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RESUMEN

El mayor problema de pérdidas en los granos almacenados es ocasionado por
plagas, enfermedades o eventos climaticos, que deterioran y destruyen los granos.
Este problema es importante para los productores, ya que el maiz es parte de los
alimentos basicos consumidos durante todo el afio. Sitophilus zeamaiz Motschulsky
es una de las plagas que mas afecta al cultivo en postcosecha, ya que genera
pérdidas durante el almacenamiento, que va desde un 10 a un 40%. El objetivo de
la presente investigacion fue demostrar, que las toxinas Cry reportadas para
coleodpteros tienen efectos negativos sobre el insecto S. zeamais, plaga de granos
almacenados. La investigacion se llevé a cabo con insectos de S. zeamais, se
realiz6 un bioensayo, en el cual se utilizaron 150 g de semilla de maiz
osmoacondicionada con 73 mL de H20 y una concentraciébn para todos los
tratamientos de 1000 ppm con toxinas Cry de Bt modificadas (Cry3Aa, Cry3Ab,
CrylF, CrylC y un testigo con H20). Este bioensayo se establecio en condicion de
laboratorio, con cuatro repeticiones y se agregaron insectos sexados como unidad
experimental. Para el bioensayo se utilizaron diez insectos, en la proporciéon 13: 19,
respectivamente, incubados a una temperatura de 25-30°C y una humedad relativa
de 60+5%. Los resultados obtenidos en la prueba no presentaron diferencias
significativas, pero se observé una alta mortalidad con la toxina Cry3Ab y menor con
la Cry3Aa siendo estas especificas para coleépteros, la CrylC tuvo un porcentaje
significativo de mortalidad mientras que la CrylF mostro mayor numero de larvas
vivas; sin embargo, las cuatro toxinas evaluadas retrasaron el ciclo biologico del

insecto, con respecto al testigo.

Palabras clave: plagas de granos almacenados, Zea mays, toxinas Cry de Bt,

proteinas insecticidas.
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INTRODUCCION

El maiz es sin duda, el grano que ocupa el primer lugar como cultivo y consumo en
México y otros paises de Sudamérica como Guatemala, Honduras, El Salvador y
Africa del sur (Guzman, 2009). El incremento en la poblacion mundial cada dia esta
en aumento y la demanda de alimentos ha ocasionado, que se empleen nuevas
tecnologias para el control fitosanitario de las plagas que afectan a los principales
cultivos de importancia econémica. Una de las bases indispensables para aplicar
estas tecnologias, es la identificacion correcta de la plaga, para poder determinar

las acciones necesarias a desarrollar (Bautista, 2006).

El maiz exhibe una gran biodiversidad, ocupando el tercer lugar en importancia
después del trigo y el arroz, y se emplea como alimento, forraje y materia prima para
la industria (Rathna Priya & Manickavasagan, 2021). Su produccidon se mantiene
todo el afio, lo que genera condiciones favorables para el desarrollo de diferentes
plagas y enfermedades, por lo que su prevalencia es un riesgo potencial para el

manejo del cultivo (Hernandez-Cruz et al., 2019).

El gorgojo del maiz Sitophilus zeamais (Motschulsky) es un insecto del orden
coleoptera: de la familia Curculionidae, se considera una de las principales plagas
en pre y postcosecha de granos, cuyo dafio se detecta principalmente durante el
almacenamiento (Mamoon-Ur-rashid et al., 2021), donde produce de un 10 hasta
un 60% de pérdidas de peso como de calidad y porcentaje de germinacion dentro
de los primeros 3 a 6 meses de almacenamiento en los paises en desarrollo (lleke
et al., 2020). Su distribucion es cosmopolita es decir se encuentra en todo el mundo,
afecta principalmente a regiones tropicales, subtropicales humedas y templadas
(Hong et al., 2018). El dafio que ocasiona el adulto es que perfora el grano para
ovipositar, mientras que las larvas forman surcos en el endospermo al alimentarse,
su ciclo de vida tiene una duracion de 30 a 113 dias dependiendo las condiciones

climatologicas; y su presencia favorece el ataque de otros organismos (Garcia-Lara
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et al., 2019). De acuerdo a lo anterior el objetivo de esta investigacion es evaluar
las diferentes toxinas de B. thuringiensis que han sido procesadas en el laboratorio
mediante mutaciones, para determinar los efectos que pueda ejercer sobre S.
zeamais y su desarrollo en granos de maiz osmoacondicionados, con la finalidad

de que esta estrategia funja como una alternativa al manejo de la plaga en almacén.

1.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de toxinas Cry de Bacillus thuringiensis, sobre el desarrollo de la
especie S. zeamais, bajo condiciones controladas de laboratorio, mediante semillas

de maiz osmoacondicionadas.

1.1.1. Objetivos especificos

e Determinar la mortalidad sobre la generacion F1 de S. zeamais, alimentados con
maiz tratado con toxinas Cry de Bt.

e Evaluar el efecto en el ciclo de vida de S. zeamais causado por las toxinas Cry
de Bt.

e Seleccionar la toxina que provoco mayor mortalidad y disminucién de individuos
en los diferentes estadios larvarios de S. zeamais y que impacto en el nUmero

de adultos emergidos.
1.2. Hipotesis
Se espera que al menos una de las toxinas Cry de Bt, presente efecto en la

reduccion de la poblacibn de S. zeamais, bajo condiciones controladas de

laboratorio y con alimentacion de semilla osmoacondicionada con las toxinas.



REVISION DE LITERATURA

2.1. Origen del maiz

El cultivo del maiz tuvo su origen en América Central, especialmente en México, de
donde se difundio, hacia el norte hasta Canada y hacia el sur hasta la argentina. La
evidencia mas antigua de la existencia del maiz es de unos 7,000 afios de
antigledad, ha sido encontrada por arqueologos en el valle de Tehuacan, Puebla,
México. Pero es posible que hubiese otros centros secundarios de origen en
América. Este cereal era un producto esencial en las civilizaciones maya y azteca y
tuvo un importante papel en sus creencias religiosas, festividades y nutricién; ambos
pueblos incluso afirmaban que la carne y la sangre estaban formadas por maiz. La
supervivencia del maiz mas antiguo y su difusion se debi6 a los seres humanos,
quienes recogieron las semillas para posteriormente plantarlas. A finales del siglo
XV, tras el descubrimiento del continente americano por Cristébal Colon, el grano
fue introducido en Europa a través de Espafia. Se difundioé entonces por los lugares
de clima mas calido del Mediterraneo y posteriormente a Europa septentrional
(Valencia, 2013). El maiz se cultiva en todas las regiones del mundo aptas para
actividades agricolas y que se recoge en algun lugar del planeta todos los meses
del afo. Crece desde los 58° de latitud norte en Canadéa y Rusia hasta los 40° de
latitud sur en el hemisferio meridional. Se cultiva en regiones por debajo del nivel
del mar en la llanura del Caspio y a mas de 4000 metros de altura en los Andes

Peruanos (Revelo Benavides, 2011).

2.1.1.Importancia del maiz a nivel mundial

El maiz es uno de los cereales mas importantes del mundo, es una fuente
nutrimental de los seres humanos, asi como de animales. Tiene un papel
fundamental como materia prima basica de la industria. La planta cuando esta tierna

es empleada como forraje, ademas se ha utilizado con gran éxito en las industrias
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lacteas y cérnicas. Tras la recoleccion del grano, las hojas secas y la parte superior,
incluida las flores, se utilizan como forraje de calidad relativamente bueno para la
alimentacion de rumiantes de muchos pequefios agricultores de paises en
desarrollo (FIRCO, 2017).

2.1.2.Produccion mundial

USDA (2022) estima que la produccion mundial de maiz 2022/2023 seria de
1,161.86 millones de toneladas. México ocupa el séptimo lugar en la produccion
mundial, siendo los primeros tres, los principales productores: Estados Unidos con
353. 8 millones de toneladas, China con 274 millones de toneladas y Brasil con 126
millones de toneladas (Figura 1). La produccion de maiz del 2021 fue de 1,216.87
millones de toneladas.

Los mayores productores de maiz
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Figura 1. Rankin de maiz a nivel mundial (Merino, 2018).



2.1.3.Importancia del maiz en México

México es el centro de origen y diversidad del maiz, un cultivo de importancia global.
Dentro de México, el maiz es un alimento basico que provee carbohidratos y
conforma un elemento central de las dietas de consumidores urbanos vy rurales.
Adicionalmente, este cultivo tiene un gran valor cultural, representando el origen de
la vida en muchas de las costumbres de los grupos indigenas de México y otros

paises de América central (FAO, 2013).

