg, was infested with 5 adults of the hectles T. castanewm (TC) and 0 . sunnamensis
(08). The mortality (%) was scored after 8 days. Bioassayn were carried out by triplicate.

RESULTS

We collected sumples of 5 granaries and we can be able w0 isolate 200 B colonies. Most sam-
ples were taken from very dry places and around one we observed several store grain pests such ==
Sitophilus sp. and many adulis of TC and 0S. isolates were subject to ntictoscopic exarmination and-
PCR in order to know the c7y type gene=. DNA antplification was carried out with general and spe-
cific primers w oryll] genes and we selectad only those isolates poeitives for putstive ICP specific
against colevpleran irmects (data not shown). These isolates are identified with the key C9, GM-
33, GM-80 and GM-83.

The results of SDS-PAGE reveals that all strains synthesize & protein of ca. 130 kDa (Fig.1A)
and when they were alectrotrensferred w nitrocellulose, immunodetection reveled that they not cross-
reacted neither with antisera against Cry3Aa oov anti GM-33 (Fig.1B and 1C).

The taxicity evaluation showed that none isolate, except HD-3, were taxic agaimst lepidopteran
tested. Results with beetles showed that anly GM-83 could be considered toxic to TC snd C9 had a
wesk effect. However, when these strains were tested with OS, thres isolates C9, GM-33 and CM-
80 killed over 40% (Table 1). Nome isolated were pomitive for -exotoxin production (data not
shown) . Straine were characterized for their H serotype and results show that GM-33 s serovar.
monéerrey , GM-80 tohokuensis , C9 kumamotoensis and CM-83 is tochihiensis .

Tuble 1 Bioeseays of Baciius Seringiensls etraine againet lepidoptrran s colospteres”
Saruie Lepidopters Coloopreven
bl H. virescma T oS
Martality (% )

o] - - A 43
GM-33 B - s “
GM-50 = - - 46
GM-33 - - Kk} 9
HD-73 * 100 100 1 1

Bt = - - 36
Control - = 2 1

8 Mcrtalicy ta expresesd e mesn of wiplicme axperiments.
b B ver. snebriomi .
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Fig. 1 SDS-PAGE and imsnunodetection of
ICP from Bt toxic to cleopteran
Lanes: | and 8, Molecular weight markers; 2, HD-73;
3, Bu; 4, CM-33; 5, O9; 6, GM-80; 7, CM-83.

DISCUSSION

Currently, Bt isolates carrying ICP suspect to be toxic 1o coleopteran are tested against Lepti-
notarsa decemlineata ( Colorado potato beetle) ( McPhemson et al., 1988). This beetle has been
controlled by different Bt strains belongs to different flagellar serovar. , such as morrisoni , tolwor-
thi and kumamotoensis (Rupar et al., 1991). Although ICP from var. tenebrionis and san diego
(serovar. morrisoni) have been tested against several beetles, their activity is only marginal and
several toxicity results were not reproducible ( Baver, 1992; Maclntosh et al ., 1990). A signifi-
cant finding of this research is the discovery that three isolates from Mexican samples were toxic to
0S and one for TC, two coleopteran not controlled for several beetle-specific strains reported before
such as Bt var. san diego sgainst 1o TC (Hermstadt et al., 1986). The biological activity of Bt
ICP against coleopteran insects are, currently represented by isolates encoding for ICP around 70
kDa such as Bt var. san diego, tenebrionis (Hermstadt et al., 1986; McPherson et al., 1988);
and another (Rupar et al., 1991), but there are a Cry toxin with a molecular weight ca. 130 kDa
toxic to coleopteran. Our results are agree with those reported for strains known as Cry[IIC ( formally
Cry7A). Immunodetection results showed that ICP from our strains are not related neither Bu nor
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sy tbemn, becase antisers smisod GM-33 not crose-rescted againt amy, axcept itsell [CP.A-
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WMWCMJShmidemduholotypewainforﬂiionp. This one is the third sero-
type isolated by our group, the first wa serotype H-24 ( neolonensis ) ( Rodrigues-Padills & ol .,
1990) wnd another wae serovar. mestcanensis {Lecadet, 1994).

