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Durante el almacenamiento de los granos de maiz, estos enfrentan graves
pérdidas debido al ataque de plagas, siendo Sitophilus zeamais Motschulsky
(Coleoptera: Curculionidae) una de las principales amenazas, por la perforacion
gue le hace al grano para alimentarse, lo que resulta en una disminucién del peso
de grano, reduccion de la calidad nutricional y proliferacion de microorganismos.
En el presente estudio se evalué el efecto de las toxinas Cry3Bb, Cry3C, Cry3Aa,
Cry7A 'y Cry8C derivadas de Bacillus thuringiensis (Berliner) (Bacillaceae) como
agentes biotecnolégicos para el control del gorgojo del maiz S. zeamais,
mediante el consumo de granos de maiz osmoacondicionados con toxinas Cry,
en condiciones de laboratorio. Los tratamientos evaluados consistieron en ocho
concentraciones por toxina Cry, con cuatro repeticiones, con un total de 160
unidades experimentales. En cada cavidad (repeticion) de las placas se
agregaron dos granos de maiz y se imbibieron con 1200 pL de toxina Cry
modificada y CAPS® >99%. Este bioensayo se establecié en condiciones de
laboratorio, donde se agregaron un par de insectos, en proporcion 13:19
(macho: hembra), incubados a una temperatura de 25 + 3 °C y una humedad
relativa de 60 £ 5%. Los resultados muestran diferencias significativas en las
variables de estudio, donde destaca la Cry3Aa a una concentracion de 0.1
mg-mL* con una alta mortalidad de 30.63%, con el 4.58% de sobrevivencia de
larvas, también se observé que, en la mayoria de las variables a mayor absorcién
de la toxina, menor el consumo del insecto, valores que resaltan en la Cry3Aa
con una tasa de absorcién de 34.4% y un porcentaje de consumo de 30.43% con
respecto a las demas toxinas. Esta investigacion resalta la actividad que tienen
estas toxinas hacia los coledpteros, afectando su desarrollo, ciclo de vida,
mortalidad, entre otras. Con estos datos se ve la necesidad de implementar
estrategias efectivas, sostenibles y especificas para el manejo de plagas en
granos almacenados, contribuyendo a la seguridad alimentaria y a la

preservacion de los recursos agricolas.

Palabras clave: mortalidad, estrategias, concentraciones, imbibicion, absorcion.
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During storage, corn kernels face great losses due to pest attacks; being
Sitophilus zeamais Motschulsky (Coleoptera: Curculionidae) one of the biggest
threats due to the piercing damage caused by feeding on corn, resulting in a
decrease in grain weight, lower nutritional quality and proliferation of
microorganisms. In this study the effect of toxins Cry3Bb, Cry3C, Cry3Aa, Cry7A
and Cry8C from Bacillus thuringiensis (Berliner) (Bacillaceae) as biotechnology
agents for the control of corn weevils was assessed, by feeding on corn kernels
that were osmoconditioned with Cry toxins under laboratory conditions. The
assessed treatments included eight concentrations per Cry toxin, with four
repetitions and a total of 160 experimental units. In each plate cavity (repetition)
two corn grains were added and imbibed with 1200 pL of modified Cry toxin and
CAPS® >99%. This bioassay was established under laboratory conditions, where
a couple of insects were added, in a ratio of 13:19 (male: female), to be incubated
at a temperature of 25 £ 3 °C and a relative humidity of 60 = 5%. The results show
significant differences in the trial variables, where Cry3Aa stands out with a
concentration of 0.1 mg-mL™* a high mortality rate of 30.63% and 4.58% of larval
survival. It was also observed that, in most of the variables, the higher the
absorption of the toxin, the lower the consumption rate of the insect. Such values
stand out in Cry3Aa with an absorption rate of 34.4% and a consumption
percentage of 30.43% versus other toxins. This research work highlights the
activity that these toxins have towards coleopterans, affecting their development,
life cycle and mortality, among other aspects. These data show the necessity of
implementing effective, sustainable and specific strategies for pest management
in stored grains, contributing to food security and the preservation of agricultural

resources.

Key words: mortality, strategies, concentrations, imbibition, and absorption.
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INTRODUCCION

El grano de maiz es de suma importancia como cereal a nivel mundial y nacional
por los usos que se le dan, por su produccion extendida y el consumo humano o
para alimentacibn de animales, ya que es un cereal que contiene alta
concentracion de nutrientes, también se considera importante por su rapida
adaptabilidad a diferentes ambientes y condiciones socioecondmicas. Este cereal
esta posicionado en el niumero tres en importancia en cuanto a superficie
sembrada solo después de los cultivos de trigo y el arroz. Este cereal se incluye
dentro de la dieta basica en varios paises, principalmente en México (SIAP,
2022).

La mayoria de los productores de maiz, mantienen sus cosechas en los terrenos
como estrategia de conservacion, sin embargo, se presenta con frecuencia
pérdidas por ataque de péjaros, roedores y el gorgojo Sitophilus zeamais
Motschulsky, 1855 (Coleoptera: Curculionidae), principal plaga del grano o
semilla de maiz en poscosecha. Esta plaga se ve favorecida con altas
temperaturas y humedades donde puede causar hasta un 80% de pérdida de la
cosecha, muchas de estas afectaciones vienen desde el campo y son llevadas al
almacén, donde puede perderse por completo la cosecha en seis meses si no se

le da un manejo adecuado (Cerna et al., 2010).

Algunas caracteristicas morfoldgicas de los granos del maiz pueden atribuir a la
tolerancia o susceptibilidad al ataque de las plagas (Garcia-Lara et al., 2003),
éstas son empleadas por S. zeamais para poder definir sus habitos de oviposicion
y asi asegurar su especie, estos habitos del gorgojo de maiz, dificultan el control
y manejo; ademas el uso constante de insecticidas quimicos ha permitido la
generacion de poblaciones de insectos resistentes a los mismos y con efectos
indeseables sobre la salud humana, toxicidad para los mamiferos y la

contaminacion ambiental (Cano et al., 2024). Se ha informado que los gorgojos



del género Sitophilus presentan una resistencia moderada y robusta a los

insecticidas a base de piretroides (Singh et al., 2021).

Es conveniente generar nuevas alternativas de control con el fin de reducir el uso
de productos quimicos como el control cultural, fisico y biolégico que son
consideradas una de las alternativas mas eficientes (Angel et al., 2015), como
parte importante de un programa de manejo integrado de plagas (Armak et al.,
2024).

Existen pocos estudios relacionados al uso de la bacteria entomopatdgena
Bacillus thuringiensis (Berliner, 1915) (Bacillaceae), para el control de S.
zeamais; esté bacteria es considera como parte del control biolégico de plagas,
como una alternativa que no causa dafio al ambiente ni a la salud del hombre e
incluso a diversos organismos vivos, debido a su especificidad (Cano et al., 2004;
Gonzélez et al., 2015). B. thuringiensis (Bt) esta utilizada para el control de ciertas
plagas tales como: lepiddpteros, dipteros y coledpteros, con una caracteristica
muy distintiva para causar efecto, debido a la produccion de toxinas cristal (Cry),
que, al ser ingeridas por el estado larval de los insectos, se activa en el intestino
medio (mesenterdn) y provoca una paralisis intestinal, lo que impide a la plaga,
que se siga alimentando y muere (Bravo & Gonzalez, 2011).

El osmoacondicionamiento consiste en la imbibicion controlada de la semilla en
soluciones osmdéticas o agua, interrumpiéndose dicho proceso antes de la
protrusién de la radicula. Las semillas tratadas incrementan su porcentaje de
germinacién, asi como el crecimiento de las plantulas, mejorando la calidad
nutrimental de los cultivos como el maiz. Con la imbibicién de la semilla y la
activacion de enzimas debida al efecto de las giberelinas, se activan glucanasas
que degradan el endospermo almidonoso, cuyos productos son absorbidos por
el escutelo (Preston et al., 2009). Durante la germinacion hay una absorcion
pasiva de agua que se divide en tres fases, la tercera fase no ocurre en semillas

latentes (Méndez et al.,, 2008). Poco después de la imbibicibn hay una



disminucién en el contenido de acido abscisico (ABA). La inmersion previa de la
semilla en soluciones osmdticas, incluso en agua, puede mejorar el
comportamiento de la semilla durante la germinacion. Diversos resultados
muestran que las semillas osmoacondicionadas mejoran su tasa de germinacion,
asi como el comportamiento de la plantula, incluso bajo condiciones de estrés,
se recomienda para situaciones de escasez de agua, para acelerar el crecimiento
en plantulas de transplante e incluso para mejorar la calidad nutrimental de los
cultivos como el maiz (Finch-Savage et al., 2004; Harris et al., 2007; Zhang et al.,
2015). En esta investigacion se plantea el osmoacondicionamiento como una
técnica que funcione como vehiculo para ingresar toxinas Cry de Bt al interior de
la semilla de maiz y favorecer la alimentacion de S. zeamais, debido a los habitos
alimenticios que tiene este insecto, y de esta forma proponer una alternativa
bioldgica para la supresion en el desarrollo de esta plaga y minimizar sus efectos

en el almacenamiento de semillas y granos.



Objetivos

Objetivo general
Evaluar el efecto de Bacillus thuringiensis sobre la supresion del gorgojo del maiz
Sitophilus zeamais plaga de almacén, mediante el consumo de granos de maiz
osmoacondicionados con toxinas Cry, en condiciones de laboratorio.

Objetivos especificos

Comparar el efecto de las toxinas Cry de Bt sobre la supresion de la progenie de

S. zeamais in vitro, alimentadas con granos de maiz osmoacondicionadas.

Determinar las variaciones provocadas por la influencia de las toxinas Cry de Bt,

sobre los estadios de S. zeamais y su progenie.
Hipotesis
Se espera la supresion y control de S. zeamais en el desarrollo de la plaga, por

al menos una toxina Cry de Bt, suministradas al insecto en granos de maiz

osmoacondicionados con éstas.



REVISION DE LITERATURA

Importancia del maiz

El maiz a nivel mundial es una de las especies con mayor diversidad biologica
que permite seleccionar los mejores maices para los diferentes ambientes y
condiciones socioeconémicas, ocupando el tercer lugar en importancia en cuanto
a superficie sembrada solo después de los cultivos de trigo y el arroz (SAGARPA.-
SIAP, 2014).

Este cereal forma parte de la dieta basica en varios paises, principalmente en
México, durante 2020 la Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural (SADER)
reporté siembras por 7 472 257 ha con una producciéon de 27 424 528 ton, donde
el 79% corresponden a siembras que dependen del régimen de lluvias (temporal).
México esta catalogado como el séptimo productor de maiz del mundo y produce
27 600 000 millones de toneladas de granos de esta especie, que equivalente a
3% de la produccién mundial, segun la Produccién Agricola Mundial (SADER,
2021).

Importancia de los granos almacenados

Los granos basicos son considerados los alimentos indispensables para
garantizar la seguridad alimentaria. El desarrollo industrial del pais demanda
materias primas mas diversificadas y en cantidades crecientes, entonces la
produccién de granos basicos se considera muy importante para la industria, ya
sea utilizada para fabricar alimentos, transformarlos en productos no alimenticios
o para ser usados como sitios agricolas en el mercado de valores. Para garantizar
la conservacion de la calidad de los granos, estos deben mantenerse con
cuidados especiales en el almacén, durante el tiempo que permaneceran en

resguardo hasta el momento en que seran utilizados (Garcia-Lara et al., 2007).



El almacenamiento es la fase del sistema de operaciones poscosecha durante la
cual los productos se conservan de manera apropiada para garantizar la
seguridad alimentaria de las poblaciones fuera de los periodos de produccion
agricola. Sin embargo, durante el almacenamiento pueden presentarse diversos
factores que deterioran la calidad de los granos (Garcia-Lara y Bergvinson,
2007).

Una de las principales amenazas de los granos almacenados son los insectos-
plaga, que ocupan el primer lugar en importancia. El monitoreo de la humedad
del grano almacenado, temperatura ambiental y humedad relativa es de suma
importancia, ya que de estos factores depende el posible dafio final de estos
insectos, sumado a ello, efectos secundarios, como la presencia de patégenos y

acaros (Garcia-Lara et al., 2007).

Factores bidticos y abiéticos que afectan a los granos almacenados

Se han identificado diversos factores, bidticos y abioticos (Figura 1), causantes
de pérdidas en la produccion y almacenamiento de maiz a nivel mundial. El factor
abidtico es, principalmente, la infertilidad del suelo y como factor biético, los
insectos poscosecha; en conjunto estos factores son responsables de pérdidas
entre 70 a 95% de la cosecha cuando las condiciones de cultivo y

almacenamiento son deficientes (Pingali y Pandey, 2001).
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Figura 1. Principales factores abioticos y bibticos que causan
pérdidas durante la producciéon y almacenamiento de maiz a

nivel mundial (Pingali y Pandey, 2001).

Las plagas causan pérdidas superiores al 10% durante la producciéon y de 10 a
20% en poscosecha. El grano es resultado del esfuerzo de la produccion;
cualquier pérdida durante el periodo de almacenamiento se considera como
absoluta. En México, la mayoria de los pequefios productores tienen problemas
con el almacenamiento (Garcia-Lara y Bergvinson, 2007).

Otro aspecto importante esta relacionado con los huéspedes que atacan estas
plagas de poscosecha; hay especies que son polifagas y se alimentan y
multiplican en una gran variedad de hospederos, otras son especificas y solo
pueden reproducirse en un determinado grano o producto. Algunos insectos son
especificos en cuanto a los requerimientos de humedad y temperatura; otros no
sobreviven en granos secos, y otros lo hacen solamente si las temperaturas son
relativamente altas. También es importante conocer la forma de desplazamiento;
existen especies que tienen capacidad de vuelo, otras solo caminan y hay
algunas que son sedentarias. Los insectos desarrollan habitos propios. Cada

generacion responde al medio de manera similar a sus ancestros, la ovoposicion,



alimentacion, migracion y respuesta al medio, generalmente siguen un patrén
determinado. Sin embargo, no todos los insectos de una sola especie son iguales.
La influencia del medio puede inducir cambios para su mejor adaptacion y
sobrevivencia, por ello, aunque las especies de insectos que atacan los
productos almacenados tienen varias caracteristicas en comuan, otras son
completamente diferentes. Para prevenir y controlar la presencia de insectos que
estan dafiando un producto durante su almacenamiento es indispensable
identificarlos, asi como conocer las condiciones ecolégicas para su reproduccién

(Rodriguez y lannacone, 2012).

Importancia de las plagas de granos almacenados

Las plagas de granos almacenados son de gran importancia econémica y
sanitaria, ya que afectan la calidad, cantidad y seguridad de los alimentos. Entre
las plagas ma&s comunes se encuentran gorgojos, palomillas y acaros, que
pueden causar pérdidas significativas en los almacenes (Gestor, 2019). La

importancia de las plagas de los granos almacenados, se clasifican en:

Pérdidas econdmicas. Las infestaciones pueden resultar en pérdidas de hasta
un 30% de la produccién almacenada, lo que impacta directamente en los

ingresos de los agricultores y comerciantes (Khalil et al., 2021).

Calidad de los alimentos. Las plagas pueden contaminar los granos con
excrementos, restos corporales y otros desechos, lo que disminuye la calidad del
producto y lo hace menos atractivo para los consumidores (Bali et al., 2020).

Seguridad alimentaria. Algunas plagas pueden actuar como vectores de
patogenos, afectando la salud humana. Esto es especialmente critico en regiones

donde la seguridad alimentaria ya es un desafio (Zelaya et al., 2022).



Desafios en el almacenamiento. La presencia de plagas requiere de medidas
de control que pueden incluir el uso de insecticidas y otras practicas, lo que
incrementa los costos y puede tener implicaciones ambientales (Gonzalez y
Rodriguez, 2022).

Dafios por las plagas insectiles de almacén

Aproximadamente 250 especies de insectos atacan los granos y sus productos
durante el almacenamiento y de ellos, alrededor de 20, son los de mayor
importancia (Gestor, 2019). Los dafios causados a los granos por las plagas se

pueden clasificar en directos e indirectos:

o Dafos directos. Implican pérdida de peso del grano, pérdida de
capacidad germinativa (dafios a embriones), bajo valor nutricional y mal
olor. También se produce un aumento en el contenido de &cidos grasos,
que en conjunto con acido Urico causan la acidez de los granos conocida

como rancidez o enranciamiento.

« Dafios indirectos. La actividad metabdlica que tienen los insectos que
actlan sobre el grano eleva aun mas la temperatura y la humedad, hasta
generar condiciones Optimas para la proliferacion de hongos, bacterias y

acaros.

