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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)
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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