En México, dada su importancia en la dieta diaria de la poblacion mexicana, de los
mas de 30 millones de toneladas que se consumen anualmente, solo 22.6 millones
se producen en el pais. Es decir, hay un déficit del 28.1% del consumo nacional
aparentemente del cual se importan 11 millones de toneladas promedio anual,
representando el 30% de la demanda interna de maiz blanco y amarillo (SAGARPA-
SIAP, 2014).

El maiz, es uno de los cereales de mayor importancia a nivel mundial, suministra
elementos nutritivos a los seres humanos, a los animales y es una materia prima
basica de la industria. El maiz es un cultivo representativo de México por su
importancia econdmica, social y cultural. Su producciéon se divide en blanco y
amarillo, el maiz blanco se destina principalmente al consumo humano, mientras
que la produccion de maiz amarillo se destina a la industria o la fabricacién de

alimentos balanceados para la produccion pecuaria (SADER, 2018).

2.1.4.Produccién de maiz en México

La Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural (SADER, 2021) informd un
crecimiento de 2.6% de la produccidon de maiz grano en México en el afio agricola
2021, con un volumen de 28 millones 427 mil 436 toneladas. (SIAP), esta

produccion incluye tanto el maiz amarillo como el blanco. En el afio agricola 2020,
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la produccion de maiz grano totalizé en 27 millones 707 mil 775 toneladas, lo que
significé un aumento de 1.8 por ciento en comparaciéon con los 27 millones 228 mil
242 toneladas del 2019. En el caso del maiz blanco, hubo una producciéon de 24
millones 747 mil 585 toneladas, sin embargo, la disponibilidad del producto en el
pais, asi como la influencia de los precios internacionales, mantiene cierta presion
al alza en los precios del grano. En el caso del maiz amatrillo, la produccion fue de
tres millones 352 mil 155 toneladas, para el ciclo agricola 2021. Por entidades, el
estado de Guerrero produjo poco mas de un millon 379 mil toneladas de maiz en el
afo agricola 2020. Entre el 65 y el 68% de este volumen es usado por las familias
campesinas para autoconsumo. En el mismo afio y para maiz blanco, Jalisco
registro tres millones 087 mil 917 toneladas, en Michoacan la produccion fue de un
millon 967 mil 114 toneladas, mientras que el Estado de México tuvo un millén 841
mil 677 toneladas. Para el maiz amarillo, Chihuahua registr6 una produccién de un
millon 149 mil 104 toneladas, Jalisco 851 mil 479 y Tamaulipas 345 mil 444
toneladas. Histéricamente México ha presentado insuficiencia en esta variedad,
pues alrededor del 69% se ha cubierto con importaciones que se destinan,
principalmente, al consumo de la industria pecuaria (SADER, 2021).

2.2. Taxonomia del maiz

Clasificacion taxonémica del maiz (Cabrerizo, 2012).

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Orden: Poales
Familia: Poaceae
Género: Zea

Especie: mays L.



2.2.1.Morfologia del maiz

La planta de maiz pertenece a la familia Poaceae o también conocida como
gramineas, es de ciclo anual y de tallos resistentes y erectos que pueden alcanzar
los 2.5 m de altura. A lo largo del tallo aparecen diversos entrenudos, de los que
brotan las hojas, las caracteristicas morfologicas especificas para esta especie son

mencionadas por Maxima (2020), las cuales se describen a continuacion:

Raices: presenta dos tipos de raiz: las primarias y fibrosas que van bajo la tierra 'y
las adventicias que brotan del primer nudo de la planta y son superficiales. Ambas

permiten que se mantenga erguido el largo del tallo.

Tallo: esth compuesto a su vez por tres capas, una impermeable transparente, una
pared vegetal por la que circula la sabia y una medula de tejido esponjoso y blanco

en donde se almacenan los azucares.

Hojas: generalmente lanceoladas, largas y finas, alcanzando los 120.0 centimetros

de longitud y los 9.0 centimetros de ancho.

Inflorescencia: se trata de las flores de la planta, distintas segun el sexo de esta:
Masculinas: llamadas panicula, panoja, espiga o miahuatl, consiste en un eje central
y ramas laterales, en donde se produce el polen necesario para fecundar a las
hembras.

Femeninas: llamadas mazorcas, son espigas cilindricas dotadas de flores en hileras
paralelas, provistas de ovarios en los que el polen germina, produciéndose asi las
semillas o granos que, al estar maduros, adquieren una forma bulbosa y coloracion

uniforme.



2.3. Caracteristicas del grano de maiz

El grano de maiz se denomina en botanica cariépside o cariopsis; cada grano
contiene revestimiento de la semilla o cubierta seminal y la semilla, como se muestra
en la Figura 2. También se muestran las cuatro estructuras fisicas fundamentales
del grano: el pericarpio, cascarilla, el endospermo, el germen o embrion y el pedicelo

(Rabago, 2017).

Endospermo harinoso

Endospermo cristalino
Cascarilia

Embrién o germen

Testa
Células tubulares

)

Celulas cruzadas §

Pedicelo Mesocarpio 5
Epidermis 5

Figura 2. Taxonomia del grano de maiz (Rabago, 2017).

2.3.1.Almacenamiento y conservacion de granos y semillas

El almacenamiento de alimentos se refiere a concentrar la produccion en lugares
estratégicamente seleccionados; en tanto que la conservacién implica proporcionar
a los productos almacenados las condiciones necesarias para que no sufran dafios
por plagas, enfermedades o del medio ambiente, evitando asi disminucion en su

peso, reducciones en su calidad o, en casos extremos, la pérdida total. En México
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no existen cifras precisas que indiquen el volumen de pérdida de granos y semillas;
sin embargo, se estima que anualmente se pierde entre el 5 y el 25% de la
produccion total de maiz, trigo y frijol, principales granos basicos del pais. El grano
o la semilla son entes vivientes que respiran oxigeno del ambiente y producen como
resultado bioxido de carbono, agua y energia que se traduce en calor;
consecuentemente, en la medida en que se acelere el proceso de la respiracion, lo
hard también el deterioro del grano o la semilla. Los principales factores que
determinan y acenttan las pérdidas de granos y semillas en el almacén, son: los
altos contenidos de humedad del producto almacenado, elevada temperatura y/o
humedad en el ambiente, elevado porcentaje de impurezas mezcladas en granos y
semillas como por ejemplo; granos o semillas quebradas, restos de plantas, insectos
muertos vy tierra, carencia de almacenes adecuados para mantener los granos,
presencia de insectos, hongos, bacterias y roedores, manejo deficiente de los

granos y desconocimiento de los principios de la conservaciéon (FAO, 2016).

2.3.2.Antecedentes de las plagas de granos almacenados

El origen de las plagas de almacén se remonta a los inicios de la civilizacion
humana, especificamente al inicio de la agricultura y al habito de acumular alimentos
para reducir la dependencia de los ciclos productivos de la naturaleza a agricultura.
Las nuevas estructuras creadas para el almacenamiento de granos, semillas y otros
alimentos, fueron colonizadas rapidamente por insectos, roedores y aves desde sus
habitats naturales, gracias a que no eran herméticas y por las adaptaciones de las
plagas que les permitian explotar estos nuevos recursos. La caracteristica que
tienen en comun estas plagas es la adaptacion a sitios con bajo contenido de
humedad, espacio, aireacién y luz, asi como poseer estructuras bucales en alguna
etapa de su ciclo de vida que les permitiera aprovechar los productos almacenados.
Su control fue y es muy complicado, por las dinamicas de conservacién, cambios
importantes en la ecologia, el climay el comportamiento humano que favorecen su
desarrollo (DEGESCH, 2017).



2.4. Origen y evolucion de los insectos de almacén

En los estudios de historia se cree que los insectos de almacén hicieron su aparicion
en la era neolitica, cuando el hombre comenzé a criar animales domeésticos, a
cultivar plantas y a almacenar cereales. Las especies conocidas hoy como plagas
de almacén se desarrollaron primeramente en sus habitats naturales y después se
trasladaron o fueron trasladados a los lugares de almacenaje, ya que estos lugares
les proporcionaban las condiciones adecuadas para su desarrollo. Algunas
especies de insectos, actualmente asociados con los productos almacenados han
sido encontrados en tumbas del antiguo Egipto, insectos como Tribolium spp. y
Sitophilus granarius alrededor de 2300 a 2500 a. C. respectivamente (Moroto
Borrego, 2014).