Tipos de insectos plaga en granos y productos almacenados

La clasificacion de las plagas cuando se trata de granos y productos
almacenados es diferente a la manejada para los cultivos. En este caso se
relaciona con el ataque al grano, si es inicial 0 como consecuencia de un ataque
previo (Gutiérrez, 2023). Con base al dafio que ocasionan los insectos se han

agrupado en:
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Plagas primarias: las cuales son capaces de dafiar granos enteros y
tienen gran importancia economica. Y esta puede distinguirse en:

o Plagas primarias internas: las cuales completan su ciclo en el
interior del grano, por ejemplo, Sitophilus spp. (Motsch.) y
Araecerus fasciculatus (Geer), estos coledpteros rompen el grano
colocan los huevos dentro y las larvas se desarrollan internamente.
La palomilla Sitotroga cerealella (Olivier) y los gorgojos
Callosobruchus spp. depositan los huevos sobre el grano, al
eclosionar la larva rompe y penetra, manteniéndose hasta la fase

de adulto en que salen de éste.

o Plagas primarias externas: se alimentan de la parte externa del
grano y atacan la parte interna también. Aqui pueden citarse las
especies de lepidopteros Plodia interpunctella (Hubner) y Corcyra
cephalonica (Stainton), y los coledpteros Lasioderma serricorne

(Fabricius) y Tenebroides mauritanicus (Linneo).

Plagas secundarias: son las que se alimentan de los granos partidos, o
gue previamente han sido dafiados por las primarias y se multiplican con
facilidad con los restos harinosos dejados por las plagas primarias y de
harinas o cereales de los granos procesados. Algunas de ellas son
Cryptolestes spp. (Ganglbauer), Oryzaephilus surinamensis (Linneo),
Lasioderma serricorne (Fabricius), Stegobium paniceum (Linneo) y

Tribolium spp (Desvaux) (Oona, 2016).

Plagas terciarias: se multiplican en granos y productos que presentan
caracteristicas de deterioro, ya sea causada por otros insectos o por
microorganismos. Esta agrupacion es arbitraria, pues algunas especies
pueden ser secundarias para granos enteros y sanos, porque

bioldgicamente no estan capacitadas para dafiarlos y necesitan que otros
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insectos inicien el dafio, pero pueden ser primarios para los productos de
la molienda (Gestor, 2019).

El gorgojo del maiz Sitophilus zeamais (Motschulsky)

Clasificacion taxondmica

Reino: Animal
Phylum: Artropoda.
Clase: Insecta
Subclase: Pterigota
Orden: Coleoptera
Suborden: Pollyphaga
Superfamilia: Curculionidea
Familia: Curculionidae
Subfamilia: Rhynchophorinae
Género: Sitophilus
Especie: S. zeamais M.
(Borror et al., 1981; Ojo y Omoloye, 2016).

Origen y distribucién de Sitophilus zeamais

El gorgojo del maiz S. zeamais es originario de la India, lugar en el cual se fue
distribuyendo a todo el mundo, convirtiéendose en un insecto cosmopolita, se ha
registrado su presencia en Asia Oriental, peninsula Arabica y en las zonas
productoras de maiz en Africa. También se ha registrado su presencia en
Argentina, en los estados del sur de Estados Unidos, Australia y Japon
(Benavente, 2018).

En México la presencia de S. zeamais se tiene en los estados de Aguascalientes,

Campeche, Coahuila, Edo de México, Guerrero, Michoacan, Morelos, Oaxaca,
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Puebla, Quintana Roo, Tabasco, Veracruz y Yucatan, por lo que reviste de gran
importancia, debido a que se encuentra diseminado en los estados de mayor

produccion de maiz (Benavente, 2018).

Importancia de Sitophilus zeamais

El insecto plaga S. zeamais es de gran importancia en granos almacenados
porque se considerada una plaga primaria, donde el adulto es capaz de dafar
granos sanos para alimentarse y ovipositar, ademas las larvas una vez que
eclosionan se alimentan del endospermo, generan abundante polvo dejando
solamente la cubierta (Burgos et al., 2019). Se ha documentado que esta plaga
ya esté presente desde el momento de la cosecha o antes, con porcentajes de
infestacion en el grano aun en la mazorca de hasta el 10% (Cerna et al., 2010).
En estas circunstancias, si la infestacion no se controla durante el almacenaje, el
dafo en los granos puede alcanzar hasta el 50 o 70% a los seis meses de
almacenaje. Ademas, si las temperaturas son altas, como en las regiones
tropicales, la actividad de los insectos se incrementa (Palafox-Caballero et al.,
2008).

Habitos y alimentacion de Sitophilus zeamais

Los insectos desarrollan habitos propios. Cada generacion responde al medio de
manera similar a sus ancestros, asi la ovoposicion, alimentacioén, migracion y
respuesta al medio, generalmente siguen un determinado patrén. Sin embargo,
no todos los insectos son iguales. La influencia del medio puede inducir cambios
para su mejor adaptacion y sobrevivencia. Estos insectos se encuentran en
condiciones propicias para alimentarse y multiplicarse en las bodegas y lugares
de almacenamiento, si la humedad y temperatura son favorables tienen a su
disposicion gran cantidad de alimento que asegura su multiplicacion y
sobrevivencia. Su actividad metabdlica aumenta la humedad y temperatura del

medio en que se desarrollan creando las condiciones para que otras especies de
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insectos de granos almacenados se multipliquen; el fenobmeno aumenta hasta
gue la humedad es propicia para la proliferacion de hongos y acaros que elevan
alun mas la temperatura, haciéndola intolerable para los insectos que emigran
hacia otras fuentes de alimento. El grano queda destruido, disminuyendo la
disponibilidad de alimentos y causando graves pérdidas. Algunas especies son
capaces de sobrevivir por largos periodos de tiempo en estado de reposo, cuando
no disponen de suficiente alimento, o las condiciones del medio le son
desfavorables; cuando las condiciones mejoran o con el advenimiento de nuevas
cosechas, dejan su estado de reposo para multiplicarse activamente (Garcia-
Lara et al., 2007).

Una de las caracteristicas del maiz es que los granos pequefios que son mas
duros y compactos (cristalinos) conducen a una resistencia a la infestacion por
S. zeamais, mientras que granos dulces y harinosos son mas susceptible al
ataque de este insecto (Skendzi¢ et al., 2021). La identificacion de las
caracteristicas que pueden conferir tolerancia o susceptibilidad al ataque de
plagas pueden facilitar las detecciones tempranas de infestaciones y reducir

pérdidas econémicas (Garcia-Lara et al., 2003).

Ciclo de vida de Sitophilus zeamais

S. zeamais es de los Unicos insectos plaga de almacén, que desarrollan todo su
ciclo bioldgico (Figura 2) dentro del grano (huevo, pupa, larva y adulto), ya que la
hembra abre un pequefio orificio con su aparato bucal, colocando un solo huevo
sellando la cavidad con una sustancia gelatinosa que no es perceptible a simple
vista, la larva es apoda, esta caracteristica hace que no tenga la habilidad de

caminar y desplazarse fuera del grano (Martinez et al., 2011).
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Figura 2. Ciclo de vida de Sitophilus zeamais (Meikle, 1999;

Garcia-Lara y Bergvinson, 2007).

Las caracteristicas de los estadios de S. zeamais (Martinez et al., 2011) son:

Huevo: el huevecillo rara vez se observa, ya que se desarrolla en el interior del
grano infestado del cual se alimenté la hembra, es en forma de pera u ovoide de
un color blanco opaco, ensanchado de la parte media hacia abajo y con extremos
redondeados, mide aproximadamente 0.7 mm de largo y 0.3 mm de ancho. La
incubacion de huevecillos dura aproximadamente dos semanas (Garcia-Lara y

Bergnvinson, 2007).

Larva: es un gusano pequefio de 2.50 a 2.75 mm de largo, blanco aperlado; de
cuerpo grueso y apodo, con cabeza pequefia de color café claro, mas larga que
ancha y cuneiforme; centralmente casi recta y dorsalmente muy convexa. Pasa
por cuatro estadios larvales, cada estadio larvario dura aproximadamente cinco

semanas (Garcia, 2004).

Pupa: es de color blanco palido al inicio hasta tornarse a color café claro al final

de su madurez, mide de 2.75 a 3.00 mm, presenta probdscide larga dirigida hacia
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la parte anterior y las patas dobladas hacia la parte anterior, es decir hacia el
cuerpo (Benavente, 2018).

Adulto: este mide de 2.50 a 4.50 mm de longitud, es de color café oscuro, cuerpo
cilindrico y alargado, cabeza prolongada en un pico o probéscide curva y delgada,
antenas acodadas y de ocho segmentos, alas funcionales, el protérax
densamente marcado con punturas del pronoto y son mas de 20 a lo largo de la
linea media del cuello al escutelo. El adulto es muy semejante en forma al gorgojo
de los graneros, pero difieren en color y marcas, ademas de que este tiene bien

desarrolladas el segundo para de alas (Benavente, 2018).

La hembra se diferencia del macho por sus genitalias, que son mas grandes y el
pico o rostrum es mas largo y rugoso que el del macho (Figura 3) (Reddy, 1951;

Rodriguez y lannacone, 2012).

Figura 3. Dimorfismo sexual con base al area
cefdlica de Sitophilus zeamais, de
acuerdo con Reddy (1951) y Rodriguez y
lannacone (2012).
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Rango de hospederos de Sitophilus zeamais

Estos atacan cultivos en crecimiento, asi como granos almacenados entre los
que se encuentran trigo, arroz, sorgo, avena, cebada, centeno, chicharo, frijol y
semillas de algodén. También infesta otros tipos de productos de cereales
almacenados y procesados, como la pasta, la yuca y varios granos gruesos y
molidos. Incluso se sabe que ataca algunas frutas durante el almacenamiento,

como las manzanas (Patifio et al., 2019).

Métodos de control de las plagas de almacén

Control quimico

En 1958 en los EE. UU. por primera vez es utilizado el malation para controlar
plagas de productos almacenados iniciandose asi, una era de combate efectivo
contra estas plagas y aun en nuestros dias el malatién es uno de los productos
mas utilizados. Otros insecticidas comunmente utilizados, son: el fosfuro de
aluminio, bromuro de metilo y cloropicrina, los cuales son de uso restringido
debido principalmente a sus caracteristicas altamente toxicas, y deben ser
manejados con medidas de seguridad adecuadas. La aplicacion de gases se
debe conducir solamente por personal experimentado debidamente entrenado.
Si los insectos se encuentran sobre los umbrales econdmicos, se sugiere la
fumigacion. Sin embargo, en ningdn momento debe abusarse irracionalmente.

(Garcia-Lara y Bergvinson, 2007).

La resistencia de insectos a insecticidas sintéticos ha proliferado
exponencialmente, para ser considerados hoy en dia, indispensable en los

programas de control de plagas (Martinez et al., 2011).
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Control fisico

Cualquier parametro, proceso o propiedad que provee la fisica como disciplina y
aplicados al manejo de las plagas como métodos fisicos de control es aceptado.
Parametros tales como la temperatura, humedad, presion, luz ultravioleta,
coloracion, ultrasonido, entre otros, son elementos utilizados en el manejo de las

plagas de almacén (Meza et al., 2008).

Las temperaturas extremas son usualmente las mas utilizadas como método de
control fisico ya que los insectos no pueden desarrollarse y reproducirse bajo los
13 °C, ni sobre los 35 °C. Asi mismo se han utilizado radiaciones de varios tipos
con la finalidad de evitar o reducir las infestaciones de insectos plaga de los
granos almacenados. La radiacion gamma con cobalto 60 como fuente radiactiva
es el método mas comun para irradiar alimentos pudiendo penetrar alimentos
solidos entre 25 a 50 mm (Cristébal et al., 2013).

Entre otros métodos fisicos de combate de insectos plaga de los granos
almacenados se encuentran algunas practicas de la agricultura poco tecnificada
que aprovechan los recursos disponibles del medio como herramientas de
control. Asi es como una gran cantidad de polvos inertes, cenizas y arenas finas,
se han mezclado con el grano de manera tradicional como barrera fisica contra

el dafio por insectos (Patifio et al., 2019).

Resistencia fisica de los granos hacia Sitophilus zeamais

La resistencia de las plantas, en especial en el grano de maiz, pueden expresar
resistencia a las plagas de almacén, desde el nivel anatémico o morfoldgico hasta
el quimico, pasando por combinaciones estructurales particulares que en
conjunto se complementan para evitar el dafio causado por el insecto
(Bustamante y Patifio, 2001; Burgos, et al., 2019). Visto asi, la resistencia a

plagas es heredable y repetible siempre y cuando las condiciones ambientales
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sean las mismas. En su mayoria, esta resistencia es especifica; es decir, puede
ser resistente a una variante del insecto, pero susceptible a otra variante (Vallejo
y Estrada, 2002).

Existen tres tipos de resistencia reconocidas al ataque de los insectos:
antixenosis o0 no preferencia, antibiosis y tolerancia (Lopez-Lopez et al., 2023).
La antixenosis se refiere cuando una variedad es menos preferida por un insecto
para sus procesos de copulacién, ovoposicidn y alimentacion; en este sentido, un
insecto prefiere o no seleccionar a una planta, con la habilidad de percibir con
sus sentidos de olfato, vista, tacto y gusto. La antibiosis es cuando el insecto
utiliza una variedad o especie de planta hospedante para su alimentacion y esta
planta tiene efectos adversos en la vida de los insectos, como fecundidad
reducida, menor tamafio, vida anormal, niveles bajos de fecundacion e
incremento de la mortalidad. Mientras que la tolerancia, se entiende cuando un
insecto ataca a una planta y la planta tiene la capacidad de sobreponerse con la
recuperacion de tejidos o creacion de nuevos tejidos. Es comdn que la tolerancia

actué en combinacién con otros mecanismos de resistencia.

Control cultural

Dentro de las acciones de control cultural se hace el uso de varios métodos
tradicionales como la aplicacion de mezclas de agentes protectores, entre los
mas usados se encuentra la cal y tierra diatomea o tizate, entre capa y capa
del grano, o vaciar los agentes y mezclarlos con el grano. En pruebas de
laboratorio y campo se ha demostrado que evitan el libre movimiento de los
insectos, ya que las sustancias se adhieren a su cuticula, causandoles serios
dafos y en algunos casos la muerte. Se recomienda, ademas el uso de las
siguientes plantas como agentes repelentes: epazote comun, harina de
chicharo, hojas de eucalipto, hojas del arbol Neem u hoja de maravilla, que
pueden reducir hasta en un 25% la presencia del gorgojo (Cristébal et al.,

2013). Asi también se recomienda:
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= Evitar dafios en el campo por gusanos eloteros y pajaros, ya que retarda

la entrada del picudo.

» Las cosechas tempranas disminuyen el tiempo de exposicion al ataque de

S. zeamais en zonas de alta incidencia.

» Limpiar los lugares de almacenamiento, los que deben estar libres de

gorgojos y derrame de granos antes de almacenar el producto.

= Evitar colocar sacos con grano directamente en el piso; usar tarimas.

= Evitar almacenar en sacos viejos y rotos.

Control bioldgico

Insectos: existen parasitoides que atacan al género Sitophilus, entre ellos se
encuentran algunas especies pertenecientes a la familia Pteromalidae (Orden:
Hymenoptera) como son: Anisopteromalus calandrae Howard, Chaetespila
elegans Westwood y Lariphagus distinquendus Foerster. Sin embargo, no son
agentes de control bioldgico efectivo, ya que su ciclo de vida es mas corto que el

de sus hospedantes y tienen baja capacidad reproductiva (Pradera, 2014).

Hongos: para la produccion de hongos entomopatégenos se requiere de un
proceso que se lleva a cabo en laboratorio, el cual cumpla con los requisitos
sanitarios establecidos, la elaboracion que consiste en la multiplicacién masiva
del hongo y sus estructuras reproductivas (conidias) en un sustrato natural. A la
fecha se han evaluado diferentes sustratos como arroz, trigo, cebada, maiz, frijol

y soya, siendo los que mas se utilizan el arroz y el maiz (Gémez et al., 2014).
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Como controladores de insectos estan los bioplaguicidas entre los cuales se
destacan los hongos entomopatdgenos, a este grupo pertenece Beauveria
bassiana (Bals.) que tiene la particularidad de penetrar al hospedante, a través
de su cuticula, caracteristica muy comdn en hongos entomopatoégenos, siendo
uno de los hongos mas utilizados y que ha demostrado su potencial capacidad
insecticida sobre diferentes coledpteros (Pedrini et al.,, 2011). Otro de los
principales hongos entomopatdgenos involucrados en control de insectos de
almacén es Isaria fumosorosea (Wize) Brown y Smith, anteriormente
denominado Paecilomyces fumosoroseus (Wize) Brown y Smith el cual es un
agente de control biolégico prometedor, con capacidad de parasitar insectos de
mas de 25 familias diferentes, incluyendo trips, moscas blancas, pulgones,
coledpteros y lepidopteros (Piedra-Buena et al., 2019).