REFERENCES

Assvdlo-Ni, K. amd Golar-Wong, L.J. 1994, Uso do un metocds mencillo paw ln deteceion, do f-eaotmme @ oopes de Sacillics
gty . Soutbwestern Entornl. 19, 385 - 391

Beuar, L.5.1992. Response of the imported willow leaf beells 00 Bocllis fiesingronsir ver. san diago om paplar ed willow, J. bav-
aiedr, Puhad. 89, 3% -731,

Bowvo, A.. Sarwbia, S., Loper, L., & af. [958, dewh.mmwm.
Appl. Envicon. Misrobial. 64, 4969 - 4972,

iz, A., Quitao, R, Guerson, L., wxd Bravo,A, 1995, Specc PCR primers direcuad 10 ientify oyd asd

ayilll genes within 3 Bocilius turingiensis eran ocllectian, Appl. Emviren. Micrabch. 61, 3826 - 3831 .

Foselem, J.5.1993. The fesllus tunngvevis Gauzily tres. /n " Advenced eupnesred posticides” . ( L.Kim, Ed). P 63-
72, Meeel Doklew, k., New York.

Gale-Worgy, L.J, Seadoval-Coronado, C.F., Arevalo-Niw, K.of o, 199d. Evaluacion ds cepes astives y de coleooan da fo-
alins Garingiowls seratyx HE contre Larves de lepacoprerns.  Scuthwsssem Entamal. 19, 30( - 307.

Herwstadi, C., Somrwm, C.G., Wiom E.R., end Fehards , D . L. (986. A vew wrwin of Socifhe Paringienels with activity
st cobop Bia/Tochemlogy 4, 305 - 308.

Hofls, H.wed Whitdley, H.R.1989. Lwecticdal cyvial prowio of Hacils thahgienis Miesiol. Rev. 3. 242 - 295

Km. H.S., Loty D.W., Woo, 5.0.es . 199, Biolagical, immumaiogcal. axd genetic walysis of Beolhu Survieus i

!
:

lmed from gremmy in Kores. Carr. Miorobicl. 37, 52-57.

Lecadar, M. - M. 1994, Collection o Bocllur thuringrewsis and Bacillus sphasriau (Quasfied by H serwcypm) ntemanoos) eie-

Lowry, O.H., Rowbrough, N.J., Fer A.L., ed Rencall, R.J. 1941, Mwﬁ&hﬂh#ﬂm. l.-
Bld. Chem. |93, 286 - 275.

Macintosh, $.C., Sooe, T-B., Sim, 5.R.eal. 1990, Specific and aficscy of puribed Boclke susringionsls prossire agenet
agrenessioally Beportent insects. . itrvectchr.  Pathol . 3§, 298 - 266.

McPherson, $. A, , Parish, F.J., Fuchs, R.L.sal 1988, Quracteriztion of the Solsopiaren = spocific prosn pene of Boclky
Verowious ver, nehnonis.  Bio/Technology 6, 51 =66,

Rexdrigoes-Padills, C., Galen-Wang, L.J., de Besjac, H.a af. 1990, Bocliu thuringuosi subep. rescloresresls werotype H -
24 2 now eubepecion which produoes o tnangular orysial . [ Invertebr.  Pathol. 56, 280 - 182,

Fupar, M.J., Doroven, W.P. Grom, R.G. ol (99]. Two cowel sreins of Bocitus thuringterntis xic 10 oolecpterwe. Ap-
B, Eovia. Micrsd. ¥7, 3337 - 3344,

Seabrock, J,. Fosch, E.F. sl basunts ,T. 1989. Moloouler cloming: » lshorstory meewal . 2th edition . Cold Spring Harber
New Yodk.