2.4.1.Clasificacion y distribucion de las plagas de almacén

Los insectos que se alimentan de granos almacenados son clasificados en tres

categorias (Gutiérrez, 2023). las cuales son:

2.4.1.1. Plagas primarias:

Son insectos que tienen la capacidad de romper la cubierta externa de los granos y
penetrarlos o también ovipositar sobre el grano y al emerger la larva, esta perfora 'y
se alimenta de la semilla, especies como: S. zeamais, Sitophilus orizae (L.), S.
granarius (L.), Acanthoscelides obtectus (Say), Sitotroga cerealella (Olivier),
Prostephanus truncatus (Horn), Rhyzopertha dominica (F.) y Plodia interpunctella
(Hubber) (Garcia Lara et al., 2007)
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2.4.1.2. Plagas secundarias:

Estos insectos se desarrollan después que exista un dafio en los granos hechos por
plagas primarias, normalmente se alimentan de harina y granos perforados por las
plagas primarias, como son: Tribolium castaneum (Herbst), Tribolium confusum
(Duval), Orizaephillus surinamensis (L.), Cryptolestes pusillus (Schonherr)
(Gutiérrez, 2023).

2.4.1.3. Plagas terciarias:

Estos se desarrollan después de que los insectos primarios y secundarios han
realizado su dafo, estos se alimentan de impurezas, granos perforados o con otros
dafios, residuos dejados por los otros insectos, algunos incluso se alimentan de

hongos desarrollados en los granos que se han deteriorado (Gutiérrez, 2023).

2.4.2.Clasificaciéon taxon6mica de Sitophilus zeamais M

Reino: Animal
Phylum: Artrépoda.
Clase: Insecta
Subclase: Pterigota
Orden: Coleéptera
Suborden: Pollyphaga
Superfamilia: Curculionidea
Familia: Curculionidae
Subfamilia: Rhynchophorinae
Geénero: Sitophilus
Especie: zeamais M.
(Borror et al., 1981; Guijon, 2022).
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2.4.3.Descripcion general del gorgojo del maiz Sitophilus

zeamais M.

A este insecto se le conoce con diferentes nombres comunes como: gorgojo y/o
picudo del maiz. Su nhombre cientifico es S. zeamais M. Esta especie de insecto se
considera de las mas destructivas y comun de todas las especies que atacan los
granos almacenados como el maiz, sorgo, arroz y cereales menores. Esta especie
tiene un par de antenas en forma de codo, muy peculiar en los curculionidos. Los
adultos meden de 2.5 a 4 mm de largo, son de color café a negruzco. El pronoto es
casi tan largo como los élitros, los élitros tienen ranuras longitudinales. El adulto de
S. zeamais presenta cuatro manchas amarillentas o rojizas en los élitros y solo se

pueden diferenciar por sus genitales de S. oryzae. (Bacopulos, 2003).

2.4.4.Distribucién e importancia del gorgojo del maiz

Este insecto es una plaga cosmopolita, es decir se encuentra en todo el mundo,
pero principalmente en las zonas célidas, hUmedas, tropicales y subtropicales. Ha
desplazado paulatinamente al gorgojo del arroz, en algunos paises con climas
tropicales, que originalmente era predominate. S. zeamais, tiene preferencia por el
maiz, de ahi viene su nombre vulgar y técnico. Ademas del maiz, ataca un gran
namero de cosechas de granos, causando cuantiosas pérdidas en las regiones de
clima caliente y humedo, reduciendo las semillas a polvo y cascara. Los adultos
tienen la capacidad de volar, por ello pueden volar de los graneros a los campos,
donde inician las infestaciones, las que pueden continuarse después de las
cosechas y constituirse en una plaga destructiva en el almacén. Al gorgojo del maiz
se le considera como una plaga primaria porque el adulto es capaz de dafiar los
granos sanos Yy las larvas se alimentan de su interior. Al emerger el adulto, deja
tipicos orificios en los granos. En harina y productos de la molienda se le considera

de importancia secundaria, ya que no es capaz de multiplicarse. Se ha reportado
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causando dafios en semillas de oleaginosas, pero en este caso, no se reporta el

dafio en frijol (Torres, 2011).

Durante la etapa de almacenamiento de los granos pueden ocurrir dafios que
oscilan entre el 5y 30%, de estos; el 10% puede ser causado por el ataque de

insectos plaga (Zunjare et al, 2016).

Los insectos, ademas de alimentarse y destruir el grano, lo contaminan con hongos,
bacterias y virus, infectdndolo con su excremento y cuerpos muertos, por otra parte,
debido al metabolismo de estos insectos, se produce una condiciébn anormal del
grano, disminuye la calidad alimentaria, se reduce el valor econémico y poder

germinativo de las semillas (Alvarado, 2017).

2.5. Descripcion morfolégica de Sitophilus zeamais M.

2.5.1.Huevecillo

Los huevecillos son de color blanco aperlado casi llegando a un color oscuro (Figura
3), éstos son depositados por la hembra en el interior del grano y posteriormente
son cubiertos por una secrecién como forma de proteccion, tienen forma de pera u
ovoide, ensanchados en la parte media de abajo, miden aproximadamente 0.3 mm
de ancho y 0.7 mm de largo. El huevecillo eclosiona a los 6 dias. Cada hembra
adulta puede producir de 300 a 400 huevecillos y el ciclo completo puede durar de

30 a 113 dias segun las condiciones en que se encuentre (Torres, 2011).
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Figura 3. Huevecillo de Sitophilus zeamais M (Proain,
2020).

2.5.2.Larva

Las larvas son pequefias, mide de 2.5 a 2.75 mm de largo, son de color blanco
aperlado, el cuerpo es grueso y apodo, cabeza pequefia de un color café claro, con
la capsula cefélica de color oscuro y el cuerpo recurvado en forma de C, mas larga
gue ancha (Figura 4). Pasa por cuatro estadios larvales y todos en el interior del
grano. La larva tiene un periodo de 3 semanas desde que eclosiona del huevecillo

hasta el estadio de pupa (Torres, 2011).

Figura 4. Larva de Sitophilus zeamais (Proain,
2020).
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2.5.3.Pupa

El estado de pupa inicia de color blanco palido, hasta tornarse de un color café claro
en su final, es de tipo exarate y mide de 2.75 a 5.0 mm de longitud, presenta una
probdscide larga, dirigida hacia la parte anterior, igualmente se encuentra en el

interior del grano (Figura 5). La pupa tiene una duracion de 5-30 dias (Torres, 2011).

Figura 5. Pupa de Sitophilus zeamais M (Proain,
2020).

2.5.4. Adulto

El adulto es muy similar al gorgojo del arroz, aunque presenta una coloracién mas
oscura 'y mas grande; mide de 2.5 a 4.5 mm de longitud, de color oscuro y presenta
un pico o rostrum alargado con antenas acodadas de ocho segmentos, protorax con
marcadas punturas en el pronoto a lo largo de la linea media del cuello al escutelum,
el pronoto casi tan largo como los élitros, alas funcionales, presentan cuatro
manchas de color amarillo a rojizas en los élitros (Figura 6). A medida que emerge
del grano alcanza una longevidad que oscila entre 109 y 113 dias (Ojo y Omoloye,
2016).
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La hembra se diferencia del macho por sus genitalias, son mas grandes y el pico o

rostrum es mas largo y mas rugoso que el del macho (Figura 7) (Torres, 2011).

5380354

Figura 6. Adulto de Sitophilus zeamais M (Alpert, 2021).
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Figura 7. Dimorfismo sexual en base al area cefélica de
Sitophilus zeamais M (lannacone, 2012).
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2.5.5.Ciclo de vida

El ciclo de vida de S. zeamais es de metamorfosis completa, la cual comprende
cuatro etapas o estadios de desarrollo del insecto, que son: huevo, larva, pupa y
adulto, el cual tiene una duracion que va de 30 a 113 dias dependiendo las

condiciones climatologicas (Figura 8).
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Figura 8. Ciclo de vida de Sitophilus zeamais (Garcia-Saldafia, 2017).

2.6. Métodos de control para plagas de almacén
Existen diversos tipos de control de plagas de los granos almacenados, pero la

mayoria resultan poco accesibles para ser usados por los medianos y pequefos

productores (Pérez et al., 2007).
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De acuerdo con AGROWARE (2016) las medidas de control que se deben seguir
son:

2.6.1.Control preventivo

Limpieza de almacenes: previo al almacenaje de los granos es indispensable la
limpieza profunda tanto del almacén como de las areas adyacentes al mismo,
incluyendo todo equipo que forme parte de este procedimiento para evitar que

queden restos de granos, polvos, insectos entre otros que provoquen una infeccion.

Usar envolturas resistentes a la penetracién de insectos: entre los materiales
mas resistentes estan las hojas de aluminio, las peliculas de polietileno, papel

celofan y el papel kraft.