Nematodos: los nematodos entomopatégenos (Nematoda: Heterorhabditidae y
Steinernematidae) conocidos como organismos pluricelulares capaces de matar
a un variado numero de insectos plaga pueden aplicarse a granos y semillas en
proceso de almacenamiento. Trabajos recientes consideran nematodos del
género Steinernema (S. feltiae Filipjev, S. carpocapsae Weiser y S. riobrave
Poinar y Raulston), donde se ha demostrado su eficacia. Por ejemplo, S. riobrave
ha sido evaluada contra insectos plaga de granos almacenados tales como larvas
de P. interpunctella, Ephestia kuehniella Zeller, O. surinamensis, Tenebrio molitor
L., Tribolium castaneum Herbst, y Trogoderma variabile Ballion y adultos de

Sitophilus oryzae L. y Rhyzopertha dominica Fabricius (Ramos et al., 2007).

Bacterias: para el caso de bacterias, se han conducido para determinar la
eficacia del gen de Bt bajo condiciones de almacenaje para lepidopteros, pero no
se dispone de informacion al alcance de Bt que controle biolégicamente a
gorgojos o al resto de coledpteros que afectan como plagas de almaceén. Sin
embargo, seria sobresaliente promover investigaciones para la incorporar nuevos
biotipos de Bt que ataquen a coledpteros plagas de granos almacenados (Meza
et al., 2008).
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Caracteristicas generales de Bacillus thuringiensis (Bt)

Algunas caracteristicas que tiene Bt, es un microorganismo especifico, inocuo
para el ser humano, los animales y plantas. Esto permite visualizar con un mayor
enfoque y razonamiento al tipo de insecticida, quimico o biolégico, mas
conveniente a aplicar en un cultivo determinado. La bacteria es un bacilo Gram
positivo, aerobio facultativo, esporulador, cuyo tamafo oscila entre 1.0 a 1.2 yum
de ancho y de 3.0 a 5.0 um de largo, nativo del suelo y catalogado como
cosmopolita, se ha aislado de ecosistemas como bosques tropicales y templados,
zonas deseérticas, sabanas, archipiélagos, frutales, suelos agricolas, arena y

cuevas en los cinco continentes (Rosas, 2014).

Pertenece al reino Eubacteria, a la familia Bacillaceae y al género Bacillus junto
con Bacillus cereus (Frankland y Frankland) y Bacillus anthracis (Cohn), de los
cuales se diferencia por la formacion de una inclusion parasporal refringente al
microscopio de contraste de fases. La inclusion parasporal, puede ocupar hasta
el 30% de la célula y se produce en la fase estacionaria de crecimiento de la
bacteria. Esta inclusion esta conformada por diversas estructuras proteicas,
denominadas Cry y Cyt (Layton et al., 2011). Las proteinas Cry son el principal
factor de virulencia de Bt, las cuales poseen pesos que oscilan entre ~60 y 140
kDa, y que al estar en presencia de un ambiente reductor modifican su estructura
volviéndose altamente toxicas contra insectos de los 6rdenes Lepidoptera,

Diptera y Coleoptera (Ruiz, 2015).

Importancia de Bacillus thuringiensis en coledpteros

Debido a sus habitos alimenticios, muchas especies de coledpteros causan
graves dafios tanto a las plantas cultivadas como a los productos almacenados,
lo que lleva a pérdidas economicas significativas en todas las regiones del mundo
(Oppert et al., 2010; Yu et al., 2016). Tanto las larvas como los adultos tienen

mandibulas fuertes, lo que les permite alimentarse de una amplia variedad de
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sustratos vegetales, como raices, tallos, hojas, granos o madera (Dominguez et
al., 2020).

Hernandez-Trejo et al. (2019) mencionan cinco puntos importantes de Bt para el

control de coleopteros, los cuales son:

1. Insecticidas bioldgicos: Bt es conocido por su capacidad para producir
proteinas que son toxicas para ciertas plagas de insectos, incluidos
coledpteros como Diabrotica virgifera zea (Krysan y Smith), conocido
como el escarabajo del maiz y Sitophilus spp. Estas proteinas son una
alternativa ecoldgica a los insecticidas quimicos.

2. Especificidad: Bt ofrece una alta especificidad en su accién, lo que
significa que puede controlar plagas especificas sin afectar a organismos
no objetivo, lo que es beneficioso para la biodiversidad.

3. Interaccién con el ecosistema: la aplicacion de Bt puede influir en el ciclo
de vida de los coledpteros, afectando tanto a larvas como a adultos. Esto

se traduce en un manejo eficaz de las poblaciones de plagas.

4. Formulaciones avanzadas: la investigacion reciente se centra en mejorar
las formulaciones de Bt para aumentar su estabilidad y eficacia. Esto
incluye el uso de tecnologias de microencapsulacion y formulaciones
liguidas que permiten una mejor aplicacion y una mayor persistencia en el

campo.

5. Integracion en el manejo de plagas: el Bt se esta integrando en programas
de manejo integrado de plagas (MIP), combinandose con otros métodos
de control biolégico y cultural. Esto ha demostrado ser eficaz en la

reduccion de la dependencia de productos quimicos.
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Proteinas cristales con actividad para coledpteros

Las proteinas Cry, codificadas por genes cry3, fueron descubiertas por primera
vez en las subespecies tenebrionis (Krieg et al., 2009).

Los escarabajos representan el orden de la clase insecta que incluye el mayor
namero de especies. Sin embargo, los estudios realizados para identificar toxinas
de Bt activas contra los escarabajos estan lejos de ser iguales a los realizados
en el orden Lepidoptera. A la fecha, se han reportado 45 proteinas Cry, 2
proteinas Cyt, 11 proteinas Vip y 2 proteinas Sip, con actividad contra insectos
coledpteros, provenientes de Bt, de las cuales las toxinas de las familias Cry3 y
Cry8 tienen el espectro de huéspedes mas grande (Figura 4).
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Figura 4. Numero de insectos coledpteros susceptibles a Bt (Bacillus

thuringiensis), agrupados en familias de proteinas (Dominguez et al., 2020).

Debido a la conocida actividad en importantes plagas de coledpteros, como
Leptinotarsa decemlineata Say (Coleoptera: Chrysomelidae) o Diabrotica spp.
(Coleoptera: Chrysomelidae), algunos de estos aislados se han desarrollado

como bioinsecticidas para el control de escarabajos (Park et al., 2006). Las
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proteinas Cry3Aa, Cry3Ba, Cry3Bb y Cry3Ca han mostrado actividad contra la
mayoria de las principales familias de coledpteros, incluyendo Chrysomelidae,

Curculionidae, Scarabaeidae y Tenebrionidae, entre otras.

Los grupos Cry7 y Cry8 son comparativamente menos activos en crisomélidos,
pero representan una alternativa seria las proteinas Cry3. La Cry7Aa,
anteriormente conocida como CryllIC, es muy toxica para las especies del género
Cylas (Coleoptera: Brentidae) (Ekobu et al., 2010) incluso mas que la proteina
Cry3, pero no tiene efectos negativos contra Anthonomus grandis Boheman
(Coleoptera: Curculionidae) o Diabrotica undecimpunctata Mannerheim
(Coleoptera: Chrysomelidae). Un informe reciente indica que una protoxina tipo
Cry7Aa es activa contra L. decemlineata sin ningan paso previo de solubilizacién
(Dominguez-Arrizabalaga et al., 2019). La toxina Cry7Ab solubilizada es activa
contra Henosepilachna vigintiomaculata Motch (Fabricius) (Coleoptera:
Coccinellidae) y Acanthoscelides obtectus Say (Coleoptera: Chrysomelidae),
pero no contra Anomala corpulenta Motschulsky (Coleoptera: Scarabaeidae) o
Pyrrhalta aenescens Fairmaire (Coleoptera: Chrysomelidae) (Cancién et al.,
2012).

Las proteinas de tipo Cry8 son tdxicas para un gran numero de plagas de
coleodpteros, particularmente contra especies de la familia Scarabaeidae (Gindin
etal., 2014). Ademas, las proteinas Cry8A y Cry8B han mostrado actividad contra
los crisomélidos L. decemlineata y Diabrotica spp., Cry8Ca contra el tenebriénido
Alphitobius diaperinus Pancet (Coleoptera: Tenebrionidae) y Cry8Ka contra el
curculiénido A. grandis (Oliveira et al., 2011).

Proteinas Cry, Cyt, Vip y Sip
Las proteinas Bt cristal (6-endotoxinas) se producen durante la fase de

crecimiento estacionario y se han aislado de una amplia gama de plagas de

insectos. Estas inclusiones cristalinas estan formadas principalmente por
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proteinas Cry y Cyt que son toxicas para una amplia variedad de especies de
insectos. La mayor parte de la informacién sobre las propiedades insecticidas se
ha obtenido para la familia Cry3, y solo unos pocos datos provienen de otras
familias Cry.

Proteinas Cry. Las proteinas Bt Cry se pueden subdividir basicamente en tres
grupos diferentes segun su homologia y estructura molecular: el grupo de tres
dominios (3D), se compone de las proteinas Etx_Mtx2, las proteinas Toxin_10y

las toxinas a-helicoidales (Soberon et al., 2013).

Las proteinas Cry de 3D constituyen el grupo méas grande y mejor estudiado.
Estas se producen como protoxinas de dos tamafos principales, una protoxina
de ~130 kDa y otra mas corta de ~70 kDa (Pardo-Lépez et al., 2013). Las
proteinas de 130 kDa comparten un extremo C altamente conservado que
contiene 15 - 17 residuos de cisteina, que es prescindible por toxicidad, pero
necesario para la formacion de enlaces disulfuro intermoleculares durante la
formacion de cristales (Bravo et al., 2011). Este grupo se ha estudiado
principalmente con toxinas de lepidépteros como CrylA, pero también incluye

algunas toxinas activas de coledpteros como Cry7A 'y Cry8.

Proteinas Cyt. Las proteinas Cyt constituyen un grupo pequefio, estas proteinas
aumentan el potencial de ciertas toxinas Cry y tienen un parecido a las Cry. Cada
vez son mas estudiadas, se producen como protoxinas con un tamafio activado
proteoliticamente de alrededor de 25 kDa (Soberon et al., 2013). Al igual que con
algunas proteinas Cry, la estructura terciaria de algunas proteinas Cyt ya ha sido
resuelta. CytlAa, Cyt2Aa y Cyt2Ba muestran una estructura similar compuesta
por un solo dominio a-B, con dos capas externas de a-hélice envueltas alrededor
de una B hoja. Se han registrado algunos estudios con péptidos de CytlA, que
muestran los péptidos de la a-hélice, que son elementos estructurales

importantes involucrados en la interacciéon de la membrana y también en el
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proceso de oligomerizacion, mientras que la hebra 8 forma un poro oligomérico

con una estructura de 8 barril en la membrana (Cohen et al., 2011).

Las proteinas Cyt de B. thuringiensis tienen una actividad citolitica (hemolitica) in
vitro, por esa razon fue nombrado de esa manera, y muestran una especificidad
predominante en dipteros (De Maagd et al., 2003). Sin embargo, algunas de
estas proteinas también son toxicas para plagas de coledpteros, como CytlAa a
Chrysomela scripta Fabricius o Cyt2Ca a los crisomélidos L. decemlineata y
Diabrotica spp. y a los curculionidos Diaprepes abbreviatus L. (Mahmoud et al.,
2017).

Ademas, las proteinas Cyt mejoran la actividad de las proteinas Cry. Por ejemplo,
CytlAa es capaz de superar altos niveles de resistencia a Cry3Aa por C. scripta,
desempefiando un papel importante en el manejo de la resistencia (Soberon et
al., 2013).

Proteinas Vip. Dentro de la familia Vip, los genes vipl y vip2 son co-
transcriptores en un solo operdn de 4 kpb, que producen proteinas de ~100 kDa
(Vipl) y 50 kDa (Vip2) (Zufiga-Navarrete et al., 2013). La ausencia de toxicidad
de las proteinas por si sola, sugiere que se trata de una toxina binaria,
considerado para algunos miembros de los Ordenes de los coledpteros vy
hemipteros (Sattar y Maiti, 2011). Si bien Bt es una buena fuente de proteinas
Vip, estas proteinas también se han encontrado en otras bacterias
estrechamente relacionadas, como B. cereus, Lysinibacillus sphaericus Neide o
Brevibacillus laterosporus Laubach.

Proteinas Sip. Actualmente, se han descrito dos proteinas Sip, ambas activas
contra varias plagas de coledpteros. El hecho de que las cepas que albergan los
genes siplAa y siplAb también contengan los genes cry3 y cry8,
respectivamente, sugiere que las proteinas Sipl pueden tener un papel en el

mecanismo insecticida contra los insectos coleépteros (Sha et al.,, 2018). La
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proteina SiplAa activa de coledpteros contiene una sefial de secrecion de
consenso Gram-positiva predicha y exhibe una similitud del 46% con la toxina
mosquitocida Mtx3 de L. sphaericus. Esta similitud también indica que la toxicidad
de SiplAa debe ser causada por la formacion de poros (Palma et al., 2014).

Modo de acciéon de Bacillus thuringiensis

El modo de accion se ha visto por estudios realizados en insectos lepidépteros,
aungque se cree que es similar entre diferentes 6rdenes como Coleoptera y
Diptera, con algunas peculiaridades (Bravo et al., 2011). El proceso comienza
una vez que el insecto objetivo ingiere la proteina y llega al intestino medio del
insecto, donde se solubiliza y se activa proteoliticamente. Tal activacién permite
gue las toxinas se unan primero a sus receptores especificos en la membrana de
la célula huésped, luego a su oligomerizacion vy, finalmente, a la formacion de
poros en la membrana celular (Figura 5), en este modo de accion de varios pasos,
varios factores pueden contribuir a la especificidad de la proteina (Jurat-Fuentes

y Crickmore, 2017; Dominguez et al., 2020).

Es bien aceptado que los procesos de solubilizacién se deben a las condiciones
ambientales en el intestino medio del insecto susceptible, principalmente a los
valores de pH. Cabe destacar que, a diferencia del intestino medio alcalino de los
insectos lepidépteros y dipteros, por otro lado, los escarabajos tienen un intestino
medio acido, lo que sugiere que se necesitan diferentes condiciones de
solubilizacion para cada proteina. Por ejemplo, los fluidos del intestino medio de
las larvas de L. decemlineata y D. virgifera zea no parecen solubilizar Cry1B y
Cry7Aal, y solo después de una solubilizacion previa in vitro, estas proteinas se
activan (Dominguez et al., 2020). Sin embargo, informes recientes muestran que
las proteinas Cry7Ab2 y Cry7Aa2 se solubilizan en los fluidos del intestino medio
de las larvas de Henosepilachna vigintioctomaculata (Motsch.) y L. decemlineata,
respectivamente, lo que sugiere que la falta de solubilizacion involucra mas

factores que el pH (Dominguez-Arrizabalaga et al., 2019).
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(1) El cristal se disuelve bajo las condiciones &acidas del lumen del intestino medio de los
coledpteros. (2) Las enzimas digestivas especificas, como las cisteinas y las proteasas
asparticas, procesan la protoxina, activandola como toxina. (3) La toxina activa se une
inicialmente a un receptor primario (CADR). (4) Posteriormente, las toxinas oligomerizan,
formando estructuras de pre-poro. (5) Estas estructuras oligoméricas interactlian con un receptor
secundario especifico, que puede incluir metaloproteasas ADAM, fosfatasas alcalinas ancladas
a GPI o simportadores de soluto de sodio. (6) Esta interacciéon provoca la insercion de la
estructura en la membrana celular. (7) Finalmente, se forman poros en la membrana, lo que
culmina en la lisis de la célula. (Jurat & Crickmore, 2017; Dominguez et al., 2020).

Figura 5. Representacion esquematica del mecanismo de accion de las

proteinas cristalinas en coleopteros:
Cultivos Bt

Se han creado plantas Bt para el control de varias plagas de insectos, entre ellas,
para el manejo del escarabajo de la papa L. decemlineata y los gusanos de la
raiz del maiz Diabrotica spp. El primer cultivo modificado por el hombre fue la
papa, que expreso el gen cry3A de Bt subsp. tenebrionis en sus hojas (Perlak et
al., 1993; Dominguez et al., 2020). La expresién transgénica confiere proteccién
a las plantas de papa contra el escarabajo y a si permite reducir las aplicaciones
de insecticidas (Duncan et al., 2002). Sin embargo, las papas genéticamente
modificadas se comercializaron de 1995 a 2001, y finalmente se retiraron del
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mercado debido a la preocupacion social por este tipo de cultivos (Thornton,
2004).