Wv E'l Ql‘h‘- N-! mﬂb‘ ’-‘d. ‘”- MW&&MMM. w
M. Bhol, Rev. &. 775 - 806,



Isolation y Characterization of Mexican Bacillus thuringiensis
toxic against the red flour beetle Tribalium castaneum (Herbst)

and Oryzaephilus Surinamensis (L.).
E. J. Sanchez- Algjo'; L. J. Galan- Wong; B. Pereyra- Alférez

Departamento de Microbiclogia Industrial y del Suelo; Laboratorio de Biologfa Molecular y
Genética de Microorganismos. Facultad de Ciencias Biologicas. Universidad Autonoma de
Nuevo Ledn

Abstract

The flour plagues are mainly composed by the flour red weevil, confuse beetle and the cereal’s
moth, this insects diminish the products quality giving it a bad odor and the presence of larvas
and insects fragments: [n this work we found three potential strains for the control of Tribolium
castaneum and we have characterized them through the proteic profile, f-exotoxin production
and insecticidal activity. The results show that the strains C9, GM380 and GM83 carry the gen
cryl{i which codifies a protoxina from ¢.a. 130 kDa and do not produce f-exatoxin.

Key Words: Flour, Begtle, Bacillus thuringiensis

[n the industrialized countries, 20% of the agricultural products are destroyed by warehouse
plagues, in third word nations these wastes can be i orders of 80% or more. The plagues in the
stored foods belong mainly to two orders: Choleoptera (beetles and weevils) and Lepidoptera
(moths).In the flour, the invaders are; the flour red weevil, confuse beetle and cereal moth.
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The employment of chemical pesticides carries a high risk for the personnel and the ecosystem;
as a result of this, the employment of biopesticides has grown as a safe alternative for the control
of this kind of plagues (U.S. EPA, 1997)

An example of this i1s Bacilius thuringiensiy (Bt), whose insecticidal activity is due to a
paraesporal crystal of proteic mature called §- endotoxina or protein crylll, which is toxic
specifically against Lepidopters, Dipters and Coleopters likewise against Mites, nematodes and
platelmints ( Feitelson, 1993 ).

Since 1993, some varietics of Bt are being ¢mployed [or choleopter control in potato and tomato

cultives ( Tenebrio molitor and Leptinotarsa decemlineata ).

In this work we found out three potential stains for controlling 7ribolium castaneur in flour, the
characterization of them has been through the proteic profile, p- exotoxin production and

insecticidal activity.

Results show that strains C9, GM 80 and GM 83 carry the gen ¢rylll which codifies a protoxina
of v.a. 130 KDa, tuxic for the Tc and that don’t produce - exotoxin.

Materials and methods

Selection of Bt strains

We selected Bacillus thuringiensis strains that came from the semi-arid regions of Mexico and
from stored grains, all of them belonging to the International Collection of the Department of
Microbiology and Immunology of the Faculty of Biologic sciences of the UANL.

The strains of Bt were cultivated in Petri dishes during 12-16 Hrs, and then the samples taken
from any colony were boiled during 10 minutes in 100 pl of H,Q to lice the cells. Then they were
centrifuged during 10 seconds to 10 000 rpm and 15 mil were taken from the overswimming to
prepare the PCR. The general initiators for crylll were used. The amplification of DNA was
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made in a thermocycler model: Perkin-Elmer model 5400 Cetus. The reaction was made in a
cycle of 2 min. to 95°C, followed by 30 cycles that consisted of lmin to 95°C for the
denaturalization, 1 min 48°C far the alignment, 1 min to 72°C for the extension and a last cycle
of extension of 1 min to 72°C. From reaction products 15 pl were taken and a electrophoresis in a
gel of agarose to 3% at 250 v was run Tris-Borato buffer to 250 v during 30 to 35 min. Finally
they were dyed with bromide of etidio and 300 nm was observed in UV transiluminator to 300
nm. (Ceron ef al., 1995).

Toxin quantification

Each one of the selected strains, were seeded in Petri dishes with nutritive agar and they were
maintained to 37°C until esporulation (120 Hrs). The growth obtained with sterile distilled water
was harvested. The mixture espora-crystal was washed twice with distilled water and was
centrifuged to 12,000 rpm during 15 min to 4°C. The package thus obtained re-suspended in 500
pl of sterile H;O and the determination of total pratein content was carried out by the methad of
Lowry et al. (1951) From each one of the selected strains § pl were taken and they were diluted
in 195 pl of distilled water. In an alkaline solution of Na;CQ; to 2% and NaOH 0.1 N the crystals
were soluble in the presence of CuSQ,4 and the reagent of diluted Folin was added. The samples
were settled by 30 min. and their protein content was quantified when measuring its absorption to

750 nm in an spectrophotometer.