Pre limpieza del grano: reducir la cantidad de granos dafiados e impurezas y asi

mejorar su aireacion. Conjuntamente realizar el descorazonado del silo.

Monitoreo e inspeccién: es necesario llevar un estricto y adecuado informe de
cuando se toman muestras de granos, cuando y donde se colocaran las trampas
para insectos y cuando se realizara el analisis de estas (AGROWARE 2016;
Martinez et al., 2023)

2.6.2.Control fisico

Aireacion: una vez que el grano ingrese en silo, la medida de prevencion de
insectos mas importante, es el enfriado por medio de aireacion con aire en el
ambiente y refrigeracion artificial. El objetivo es enfriar el grano lo antes posible y
mantenerlos posteriormente por debajo de los 17°C, ya que las bajas temperaturas
ayudan a evitar el desarrollo de los insectos en el granel y disminuyen la tasa de
respiracion de los granos, esto evita las condiciones idoneas para que el insecto se

establezca. Es necesario llevar a cabo una medicion periodica de la temperatura de
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los granos en distintos puntos de la estructura del almacén, para establecer cuando
aplicar. En aquellos lugares donde las condiciones climaticas no permiten mantener
los granos a baja temperatura utilizando aireacion, se puede utilizar la refrigeracion
artificial, sin embargo, es mas costosa esta ultima (AGROWARE 2016; Gutiérrez,
2023).

2.6.3.Control bioldgico

Es importante tener en cuenta que toda plaga tiene enemigos naturales. Dentro de

esta alternativa se tiene:

Depredadores/parasitoides: atacan diversos grupos de insectos en el transcurso
de su ciclo de vida minimizando dafios. Ejemplos: Chinche Xylocoris flavipes,
(Reuter), depredador cosmopolita de diferentes plagas de productos almacenados.
Avispilla parasitica Anisopteromalus calandrae (Howard), es un parasitoide de
granos almacenados, cosmopolita, ya que los insectos que parasita también son
cosmopolitas (Pradera, 2014). En México se reportan tres depredadores que son:
Cephalonomia torsalis (Ashmead), Teretriosoma nigrescens (Lewis) y Xilocoris
flavipes (Reuter).

Patdégenos de plagas: pueden reducir e inclusive eliminar una determinada
poblacién; son altamente especificos e incluso pueden ser compatibles con los
insecticidas tradicionales. Ejemplos: Metarhizium anisopliae, es un hongo que ha
sido usado exitosamente para el control de plagas de granos almacenados

particularmente contra S. oryzae L.
Feromonas: son sustancias de naturaleza hormonal que se utilizan para alterar el

comportamiento de la poblacién en sus habitos sexuales. Se usa en monitoreo y

para reducir la copula por alteracion del medio.
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Reguladores de crecimiento: son compuestos que pueden ser utilizados en
aguellos casos cuando el almacenaje es por tiempo prolongado, ya que brindan
proteccion a largo plazo y actian sobre el ciclo bioldgico y por consecuencia en la
reduccion de la poblacion, aunque es dificil que afecten algunos estadios que se
encuentran dentro de los granos, debido a que los insectos estan ocultos y no se
tienen contacto, con los productos aplicados (AGROWARE 2016; Mora et al., 2023).

2.6.4.Control quimico

Fumigacién: este es el método mas usado en la actualidad, consiste en usar un
gas letal llamado fosfina, capaz de eliminar todos los estadios de desarrollo de los
insectos, incluso de otras plagas primarias. La fosfina se genera cominmente por
descomposicion de fosfuros metélicos (de aluminio o de magnesio) al entrar en
contacto con la humedad del aire. Como ventajas presenta no poseer poder residual
y no afectar el poder germinativo de las semillas, sin embargo, es un procedimiento
riesgoso para quien lo aplique. El fosfuro de aluminio es muy difundido como método
curativo. Se requiere de un mayor grado de hermeticidad posible y un tiempo de
exposicion determinado. Son factores importantes la temperatura y el método de
aplicacion. La desventaja de este es el llegar a dejar residuos y no brindan

proteccién contra futuras generaciones.

Polvos y liguidos residuales: los polvos se aplican sobre el grano en movimiento,
preferiblemente mediante pulverizacion para lograr una distribucion méas uniforme,
estos son usados de manera preventiva (AGROWARE 2016; Martinez et al., 2023).

2.6.5.Control tradicional

En algunas regiones de México se aplican formas tradicionales de control: cosechar
el grano en luna llena vieja 0 maciza, en Chiapas, Puebla y Oaxaca para que el

grano fuera mas resistente a los gorgojos durante su almacenamiento. En la region
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chatina de Oaxaca se asolea el grano por dos dias para eliminar insectos plaga, y
en Michoacan se traspalean (cambiar de un lugar a otro) las mazorcas durante su

exposicion al sol para secar mas el grano y exponer los insectos al sol.

En algunas comunidades de Jalisco se entierra el maiz en arena dentro de una
estructura cerrada de concreto, la cual permite lograr un micro clima con poca
humedad, baja temperatura y reducida oxigenacion que evita la proliferacion de
insectos. Por cada 100 kilogramos de grano almacenados se utilizan 10 kilogramos
de arena (AGROWARE 2016).

2.7. Caracteristicas de Bacillus thuringiensis

La bacteria Bacillus thuringiensis (Bt) fue descubierta por el bidlogo japonés
Shigetane Ishiwata en 1901, trabajando con el gusano de seda, y la denominé
Bacillus sotto. Diez afios después, en la provincia alemana de Turingia, Ernst
Berliner aisl6 la misma bacteria a partir de la polilla mediterrdnea de la harina y la
llamo Bacillus thuringiensis, nombre con el que se la conoce en la actualidad (Siegel,
2000).

Pertenece al reino Eubacteria, a la familia Bacillaceae y al género Bacillus (Portela-
Dussan et al., 2013). Es una bacteria Gram-positiva, de flagelacion peritrica, que
mide de 3.0 a 5.0 um (micras) de largo por 1.0 a 1.2 um de ancho, aerobia, estricto
organismo nativo del suelo y catalogado como cosmopolita Bt se ha aislado de
ecosistemas como bosques tropicales, zonas desérticas, sabanas, archipiélagos,
frutales, suelos agricolas y arena en los cinco continentes (Portela-Dussan et al.,
2013). Es considerada una bacteria ubicua, ya que se ha aislado de todas partes
del mundo y de muy diversos ecosistemas, como suelo, agua, hojas de plantas,

insectos muertos e incluso de telarafas (Soberon & Bravo, 2007).
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Durante su fase de esporulacion produce una inclusion parasporal, conformada por
proteinas Cry con actividad biolégica contra insectos-plaga. Gracias a estas
proteinas, Bt presenta toxicidad contra larvas de insectos-plaga de los ordenes
Lepidoptera, Coleoptera y Diptera entre otros. Ademas, es amigable con el
medioambiente, razones por las cuales se ha hecho comun el uso y desarrollo de
productos comerciales y plantas transgénicas a base de toxinas Cry en el sector

agricola (Portela-Dussan et al., 2013).

Esta bacteria se utiliza como un insecticida biolégico en todo el mundo,
principalmente para lepidopteros o vectores. Su principal caracteristica es la sintesis
de proteinas, que afectan insectos y que durante la esporulacion se produce la

llamada &-endotoxina (proteinas Cry o Cyt) (Suarez-Machin et al., 2016).

2.7.1.Importancia de Bacillus thuringiensis

El control de insectos plaga en la agricultura y de vectores de enfermedades
humanas se ha realizado principalmente con la aplicacion de insecticidas quimicos.
Estos insecticidas han generado problemas de contaminacion ambiental, de
toxicidad a insectos no blancos y de manera mas importante, a los agricultores que
lo aplican. Estos insecticidas quimicos han perdido eficacia en el control de insectos,
ya que su aplicacibn ha generado la aparicibn de poblaciones de insectos
resistentes. Hoy en dia existe una necesidad critica de contar con herramientas
seguras y efectivas para el control de plagas, lo ideal es un insecticida que sea
toxico solo para el insecto blanco, que no sea recalcitrante, que no contamine el
ambiente y que no genere la aparicion de insectos resistentes. Existen herramientas
de control biolégico donde se usan patégenos como agentes de biocontrol (Soberon
& Bravo, 2008).

Hasta ahora Bt es el insecticida biolégico mas utilizado comercialmente, y

tradicionalmente se ha ocupado para el control de insectos plaga en la agricultura y
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de mosquitos vectores de enfermedades como la malaria y el dengue. Esta posee
una toxicidad selectiva alta debido a su estrecho rango de especificidad y gracias a
ello genera un bajo impacto ambiental. Ademas de su alta especificidad es inocuo

para vertebrados y otros insectos no blancos (Sauka & Benintende, 2008).