Se disefidé un maiz Bt activo para coledpteros para el control de gusanos de la
raiz del maiz, expresando una variante del gen cry3Bbl de tipo salvaje de Bt
subsp. kumamotoensis en el tejido de la raiz (Vaughn et al., 2005). Actualmente,
los hibridos de maiz Bt expresan cuatro proteinas cristalinas diferentes (Cry3Bb,
mCry3A, Cry34Ab/35Ab y eCry3.1Ab), individualmente o coexpresando dos
toxinas (Gassmann et al., 2016). La oportunidad de expresar la toxina en un tejido
especifico permite minimizar la exposicion de la plaga que no es objetivo, al
tiempo que aumenta el control de los insectos en los tallos y raices, ya que de
otro modo serian dificiles de manejar. Sin embargo, el gusano de la raiz del maiz
occidental ha desarrollado resistencia de campo a las cuatro toxinas Bt
disponibles (Zukoff et al., 2016).

Estos hechos muestran que, aunque los cultivos Bt tienen el potencial de
aumentar la productividad al tiempo que conservan la biodiversidad, los
programas de manejo de resistencia y el mejor uso del manejo integrado de
plagas son necesarios para retrasar el desarrollo de resistencia tanto como sea
posible (Shrestha et al., 2018).

Hasta la fecha, la extension de los cultivos Bt ha aumentado en todo el mundo,
particularmente, de algodén Bt, arroz Bt y maiz Bt (James, 2017). Se estan
llevando a cabo nuevas estrategias para tratar de retrasar la resistencia, incluido
el uso combinado de varias proteinas en la misma planta Bt y ampliando el
espectro de control con toxinas para otros ordenes, como es el caso de las

especificas para coleépteros (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Estudios para el control de coledpteros con toxinas de Bt.

Autor y afio de

Toxinas y Cepa Cultivo Plaga estudio/pais
ET33/34
(Cry23Aal/Cry37Aal),
ET70 (Cry22Ab1), "
Cry3Bb3, Cry3Cal, y bgtatas L (Coleoptera: Brentidae) 2010/Adrica
Cry7Aal: cepa B. ' P '
thuringiensis subsp.
kurstaki.
. Diabrotica virgifera zea .
Maiz . Timothy et al.
Cry 3Bb1l Krysan y Smith !
zeamayz L. (Coleoptera: Chrysomelidae). 2006/USA
eCry3.1Ab, mCry3A,
Cry3Bbly . Diabrotica barberi .
Cry34/35Ab1: cepa Maiz R.F.Smith & Lawrence Pgroezlroe;jtsi"
NCR de laboratorio a (Coleoptera: Chrysomelidae)
las proteinas Bt
Cry1B, Cryll, Cry3A, Vid Xylotrechus arvicola Olivier Rodriguez et al.,

Cry7Ay Cry23/37

Vitis vinifera L.

(Coleoptera: Cerambycidae)

2021/Espafia

Cepa Bt WZ-9 que
contiene una sola
toxina Cry7Ab3

Papa
Solanum
tuberosum L.

Henosepilachna
vigintioctomaculata Motch
(Fabricius)

(Coleoptera: Coccinellidae)

Cancién et al.,
2012/China

Cepa Bt HBF-18 que
contiene Cry8-like

Soya

Glycine max L.

Holotrichia parallela
Motschulsky

(Coleoptera: Scarabaeoidae)

Di et al., 2019/China

H. parallela, Anomala corpulenta

Cepq Bt Q52-7 que Muestra de Motschulsky y Holotrichia oblita Li et al., 2014/China
contiene Cry8Nal suelo Faldermann
(Coleoptera: Scarabaeidae)
Diabrotica virgifera virgifera
Cry3Aay Cry3Bb Papa LeConte Park et al., 2009/USA
(Coleoptera: Chrysomelidae)
. Pasto Popillia japénica Newman Yamaguchi et al., 2008
Toxina Cry8Db (césped) (Coleoptera: Scarabaeidae) /[EUA
. Algod(_)n Anthonomus grandis Boheman Oliveira et al., 2011/
Toxina Cry8Ka Gossypium - - .
hirsutum L (Coleoptera: Curculionidae) Brasil

Dentro de los estudios realizados con toxinas Cry de Bt para coledpteros, algunos

investigadores trabajaron en la evaluacion de siete proteinas activas para este

orden, en insectos de la familia Brentidae (C. puncticollis y C. brunneus), se

probaron con cinco dietas artificiales que variaron en su composicion y de las

cuales todas las proteinas tuvieron una toxicidad mayor que el control no tratado.
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De las siete toxinas, la Cry7Aal, ET33/34 y Cry3Cal tuvieron valores de CLso
por debajo de la concentraciéon de 1.0 yg-g* en la dieta frente a las especies en
estudio (Ekobu et al., 2010; Cuadro 1).

En un estudio para investigar el efecto de la proteina Cry3Bb1l en combinacion
con un cebo de cucurbitacina en la alimentacion de adultos y la longevidad de
gusanos occidentales de la raiz del maiz D. virgifera virgifera, tanto para
poblaciones resistentes a los organofosforados como para poblaciones
susceptibles a estos insecticidas. Se realizaron pruebas de eleccion y no
eleccion, donde se cuantificé la posible repelencia a la proteina Bt, comparando
el consumo de discos de celulosa tratados con tres concentraciones de Bt en
combinacién con un estimulante de la alimentacién y sin el estimulante. En ese
mismo estudio se llevd a cabo un ensayo de tiempo letal para examinar la
supervivencia de los escarabajos expuestos a la proteina Bt en su dieta. Se
encontr6 que los gusanos adultos de la raiz no se ven significativamente
disuadidos por la presencia de Cry3Bb1 en los discos tratados y que la ingestion
de las toxinas no afecta negativamente a la longevidad adulta del insecto
(Timothy et al., 2006; Cuadro 1).

Para determinar la susceptibilidad basal de una cepa NCR de laboratorio a las
proteinas Bt: eCry3.1Ab, mCry3A, Cry3Bbly Cry34/35Ab1 utilizando ensayos de
toxicidad para el insecto D. barberi, en plantulas de maiz y plantas adultas, asi
como dieta artificial, se realiz6 un estudio donde se llevaron a cabo ensayos de
toxicidad, que consistieron en superponer las toxinas Cry a la dieta artificial. En
los ensayos, un niumero significativamente mayor de larvas sobrevivieron al maiz
gue expresa Cry34/35Abl en comparaciéon con las larvas que sobrevivieron al
maiz que expresa eCry3.1Ab, que éstas presentaron anchos de la capsula de la

cabeza significativamente mas pequeiios (Pereira et al., 2020; Cuadro 1).

Se evalud la susceptibilidad de larvas de X. arvicola con cinco proteinas Cry

toxicas para coledpteros (Cry1B, Cryll, Cry3A, Cry7Ay Cry23/37) en condiciones
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de laboratorio. Las proteinas Cry ensayadas pudieron aplicarse para el control de
larvas de este coledptero, ya que fueron capaces de matarlas y causar graves
alteraciones en el estadio larvario durante los meses restantes de desarrollo que
siguieron. Los resultados sugieren que estas proteinas Cry pueden ser utilizadas
como bioinsecticidas contra las larvas de este insecto. Esta investigacion se llevo
a cabo en el cultivo de la vid, con la finalidad de dar alternativas en la proteccion
de la madera de este cultivo, con la finalidad de romper la rapida evolucion de los
insectos al control quimico (Rodriguez et al., 2021; Cuadro 1).

Se identificé la cepa Bt WZ-9, que contiene una sola toxina Cry7Ab3, con
actividad insecticida efectiva contra las larvas de H. vigintioctomaculata. Se
realiz6 una incubacion mediante un homogeneizado de intestino medio de larvas
y tripsina in vitro, la protoxina Cry7Ab3 de 130 kDa se degradé en los fragmentos
resistentes a la proteinasa de ~75 kDa. Las observaciones histopatologicas de
este estudio indicaron que la ingestién de Cry7Ab3 por parte de las larvas del
insecto, provoca una aceleracion en la formacion de las células del epitelio del
intestino medio en la luz intestinal y, finalmente, la lisis de las células del epitelio,

lo que provocé la muerte de las larvas (Cancién et al., 2012; Cuadro 1).

Se evaluaron plantas de soya que expresan el gen Bt cry8 y que muestran
resistencia a H. parallela, el estudio lo realizaron con ocho lineas transgénicas
independientes con las que fueron alimentadas larvas de H. parallela. Donde se
mostré que bajo estrés alimentario por H. parallela, las tasas de supervivencia de
las plantas no transgénicas fueron 92% mas bajas que las de las plantas
transgénicas. Y asi también se report6é que la tasa de mortalidad de H. parallela
aumento6 cuando las larvas se alimentaron de las raices de las plantas de soya
transgénica. Ademas, las larvas supervivientes estaban deformadas y su
crecimiento estaba inhibido. Por lo tanto, los eventos generados en este estudio
podrian ser utilizados en programas de mejoramiento en el cultivo de la soya (Di
et al., 2019; Cuadro 1).
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La cepa Bt Q52-7 que contiene el gen para la expresion de la toxina Cry8Nal
recolectada de una muestra de suelo en el distrito de Qian Shan, provincia de
Liao Ning, China, se evaluo con insectos coledpteros H. parallela, A. corpulenta
y H. oblita, por lo que se disefiaron cebadores especificos para que el fragmento
amplificado clonara la region de codificacion de longitud completa. Los resultados
mostraron que el gen para la toxina Cry8Nal se expreso con éxito en el mutante
acristalifero HD-73-acristalino de Bt subsp. kurstaki HD-73. También mostraron
que la cepa Bt Q52-7 tuvo una alta toxicidad contra el escarabajo asiatico H.
parallela, exhibiendo una CLso de 3.80 x 10° ufc-g?, pero no es tdxico para A.
corpulenta y H. oblita (Li et al., 2014; Cuadro 1).

Se realiz6 un estudio con las proteinas insecticidas Cry3Aa y Cry3Bb de Bt que
se utilizan en bioplaguicidas y cultivos transgénicos para controlar larvas de
escarabajos que se alimentan de hojas y gusanos de la raiz de la especie D.
virgifera virgifera. Las larvas de coledpteros que se alimentaron de las inclusiones
de CR8-10 tuvieron una mayor susceptibilidad a la toxina Cry3Aa o Cry3Bb. Por
otro lado, los bioplaguicidas que contienen Cry3 y que incluyen un fragmento de

cadherina pueden llegar a ser mas eficaces (Park et al., 2009; Cuadro 1).

La toxina Cry8Db es altamente toxica contra el escarabajo del césped, esta toxina
fue clonada a partir de un aislado de Bt, BBT2-5 y sus caracteristicas son tipicas
de Bt, como las secuencias conservadas de ocho bloques y la estructura de la
toxina de 3D, tal como se define con la toxina Cry3Aa. La actividad de las
proteinas Cry8D esta codificada en el dominio dos (2D) y pruebas de esta toxina
Cry contra otras especies de escarabajos mostraron diferencias significativas
entre Cry8D y Cry8Ca, pero ninguna diferencia entre Cry8Da y Cry8Db
(Yamaguchi et al., 2008; Cuadro 1).

Se han identificacién nuevas moléculas de toxinas Cry de Bt que muestran una
toxicidad alta contra el picudo del algodonero. Mediante estudios de evolucién

molecular dirigida in vitro, a través de la mezcla de ADN vy el cribado de
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visualizacion de fagos para mejorar la actividad insecticida de las variantes de la
proteina Cry8Kal. Estos estudios mostraron que la CLso de la toxina Cry8Ka5
mutante cribada fue 3.15 veces mayor que la toxina Cry8Kal de tipo salvaje. El
modelado de homologia de Cry8Kal y el mutante Cry8Ka5 sugirié que ambas
proteinas conservaban la estructura tipica de la familia Cry de 3D (Oliveira et al.,
2011; Cuadro 1).

Descripcion de toxinas Cry de Bacillus thuringiensis

Cry3Aa. Esta toxina pertenece al grupo de 3D, la cual se utiliza en todo el mundo
para el control de insectos plaga, especifica para el orden Coleoptera. 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 union del receptor, lo que da
como resultado la formacion de una estructura oligomérica previa al poro que es

competente en insercion (Bravo et al., 2007).

Cry3Bb. El gen cry3Bb de Bt se introdujo con éxito en el genoma del plastidio del
alamo Populus alba L., lo que dio lugar a un alamo transplastomico con alta

mortalidad para Plagiodera versicolora Laicharting (Xu et al., 2020).

Cry8C. El gen de tipo cry8C designado cry8Caz2, que fue clonado y secuenciado
a partir de un aislado de Bt HBF-1 en China, consistié en un marco de lectura
abierto de 3483 pb que codificaba una proteina de 1160 residuos de aminoacidos.
El andlisis de secuencia mostré que la protoxina Cry8Ca2 de 130.5 kDa tenia una
homologia de secuencia del 99.9% con la proteina Cry8Cal previamente
informada, con un desajuste entre las dos secuencias de aminoacidos. Cuando
la toxina Cry8Ca2 se expres6 en una cepa cristalina negativa de Bt (HD-73(-)),

se produjeron cristales elipticos (Shu et al., 2007).
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Cry3C. Esta toxina se codificdé de proteinas insecticidas, en un sistema de
expresion de Escherichia coli (Migula) Castellani y Chalmers, son codificadas por
la clase de genes cry3, presentes en las subespecies de Bt tenebrionis, san
diego, morrisoni, tolworthi y galleriae, muestran actividad especifica contra
coleopteros (Sick et al., 1990; Ochoa, 2011).

Cry7A. La toxina Cry7Aa, anteriormente conocida como CryllIC, es muy tdxica
para las especies de Cylas (Dominguez-Arrizabalaga et al., 2019), incluso més
qgue la proteina Cry3, pero no tiene efectos negativos contra A. grandis o D.

undecimpunctata (Lambert et al., 1992; Dominguez et al., 2020).

Estas cepas muestran actividad toxica contra ciertos coledpteros, aunque son
limitadas y pueden codificar Cry7 de 3D, esta toxina ha mostrado una actividad
distinta contra escarabajos especialmente la toxina Cry7A, y contra lepidopteros
la toxina Cry7B (Van-Frankenhuyzen, 2009). En la mayor parte de los estudios
realizados en la especie H. vigintioctomaculata se ha identificado una cadherina
que se une con Cry7Ab3 (Song et al.,, 2012). También se ha evaluado la
susceptibilidad de larvas de X. arvicola a cinco proteinas Cry toxicas para
coledpteros, entre ellas la Cry7A (CrylB, Cryll, Cry3A y Cry23/37) en
condiciones de laboratorio (Rodriguez-Gonzalez et al., 2021).

Morfologiay composicién del grano de maiz

Un grano de maiz esta compuesto por aproximadamente 72% de almidén, 10%
de proteina, 4% de grasas, 6% de fibra, 5.5% de minerales, 2% de otros azlcares
y 0.5% de vitaminas, supliendo una densidad energética de alrededor de 365
Kcal-100 g* (Ranum et al., 2014); las partes que constituyen el grano o semilla

de maiz son las siguientes:

e Pericarpio. Constituye la parte externa del grano, que corresponde del 5
al 6% del total del peso del grano; es resistente al agua y al vapor. No es
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un alimento deseado por los insectos y los microrganismos. Esta dividido

en cuatro capas delgadas (Figura 6).

o ENDOSPERMO

\ /PERICARPIO

GERMEN

PEDICELO

Figura 6. Estructura del grano o semilla de
maiz (Orchardson, 2020).

« Endospermo. En la mayoria de las variedades del maiz representa
aproximadamente entre el 80 y 82% del total del peso del grano seco y es
la fuente de almidon y proteina para la semilla que va a germinar. El
almidén es usado en comidas (como combustible fundamental) para

preparar edulcorantes, bioplasticos y otros productos.

« Embrion/Germen. Representa entre el 8 al 12% del peso del grano. Esta

conformado por:

Escutelo: 6rgano encargado de la alimentacién del embrién en el

momento de su germinacion.

Eje embrionario: conformado por una plumula, que posee de cinco a

seis hojas y una radicula.
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Germinacion de semillas y sus fases

La geminacion se inicia con la imbibicion y termina con la emergencia. La
imbibicidn es la absorcion de agua por parte de la semilla seca, sin importar si
ésta se encuentra viable o no, y la emergencia es el proceso por el cual el eje
embrionario en especies dicotiledéneas o radicula en monocotiledoneas crece,

se extiende y atraviesa las estructuras que lo rodean (Azcon-Bieto y Talon, 2003).