The Bioassay

The design of the bioassay included madifications to the toxicity tests reported about Tribolium
castaneum by Via. 1991, 1999; Hagstrum er al. 1998; Liu and Ho 1999. The toxic activity of the
strains was proven in Petri dishes with 4 g of wheat sterile flour plus 5% of brewer's yeast as diet
in each one of them. The mixture spore-crystal recovered in starch of maize. They were applied
to 500 and 300 pg of toxin g of diet in the first and second bio-essay, respectively. Each strain
was proved on 100 insects of Tribolium castaneum, distributed in 4 boxes with 25 adults of the

same age. The environmental conditions of the bioessay were of 33°C and 70 % of relative
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humidity. the adults were exposed to the toxin for 15 days, and then retired by means of a sieve
were adults dead and alive were counted, in addition to alive larvae. Dead larvae were not
counted because by their small size it was not possible to differentiate the dumb ones from other
larvae. The adults and larvae were placed separately in other Petri dishes with new toxin to be
exposed for 15 days. Finally they were counted: Number of adults alive and dead, and number of
larvae, from where they had being placed only adults and from where initially were placed just

alive larvae. Contingency tables were constructed and the results were analyzed by means of X2,
Determination of the p-exotoxin

The production of the B-exotoxin was made by means of the procedure of Arevalo-Nifio and
Galan-Wong, 1994, The strains were activated in nutritive agar by 24 h to 37°C and 50 ml
inoculated of nutritive broth with each one of them, maintained in agitation to 150 rpm for 18 h.
Afterwards, 2 ml of the respective inoculate was taken and they were transferred to 200 ml of
media from Conner and Hansen. These were incubated in rotatory agitation to 150 rpm during 48
h to 37°C. The culture media were centrifuged to 10,000 RPM during 30°. To obtain the
overswimming, the culture was sterilized to 120°C per minutes and filtraic to Milipore®
membrane of 0.2 mm, Twenty mL were taken from the overswimming, it was concentrated by
evaporation and precipitated with ethanol. The obtained precipitated was dissolved in distilled

water and analyzed spectrophotometrically to 260 nm.
The purification of the protein crystal

The spore-crystal mixture was obtained after five days of incubation, when washing the growth
obtained with distilled water. By centrifugation the mixtures were concentrated, they were
washed with distilled water and were centrifuged 15 min. to 10,000 rpm twice. The crystals
separated of the spores in the interphase of a phosphates buffer and polietilenglicol. The crystals

obtained this way were conserved in refrigeration to -20°C until their use.
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The immunodetection of Crylll proteins

The purified crystals were put under SDS-PAGE to 10% (Smith 1984). These gels were run by
duplicate in Hoeffer cameras. A gel was stained with blue of Coomasie and the other gel was
transferred to nitrocellulose membranes. The immunodetection of proteins was made using
different polyclonal antisera raised in rabbits against purified crystal protein of Cry3Aa, GM33
and trypsin-activated fragment of CrylAc. (Sambrook et al., 1989). Phosphatase alkaline-
conjugated goat anti-rabbit inmunoglobulin (1/1000; Sigma) was used as secondary antibody,

positive reaction were visualized with NBT and BCIP as substrates.

RESULTS

Selection of Bt strains harboring genes crylll

Through PCR the presence of genes crylll was determined in strains of our collection of Bt and
colonies of isolated nonesporulated bacilli of insects died of Tribolium castaneum. The
amplification of the DNA was made with general primers for crylll; the waited for size of PCR
products was of ca. 650 pb and agrees with reported by Cerén et. al. 1995 Figure 1. Ten strains of
Bt were carrying from genes crylll. All the strains are producers of crystalline inclusions. The
sporulation and production of the protein crystal begins after 72 and reaches its maximum to
120h. the form of the insecticide crystal of the selected strains was bi-pyramidal and square only

in the strain C9. Genes type crylll had not being found in the nonsporulated bacilli.

Strains were characterized for their H serotype and results show that C9 is serovar.