Las cepas de Bt muestran diferentes efectos de su actividad insecticida hacia
insectos plaga, y constituye una reserva de genes que codifican para proteinas
insecticidas, las cuales son acumuladas en inclusiones cristalinas producidas en la
esporulacion bacteriana (proteinas Cry y Cyt) o expresadas durante su crecimiento
bacteriano, las proteinas Vip (Gatehouse, 2008). Diferentes genes derivados de Bt
han sido transferidos exitosamente a algodén, maiz, tomate y papa. Sin embargo,
esta tecnologia corre el riesgo de que aparezcan poblaciones de insectos
resistentes a las toxinas Cry (Torres & Ruberson, 2008).

2.7.2.Las toxinas Cry

La &-endotoxina es el resultado del ensamblaje de varias unidades polipeptidicas
de diferentes pesos moleculares, que oscilan entre 27 y 140 kDa (Kilodalton), que
se han denominado Cry (del inglés crystal) o Cyt (del inglés cytolitic); una proteina
Cry es una inclusién parasporal proteinica de Bt que presenta efectos tdxicos
verificables experimentalmente sobre un organismo susceptible, o bien una proteina
gue posee una obvia similaridad de secuencia con alguna proteina Cry conocida
(Crickmore et al., 2009).

El resultado final de la manera en que la proteina Cry ejecuta su actividad letal
conlleva la formacion de poros liticos en la membrana apical del intestino medio del
insecto susceptible mediada por el reconocimiento de un receptor proteico (Roh et
al., 2007).
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2.7.3.Mecanismo de accion de las toxinas Cry

El insecto cuando consume la proteina Cry presenta disminucion de la ingesta,
paralisis del intestino, vomito, diarrea, descompensacion osmética, paralisis total y
la muerte (Vochon et al., 2012). El insecto muere al momento que su pH cambia
dentro de la hemofilia y se genera una infeccion generalizada al producirse la
bacteria Bt y otras bacterias de su flora intestinal. La bacteria produce los cristales
de proteinas Cry, cuando los insectos la consumen, las proteinas se activan
rapidamente y se procesan, para después liberar la 6-endotoxina que se adhiere a
las células del intestino creando poros, esto lleva a un desbalance de los iones y
paraliza el sistema digestivo, lo que provoca la muerte de la larva en pocos dias
(Figura 9) (Bravo et al., 2013).

(1) Ingestion
Espora Cristal de

: proteina

B. thuringiensis

(2) Disolucién de los
cristales protéicos

(3) Activacién proteinas

0.9.)9

Cristal  o-toxinas  Toxina

(5) Vacuolizacion de
citoplasma

A
Disrrupcion celular

\ J
Células intestinales

(4) Uni6n a receptor
especifico

,—-\OY_

Membrana peritréfica

Figura 9. Mecanismo de accién de Bacillus thuringiensis: 1) Ingestion de la bacteria, 2)
Solubilizacion de los cristales, 3) Activacion de los cristales, 4) Unién de proteinas a los
cristales, 5) Formacion de poros en la membrana y lisis celular (Schiinemann et al.,
2014).

El mecanismo de accién en insectos coledpteros de la toxina Cry, logra su efecto

formando poros liticos sobre las células del intestino medio del insecto susceptible.
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El conjunto de reacciones que se llevan a cabo para que una toxina Cry ejerza su
efecto han sido estudiadas primordialmente en el contexto del orden Lepidoptera
(Pigott & Ellar, 2007).

2.7.4.Productos en el mercado con Bt

Existe una gran diversidad de productos a base de B. thuringiensis para control de
insectos plaga en el mercado, hasta ahora se han registrado mas de 400
formulaciones basadas en Bt y la mayoria contiene proteinas insecticidas y esporas
visibles. Estos productos se aplican directamente en forma de aerosoles. Pero hasta
ahora uno de los métodos mas exitosos ha sido el de expresar genes que codifiquen
las toxinas en plantas transgénicas para atacar al insecto objetivo. Otros productos
de Bt que son efectivos contra plagas coledpteros son el M-Trak, Foli y Novador que
contienen la proteina Cry3A de Bt var. San diego y B. thuringiensis var Tenebrionis,
comercializados principalmente para combatir al escarabajo colorado de la papa

Leptinotarsa decemlineata (Soberon et al., 2009).

2.8. Plagas que controla las toxinas Cry de Bt.

Las toxinas de Bt tiene accién insecticida contra:

Larvas de lepidopteros (lepidopteros). Ejemplos: gusano bellotero Helicoverpa zea,
(Boddie), gusano rosado Pectinophora gossypiella (Saunders), gusano soldado
Mythimna unipuncta, (Haworth), gusano cogollero Spodoptera frugiperda (J.E.
Smith), palomilla de los granos Sitotroga cerealella, (Olivier), polilla de la harina

Plodia interpunctella, (Hubber).

Escarabajos (coledpteros). Gorgojo del maiz S. zeamais (M), gorgojo del arroz S.
orizae (L), gorgojo del trigo S. granarius (L), gorgojo del frijol Acanthoscelides

obtectus (Say), barrenador del maiz Prostephanus truncatus (Horn), taladrillo de
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los granos Rhyzopertha dominica (F), broca del café Hypothenemus hampei
(Ferrari) (Sanahuja et al., 2011).

Moscas y mosquitos (dipteros). Mosquito del dengue Aedes aegypti (L), mosquito
comun Culex quinquefasciatus (Say), mosquito del paludismo Anopheles albimanus
(Wiedeman).

Chinches (hemipteros). Ejemplos: chicharrita del algoddn Amrasca biguttula
(Ishida), cotorrita de la papa Empoasca fabae (Harris), chinche opaca de las plantas

Lygus hesperus (Hahn).

Nematodos. Nematodo parasito Haemonchus contortus (Ochoa & Arrivillaga, 2009).

2.8.1.Descripcion de la toxina Cry3Aa

Pertenece al grupo de tres dominios la cual se utiliza en todo el mundo para el
control de insectos plaga, especifica para el orden coledptero. Esta toxina es
formadora de poros (PFT) que afectan a los insectos, las toxinas Cry interactian
con receptores especificos ubicados en la superficie de la célula huésped y son
activadas por proteasas del huésped después de la unién del receptor, lo que da
como resultado la formacion de una estructura oligomérica previa al poro que es

competente en insercién (Bravo & Soberon, 2007).

2.8.2.Descripcion de la toxina Cry3Ab
Para inducir la formacién de poros de las toxinas Cry3, los cristales parasporales
tienen que ser ingeridos por larvas susceptibles, solubilizados por las condiciones

de pH del intestino del insecto, alcalinos en el caso de insectos lepiddpteros y

dipteros, y acidos en el caso de coledpteros, activados por proteasas del intestino

26



medio para producir el nicleo resistente tridimensional de la toxina activada (Bravo
et al., 2011).

2.8.3.Descripcion de la toxina CrylF

Se ha encontrado y comercializado en maiz hibrido y esta especificada para el
control de varias especies de lepidopteros destructivos de maiz. Se ha probado en
diferentes especies de lepidopteros como Sitotroga cerealella, provocando un
aumento en la mortalidad y un retraso en el desarrollo y en la emergencia de pupas.
Ha sido evaluada ampliamente por su potencial para controlar otros insectos de los

granos almacenados (Oppert et al., 2010).

2.8.4.Descripcion de la toxina CrylC

El grupo CrylC de endotoxinas delta de Bt contiene 10 miembros altamente
homélogos del subgrupo de toxinas CrylCa y tres miembros adicionales del
subgrupo CrylCb que difieren en la secuencia del dominio lll. El espectro
bioinsecticida CrylCa abarca insectos lepidopteros que son total o parcialmente

tolerantes a los cultivos Bt utilizados comercialmente (Avisar et al., 2009).

2.9. Trabajos reportados con toxinas Cry

Proteinas Cry de Bacillus thuringiensis y su interaccién con coleépteros.

Existen proteinas con actividad dual Lepidoptera-Coleoptera (CrylB y Cryll), e
incluso se conoce la accion de proteinas binarias (Cry34 y Cry35, cuya accion letal
resulta de una combinacion de ambas toxinas) hacia coledpteros. Otras toxinas que
afectan este orden de organismos incluyen Cry35, Cry36, Cry37, Cry43 y Cry55
(Lopez y Ceron, 2010)
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En un trabajo sobre caracterizacion de toxinas Cry de aislados de Bacillus
thuringiensis autoctonos de México.