Las semillas son elementos indispensables para la humanidad, asi como muy
esenciales para el buen desarrollo de la agricultura. Algunos factores que influyen
en la calidad de la semilla incluyen los aspectos de germinacion, pureza y
sanidad; son los tres criterios de la calidad bien establecidos y los cuales son
determinados por pruebas estandarizadas. La germinacion y el establecimiento
de las plantulas en el campo son fases criticas en el ciclo de vida de las plantas
y son influenciadas por la cantidad de reservas acumuladas en la semilla durante
su formacién y la eficiencia de estas para emplearlas durante el proceso de

desarrollo (Raya et al., 2020).

Las semillas sienten y responden a estimulos ambientales como la luz,
temperatura, nutrientes y humedad. Las sefiales ambientales pueden regular el
metabolismo hormonal, asi como el nivel de respuesta de la semilla a las
hormonas. Se sabe que el endospermo de las semillas dormantes imbibidas
responden al NO (6xido nitrico) y a las giberelinas. El embrion segrega sefiales
al endospermo para inducir la degradacion de la reserva de las semillas y
promueve el debilitamiento del endospermo durante la germinacién. Los avances
recientes en biologia de semillas han demostrado que el endospermo es capaz
de detectar sefiales ambientales y puede producir y secretar sefiales para regular

el crecimiento del embrion (Yan et al., 2014).
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La germinacion se ha dividido en tres fases (Méndez et al., 2008):

Fase 1: la absorcion de agua al inicio del proceso, conocida como imbibicion,
es el resultado de las fuerzas métricas (ym) presentes en las paredes
celulares y el contenido interno de las células de la semilla. Este fenomeno
ocurre independientemente de si la semilla esta en estado de latencia o no,

asi como de su viabilidad.

Fase Il: es el periodo de retraso de absorcién de agua, cuando el potencial
matrico es alto (menos negativo), como es el potencial osmotico o de soluto
(vn), en esta fase se da el desdoblamiento de sustancias de reserva y
enzimas para preparar al embridn para la emergencia y protuberancia de la

radicula o eje embrionario.

Fase Ill: semillas muertas y latentes mantienen este nivel de tipica hidratacion
de la fase Il, pero al contrario de semillas viables ellas no entran a la fase llI,

la cual esta asociado con la protrusion de la radicula o emergencia.

El tiempo de cada una de las fases (Figura 7) dependera de especificas
propiedades inherentes de las semillas tales como: contenido de substratos
hidratables, permeabilidad de la cubierta de las semillas, absorciéon de oxigeno,
tamafo de la semilla, entre otras, y de las condiciones durante la exposicion al
agua, por ejemplo: niveles de humedad, composicién del substrato, temperatura,
etc. (Bewley y Black, 1983; Méndez et al., 2008).
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Figura 7. Fases de la germinacion de semillas (Martinez et
al., 2015).

Osmoacondicionamiento de semilla

El osmoacondicionamiento consiste en la imbibicién controlada de la semilla en
soluciones osmoticas o agua, interrumpiéndose dicho proceso antes de la
protrusion de la radicula. Las semillas tratadas incrementan su porcentaje de
germinacién, asi como el crecimiento de las plantulas, mejorando la calidad
nutrimental de los cultivos como el maiz. Con la imbibicion de la semilla y la
activacion de enzimas debido al efecto de las giberelinas, se movilizan
glucanasas que degradan el endospermo almidonoso, cuyos productos son
absorbidos por el escutelo. Poco después de la imbibicion hay una disminucién

en el contenido de acido abscisico (ABA) (Preston et al., 2009).

El objetivo de la técnica de inmersion previa de la semilla en soluciones
osmoticas, incluso en agua, puede mejorar el comportamiento de la semilla
durante la germinacion. Diversos resultados muestran que las semillas

osmoacondicionadas mejoran su tasa de germinacion, asi como el
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comportamiento de la plantula, incluso bajo condiciones de estrés, se recomienda
para situaciones de escasez de agua, para acelerar el crecimiento en plantulas
de transplante e incluso para mejorar la calidad nutrimental de los cultivos como
el maiz (Harris et al., 2007; Zhang et al., 2015; Valle-Moysén et al., 2017a).

El embrién del maiz se hidrata a las 15 h, el endospermo a 48 h, la mayor
imbibicién podria mejorar el establecimiento en campo (Finch-Savage et al.,
2004). Se ha tratado de controlar la cantidad de agua embebida por la semilla,
pero es dificil de lograr, ademas de que el comportamiento de ésta, dependera
de la especie, el lote y las condiciones bajo las cuales se lleve a cabo el

tratamiento (Sanchez et al., 2001).

El cambio climatico y la escasez de agua obligan a buscar alternativas como el
osmoacondicionamiento, para tratar de mejorar la emergencia y establecimiento
de las plantulas en el campo. El remojo previo de la semilla permite que ésta
recupere su peso original al secarla en condiciones de sombra, acelera la
velocidad de germinacién y mejora el establecimiento en campo (Méndez et al.,
2008).
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MATERIALES Y METODOS

Localizacion de la investigacién

El experimento se llevd a cabo en las instalaciones del Departamento de
Parasitologia en la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro (UAAAN),
ubicado en las coordenadas de 25° 21' 18" O y 101° 01' 59" W, a 1743 m.s.n.m.

Obtencién de insectos y establecimiento de colonia para bioensayos

Se utilizaron poblaciones de campo de S. zeamais provenientes de:
Tlacuilotepec, Puebla, México, ubicado en la latitud 20° 19' 32.66" N y la longitud
98°4'7.21" O, del cultivo de maiz. Las poblaciones de insectos fueron colectadas
en sacos con maiz almacenado, infectados con diferentes plagas insectiles. El
maiz se traslado al laboratorio de Entomologia de la Universidad Autbnoma
Agraria Antonio Narro, donde se purificaron y separaron de otras plagas, se
criaron y mantuvieron para obtener nuevas generaciones filiales de S. zeamais,

las cuales se usaron para hacer los bioensayos en condiciones de laboratorio.

Criade la poblacién de S. zeamais

La cria se establecié en grano de maiz comercial libre de plaguicidas y alguna
otra plaga, se establecieron colonias de laboratorio con insectos de S. zeamais,
para ello se inocularon los granos con adultos del gorgojo obtenidos de la
purificacion. Las colonias se mantuvieron en una camara de cria en condiciones
controladas: temperatura de 25 = 2 °C, humedad relativa de 75 + 5 % y un
fotoperiodo de 12:12 h luz: oscuridad y se alimentaron de forma constante con
maiz puro, hasta obtener nuevas generaciones. Estas condiciones fueron solo

para el mantenimiento e incremento de las colonias de los insectos.
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Proteinas Cry de Bt para cada tratamiento

Las proteinas de Bt fueron proporcionadas por la Dra. Alejandra Bravo del
Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional Autbnoma de México (IBT-
UNAM) (Cuadro 2). La presentacion de las proteinas fue en estado liquido, y se
mantuvieron a temperatura de 4 £ 2 °C, antes de ser utilizadas para los

bioensayos que se establecieron, para esta investigacion.

Cuadro 1. Toxinas Cry de Bacillus thuringiensis especificas para

coledpteros, proporcionadas por el Instituto de Biotecnologia de la

UNAM, México.
Modificadas Concentracién* (mg-mL™)
1 Cry3Aa 1.5
2 Cry3Bb 2.5
3 Cry3C 1.27
4 Cry7A 1.18
5 Cry8C 0.5

*Las toxinas fueron sintetizadas por el grupo de trabajo de la Dra. Alejandra Bravo, el valor de la
concentracion corresponde a las que fueron enviadas a Saltillo, Coahuila, México, para ser
trabajadas en el Departamento de Parasitologia, UAAAN.

Para obtener las concentraciones requeridas para los bioensayos, las proteinas
de Bt se diluyeron en un solvente al 1.0% (agua destilada + CAPS) y previo a su
utilizacion, la solucion se agité durante 20 segundos mediante el uso de un

agitador Vortex (Vortex T-Genie2, Scientific industries).

El CAPS® (>99%), es un buffer o tampdn biolégico que se utiliza en bioquimica
y biologia molecular, y uno de sus usos es para la solubilizacién de proteinas, en
este caso para los bioensayos se empled con este fin, su nombre quimico es
acido 3-(ciclohexilamino)-1-propanosulfénico y su férmula quimica es
C9H19NO3S, con un peso molecular de 221.32 g-mol.
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Descripcién de los tratamientos

Los tratamientos se definieron con base en las toxinas Cry de Bt (Cuadro 2) las
cuales se prepararon a siete concentraciones diferentes mas un testigo, por cada
tratamiento se establecieron cuatro repeticiones (Cuadro 3). Previo al
establecimiento de los tratamientos, fue necesario como parte del protocolo abrir
una ventana bioldgica, para comprobar las concentraciones a emplear para cada
toxina, ademas con la finalidad de comprobar si estas ocasionaban efecto en la
poblacién de picudos de S. zeamais a una dosis alta (estos datos no se muestran

en esta investigacion).

Cuadro 2. Concentraciones de los tratamientos de las toxinas Cry +

CAPS al 1.0%, probadas en bioensayos con Sitophilus zeamais.

Toxinas Concentracién (mg-mL?)
1000
100
10
1
1 Cry3Aa 01
0.01
0.001
TESTIGO
1000
100
10
1
2 Cry3Bb o1
0.01
0.001
TESTIGO
1500
1000
100
10
3 Cry3C 1
0.1
0.01
TESTIGO
1500
1000
100
10
4 Cry7A 1
0.1
0.01
TESTIGO
1500
1000
100
5 Cry8C 10
1
0.1
0.01
TESTIGO
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Previo al uso de las toxinas antes del establecimiento de la ventana biologica y
al establecimiento de los bioensayos, se corroboro la viabilidad de las toxinas Cry
de Bt. Para eso se trasladaron las toxinas al Laboratorio de Bioingenieria
Molecular y Bioinformatica del Departamento de Ciencias Basicas de la UAAAN,

con la colaboracion del Dr. Marco Adan Juarez Verdayes.

Las toxinas se corrieron en gel separador de acrilamida al 12% y con un gel

concentrador al 4% (Figura 8).

MP
Cl C2 C3 C4 C5 C6 c9 50 kD
-._P-,.g.u ’ - 150
e

— i — . e~

C1.: carril 1, con la toxina Cry3Aa; C2: carril 2, con la toxina Cry3Bb; C3: carril 3, con la
toxina Cry3C; C4: carril 4, con la toxina Cry7A; C5: carril 5, con la toxina Cry8C; C6:
carril 6, con el marcador de peso molecular (BIO-RAD- Catélogo: 161-0373); C9: carril
9, se cargd un extracto como control. MP: referencia del marcador de peso molecular
de BIO-RAD (Catélogo: 161-0373).

Figura 8. Viabilidad de las toxinas con gel de acrilamida para el

establecimiento de los bioensayos

En la Figura 8, se muestra la viabilidad de las toxinas Cry7A, Cry3Aa y Cry8C
aun siguen siendo viables, mientras que las toxinas Cry3Bb y Cry3C mostraron
un poco de degradacién, sin embargo, a pesar de ello se utilizaron para el

establecimiento de los bioensayos, por lo que en los resultados se consideré esta
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condicion para la interpretacion, andlisis y discusion, del efecto de estas dos
toxinas sobre la actividad y supresion de los coledpteros a evaluar en este

estudio.

Metodologia de establecimiento de los bioensayos

Para el establecimiento de los bioensayos y como alimento y fuente de toxinas
Cry en los insectos, se utilizd el método de osmoacondicionamiento de semillas
en la cual se colocaron dos granos de maiz (harinoso, constituido por almidén
blando) y 1 200 pL de solucion de las toxinas + un tampdn bioldgico que se utiliza
para ensayos de diagnostico (CAPS® >99%) por cada cavidad en las placas para
bioensayos con presentacién de 24 pozos (Bio-Assay Tray Bio-BA-24). Cuando
los granos se imbibieron con la solucién de las toxinas por 24 h, se procedio a
retirar el resto de la solucion no aprovechada por los granos y se pusieron a secar
sobre sanitas de papel previamente esterilizadas a temperatura ambiente esto
con el fin de no exponer las toxinas a altas temperaturas que pudiera degradarlas,
transcurridas 12 h se volvieron a colocar los granos en las placas, con una
humedad del 13%, cuidando de que cada grano no estuviera con humedad mayor
a ésta, para evitar contaminacion y que esto afectara a los insectos y los
bioensayos, por cada cavidad de la placa se coloc6 un par de adultos de S.
zeamais sexados 1J:19 (macho: hembra) con la finalidad de asegurar la
ovoposicién en los granos de maiz, posteriormente se incubaron a 27 £ 3°Cy 60
+ 5% de humedad relativa y sin intensidad luminica, esto con base en los
requerimientos del insecto y promover su actividad, por lo que estas condiciones

fueron a las que se mantuvieron todos los bioensayos.

Las unidades experimentales se confinaron con un plastico transparente auto
adherible, por lo que se realizaron micro perforaciones que permitieran el
intercambio de oxigeno. Se incubaron por 40 dias (que es el tiempo aproximado

para que el insecto cumpla su ciclo de vida), para posteriormente evaluar.
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Variables evaluadas

Se evaluaron los siguientes parametros:

Peso del grano seco (PGS, g): se tomaron los pesos de los granos colocados

por cada repeticion antes del osmoacondicionamiento con las toxinas Cry, con

apoyo de una béascula electrénica (TL-series homgeek ®).

Peso del grano humedo (PGH, g): para medir este parametro se utilizo la misma
bascula electrénica de la variable anterior, y el peso de los granos se obtuvo

después del osmoacondicionamiento de las semillas.

Tasa de absorcion de toxinas Cry (TA, %): se consider6 esta variable para
evaluar la capacidad que presentaron las semillas de maiz para absorber las
toxinas Cry de Bt, a través de la imbibicion de las semillas en el proceso de
osmoacondicionamiento. Para ello, se tomé en cuenta el PGS y el PGH, por lo

gue se empled la siguiente formula:

TA (%) = [(PGH-PGS)/PGH]*100

Peso final del grano (PFG, g): esta variable se midi6é después de la imbibicién
de las semillas de maiz con las toxinas Cry (osmoacondicionamiento) y una vez

alcanzado el 13% de humedad en éstas. La cual se midié con un determinador
de humedad de granos (modelo: LSD-1G, marca: Goyojo®) y para el peso se

utilizé la bascula electronica.

Peso del grano después de la exposicién de los insectos (PGDEI, g): una
vez expuestos los granos de maiz a los insectos y después de 40 dias del
establecimiento e incubacion de los bioensayos, se procedio a obtener el peso
de los granos, con la misma bascula electronica utilizada en variables anteriores

y se registraron los datos.
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Porcentaje del consumo del grano (%CG): para la obtencion de esta variable,
se utilizaron los datos de las variables PFG y PGDEI, y fue necesario aplicar la

siguiente formula:

%CG = [(PFG-PGDEI)/PFG]*100

Numero de insectos adultos (NA): transcurridos los 40 dias de incubacién de
los bioensayos, se realizd un conteo de los gorgojos de S. zeamais, en estado
adulto, por lo que se tomo en cuenta el niumero total de adultos en cada repeticion
por tratamiento, y para esta variable se consideraron en el total los individuos
progenitores (P = 2) (14:19), que se colocaron en cada repeticiéon. Ademas, se
calculé el porcentaje de adultos (%A) obtenidos en los bioensayos, con la

formula:

%A = [(NA-P)*100]/NTI

Donde:
NTI = numero total de individuos
P = Progenitores, que para el desarrollo de los bioensayos se mantuvo el valor

constante de 2, en cada repeticion.

Numero de larvas vivas (NLV): esta variable se determiné haciendo un conteo
del nimero de larvas vivas después de transcurridos los dias de evaluacion. Se
verifico cuando el estadio inmaduro se moviera punzando con un alfiler, para la
obtencion de las variables de larvas fue necesario hacer un muestreo destructivo
de las semillas de maiz para poder extraer los individuos del interior. Ademas,
esta variable se transform6 también a porcentaje (%LV), con base en la siguiente

formula;

%LV = (NLV+100)/(NTI-P)
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Donde:
NTI = numero total de individuos
P = Progenitores, que para el desarrollo de los bioensayos se mantuvo el valor

constante de 2, en cada repeticion.