Kumamotoensis, GM80 tohokuensis and GM83 tochihiensis.
Bioassays

The found percentage of mortality is in Table 1. Contingency tables were constructed. The
results were analyzed by means of X°. The strains that significantly limit the development of

larvae towards adults were the GM79, GM83 and C9. The insecticide power was greater and
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statistically significant in the stocks GM80, GM83 and C9. However, when these strains were
tested with Oryzaephilus surinamensis (L), three strains C9, GM33 y GM80 killed over 40

percent.

Although the percentage of mortality is low, it is worth noting that the PCR technique is effective
to detect those stocks with toxic activity against Tc and that it is possible to increase this value
until acceptable commercial levels when there are other attractive supports of the toxin for the
insect. Carozzi and col. (1991) conclude that the predicted insecticide activity through PCR
corresponds with that found in the bioessays. On the other hand Singh and Hori (1979) found a
variable percentage of mortality in adults of 7c and they argue additionally that the powder form

of the bacterial strains seem to be more effective against coleopters.

Determination of the B-exotoxin.

The absorption spectrum of the originating ethanol precipitated ones of the strains, GM-
80, GM-83 and C-9 with those obtained of stock HD59 (positive control) and HD1 (negative
control) were compared by means of a sweeping to 250, 260, 270 nm, and as an adjustment
negative control, distilled water was used. In the three cases maximum absorption appeared to
250 nm. The positive control (HD59) presented the highest value; the stocks Btt, GM-80, GM-83
and C-9 presented lower values than the target and that the negative control (HD1). The results
show production of B-exotoxin in stock HD53 and agree well those reported by Arevalo and
Galan in 1994, According to the results obtained, the stocks Btt, GM80, GM83 and C9 do not
produce B-exotoxin, which may allows its use as possible agents of biological control of insects

without risk to human health.

Electrophoresis and inmunodetection

The results (Figure 2) show that all the selected strains synthesize a protein of c.a. 130
kDa. When these were electro-transferred to nitrocellulose membranes, inmunodetection revealed

that they not cross-reacted neither with antisera against Cry3Aa nor anti GM33.
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DISCUSSION

They are some reports of the control that Bacillus thuringiensis exert over some kind of
coleopters like Leptinotarsa decemiineata (Donovan 1988, Mac Intosh 1990, Rupar 1991,
Zehnder 1992); Diabrotica undecinpunciata (Rupar 1991), Tenebrio molitor (Chilcott
1993),Tribolium confusum (Singh 1979,Arthur 1994); Tribolium castaneum (Singh 1979), with
different mortality rates due to the variation in the experimental conditions in which the bioassays

are being conducted and the differences among the insects species.

In this work we reported three strains that can be potentially used to control the flours red weevil,
with a mortality of 33 % for the strains GM-80 and GM-83; and 20 % for the strain C-9,
although, the toxins mixture with alimentary stimulants to increase the consume of Bt, could
increase its toxic effect. By other side, there exist reports related with the employment of
mutations in the Crylll protein structure, with the possibility to increase it toxic effect over

cholopters like Tenebrio molitor and Leptinotarsa decemlineata (Wu et al. 1996).

Due to the bioessay design, the mortality was registered 15 days afier the application of the
mixture spore-crystal, although, it is possible that the toxic effect were present in a shorter time.
Singh and Hori (1979), registered variable percentages of mortality with Tribolium adults in less
than 14 days and established that the powder form of the bacterial strains seems to be more

effective against the beetle, this results are consistent with ours.

Some kinds of Coleopters are being controlled with different stains of Bt and are being identified
according with the flagellar serotype like thuringiensis, aizawai, kurstaki, and soto (Singh 1979);
tenebrionis (Krieg et al. 1983); san diego (Herrnstadt et al. 1986); tholworthi (Sick et al. 1990,
Rupar et al. 1991); morrisoni (Rahrdja 1995); kumamotoensis (Rupar et al 1991),

The serotypes to whom the selected strains in this work belong are, kumamotoensis,(C-9),

tohokuensis (GM-80) and fochihiensis (GM 83).
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The resuits show that the selected strains in this work carry genes that belong to the family cryIll
but do not correspond to anyone of the specific genes described by Ceron et al 1995. These
results show the presence of strains that can carry potentially new cry proieins and constitute a
potential alternative for the biologic control of flour plagues without risk for the ecosystem and

human health.