Observaron una mortalidad elevada en las larvas infectadas con las cepas que
estudiaron, particularmente la cepa Bt-D, la cual el analisis molecular mostro que
posee una toxina tipo Cry3Ac, especifica para coledpteros (Camacho-Millan et al.,
2017).

Efectos de CrylF y Cry34Ab1/35Ab1 sobre plagas de almacenamiento.
Provocaron un aumento de la mortalidad larvaria y se observo un retraso en el
desarrollo y no emergieron pupas indicando que las toxinas utilizadas tienen efecto

en coledpteros (Oppert et al., 2010).

Un estudio sobre la caracterizacién molecular del mecanismo de patogénesis de las
toxinas Cry de Bacillus thuringiensis activas contra insectos coledpteros.

Proporcion6 una base util de cepas para el desarrollo de insecticidas mejorados
dirigidos contra estas importantes plagas agricolas, permitiendo ampliar el rango y
los niveles de toxicidad de las proteinas insecticidas y abordar problemas como la
aparicion de resistencia. Dos especies de insecto relevantes en este orden: la
especie modelo Tribolium castaneum por su condicién de plaga, la disponibilidad de
la secuencia de su genoma y las numerosas herramientas genéticas y gendmicas
desarrolladas en dicho organismo que facilitan enormemente el analisis funcional y
Leptinotarsa decemlineata, una de las plagas mas importantes a nivel mundial en

este orden (Navarro, 2013).

La caracterizacién de cepas mexicanas de Bacillus thuringiensis toxicas para larvas
de lepidopteros y colebpteros.

Son de los trabajos en los que se tienen avances contundentes, estos trabajos
indican que algunas cepas llegan a sintetizar proteinas de cristal de 130-140 kDa,
especificamente las cepas C-4, GM-7 y GM-16 10 expresaron genes Cryly la cepa

C-9 expreso los genes Cry3 y Cry 7/8; ademas, se observé que esta ultima cepa
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favorece el control de varios coleOpteros de importancia agricola (Tamez Guerra et
al., 2005).

3.1. Osmoacondicionamiento

El osmoacondicionamiento consiste en la inmersion de las semillas en soluciones
osmoticas o en agua por determinado tiempo con o sin deshidratacion previa a la
siembra y permiten que una gran proporcion de las mismas alcance rapidamente el
nivel de humedad y estado metabdlico deseado como consecuencia de la activacion
de numerosos procesos bioquimicos-fisioldgicos relacionados con la germinacion,
la tolerancia al estrés ambiental y a la auto reparacidén enzimatica de las membranas
celulares. El analisis de transcriptoma ha proporcionado nuevos conocimientos
sobre las funciones reguladoras del endospermo durante la germinacién de la
semilla; este andlisis realizado en semillas no dormantes de Arabidopsis, imbibidas
6 a 24 horas, mostraron una expresion semejante de genes. Sin embargo, a las 24
horas, la proporcidbn de genes expresados especificos del endospermo, se
incrementd. El endospermo asume funciones especificas a medida que progresa la
germinacion. Al parecer, para la semilla, hay un antes y un después de la ruptura
de la testa (Yan et al., 2014).

La técnica de osmoacondicionamiento de semillas (imbibiciébn controlada) con
soluciones osmoéticas o agua se ha utilizado principalmente con la finalidad de
acelerar el proceso de germinacién y controlar hongos presentes en el suelo (Valle
et al., 2017).

El osmoacondicionamiento se ha reportado como un método eficaz para mejorar la
velocidad, uniformidad y tasa de germinacion (Farooq et al., 2007) asi como el
crecimiento, precocidad de floracion y rendimiento de las plantas que resultan de
este tratamiento (Du & Tuong, 2002). Los beneficios se deben principalmente al
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rapido crecimiento de la raiz, lo que facilita la absorcion de humedad del suelo mas

rapido y a mayor profundidad (Chen & Arora, 2013).
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MATERIALES Y METODOS

4.1. Ubicacion de la zona de investigacion

El experimento se llevd a cabo en las instalaciones del Departamento de
Parasitologia en la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro (UAAAN),
Buenavista, Saltillo, Coahuila, México. La universidad se ubica geograficamente en
los 25°35°23” de latitud norte y 101°02°72” de latitud oeste, con altitud de 1743
m.s.n.m. (Figura 10).

Departamento -

Departamento -~ k 7 .

ParaS|tolog|a .
\Vistolrecientemente

Figura 10. Ubicacion del Departamento de Parasitologia de la UAAAN.

4.2. Disefio experimental

Se establecié un experimento bajo un arreglo experimental completamente al azar

con cinco tratamientos, cuatro con toxinas Cry y un testigo, con solo agua. Para
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cada tratamiento se establecieron cuatro repeticiones. Como unidad experimental

se considero un frasco de 250 mL con 150 g de maiz y 10 insectos.

4.3. Obtencién de las diferentes toxinas Cry de Bt para los

tratamientos

Las toxinas utilizadas fueron proporcionadas por la Dra. Maria Alejandra Bravo de
la Parra del Instituto de Biotecnologia de la UNAM, las toxinas que se utilizaron
fueron: Cry3Aa, Cry3Ab especificas para coleopteros y las toxinas CryC1 y CrylF

donde estudios preliminares indican que son especificas para lepidépteros.

4.4. Descripcién de los tratamientos

Los tratamientos se definieron con base en una sola concentracion a 1000 ppm
(Cuadro 1), esto debido a la cantidad de toxinas con las que se contaba en el
momento de la estandarizacion de este protocolo, ademas que se queria comprobar
si esta ocasionaban efecto en la poblacion de picudos a una dosis alta con la
finalidad de establecer posteriormente una ventana biolégica para otros bioensayos

(estos datos no se muestran en esta investigacion).

Cuadro 1. Concentraciones de los tratamientos con toxinas Cry a 1000 ppm.

Tratamientos C1l: mg-mL? C2: 1000 ppm Volumen 1 (mL) Volumen 2 (L)

Cry3Aa 1.21 1000 ppm 830 0.415
Cry3Ab 1.06 1000 ppm 940 0.470
CrylF 1.01 1000 ppm 990 0.495
CrylC 1.02 1000 ppm 980 0.490
Testigo H.O 1000 1
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4.5. Obtencién de insectos y establecimiento de colonia para

bioensayos

El maiz que se utilizé proveniente de Tlacuilotepec, Puebla, México, los insectos
fueron colectados en sacos con maiz almacenado, infectados con diferentes plagas
insectiles, fueron trasladados a las instalaciones de la UAAAN, Unidad Saltillo, en
el Departamento de Parasitologia, donde se purificaron y separaron de otras plagas,

la especie que se utilizé fue S. zeamais.

Para el mantenimiento de la colonia e incremento de los insectos, se compré maiz
comercial puro, libre de plaguicidas y alguna otra plaga. El maiz se inoculo con los
adultos del gorgojo S. zeamais obtenidos de la purificacion con la finalidad de que

se estableciera una colonia de laboratorio sana y pura.

4.6. Metodologia de los bioensayos

Se utilizaron 150 g de grano de maiz sin tratamiento o libre de insecticidas, el cual
se coloco en recipientes de 250 mL de capacidad (Figura 11), se llevé a cabo un
protocolo de estandarizacion de las condiciones de osmoacondicionamiento, por lo
que se utilizé 73 mL de agua, que es lo minimo requerido de agua para cubrir los
granos en su totalidad y evitar desperdicio de toxina (Figura 12). En el Cuadro 1, se
pueden observar los tratamientos con las toxinas Cry que se utilizaron en los

bioensayos, al igual que las dosis que se evaluaron en el presente trabajo.
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Figura 11. Frascos utilizados para los
bioensayos.

Figura 12. Cantidad de agua requerida para
cubrir los granos de maiz.

4.7. Periodo de imbibicién

La imbibicion de las semillas se llevé a cabo en un periodo de 18-24 horas, cuidando
gue las semillas se cubran totalmente con el agua y la toxina, segun cada
tratamiento (Figura 13 y 14), la duracion de absorcion de agua con base en la
estandarizacion se determind de hasta 24 horas, interrumpiéndose dicho proceso
antes de la protrusion de la radicula. Esto se realizo con la finalidad de que el grano
solo absorbiera el agua con la toxina, sin que pasara a la fase de la germinacion

conocida como activacion de enzimas y asi asegurar que las toxinas estén dentro
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de los granos de maiz, pero evitar la germinacién (hay que tomar en cuenta que si
pasa a la etapa de germinacién ya no hay vuelta atras, por lo que es un proceso
irreversible).