Numero de larvas muertas (NLM): esta variable se determind haciendo un
conteo del numero de larvas muertas después de haber transcurrido los dias de
evaluacion. Se verificd cuando el estadio inmaduro no se moviera punzando con
un alfiler o que tuviera una coloracion café oscura a negro y sin turgencia, que
son sintomas que ocasiona Bt en las larvas. Esta variable se obtuvo a la par que
la variable anterior, ya que fue necesario hacer un muestreo destructivo de las
semillas de maiz para poder extraer los individuos del interior. Ademas, esta
variable se transformo también a porcentaje de mortalidad de las larvas (%ML),

con base en la siguiente formula:

%ML = (NLM+100)/(NTI-P)

Donde:
NTI = nimero total de individuos
P = Progenitores, que para el desarrollo de los bioensayos se mantuvo el valor

constante de 2, en cada repeticion.

Numero total de individuos (NTI): al finalizar la prueba se contaron todos los
individuos obtenidos en cada repeticion, tanto NA, NLV y NLM. Para ello se utilizo

la siguiente formula:
NTI = NA + NLV + NLM
Descendencia de la poblacion (D): se evalud la progenie de los progenitores

después de los 40 dias de haber estado expuesta la poblacion de insectos de S.

zeamais a las toxinas Cry de Bt, por lo que se tomaron en cuenta los adultos,
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larvas vivas y larvas muertas, sin los progenitores. También para esta variable

los valores se transformaron a porcentajes (%D), con las férmulas:

D=NTI-P
%D = (D+100)/NTI

Donde:
P = Progenitores, que para el desarrollo de los bioensayos se mantuvo el valor

constante de 2, en cada repeticion.

Disefio experimental y andlisis estadistico

Se utilizé un disefio experimental completamente al azar. Donde cada tratamiento
consisti6 en ocho concentraciones diferentes por toxina Cry, ademas cada
concentracion con cuatro repeticiones, lo que dio un total de 160 unidades
experimentales. Las variables fueron analizadas bajo un analisis de varianza
(SAS Institute, 2002) y una comparacion de medias con la prueba de la diferencia
minima significativa (DMS) y una t < 0.05, entre tratamientos y entre toxinas. Con
las variables que no presentaron diferencias estadisticas se procedid a
explicarlas mediante andlisis descriptivo, por medio de graficas donde se empled

la media de cada variable y se generaron graficos de tendencia o barras.

Para verificar los supuestos que exige la estadistica para el andlisis de varianza
y normalizar los datos, asi como para evitar la incidencia de valores atipicos, se
transformaron aquellas variables obtenidas en numero digitos que indicaban
conteos y las que estaban expresadas en valores porcentuales, que no se
ajustaban a una curva de normalidad, con la finalidad de que los valores no se
alejen de manera considerable de la media y desviacion estandar. Las formulas

empleadas, se describen en el Cuadro 4.
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Cuadro 3. Formulas empleadas en la transformacion de datos de los
valores de las variables que no cumplen con los supuestos de normalidad

para el analisis de varianza.

Transformaciones para nimeros

i, Transformaciones para porcentajes
Digitos

X’= X (sin valores cero)
X'=2arcsem/ P P=%

X’=+0.5 + X (con valores cero)

Fuente: Transformacion de dato. https://www.youtube.com/watch?v=tzbVSgynGBM

Los datos de mortalidad en el caso de los testigos 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 férmula de correccion

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 aplicacion

X2 Testigo después de la aplicacion
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RESULTADOS Y DISCUSION

Andlisis general de las toxinas Cry de Bt sobre la supresion de Sitophilus

zeamais

Los andlisis estadisticos realizados entre todos los tratamientos (concentraciones
y toxinas) de forma global, para todas las variables, indicaron que se presentaron
diferencias estadisticas altamente significativas con una confiabilidad del 99% (a
< 0.01) en tres variables, las cuales fueron: Peso de grano humedo (PGH),
Numero de larvas muertas (NLM) y Namero de adultos (NA). Las toxinas Cry3Bb,
Cry3C y Cry8C fueron las que presentaron los valores medios mas altos en la
variable PGH, con 1.13 g a una concentracién de 100 mg-mL™, para la toxina
Cry3Bb; mientras que, para las otras dos toxinas, se tuvo un peso de 1.12 g, en
cada una a las concentraciones de 1500 y 100 mg-mL, respectivamente
(Cuadro 5). Esto indica que la capacidad de imbibicion de las semillas, asi como
penetracion de las toxinas Cry, durante el proceso de osmoacondicionamiento
fue mayor en los tratamientos con las concentraciones de 100 mg-mL?, con

respecto al resto de los tratamientos.
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Cuadro 4. Comparacion de medias entre concentraciones por toxinas

Cry de Bt, para estudiar el efecto de supresion sobre Sitophilus zeamais,

en granos de maiz osmoacondicionados.

Dosis

Toxina (mg-mLY PGH (g) NLM NA
1500 1.04 abcdefg 0.25 de 7.50 efg
1000 1.08 abcdef 1.00 abcd 11.25 abcde
100 1.12 ab 0.50 cde 10.00 bcdefg
Cry8C 10 1.09 abcdef 0.50 cde 9.75 bcdefg
1 111 abcd 0.75 bcde 7.75 defg
0.1 1.08 abcdef 0.25 de 11.25 abcde
0.01 1.10 abcde 0.50 cde 9.75 bcdefg
Testigo 1.07 abcdef 0.00 e 8.00 cdefg
1500 0.99 bcdefg  0.50 cde 9.75 bcdefg
1000 1.01 abcdefg 0.25 de 11.50 abcde
100 1.12 abc 0.00 e 7.50 efg
Cry7A 10 0.98 defg 0.25 de 10.00 bcdefg
1 1.01 abcdefg 0.00 e 9.00 bcdefg
0.1 1.09 abcdef 0.25 de 10.25 abcdefg
0.01 1.04 abcdefg 0.25 de 7.75 defg
Testigo 111 abcd 0.00 e 5.75 g
1000 1.01 abcdefg 1.50 ab 10.50 abcdef
100 1.08 abcdef 1.00 abcd 7.75 defg
10 1.02 abcdefg 1.75 a 9.00 cdefg
Cry3Aa 1 1.04 abcdefg 0.50 cde 9.00 cdefg
0.1 1.09 abcdef 1.00 abcd 8.50 cdefg
0.01 1.07 abcdef 1.75 a 12.25 abcd
0.001 0.97 efg 0.50 cde 10.50 abcdef
Testigo 0.78 h 0.00 e 12.25 abcd
1000 1.10 abcd 1.00 abcd 6.50 fg
100 1.13 a 0.00 e 8.75 cdefg
10 1.09 abcdef 1.25 abc 7.75 defg
Cry3Bb 1 1.05 abcdefg 1.00 abcd 8.00 cdefg
0.1 0.93 g 0.50 cde 10.75  abcdef
0.01 1.10 abcde 0.50 cde 8.75 cdefg
0.001 1.01 abcdefg 0.75 bcde 11.25 abcde
Testigo 0.98 cdefg 0.00 e 14.25 ab
1500 1.12 ab 0.75 bcde 8.50 cdefg
1000 1.04 abcdefg 1.00 abcd 10.75 abcdef
100 1.11 abcd 1.25 abc 12.50 abc
Cry3c 10 1.06 abcdef 0.75 bcde 8.50 cdefg
1 1.10 abcde 1.75 a 8.25 cdefg
0.1 1.08 abcdef 1.75 a 10.25 abcdefg
0.01 0.97 fg 1.25 abc 12.25 abcd
Testigo 1.11 abcd 0.25 de 14.75 a

PGH: Peso del grano hiumedo, NML: Numero de larvas muertas, NA: Nimero de
adultos. Todas las concentraciones se aplicaron en mg-mL™. Valores con la
misma letra en cada columna son iguales estadisticamente (p < 0.05).

En el caso de la variable de NLM, como se menciond, también se presentaron

diferencias significativas altas, los datos medios mas altos de la mortalidad de



53

larvas de S. zeamais fueron de 1.75 individuos, expresados en las toxinas:
Cry3Aa [10 y 0.01 mg-mL?] y Cry3C [1.0 y 0.10 mg-mL"!]; seguidos de 1.50
individuos, obtenido en la toxina Cry 3Aa [1000 mg-mL™], y por ultimo el valor de
1.25 individuos en las toxinas Cry3Bb [10 mg-mL?]y Cry3C [100 y 0.01 mg-mL-
1] (estos datos se analizan posteriormente por cada toxina y en porcentajes), el
resto de las concentraciones en cada toxina, no superaron valores del NLM

mayores a un individuo (Cuadro 5).

Para la variable de NA, se encontr6 que los valores medios mas altos fueron en
los tratamientos testigos de las toxinas Cry3Bb y Cry3C, con 14.25 y 14.75
individuos de S. zeamais, por otro lado, los valores méas bajos en esta variable se
encontraron entre los rangos de 5.75 a 7.75 individuos adultos del gorgojo por
tratamiento, las toxinas y concentraciones donde se expresaron estos valores
fueron las siguientes: Cry8C con 7.50 y 7.75 individuos en las [1500 y 1.0 mg-mL"
1, respectivamente; Cry7A con 7.50, 7.75 y 5.75 individuos en las [100 y 0.01
mg-mL] y en testigo, respectivamente; Cry3Aa con 7.75 individuos en la [100
mg-mL1], y en la Cry3Bb con 6.50 y 7.75 individuos en las [1000 y 10 mg-mL™],
respectivamente. Estos valores indican que la exposicion de los insectos a las
toxinas, permitieron retrasar el ciclo de vida de S. zeamais y esto se mostré en el
namero de adultos evaluados a los 40 dias después de haberse establecido los

bioensayos (Cuadro 5).

En los estudios reportados por Rodriguez y lannacone (2012) indican que la
mezcla de alguna composicidon quimica con los granos y el contenido de
humedad del grano podrian ser un factor clave en la resistencia genética a los
gorgojos de granos almacenados. Con el osmoacondicionamiento que se les dio
a las semillas de maiz para evaluar el efecto de toxinas Cry de Bt sobre la
supresion de S. zeamais, se corrobora lo mencionado por estos autores, donde
hubo variacion en la mortalidad de larvas y en el nimero de adultos del gorgojo,
presentes en las diferentes toxinas y concentraciones evaluadas de cada una de

estas.
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Por otro lado, Ekobu et al. (2010) mencionan que las toxinas Cry3Aa, Cry7A,
Cry3Bb y CrylCa provocan alta mortalidad de larvas del gorgojo del camote C.
puncticollis con dieta artificial a una concentracién de 5.0 ug-g* a los cinco dias
después de la exposicion de los insectos, en este mismo estudio se menciona
que la mortalidad aumentd a medida que la duracion de los bioensayos
aumentaron. En los bioensayos realizados en nuestra investigacion se trabajo
con tres de estas toxinas (Cry3Aa, Cry7A y Cry3Bb) que utilizaron Ekobu et al.
(2010) y reflejaron también valores altos en el NLM y bajos en el NA, con base a
los 40 dias que duraron los bioensayos establecidos, lo que se concuerda con lo
indicado por estos autores. Como parte del andlisis general realizado en las
variables promediando los tratamientos por toxina, no se encontraron diferencias
estadisticas con el analisis de varianza, sin embargo, con la prueba de medias
de la diferencia minima significativa (DMS) fue posible diferenciar el
comportamiento de las variables en cada toxina (t < 0.05), ya que es una prueba

sensible para detectar diferencias entre pares (Montgomery, 2013).

En este estudio fue imprescindible considerar las variables de peso de los granos,
tanto antes como después del osmoacondicionamiento, esto con la finalidad de
considerar la homogeneidad de las condiciones para el establecimiento de los
bioensayos, por tal motivo en la Figura 9, se aprecia la respuesta de las variables
de peso de los granos, es facil observar que el PGS mantuvo la misma tendencia
una vez que se sometieron a imbibicién las semillas de maiz y esto se refleja en
la variable PGH, una de las ventajas que se tiene en el osmoacondicionamiento
de semillas es que esta prueba homogeniza de forma interna la semilla, es decir
que puede mejorar el comportamiento de la semilla durante la germinacién e
incluso puede mejorar la calidad nutrimental de los cultivos como el maiz (Valle-
Moysén et al.,, 2017a). Como parte de la finalidad de este trabajo no fue la
germinacion de las semillas, si no buscar un vehiculo que permitiera el ingreso
de las toxinas Cry de Bt al interior del grano, debido a los habitos alimenticios que
tiene S. zeamais, en este sentido, al menos la variable PFG, fue homogénea para

todas las toxinas, lo que asegura como lo mencionan Sanchez et al. (2001), que
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el osmoacondicionamiento controla la cantidad de agua embebida por la semilla,
y su comportamiento después de que se lleve a cabo el tratamiento, ademas
Méndez et al. (2008) indican que el remojo previo de la semilla permite que ésta

recupere su peso original al secarla en condiciones de sombra y mejora la calidad

de ésta.
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PGS: Peso de grano seco, PGH: Peso de grano hiumedo, PFG: Peso final de grano.
Valores con la misma letra en cada columna son iguales, significa que no hubo
diferencias estadisticas significativas entre tratamientos (t < 0.05).

Figura 9. Comparacion de los pesos de grano antes y después del

tratamiento de osmoacondicionamiento con toxinas Cry de Bt.

Valle-Moysén et al. (2017b) mencionan que el proceso de
osmoacondicionamiento no afecta el peso total de semillas de maiz palomero ni
la calidad de la semilla durante el proceso de secado, después del tratamiento.
el secado de los granos. Por otro lado, Zhang et al. (2015) demostraron que los
compuestos empleados para el osmoacondicionamiento son el polietilenglicol, el
cual no altera directamente la composicién lipidica de la membrana celular, pero
provoca menores indices de absorcion de agua y de pérdida de solutos a traves

de la membrana, en este sentido, se requiere de estudios de calidad de semillas
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posteriores al osmoacondicionamiento con toxinas Cry de Bt, lo cual se

considerara en posteriores trabajos.

En la variable de tasa de absorcién (TA) de las toxinas Cry de Bt en la semilla
sometida a un tratamiento de osmoacondicionamiento con diferentes
concentraciones de éstas, resulto que la toxina Cry7A mostro la mayor tasa de
absorcién, esto indica que, a mayor valor en esta variable, se tiene mayor
cantidad de toxina Cry dentro de la semilla; por otro lado, el valor mas bajo
expresado en la tasa de absorcion fue para la toxina Cry3Aa. En el resto de las
toxinas Cry, los valores no presentaron diferencias significativas (t < 0.05) (Figura
10).
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Valores con la misma letra son iguales, significa que no hubo diferencias estadisticas
significativas entre tratamientos (t < 0.05).

Figura 10. Tasa de absorcion (%) de las toxinas Cry de Bt, después
de un tratamiento de osmoacondicionamiento en semillas de

maiz.

Méndez et al. (2008) realizaron un estudio sobre la tasa de imbibicion de las
semillas de maiz, frijol y chicharo, por lo que las semillas tratadas con Vitavax®

(carboxin) tuvieron una mayor tasa de absorcion a las 8, 10 y 10 horas
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respectivamente. En este mismo estudio encontraron que la semilla de maiz
tratado tuvo bajo porcentaje de germinacion, menor al 12%, pero indican los
autores que no hubo coincidencias entre la velocidad de imbibicién y los
porcentajes de germinacion en ninguno de los cultivos analizados. En nuestros
bioensayos con las diferentes concentraciones cada toxina Cry de Bt,
encontramos que en la [100 mg-mL], hubo mayor PGH, sin embargo, no hubo
relacion de que en alguna concentracion se presentara mayor o menor valor en
las variables NLM y NA; pero en la toxina Cry7A se present6 el mayor nimero de
concentraciones con el menor NA, siendo esta toxina, la que tuvo mayor tasa de
absorcion de las toxinas Cry en el tratamiento de osmoacondicionamiento de

semillas (Cuadro 5 y Figura 10).

Los datos presentados en la Figura 11 muestran la descendencia total por toxina
Cry de Bt (%LV, %ML, NA y %D), con respecto al consumo del grano (%CG)
osmoacondicionado expuesto a S. zeamais; donde la toxina Cry3Aa mostro el
mayor %ML, asi como el mayor %CG, y también menor valor de %LV y dentro
de los valores mas bajos para el NA, lo que indica que los valores medios para
esta toxina Cry, indican que fue la que tuvo mayor supresion sobre la poblacion
del gorgojo del maiz en los bioensayos. Estos valores fueron secundados por la
toxina Cry3C. También se puede observar en estos resultados que la
descendencia fue homogénea para todas las toxinas, sin embargo, el ciclo de
vida se retraso, al evidenciar los valores en obtenidos para cada toxina en cada
uno de los estadios del insecto, por lo que es posible apreciar que hay un efecto
positivo sobre la supresion del insecto con las diferentes toxinas, por lo es
importante mencionar que todas las toxinas Cry de Bt tienen actividad insecticida

contra este coledptero, aunque sea exprese en baja toxicidad.
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LV: larvas muertas; LM: larvas muertas; A: adultos; DT: descendencia total; GC: grano
consumido. Valores con la misma letra entre variables son iguales, significa que no
hubo diferencias estadisticas significativas entre tratamientos (t < 0.05).