Conclusions:

¢ By means of the use of general primers for the gene crylll the strains GM-80, GM-
83 and C-9 were selected. Using specific primers to identify the genes of the
family crylll; none of these strains presented positive reaction to the PCR.

e The strains that significantly limit the development of larvae towards adulthood
were the GM-79, GM-83 and C-9. The insecticide power was greater and
statistically significant in the strains GM-80, GM-83 and C-9.

e The strains selected do not produce B-exotoxin, which allows its possible use as

agents of biological control of insects.
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Table 1. Mortality* of Tribolium castaneum (Tc) and Oryzaephilus surinamensis (Os) by

Bacillus thuringiensis strains.

Cepa Tc C.V. Os GV

GM-80 33 5.90 46 8.16

GM-83 33 7.68 9 7.83

C-9 20 7.95 48 8.19
* means of three bioassays; C.V. Coeficient of variation

Figure 1. PCR results of several strains of Bacillus thuringiensis
Line 1, GM-79; 2, GM-80; 3, GM-83; 4, JM-1; 5, IM-2; 6, C-9; 9, GM-78; 10, GM-43; 11, Bit.
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Figure 3. SDS-PAGE of cristal proteins of Bt. Lines 1 y 8 molecular markers; 2, HD-73; 3, Btt;
4, GM-33; 5, C9; 6, GM-80; 7, GM-83.



El cultivo de Tribolium castaneum (Herbst) (Coleoptera:

Tenebrionidae) bajo condiciones de laboratorio

E.J. Sanchez- Alejo'; L. J. Galan- Wong; B. Pereyra- Alférez

Departamento de Microbiologia Industrial y del Suelo; Laboratorio de Biologia Molecular y
Genética de Microorganismos. Facultad de Ciencias Biolégicas. Universidad Auténoma de

Nuevo Leon

Un Insectario, es un lugar determinado en el que se crian insectos en condiciones controladas o
de cautividad, las formas, tamaifios y usos son muy variados y tiene como objetivo producir un
gran numero de insectos de alta calidad para la investigacién, extension y educacién. El
Insectario también proporciona facilidades para criar colonias de insectos para proyectos

individuales en el drea de entomologia, toxicologia y bioquimica.

El objetivo de este trabajo fue establecer una colonia de Tribolium castaneum para producir
larvas y adultos que fueron utilizados en bioensayos para probar la efectividad de Bacillus

thuringiensis como bioinsecticida.
Importancia de Tribolium castaneum en los alimentos almacenados

Muchos de los productos alimenticios secos contienen huevecillos de insectos plaga. Entre ellas
Tribolium castaneum es de gran importancia, debido a que es comin encontrarlo en granos secos
y en productos alimenticios almacenados, particularmente cereales procesados como la harina,
mezcla para pasteles, galletas, alimento para mascotas y especies. Otros articulos frecuentemente
infestados son ¢l chocolate, nueces y semillas, incluidas la granola y alimento para péjaros. En

los alimentos almacenados es dificil apreciar a simple vista huevecillos y larvas de insectos, sin
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embargo si estos productos se almacenan mas de cuarenta dias es ficil encontrar la presencia de
adultos.

Es posible confundir a 7ribolium casrameum con Tribolium confusum, no obstante existen
algunas diferencias morfoldgicas y de comportamiento que permiten distinguirlos

El gorgojo castafio de la harina (Tribolium castaneum)y el gorgojo confuse de la harina
(Tribolium confusum)son muy similares en apariencia y hdbitos. Los adultos de este ultimo
presentan las antenas gradualmente elongadas y terminadas en punta; las antenas del gorgojo
castafio de la harina presentan los ultimos tres segmentos abruptamente mas grandes. T confusum

no puede volar pero T castaneum si lo hace

La presencia de estos insectos o fragmentos de ellos determina una mala calidad del producto y la
consecuente penalizacion sobre el precio, en el mejor de los casos. La norma oficial mexicana
establece que en harinas la presencia de substancias extraiias debe ser de menos de 50 fraccioues
de insectos y menos de Sg de excretas de roedor por cada diez kg.