Figura 13. Imbibicién de los granos
hasta cubrirlos totalmente.

Figura 14, Granos cubiertos
totalmente.
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4.8. Periodo de secado

Después del osmoacondicionamiento de la semilla y transcurridas las horas antes
mencionadas, se colocaron en sanitas previamente esterilizadas para poder secar
a temperatura ambiente por 12 horas (Figura 15), esto es muy importante, ya que
si las colocamos en una estufa de secado a temperaturas altas se corre el riesgo
gue las toxinas se degraden o pierdan la viabilidad y no puedan mostrar el efecto
hacia los insectos. Por otro lado, se tuvo que reducir el contenido de humedad a un
nivel que es adecuado para el almacenamiento (13%). Esta etapa es muy
importante, ya que se debe evitar el desarrollo de organismos causantes de
pudriciones como hongos y bacterias o el desarrollo de plagas secundarias como

los acaros, asi mismo evitar el envejecimiento acelerado de la semilla de maiz.

Figura 15. Proceso de secado de los granos a temperatura
ambiente por 12 horas.

4.9. Periodo de exposicién de los insectos

Una vez que los granos de maiz llegaron a la humedad requerida, se colocan
nuevamente en los frascos de 250 mL, y se inocularon con 5 pares de insectos
adultos de S. zeamaiz, sexados 1:1 (macho y hembra) con la finalidad de asegurar

la ovoposicion en los granos de maiz, posteriormente se incubaron a 27+3 °C y 6045

36



HR y sin intensidad luminica (Figura 16), esto con base en los requerimientos del
insecto y promover su actividad. Se incubaron por 40 dias (que es el tiempo
aproximado para que el insecto cumpla su ciclo de vida), para posteriormente

evaluar.

Figura 16. Granos con las toxinas Cry de Bt e
insectos de S. zeamais.

5.1. Variables evaluadas

Una vez establecidas las unidades experimentales del bioensayo e incubados los
insectos se determind el efecto de las toxinas sobre la disminucion en la
descendencia a nivel de estadios larvales y en adultos, por lo tanto, se realizaron

conteos y se determinaron porcentajes de las siguientes variables:

= NUmero y porcentaje de adultos

= Numero y porcentaje de pupas

= NuUmero y porcentaje de larvas de ler estadio

= NuUmero y porcentaje de larvas del 2do estadio

= NuUmero y porcentaje de larvas del 3er estadio

» Porcentaje de mortalidad por toxina Cry

» Porcentaje de mortalidad por estadio del insecto.

= Observacion de signos por Bt en los estadios larvarios.
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5.2. Anédlisis estadistico

Se realizé un andlisis de varianza y comparacion de medias mediante la prueba
Tukey (0<0.05), utilizando el programa (Infostat, 2020). Ademas, se realiz6 un
andlisis basico descriptivo, con la elaboraciéon de graficas de barras con los
promedios y porcentajes obtenidos por tratamiento, es decir por cada toxina
evaluada, comparadas con el testigo y el porcentaje de mortandad para cada
evaluacion. Los datos obtenidos se corrigieron por medio de la férmula de
Henderson y Tilton (1955) debido a la falta de homogeneidad en los valores
evaluados en los individuos para cada variable. La formula de correccidén de datos

utilizada es la siguiente:

%E: 1-[(Y2) (X1) /(Y1) (X2)]*100

Donde:

E: Eficiencia

Y1: tratamiento antes de la aplicacion
Y2: tratamiento después de la aplicacion
X1: Testigo antes de la aplicacién

X2 Testigo después de la aplicacion
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RESULTADOS Y DISCUSION
6.1. Total de individuos por toxina

Para el caso de numero total de individuos, no hubo diferencias significativas, pero
se pudo observar que el testigo fue quien mostré mas individuos con un total de
2,187. En el tratamiento CrylF se encontré que hubo una menor cantidad de
individuos (Figura 17) tomando en cuenta que esta toxina no es especifica para
colebpteros mas bien es para lepidopteros, por lo que puede influir en la poblacion,

y el nimero de individuos de la progenie del insecto en su ciclo de vida.
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Figura 17. Numero total de individuos de S. zeamais obtenidos
después de haber sido alimentados, sus progenitores con granos de
maiz osmoacondicionados con toxinas Cry de Bt.

Cerna et al. (2010) mencionan que S. zeamais es una de las especies de gorgojo
gue mas pérdidas causa en granos almacenados en el mundo, su control se basa
principalmente en productos quimico-sintéticos, que con el paso del tiempo van

perdiendo efectividad. Con los resultados obtenidos en esta investigacion podemos
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considerar que la seleccion de toxinas de Bt, pueden ser favorables como una

alternativa bioldgica en el control de esta plaga.

6.2. Porcentaje de adultos por tratamiento

En la Figura 18, se aprecia el porcentaje total de adultos encontrados en cada
tratamiento con cada toxina, se observé que la CrylF mostro un menor nimero de
adultos 16.6% con respecto al testigo que fue de 22.3%, que es los que se espera
en los resultados, ya que en este caso el grano de maiz solo fue imbibido con agua
y no fue tratado con ninguna toxina que pueda afectar la progenie y con ello el

establecimiento de adultos de este insecto.
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Figura 18. Porcentaje de adultos obtenido como progenie después de la
exposicion de los insectos de S. zeamais a toxinas Cry de Bt, por medio de
granos de maiz osmoacondicionados.

Oppert et al. (2010) evaluaron los efectos de la toxina CryF1 sobre plagas de
almacenamiento. Demostraron que la toxina CryF1 causo aumento en la mortalidad
de larvas de coleopteros y observaron un retraso en el desarrollo de pupas y una

tasa muy baja de emergencia de pupas, estos resultados explican, por tanto, que la
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exposicion de insectos a la toxina CrylF, mediante tratamiento de granos de maiz
osmoacondicionados con dicha toxina, probablemente se presenté menor niumero

de adultos en la progenie evaluada a los 40 dias de incubacion.

6.3. Total de pupas por tratamiento

Se evaluo el total de pupas por tratamiento y el que menor porcentaje tuvo fue el
tratamiento con la toxina Cry3Aa con 6.5%, comparado con el testigo que presento
63.6%, en general todos los tratamientos con las toxinas mostraron bajos
porcentajes en esta variable, esto demuestra que hubo un efecto sobre el desarrollo
y capacidad de pupacion de las larvas, CrylF y CrylC, a pesar de que éstas dos no
son para coledpteros si no para lepidopteros (Figura 19). Al respecto, (Curis et al.,
2013). encontraron efecto sobre el estado pupal en el coccinélido Eriopis connexa
al ser alimentados de forma indirecta con insectos que habian consumido plantas
de maiz Bt, donde registran que el porcentaje de pupacion fue menor y mas tardio
para alcanzar este estado, estos autores, también indican que las toxinas Cry de Bt
son selectivas para ciertos ordenes, pero si hay interaccién constante con éstas o
consumo indirecto continuo, mencionan que existe afectacion en la duracién de las
etapas de desarrollo de los insectos y retraso en el ciclo de vida. En el experimento
qgue se realizé con S. zeamais, el osmoacondicionamiento de las semillas de maiz
con toxinas Cry de Bt, permitié que estas estuvieran disponibles y activas, ademas
el consumo y exposicion constante de Bt en los insectos puede tener efectos
subletales reflejados en la cantidad de individuos que llegaron a estado pupal
(Figura 19) por lo que se vieron afectados directamente por la dieta y el consumo

de las Cry.
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Figura 19. Porcentaje de pupas obtenido después de la exposicion de los
insectos de S. zeamais a toxinas Cry de Bt, por medio de granos de maiz
osmoacondicionados.

Jurat-Fuentes y Adang (2006) evaluaron los efectos de las toxinas en diferentes
plagas de lepidopteros y coledpteros, como la mortalidad, la inhibicion del

crecimiento y/o el tiempo de desarrollo.

6.4. Porcentaje de larvas expuestos a Bt

Las larvas que se encontraron en cada tratamiento, fueron contabilizadas en su
totalidad y separadas entre larvas vivas y muertas y después por estadio; por lo que
el porcentaje de mortalidad del total de las larvas con respecto al porcentaje de las
larvas vivas en cada toxina, indicd que la toxina Cry3Ab es la que tuvo el mayor
efecto con un 61% de mortalidad, siendo la mas eficiente en el control de
coledpteros y por ende la que altera mayormente el desarrollo de la plaga,
reduciendo la progenie; cabe mencionar que todas las toxinas mostraron un retraso
en el ciclo de vida del insecto, debido a la afectacion en los estadios larvales, como
era de esperarse, esto se corrobora al comparar los resultados obtenidos en cada

toxina con el testigo que solo se tuvo un 11.2% de mortalidad y un 88.8% de larvas
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vivas, el porcentaje de mortalidad encontrado en el testigo, pudo haberse debido a
factores externos de aclimatacion por parte de los insectos a las condiciones que
se les dieron en los bioensayos en el laboratorio, por lo que en otros trabajos puede
considerarse esto como un factor de correccion para los otros tratamientos,
mediante la formula de Henderson y Tilton (1955), por lo que se muestran los
porcentajes de los promedios obtenidos de los conteos para cada tratamiento
(Figura 20).
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Figura 20. Porcentaje de larvas obtenido después de la exposicion de los insectos
de S. zeamais a toxinas Cry de Bt por medio de granos de maiz osmoacondicionados.