Figura 11. Comparacion del consumo de grano con respecto a la

descendencia de Sitophilus zeamais, por toxina Cry de Bt.

En los resultados obtenidos por Garcia (1998) demostré que la toxina Cry3C,
seguida por la toxina Cry3Bb presentaron los mayores porcentajes de mortalidad
en larvas neonatas de L. decemlineata, las toxinas fueron marcadas con biotina,
para utilizarlas en ensayos de union con BBMVs (tejido intestinal y preparacion

de vesiculas de membrana de intestino medio).

Analisis por toxina Cry de Bt sobre la supresion de Sitophilus zeamais

De los andlisis estadisticos realizados de forma independiente por cada toxina
Cry de Bt se encontraron diferencias estadisticas significativas en el analisis de
varianza en algunas de las variables en estudio por toxina: Cry7A en las
variables, PGDEI y %CG. En la toxina Cry3Aa, para las variables PGH, NLM y
%ML; Cry3Bb, para las variables PGH, NA, %LV, NLM, %ML, NTl y D. Para la
toxina Cry3C, solo en la variable %ML. Las diferencias estadisticas se

encontraron entre los niveles de confianza del 90, 95y 99% (a<0.10,a<0.05y
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a <0.01, respectivamente). Mientras que para la toxina Cry8C, no se encontraron
diferencias significativas en ningun nivel de confianza. Con estos resultados es
facil notar que la toxina Cry3Bb, fue la que presentd mayor nimero de variables
con diferencias estadisticas evaluadas sobre la poblacion de S. zeamais en
estudio; asi mismo es notorio que las variables relacionadas con la evaluacion de
los diferentes estadios del insecto fueron afectadas por los tratamientos. A
continuacion, se describen los analisis realizados para cada una de las toxinas
Cry de Bt, de forma independiente, sobre la supresion de la descendencia de S.

zeamais.

Toxina Cry8C de Bt

El analisis de varianza para la toxina Cry8C de Bt, no arrojo diferencias
significativas, como se mencion6 anteriormente, sin embargo, con la prueba de
medias de la DMS (t < 0.05), fue posible observar agrupaciones entre los
tratamientos. De las variables consideradas para este analisis se reportan las
medias para la tasa de absorcion de las toxinas por el grano de maiz, expresado
en porcentaje (TA) y las medias para el porcentaje de grano consumido por los
insectos (%GC), entre las dos variables y para las ocho concentraciones
probadas de esta toxina, se observa una ligera tendencia de que la TA esta
relacionada con el %CG, lo que indica que a mayor imbibicion en el tratamiento
de osmoacondicionamiento hubo mayor cantidad de toxinas Cry consumidas por
los insectos. Se tuvo una TA media de 26.50 %, mientras que el %CG, fluctio
alrededor del 47.91%, entre todos los tratamientos; también se pudo observar
que el consumo de grano fue alto para las [10, 100, 1000, 0.01 y 0.1 mg-mL™1],
con valores gque superan el 50%, lo que indica que el dafio en el grano fue alto
para esos tratamientos y que los insectos consumieron la misma cantidad de
grano al momento de la evaluacion fue a los 40 dias después de haber
establecido los bioensayos. Por otro lado, el menor consumo de grano se dio en
1500 mg-mL™1, lo que da un indicio de que, en posteriores trabajos, se puede

probar tratamientos por arriba de este valor. En el caso del tratamiento testigo
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donde no hubo interaccion entre la toxina Cry8C con S. zeamais, la media del

%CG fluctto alrededor de la media general para todos los tratamientos (49.60%).
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Valores con la misma letra son iguales o que no hubo diferencias estadisticas significativas entre
tratamientos (t < 0.05).

Figura 12. Relacién entre la tasa de absorcién de la toxina Cry8C, por granos de
maiz osmoacondicionados y el porcentaje del consumo de grano por el

gorgojo del maiz Sitophylus zeamais.

Otras variables que expresan la influencia de las toxinas Cry en insectos son las
gue se evallan sobre los estadios de larva, debido al modo de accion que
presenta Bt (Dominguez et al., 2020), por lo que se analizé el %LV y %ML que
se obtuvo con la toxina Cry8C; estas variables no presentaron diferencias
estadisticas ni en el analisis de varianza, ni en la prueba de medias (DMS), entre
las concentraciones evaluadas para esta toxina, sin embargo, en forma general,
las medias para estas dos variables fluctuaron entre 15.58 y 4.03% para el %LV
y %ML, respectivamente. Es importante indicar, que en los resultados obtenidos
para esta toxina no fue necesario realizar correccién o ajustes de datos por
mortalidad en el tratamiento testigo (sin influencia de toxinas), debido a que no la
hubo, por lo tanto, el %ML expresado en estos bioensayos se debe a la influencia
de la toxina Cry8C o efecto de ésta, y que no hubo otros factores que afectaran
el experimento. Se encontré que las concentraciones de 10y 1.0 mg-mL™* fueron

las que presentaron el mayor %LV (20.31 y 19.70%, respectivamente), incluso
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superando al testigo (19.55%). Por otro lado, fueron notorias las concentraciones
donde se presentdé mayor %ML, que fueron en 1.0 y 1000 mg-mL?, y que
presentaron medias de 7.32 y 6.95% de mortalidad en larvas, respectivamente.
Estos resultados expresan que entre menor sea el %LV, es probable que en el
%ML las larvas muertas aumente, segun las tendencias expresadas en los
resultados (Figura 13). Esto se pudiera comprobar si se consideran mas
evaluaciones con menos dias de incubacion, es decir menos tiempo con relacion
a los 40 dias en que se evallo en estos bioensayos y también realizar
evaluaciones posteriores a este tiempo (lo cual no fue objetivo para esta
investigacion).
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Valores con la misma letra son iguales o expresan que no hubo diferencias estadisticas
significativas entre tratamientos (t < 0.05).

Figura 12. Porcentaje de larvas vivas y muertas de la descendencia de

Sitophilus zeamais expuesta a la toxina Cry8C de Bt.

Li et al. (2014) mostraron que la toxina Cry8 es débilmente toxica para H. parallela
lo que sugieren la participacion de otras toxinas adicionales en la cepa nativa.
Por otro lado, Jia et al. (2013) hicieron una recombinacion homologa con la toxina
Cry8Ca para ampliar aiin mas el espectro con plasmidos recombinantes pSTK-
8G con la toxina Cry8Gal en estos estudios realizados indicaron que la cepa
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recombinante amplié su espectro contra el coledptero H. parallela susceptible a
la toxina Cry8E y A. corpulenta susceptible a la toxina Cry8C, ademas mostré
efecto positivo contra H. oblita que es susceptible a la proteina Cry8G. Los
resultados obtenidos en nuestra investigacion respaldan la toxicidad de la Cry8C
de Bt, para coleopteros, especificamente para S. zeamais, debido a que en todos
los tratamientos evaluados o concentraciones a las que se expusieron los
insectos se present6 un rango del %ML entre el 1.92 y 7.32%, es decir que al

menos, mas de una larva murioé en cada dosis.

En cuanto a las variables, porcentaje de individuos adultos (%A) y porcentaje
total de la descendencia (%D) o progenie obtenida en los bioensayos, no se
encontraron diferencias estadisticas significativas entre tratamientos, para la
toxina Cry8C, sin embargo, con la comparacion de medias por la DMS, solo se
detectaron diferencias significativas (t < 0.05) en la variable %A. En el analisis
descriptivo de estas dos variables, en el %D se observé que a 1500 mg-mL*1,
presentd el menor nimero de individuos totales de la progenie del gorgojo del
maiz con 76.39%, esto involucra, larvas vivas, larvas muertas y adultos,
exceptuando los progenitores. Las dosis que mostraron una mayor poblacion
transcurridos los dias de incubacién fueron: 0.1, 1.0, 100 y 1000 mg-mL,
comparadas con el testigo, que solo obtuvo un 71.15% de descendencia. Por otro
lado, en la variable %A, todas las medias superaron al testigo (Figura 14), estos
resultados indican que la toxina Cry8C, puede interferir con el desarrollo normal
de los insectos y retrasar su ciclo o incluso acelerarlo, ya que las toxinas Cry de
Bt, puede afectar las hormonas que regulan el desarrollo de los insectos, asi
mismo la exposicion de los insectos a estas toxinas, puede tener efectos

subletales que afectan su desarrollo y supervivencia (Bi et al., 2015).
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Figura 13. Porcentaje de adultos del gorgojo del maiz Sitophilus
zeamais comparado con el porcentaje de la descendencia total

oBtenida con la toxina Cry8C de Bt.

Datos reportados por Shu et al. (2009) mencionan que la toxina Cry8 fue clonada
y secuenciada con tres cebadores universales con la identidad mas alta (58%)
de la toxina Cry8Ba, con el fin de amplificar la toxicidad de la proteina hacia H.
oblita y H. parallela, aunque su efecto toxico fue significativamente menor que la
de la cepa parental, lo que sugieren estos estudios es que la cepa parental
contiene toxinas adicionales o algun factor de virulencia, que por si sola la toxina

Cry8Ba hace gue no sea tan eficaz sobre los insectos en estudio.

Toxina Cry7A de Bt

Dentro del analisis de la toxina Cry7A de Bt, con las semillas de maiz
osmoacondicionadas, para las variables TA y %CG, se observaron diferencias
estadisticas con la prueba de DMS entre tratamientos o concentraciones a las
gue se sometieron individuos del gorgojo del maiz S. zeamais, para evaluar su

descendencia. El efecto en la variable TA mostré los valores mas bajos de
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absorcion de las toxinas en 1.0 y 10 mg-mL™* con porcentajes de 22.11y 23.77%,
estos valores fueron incluso mas bajos a los que se presentaron en el testigo
donde no hubo tratamiento con la toxina (39.63%), los valores de las medias entre
tratamientos para esta variable fluctuaron alrededor del 28.64%. Con estos
resultados se entiende que hubo limitacion en el ingreso de esta toxina a las
semillas de maiz, lo que puede deberse a la estructura y peso molecular de dicha
toxina. Segun Ruiz (2015), menciona que las proteinas Cry poseen pesos que
oscilan entre ~60 y 140 kDa, y que al estar en presencia de un ambiente reductor
modifican su estructura volviéndose altamente toxicas contra insectos, en este
sentido, cuando se verifico la viabilidad de esta toxina (Figura 8), previo al
tratamiento de osmoacondicionamiento de las semillas y establecimiento de los
bioensayos se encontré un peso alrededor de los 150 kDa, lo que indica que es
una toxina de estructura y peso molecular alto, esto pudo haber influenciado en

lo observado en el comportamiento de la variable TA.
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Figura 14. Relacion entre la tasa de absorcion de la toxina Cry7A,
por granos de maiz osmoacondicionados y el porcentaje del

consumo de grano por el gorgojo del maiz Sitophilus zeamais.
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El consumo de grano osmoacondicionado con la toxina Cry7A de Bt, present6
una media entre los tratamientos del 46.72%, con respecto al peso final de grano
con 13% de humedad. Se encontré que en los tratamientos con 1.0, 10, 100 y
1500 mg-mL-, la alimentacion de los insectos, tanto en estadios larvarios como
adultos fueron menores con respecto a las otras concentraciones (Figura 15), eso
indica que hubo algun efecto de repelencia de la poblacion de S. zeamais hacia
la composicion de los granos o probablemente al tratamiento de
osmoacondicionamiento de las semillas, ya que esto se pudo apreciar también
en el testigo (sin toxina), este comportamiento no fue similar al de otras toxinas
Cry de Bt, probadas en nuestra investigacion. Estos resultados concuerdan con
otros estudios como los realizados por Rodriguez-Cobos et al. (1990) en pruebas
de resistencia con granos de 10 variedades de trigo expuestos al ataque de S.

granarius.

En el caso de las variables % LV y %ML, la media general entre los tratamientos
fluctto alrededor del 26.78% y 1.39%, respectivamente. En el %LV, se apreciaron
diferencias significativas gracias a prueba de comparacion de medias por medio
de la DMS; mientras que en la variable del %ML, no se expresaron diferencias
entre las dosis o concentraciones probadas para la toxina Cry7A; sin embargo,
destaca la de 1500 mg-mL* con el dato mas bajos para el %LV, que fue de
16.32% y el valor mas para el %ML, que fue de 3.31% de larvas muertas, con
estos resultados se pueden considerar para posteriores estudios
concentraciones mas altas que favorezcan en la mortalidad de larvas de S.
zeamais. En forma general los tratamientos evaluados reflejan baja toxicidad de
la proteina Cry7A, pero no se descarta que el consumo de las larvas retrasa el
ciclo de vida del insecto todo esto se compara con el testigo que no estuvo
expuesto a alguna toxina y fue el que mostro mayor porcentaje de larvas vivas
con 39.43%. Por tanto, Rodriguez et al. (2021) compararon la efectividad de cinco
proteinas Cry y obtuvieron resultados positivos para Cry7A que mostré mas
efectividad para el control de X. arvicola junto con la toxina CrylBa debido a la

reduccion de supervivencia de las larvas de este escarabajo, los datos
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presentados en este estudio sugieren que estas proteinas pueden ser utilizados
para el control de dicha plaga, sin embargo, se tiene que aplicar solo en el
momento en que las larvas eclosionan del huevo para alcanzar la mayor

susceptibilidad.

Porcentaje (%)
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Valores con la misma letra son iguales y expresan que no hubo diferencias estadisticas
significativas entre tratamientos (t < 0.05).

Figura 15. Porcentaje de larvas vivas y muertas de la descendencia de

Sitophilus zeamais expuesta a la toxina Cry7A de Bt.

Los resultados obtenidos para las diferentes concentraciones probadas de la
toxina Cry7A, demostraron que esta toxina tiene bajo efecto sobre poblaciones
de S. zeamais, las medias obtenidas en las variables %A y %D, para los
diferentes tratamientos, no presentaron diferencias estadisticas con un
comportamiento igual al testigo (%A = 45.14% y %D = 74.86%). Las medias
generales fluctuaron entre el 56.66 y 79.13%, tanto para %A y %D,
respectivamente. El mayor %D se obtuvo en 1000 mg-mL, con 86.43% y el
menor valor en 1500 y 100 mg-mL*%, con 73.33%. Para la variable %A, el valor
mas alto se presenté en 1000 mg-mL* con 62.53% y el mas bajo en 0.01 mg-mL-
1 con 54.66% (Figura 17). Debido a que no se expreso efecto en la supresion de
la poblacion de S. zeamais con esta toxina, tampoco fue notorio apreciar

afectacion en el ciclo de vida del insecto. Estos resultados no concuerdan con los
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reportados por Delanthabettu et al. (2022), quienes demostraron que existe
toxicidad hacia el picudo Myllocerus subfasciatus Guérin-Méneville, 1843
(Coleoptera: Curculionidae) con cepas nativas de Bt y mencionaron que las
toxinas Cryll, Cry3, Cry7, Cry8, Cryl14, Cry26 y Cry55, aisladas de estas cepas,
son letales con patogenicidad que oscil6 entre el 93 y 100% sobre el insecto; por
lo que en nuestros resultados, al menos para la Cry7A, no se presento efecto

sobre la supresion en la descendencia de los insectos del gorgojo del maiz S.

zeamais.
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Figura 16. Porcentaje de adultos del gorgojo del maiz Sitophilus
zeamais comparado con el porcentaje de la descendencia total

oBtenida con la toxina Cry7A de Bt.

Toxina Cry3Aa de Bt

En la toxina Cry3Aa de Bt, en las variables de TA, %CG, %LV, %ML, %A y %D
no se presentaron diferencias significativas por el analisis de varianza, sin
embargo, con la prueba de medias de DMS, si se lograron apreciar diferencias

entre tratamientos para estas variables. Esto se debe a que el poder estadistico
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del andlisis de varianza puede ser insuficiente para detectar dichas diferencias
entre grupos, especialmente si el tamafio de la muestra es pequefio o0 la
variabilidad entre los grupos es alta, segin Montgomery (2013). Por otro lado,
este mismo autor indica que la prueba de medias de la DMS es mas sensible
para detectar diferencias entre pares y mas robusta, ya que pueden detectar

diferencias significativas a niveles de confianza mas bajos.