El ciclo de vida de Tribolium castaneum

El gorgojo castafio de la harina presenta un ciclo de vida con diferentes fases de crecimiento:
huevecillo, larva, pupa y adulto. El desarrollo, sobreviviencia y produccién de huevecillos
depende de una dieta adecuada y de las condiciones ambientales. Ambos factorcs también
determinan los sitios de apareamiento y de oviposicion del insecto. A través de la cria de insectos
es posible conocer €l tiempo en que se completa su ciclo de vida y predecir ¢l crecimiento de la
poblacién (Hagstrum et al. 1995),

Los huevecillos son muy pequerios de color blanco claro y pegajosas, a menudo se encuentran

cubiertos de harina o de otros alimentos € incuban en § a |2 dias. La hembra puede ovipositar

cerca de 1000 huevecillos
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Las larvas pueden alcanzar su completo desarrollo en uno a cuatro meses, dependiendo de la
temperatura y tipo de alimento; su longitud puede ser aprox. de 0.4 ¢cm. Las pupas son blancas
desnudas y permanecen en este estadio una semana aproximadamente. El adulto es alargado de
0.35 ¢m. de largo aprox. y de color café-rojizo. Tc completa su ciclo de vida en 37 dias en

promedio y puede vivir mas de tres afios .

F.fecta de los factores ambientales sobre el crecimiento del insecto

Las preferencias de temperatura de los insectos son importantes debido a su incapacidad para
regular la tempcratura corporal, de tal forma que este factor ambiental determina ¢l tiempo de
desarrollo, la fecundidad y [a tasa de crecimiento poblacional. Los adultos de Tc prefieren
temperaturas alrededor de los 30°C (Langer y Young, 1976). A esta temperatura ¢l tiempo de
desarrollo es corto, la tasa de fecundidad y de crecimiento poblacional son altas. Danahaye, E. ef
al,, (1996) encontraron temperaturas adecuadas de desarrollo a 35°C.

Se han encontrado diferencias en la temperatuta que prefieren los adultos de Tc en funcién del
sexo; las hembras son menos dindmicas y prefieren lugares mas frescos que los machos. El
movimientc de los machos hacia lugares tibios se explica por su habilidad para detectar el calor
con ¢l tercer segmento de sus antenas (Hagstrum et al. 1998).Las bajas temperatutas también

limitan el desarrollo del insecto, €l adulte muere a 0°C y la pupa a —18°C.
El efecto de la humedad del grano lo han estudiado Fields y Korunic (2000) y encontraron que a
medida gue disminuye el contenido de humedad aumenta la mortalidad. El contenido de

humedad en grano y harina donde se desarrolla mejor Tc es del 12.5% Renteria-Gutierrez et al.
(2000).

Efecto de los factores nutricionales sobre el crecimiento del insecto

T. castaneum utiliza los aromas volatiles del grano para distinguir si los grancs de los cereales

almacenados estdn dafiados mecdnicamente o por otros insectos (Trematerra er @l., 2000). Puede
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crecer en grano entero de trigo, hasta completar su ciclo de vida, sin embargo el crecimiento de la

poblacién es mas alto cuando se cultiva en harina de trigo (Via, 1991).

Renteria-Gutierrez et al. (2000) encontraron que un numero reducido de adultos de T. Castaneum
resulté cuando estos se criaron sobre grano entero, pero una alta densidad de adultos se presentd
cuando estos se criaron en harina, incluso de diferentes variedades de trigo. También establecen
que el contenido de proteina total y las caracteristicas fisicas no tuvieron una influencia

significativa sobre el crecimiento poblacional de esta especie.

Cuando Tc se crié sobre muestras de harina procedentes de diferentes variedades de trigo
comercial se¢ encontrd fuerte correlacion entre ¢l contenido total de almidén vs. el numero de de
larvas y adultos. Hagstrum et al. (1998) han logrado mantener la cria de insectos por varias
generaciones con una dieta a base de harina de trigo y 5% de levadura de cerveza a 36°C y 70%

de humedad relativa.