Cérdenas et al. (2001) probaron la toxicidad y especificidad de las toxinas Cryl
hacia Trichoplusia ni, comprobando que una de las proteinas mas toxicas es la
CrylC para este insecto, por lo que esta toxina mostro alta afectacion y
especificidad a este lepidoptero. Sin embargo, en este trabajo, la toxina también
tuvo alto porcentaje de larvas muertas (32%; Figura 20) en coledpteros, por lo que
el espectro de accién puede ser mas amplio que como se ha reportado en la

literatura.
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6.5. Porcentaje de larvas del primer estadio

Una vez realizado el analisis para el total de larvas obtenidas como progenie en
cada tratamientos, estas fueron separadas por estadios, para el primer estadio, se
mantuvo la alta mortalidad, expresada por la toxina Cry3Ab, como se presentd en
los anteriores resultados, pero en el resto de las toxinas, el numero de larvas vivas
superé a las muertas, estas tendencias se pueden explicar debido a que pasaron
40 dias para hacer la evaluacion de la progenie, lo que pudo haber causado que por
el periodo prolongado las toxinas se inactivaran, pero que al menos la Cry3Ab, se
mantuviera aun con efectos sobre los individuos de S. zeamais. Por tanto, el valor
obtenido para esta toxina en larvas del primer estadio fue de 41% vivas y 59%
muertas, por lo que se considera como la toxina Cry més efectiva para la reduccion
de la poblacion de este insecto plaga con efecto sobre los estadios larvales mas
propensos, bajo las condiciones experimentales en las que se sometio. (Figura 21).
Con estos resultados se puede corroborar lo reportado por Dominguez-Arrizabalaga
et al. (2020), donde evaluaron la actividad insecticida de Bacillus thuringiensis
contra plagas de coledpteros y demostraron que la toxina Cry3Ab cuenta con

actividad insecticida en coledpteros, con mortalidad alta.
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Figura 21. Porcentaje de larvas vivas y muertas del primer estadio, obtenido
después de la exposicion de los insectos de S. zeamais a toxinas Cry de Bt por
medio de granos de maiz osmoacondicionados.

6.6. Porcentaje de larvas del segundo estadio

Las larvas del segundo estadio tuvieron un porcentaje de mortalidad mayor al del
primer estadio con un 41.4% del total, observando que nuevamente la toxina Cry3Ab
presento un porcentaje de mortalidad mas alto con el 58%, con respecto a los otros
tratamientos, siendo nuevamente la mas eficiente contra S. zeamais. (Figura 22).
Con los resultados obtenidos se corrobora lo que encontraron Chickmore et al.
(2009), quienes demostraron que el picudo del arroz (S. oryzae) tuvo alta mortalidad

con la toxina Cry3A modificada.
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Figura 22. Porcentaje de larvas vivas y muertas del segundo estadio, obtenido
después de la exposicion de los insectos de S. zeamais a toxinas Cry de Bt, por
medio de granos de maiz osmoacondicionados.

6.7. Porcentaje de larvas del tercer estadio

En el tercer estadio los resultados obtenidos, mostraron las mismas tendencias que
los dos anteriores relacionados a los estadios larvarios, donde destaca la actividad
insecticida de la toxina Cry3Ab con 65% de larvas muertas, esto también indica que
a mayor edad de las larvas éstas presentan mayor adaptacion y resistencia a las
condiciones del medio, por ser los resultados mas notorios, pero también puede
apreciarse esta tendencia en los tratamientos con las toxinas Cry (Figura 23). Sin
embargo, la toxina Cry3Ab, mantienen constante el alto numero de individuos
muertos, por lo que ejerce presion de seleccién hacia los instar larvarios de S.
zeamais, se requiere de mayor numero de estudios y que estos sean robustos, para
poder proponer un control de esta plaga a nivel comercial por medio de toxinas Cry
de Bt especificamente con la Cry3Ab, asi mismo, esta toxina, puede ser una
propuesta para ser considerada dentro del estudio de las alternativas al control de
este insecto plaga en almacén. Como parte de los estudios realizados con esta

toxina Cry, Lopez-Pazos, et al., (2010) estudiaron la toxina Cry3A en diferentes
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especies de coleopteros observando que tiene un efecto insecticida en estos
insectos ademas de toxicidad en larvas del primer estadio de la broca del café. Esto
prueba la comparacion con nuestra investigacion la eficacia de la toxina en larvas

de coleopteros de diferentes estadios.
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Figura 23. Porcentaje de larvas vivas y muertas del tercer estadio, obtenido después de
la exposicion de los insectos de S. zeamais a toxinas Cry de Bt, por medio de granos
de maiz osmoacondicionados.

6.8. Porcentaje de mortalidad de las larvas por estadio

Con respecto a las tasas de mortalidad de larvas de S. zeamais que se present6
con las toxinas Cry como tratamientos, se encontré que la toxina que presento los
valores mas altos fue la toxina Cry3Ab con porcentajes por arriba del 60% de
mortalidad de larvas de cada instar, tomando en cuenta que esta toxina es
especifica para coledpteros, se verifica su potencia de toxicidad insecticida sobre
este orden; seguida de la toxina CrylC, con el segundo porcentaje de mortalidad
mas alto en comparacion con las otras toxinas. La toxina Cry3Aa, mostro un menor
porcentaje de mortalidad de larvas, pero logré afectar el ciclo de vida de los
coleodpteros, ya que este fue mas tardio con respecto al testigo. La toxina CrylF
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también tuvo efecto en coledpteros, aunque el porcentaje es bajo (Cuadro 2), esto
se explica a que esta toxina tiene mayor especificidad sobre el orden de los

lepidopteros.

Cuadro 2. Mortalidad de S. zeamais a los 40 dias por la exposicion a las toxinas
Cry3Aa, Cry3Ab, CrylF y CrylC en bioensayos con granos de maiz
osmoacondicionados, como dieta a los insectos.

Porcentaje de mortalidad (%)

Tratamientos Primer Segundo Tercer
estadio estadio estadio
Cyr3Aa 13 29 15
Cry3Ab 59 58 65
CrylF 28 35 27
CrylC 37 42 30
Testigo 0 0 0

% total por

) 29.3 41.4 29.3 100%
estadio

Da Silva et al., 2016 evaluaron la susceptibilidad de diferentes poblaciones de S.
frugiperda a la proteina CrylF de Bt. lo cual indico que este insecto comienza a
presentar una resistencia a esta toxina, en comparacién con nuestro trabajo, para
Sitophilus si causo un dafio notable sabiendo que no hay estudios que comprueben

a la toxina para coleépteros.
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CONCLUSIONES

Las toxinas Cry de Bt suministradas a S. zeamais, mediante semilla de maiz
osmoacondicionada tuvieron efecto sobre la progenie y el ciclo de vida del insecto,
ya que expresaron mayor mortalidad y menor nimero de individuos en los diferentes
estadios de la plaga, con respecto al testigo y bajo condiciones controladas de

laboratorio.

Se observo que la toxina con el porcentaje mas alto de mortalidad fue la Cry3Ab en
comparacion con la Cry3Aa que son especificas para coledpteros, mientras que las
toxinas CrylF y Cry1C tuvieron un porcentaje significativo de mortalidad, incluso por
encima de la Cry3Aa, resaltando que las toxinas CrylF y CrylC son de efecto
insecticida para lepidopteros; sin embargo, las cuatro toxinas evaluadas retrasaron
el ciclo biolégico del insecto, con respecto al testigo, demostrando que aunque no

son exclusivas para coledpteros se pueden utilizar como control biolégico para esta

plaga.

La toxina Cry3Ab, tuvo mayor efecto en cuanto al porcentaje de mortalidad, ya que
expreso los valores mas altos, sobre los instares larvarios y numero de pupas que
las otras toxinas, por lo que esta toxina puede llegar a ser una opcién para el control

de S. zeamais, en almacén.
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