En la Figura 18 se pueden observar las medias que presentaron los tratamientos
analizados para la toxina Cry3Aa, especificamente para las variables TA 'y %CG,
por lo que se encontré que existe una tendencia en la que a mayor concentracion
de la toxina absorbida por los granos de maiz y expuesta a los insectos de S.
zeamais, se encontr6 que el %CG por los insectos se reduce; por otra parte
también se encontrdé que a mayor concentracion de la toxina se presenté mayor
tasa de absorcidn, estos resultados difieren completamente a los que se reportan
en las toxinas Cry8C y Cry7A. En la variable de TA, se encontraron los mayores
valores en las concentraciones bajas [0.1, 0.01 y 1000 mg-mL-!], con 34.40, 33.24
y 29.13% de TA de la toxina Cry3Aa, mientras que, en el testigo, se reporto la TA
mas baja de 11.18%, eso puede dar referencia a que las concentraciones bajas
de las toxinas pueden facilitar el proceso de imbibicion en el tratamiento de
osmoacondicionamiento. Las medias para esta variable fluctuaron alrededor del
59.34%. Para la variable %CG, los insectos del gorgojo del maiz consumieron
mas en 0.001 mg-mL™* con un promedio de 72.05%, esto indica que, a dosis mas
altas de la toxina, la plaga se alimentar4 menos, es decir que la toxina Cry3Aa
demuestra un efecto hacia el consumo de los granos de maiz sobre las larvas de
S. zeamais. En la dosis de 0.1 mg-mL™* el porcentaje de consumo por el insecto
fue menor (30.43%), con respecto al resto de las concentraciones evaluadas. La
media para esta variable fue de 80.16%, lo que indica que los insectos causaron
mas del 80% de dafio en la semilla de maiz que fue osmoacondicionada con la
toxina Cry3Aa (Figura 18).
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Figura 17. Relacion entre la tasa de absorcion de la toxina Cry3Aa,
por granos de maiz osmoacondicionados y el porcentaje del

consumo de grano por el gorgojo del maiz Sitophilus zeamais.

Al respecto, Nwosu et al. (2016) mencionan que hay diferentes factores por lo
gue el grano es susceptible al ataque de los gorgojos de granos almacenados y
se debe al aumento de almidén y proteinas que esta disponibles para el consumo
de las plagas, se entiende que con el osmoacondicionamiento, al momento de
suspender el agua y desecar la semilla, segun Preston et al. (2009), se da la
activacion enzimatica y desdoblamiento de sustancias de reserva que degradan
el endospermo almidonoso y preparar al embrion para la emergencia y
protuberancia de la radicula o eje embrionario, por tal motivo, es probable que el
alto porcentaje de consumo del grano en este experimento se deba a la facilidad
gue tuvo S. zeamais para perforar los granos para consumo Yy ovipositar. Astuti
et al. (2019) observaron en varios hibridos de maiz la repelencia de S. zeamais
esto por el contenido alto de fibra, acidos fenadlicos e inhibicion de la tripsina aun

asi aplicandole algun tratamiento previo.

Las variables %LV y %ML, analizadas para los tratamientos establecidos con la
toxina Cry3Aa, obtuvieron una media general de 13.85 y 12.77%,
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respectivamente entre el total de los tratamientos. Dentro de estas variables
resalta la concentracién a 0.1 mg-mL* con valor de 4.58% larvas vivas y el
incremento del porcentaje de mortalidad a 30.63% sobre las demas dosis
evaluadas, seguidas por 1000, 100, 10y 0.01 mg-mLt, con %ML de 20.73, 12.78,
16.56 y 12.60%, respectivamente; estos resultados indican que esta toxina fue la
gue mostré mayor efecto hacia el control de S. zeamais comparado con las otras
cuatro evaluadas, ya que se obtuvo el mayor porcentaje de mortalidad en la

mayoria de las concentraciones evaluadas con respecto al testigo (Figura 19).
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Figura 18. Porcentaje de larvas vivas y muertas de la descendencia de

Sitophilus zeamais expuesta a la toxina Cry3Aa de Bt.

Datos presentados por Skokova et al. (2022) sefialan que esta toxina en el cultivo
de la papa genéticamente modificada tiene efectos altos contra el escarabajo L.
decemlineata. En relacion con los datos presentados por Guo et al. (2021), estos
autores demuestran que la Cry3Aa tiene poco efecto para el picudo rojo de las
palmeras Rhynchophorus ferrugineus Olivier, 1790 (Coleoptera: Curculionidae),
los ensayos mostrados en este estudio indican que la activacién proteolitica de

esta proteina se digiere en fragmentos mas pequefios que los fragmentos



71

activados de 55 kDa en diferentes condiciones. En nuestra investigacion para
verificar la viabilidad de las toxinas, esta toxina presenté un peso de 75 kDa, por
lo que se puede llegar a mayor toxicidad con fragmentos mas pequefios de ésta.
Para las variables %A y %D, como se mencion0 anteriormente, no se reportaron
diferencias estadisticas, la media general fue de 59.34 y 80.16%,
respectivamente. En %A se aprecia una tendencia en el incremento de esta
variable, conforme disminuye la concentracion de la toxina en los tratamientos y
se expreso el valor mas alto en el tratamiento testigo (sin toxina), esto indica que
hay reduccién en el numero de adultos conforme se incrementa la concentracion

y con ello un retraso en el ciclo de vida de los insectos (Figura 20).
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Figura 19. Porcentaje de adultos del gorgojo del maiz Sitophilus
zeamais comparado con el porcentaje de la descendencia total

oBtenida con la toxina Cry3Aa de Bt.

En cuanto al %D, los insectos fueron influenciados por los efectos de la toxina
Cry3Aa, se muestran datos con las dosis de 1.0 y 0.1 mg-mL™, con valores del
72.02y 74.76%, respectivamente. Esto indica que a pesar de que son dosis bajas

en la concentracion de la toxina, se presenta un efecto positivo hacia la supresién
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de la plaga, mientras los estadios del insecto se alimentan en este caso con la
toxina Cry3Aa, esto comparado con el testigo que obtuvo uno de los valores mas
altos con 82.66%, teniendo en cuenta que no tiene ninguna toxina dentro del
grano embebido (Figura 20). Estudios realizados por Hussein et al. (2005) donde
evaluaron al escarabajo colorado de la papa L. decemlineata demuestran
reducciones de peso corporal de los insectos con 11 y 5%, a causa de una
concentracion de 1.4 mg-kg de la toxina Cry3Aa en tejido vegetal de papay 3.3
mg-kg! en dieta artificial, respectivamente; estos experimentos también
demostraron la reduccion en el porcentaje de descendientes (74 y 65%). Estos
mismos autores evaluaron también el efecto en Spodoptera littoralis Boisduval,
1833 (Lepidoptera: Noctuidae) con una dieta artificial que contenia 9.1 mg-kg™
de Cry3Aa, donde también hubo una reduccién del 10% en su tamafio y no
gener0 descendencia viable. Estos datos indican que la disminucién en la
reproduccion no fue resultado de una falta general de reservas nutricionales, sino
de un efecto directo de la toxina Cry3Aa sobre el proceso reproductivo de los

insectos.

Toxina Cry3Bb de Bt

Los andlisis estadisticos para los tratamientos establecidos con la toxina Cry3Bb,
mostraron el mayor nimero de variables con diferencias estadisticas en el
analisis de varianza. Como parte de los andlisis descriptivos, en las variables de
la TA y %CG, se encontr6 que presentaron tendencias similares a las
encontradas con la toxina Cry3Aa, donde a medida que disminuye la TA, el
consumo del grano por el insecto aumenta, en la concentracién de 0.1 mg-mL™*
se aprecia claramente este fendmeno, donde con bajo valor de TA (16.81%) el
%CG aumento a 55.20% y a 1000 mg-mL%, la TA fue de 32.22% y el %CG fue
bajo alcanzando un 18.87%. La media de la TA fue de 26.69%, mientras que para
%CG, fue de 41.83% (Figura 21).
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Figura 20. Relacion entre la tasa de absorcion de la toxina Cry3Bb,
por granos de maiz osmoacondicionados y el porcentaje del

consumo de grano por el gorgojo del maiz Sitophilus zeamais.

El valor del %CG se redujo en algunos tratamientos, lo que indica que hubo un
efecto por la toxina Cry3Bb, en comparacion con el testigo que present6 un %CG
de 55.29% (Figura 21). Varios estudios mencionan que el aumento de proteinas,
almiddn, zinc, hierro, magnesio, manganeso, sodio, calcio, fosforo y cobalto
dentro de los granos de maiz hacen que sea muy susceptible al dafio e
infestacion por la plaga; Khakata et al. (2018) reportaron que la linea endogamica
‘DUMA 41 (S)’ de maiz blanco es demasiado susceptible ante el ataque de S.
zeamais, aumentando el porcentaje de consumo del grano hasta los 120 dias
después de la exposicién de los insectos por ser un grano semi-cristalino. Con
respecto a los resultados, puede ser que esta condicion del tipo de grano de maiz
intervino en el consumo de los insectos, debido a que se utiliz6 para los
bioensayos maiz del tipo harinoso que en su constitucion predomina el alto

contenido de almidén y carbohidratos.
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En la Figura 22, los datos muestran el %LV y %ML, las medias totales entre los
diferentes tratamientos tuvieron un valor de 18.89 y 9.19%, respectivamente; la
concentracion de 1000 mg-mL* mostr6 el mayor %ML con 8.68 y en el %LV, se
tuvo un 19.24%, seguidas por 10 y 0.01 mg-mL%, con valores de 19.92 'y 15.32%
y 30.04 y 14.29%, respectivamente para cada concentracidon y variable.
Resultados similares son reportados por Xu et al. (2020) donde evaluaron la
toxicidad de Cry3Bb introducida al genoma del plasmido del 4lamo P. alba contra
el escarabajo P. versicolora, estos autores indicaron que la proteina causo una
mortalidad de 100% en el primer estadio larval a los tres dias de su alimentacion

con hojas jévenes que tenia 16.8 ug-g=.
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Figura 21. Porcentaje de larvas vivas y muertas de la descendencia de
Sitophilus zeamais expuesta a la toxina Cry3Bb de Bt.

En los resultados para la variable %A se presentaron valores menores al testigo
(74.32%), en todas las concentraciones evaluadas para la toxina Cry3Bb, lo que
indica que hubo supresion por parte de la toxina sobre el insecto lo que impacto
el %A presentes en cada tratamiento. Por otro lado, el %D también expreso la

misma tendencia que la variable %A, con valores menores al testigo (87.28%) en
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todas las concentraciones, principalmente en 1000 y 0.01 mg-mL con un
promedio de 73.31 y 76.50%, respectivamente. Por lo tanto, la dosis mas alta
[1000 mg-mL™] afecté la descendencia total de la plaga S. zeamais, asumiendo
que fue debido al consumo del grano de maiz con la toxina Cry3Bb, por lo que
se reflejo el efecto en el desarrollo de cada estadio del insecto (Figura 23). Lei et
al. (2023) reportaron que las hojas del sauce Salix alba L. que expresan la toxina
Cry3Bb son altamente letales para el escarabajo P. versicolora, en este estudio
demostraron que los insectos alimentados sufren una baja en la descendencia
de la poblacion, con una mortalidad significativamente acelerada por el consumo
del transgénico, también mencionan que pueden causar una lisis de las células

intestinales en el coledptero.
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Figura 22. Porcentaje de adultos del gorgojo del maiz Sitophilus
zeamais comparado con el porcentaje de la descendencia total

obtenida con la toxina Cry3Bb de Bt.
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Toxina Cry3C de Bt

Con la toxina Cry3C, se present6 el mayor dafio al grano, con respecto al resto
de las toxinas evaluadas, ya que hubo un alto %CG, en los diferentes
tratamientos para esta toxina, estos resultados se reflejaron en las 100 y 0.1
mg-mL-1, con 62.28 y 58.21%, respectivamente, comparando éstos con el testigo
(sin toxina); por otro lado, los resultados también mostraron que en las
concentraciones 1.0, 10 y 1500 mg-mL?, se presentaron los mas bajos %CG,
con 39.77, 46.46 y 47.33%, respectivamente. Los valores para la variable TA, se
encontraron alrededor del valor de la media de 26.78%, en este sentido, no hubo
una correspondencia entre la capacidad de absorcion de la toxina por el grano,
con respecto a la preferencia del insecto para consumir el grano y desarrollar su
ciclo de vida (Figura 24).
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Valores con la misma letra son iguales y expresan que no hubo diferencias
estadisticas significativas entre tratamientos (t < 0.05).

Figura 23. Relacion entre la tasa de absorcion de la toxina Cry3C,
por granos de maiz osmoacondicionados y el porcentaje del

consumo de grano por el gorgojo del maiz Sitophilus zeamais.
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Acheampong et al. (2019) demostraron que la variedad de maiz ‘Aseda’ inhibioé
el ataque de S. zeamais con menor pérdida de peso, dafio y alta germinacion del
grano, esto indica que las caracteristicas del grano de maiz determinan la
susceptibilidad del insecto, por otro lado, en nuestro estudio, algunas de las
toxinas Cry de Bt, favorecieron la reduccion del consumo del grano por
preferencia y retrasaron el ciclo de vida del insecto, esto fue notorio ya que no se
reportd el estadio de pupa en ninguno de los resultados de los bioensayos, para
ninguna de las toxinas Cry.

En la toxina Cry3C los resultados que se obtuvieron en las variables %LV y %ML,
tuvieron una media general de 15.89 y 9.48%, respetivamente. Donde destacoé la
concentracion de 1.0 mg-mL-t con el valor mas alto del %ML, con 6.27% y el valor
mas bajo en %LV de 17.55%, con respecto al resto de las concentraciones. En
esta misma variable se muestra que a concentraciones bajas la toxina tiene
efecto positivo para la supresiéon del curculionido, sin embargo, no alcanzan
valores tan altos como los encontrados con 1.0 mg-mL? y, ademas, presentan
valores altos del %LV. En el testigo, no se observé mortalidad de larvas, esto
indica que la mortalidad que se presentd en los estadios larvarios fue por la
influencia de la toxina Cry3C, mas que por otros factores como el manejo (Figura
25).
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Figura 24. Porcentaje de larvas vivas y muertas de la descendencia de

Sitophilus zeamais expuesta a la toxina Cry3C de Bt.

Por otro lado, en los resultados reportados por Rausell et al. (2004) demostraron
que hubo alta formacion de poros en las epicuticulas del intestino de L.
decemlineata obtenidas por activacion proteolitica en contraste con las toxinas
activadas con proteasas de tripsina o quimotripsina. Esto indica que hay actividad
insecticida contra la plaga por el porcentaje de mortalidad que en este estudio
resultd. Los porcentajes de mortalidad que se presentaron en las larvas dan
referencia de que la toxina Cry3C, pueden concordar con los resultados
encontrados por Rausell et al. (2004), sin embargo, se requiere de hacer estudios

mas especificos para detectar el efecto en los érganos del insecto.

En el caso de las variables %A y %D, se encontro la misma tendencia que la que
se reporta en los resultados anteriores para los valores en larvas vivas y muertas.
La concentracion de 1.0 mg-mL?, presentd el menor valor para estas dos
variables y la respuesta de las otras concentraciones mostré también resultados

similares. Para futuros trabajos se requiere tomar esta concentracion como
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referencia. Para ser mas especificos, todos los tratamientos muestran valores
menores a los obtenidos en el testigo (88.96%), en el caso del %D e incluso para
%A (68.57%), respectivamente. Por tanto, los resultados indican que hubo poco
efecto para la descendencia, sin embargo, no se descarta el consumo de la toxina
por parte del insecto (Figura 26). Garcia (1998) realiz6 un estudio con el
crisomélido L. decemlineata donde evaluaron las toxinas Cry3A, Cry3Bby Cry3C,
y reporté que la Cry3C mostrd la mayor actividad sobre el coledptero. En ese
mismo estudio, pero con el insecto T. molitor, la toxina Cry3C no parecié mostrar
una union especifica en el intestino medio, puesto que no fue desplazada en

competencia homologa, esto a una CLso entre 3.0 y 18.0 pug-mL™2.
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Valores con la misma letra son iguales y expresan que no hubo diferencias
estadisticas significativas entre tratamientos (t < 0.05).

Figura 25. Porcentaje de adultos del gorgojo del maiz Sitophilus
zeamais comparado con el porcentaje de la descendencia total
oBtenida con la toxina Cry3C de Bt.
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CONCLUSIONES

Las cinco toxinas Cry de Bt (Cry8C, Cry7A, Cry3Aa, Cry3Bb y Cry3C) tuvieron
actividad insecticida especifica para S. zeamais, demostrando efectos
significativos sobre la supresion de la progenie de este insecto, retrasando su

ciclo de vida y reduciendo la cantidad de adultos y larvas.

El tratamiento de osmoacondicionamiento de las semillas con las toxinas Cry de
Bt, permitié el ingreso de las toxinas al interior de la semilla y que el insecto se

encontrara en interaccidon con éstas en el estadio larvario donde actlia Bt.
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