Establecimiento de la cria de Tribolium castaneum

Existen amplias descripciones acerca del equipo e infraestructura para cultivar Tribolium
castaneum (Via, S., 1991, Renteria-Gutierrez, et al., 2000; Trematerra, P. et al., 2000; Mochan, S.
et al., 2002), sin embargo su disefio depende mas del ingenio y de la disponibilidad de recursos

para establecer la cria.

Es importante que los insectos incluidos en los bioensayos sean de la misma edad. Esto permite
atribuir las causas de muerte a una sola fuente de variacion y descartar la muerte por otras causas.
En este sentido también sera posible cuantificar la mortalidad natural del insecto bajo condiciones

controladas de humedad y temperatura.

El establecimiento de la cria se realiz6 en dos fases: La primera tuvo por objetivo el incremento

del namero de insectos y la segunda producir insectos de la misma edad.
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En la primera fase se utilizé6 maiz como medio inicial de cultivo. Este se inspeccioné visualmente
y grano por grano para tener la seguridad que no estaban presentes otras plagas. El grano
seleccionado, se triturd y con €l se llenaron 2 frascos de vidrio de 3 1: Dos dias después se

colocaron los insectos y se cubrieron los recipientes con tapa metalica, La tapa tenia una malla de

una pulgada cuadrada que permitia el intercambio de aire hacia el interior.

Los frascos se ubicaron por espacio de dos meses en un lugar oscuro, a temperatura de 33° C en

promedio y humedad relativa del 70% aproximadamente. No se presentd crecimiento fiingico
durante esta fase.

En la segunda fase, se probaron maiz quebrado, harina de trigo y harina de trigo integral como
medios de cultivo, estas dos ultimas adicionadas con 5% de levadura de cerveza. Se esterilizaron
los dos tipos de harina en autoclave a 120°C, 15 min. y 15 libras de presion con la finalidad de
evitar la presencia de huevecillos y larvas de otras plagas. Se permitié un tiempo de cinco dias

para equilibrar el contenido de humedad de la harina con el ambiente, manteniendo los frascos a

33° C en promedio.

Los medios de cultivo se dispusieron en frascos de vidrio de 3 litros de capacidad. En cada frasco
se colocaron 200 adultos de Tribolium castaneum, y se dejaron en contacto por espacio de quince

dias, Posteriormente se retiraron los insectos.

El efecto de los medios de cultivo se evalud contando ¢l numero de larvas y adultos, asi como los

dias transcurridos a la produccién de adultos. Los resultados obtenidos se muestran en el

siguiente cuadro.

Cuadro No. 1 Ciclo de vida, numero de larvas y de adultos de Tribolium castaneum
desarrollados en diferentes medios de cultivo.
Medio de cultivo No. de larvas No. de adultos Ciclo de vida (dias
Maiz quebrado 362 136 39
Harina de trigo mas 5% de 626 205 33
levadura de cerveza
Harina de trigo integral 523 159 35
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El crecinliento de 7e¢ fue mayor en ¢l medio de cultivo que contenia harina de trigo mas 5 % de
levadura de cerveza y en harina de trigo integral. La cria del insecto en maiz quebrado determind
mayor ciclo de vida y menor qumero de larvas y adultos. Estos resultados son consistetites con
los reportados por Renteria-Gutierrez et al. (2000), donde establecen que la tasa de aviposicidn y
de emergencia de adultos del gorgojo castaflo de la barina fue menor en grano quebrado, Al
parecer la harina de trigo adicionada con 5% de levadura de cerveza es el mejor medio de cultivo

para 7c, debido al menor ciclo de vida y el mayor numero de larvas y adultos.

Perspectivas de la cria de insectos

La cria de insectos pertnite apoyar la investigacion en los siguicrites aspectos;

e Estudiar a nivel celular el mecanismo de accidn de las toxinas, asi como la presencia de
enzimas intestinales del insecto que pudieran incrementar el efecto téxico.

¢ Monitoreo de plagas a través de medios no convencionales.

e Evaluar |a resistencia del insecto hacia |os insecticidas quimicas y biolégicos

e Enel dmbito de la medicina es posible estudiar las reacciones alérgicas al insecto
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