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RESUMEN

Se considera que el lepidoptero Plodia interpunctella (Hiibner) (Lepidoptera: Pyralidae)
causa al menos un 10% en peérdidas de produccion de granos y semillas, valor que representa
cientos de millones de dolares. Para su control, se ha usado el bioinsecticida Bacillus
thuringiensis (Bt) por su seguridad y eficacia, pero se ha observado desarrollo de resistencia.
Dicha resistencia se ha relacionado a cambios en su actividad enzimatica y la unién de las
toxinas al intestino de las larvas, pero poco se sabe del papel entre la flora microbiana y/o la
produccién de péptidos antimicrobianos. Nuestro objetivo fue determinar diferencias en la
flora bacteriana y la expresiéon de hemolina entre dos colonias de P. interpunctella, una
susceptible y otra resistente. Para detectar diferencias por la presencia de esporas de Bt, ambas
colonias se expusieron a productos y toxinas de Bt, ademas de antibidticos y en el 4to estadio
larvario se obtuvieron intestinos para evaluar las diferencias en la actividad enzimatica, flora
microbiana y el péptido antimicrobiano hemolina. De los intestinos se midio la actividad
antibacteriana contra Gram (-) y se aislaron e identificaron las bacterias por pruebas
bioquimicas. En general los resultados mostraron menor actividad de tipo quimiotripsina en la
colonia resistente y nula actividad de tipo tripsina y quimiotripsina en larvas expuestas a
antibidticos, pero mayor actividad de caseinasa en ambas colonias, de las que se amplifico el
gen correspondiente a Enterobacterias, al igual que de hemolina. Unicamente en el intestino de
la colonia resistente se detect6 hemolina y se observo actividad antibacteriana contra E. coli;
mientras que en la colonia susceptible se observd una mayor cantidad y diversidad bacteriana.
Las diferencias encontradas podrian sugerir una posible relacién entre susceptibilidad a Bt de
P. interpunctella con la actividad enzimética tipo quimitripsina y el control de la flora
bacteriana mediada por la hemolina.



ABSTRACT

It is considered that the lepidopteran Plodia interpunctella (Hubner) (Lepidoptera:
Pyralidae) causes at least 10% in lost production of grains and seeds, which represents
hundreds of millions of dollars. For its control, it has been used the biopesticide Bacillus
thuringiensis (Bt) for its safety and efficacy, but there has been observed resistance
development. This resistance has been linked to changes in its enzymatic activity and binding
of toxins to the intestine of the larvae, but little is known about the role of microbial flora
and/or antimicrobial peptides production. Our objective was to determine differences in
bacterial flora and the expression of hemolin between two colonies of P. interpunctella, one
susceptible and one resistant. To determine any difference by the spore presence, both colonies
were exposed to Bt products or toxins plus antibiotics. The 4th instar guts were obtained to
assess differences in enzyme activity, microbial flora the antimicrobial peptide hemolina. Using
intestine material, the antibacterial activity against Gram (-) was measured, and it was cultured
for bacterial growth. Bacteria were isolated and identified by biochemical tests. Results
showed lower chymotrypsin-like activity in the resistant colony and no activity of trypsin and
chymotrypsin in larvae exposed to antibiotics, but more caseinase activity in both colonies. In
addition, Enterobacteria genes were amplified, as well as the hemolin. Hemolin was only
detected in the gut of the resistant colony, which developed antibacterial activity against E.
coli, whereas the susceptible colony had higher bacterial diversity. The differences found may
suggest a possible link between susceptibility to Bt in P. interpunctella with quimitripsin-like

activity and bacterial flora control mediated by hemolin.



1. INTRODUCCION

Los dafios provocados por insectos en granos almacenados pueden ser similares a los
causados a los cultivos. Se estima que del 5 al 10% de la produccion mundial se pierde a causa
de los insectos plaga, lo que equivale a la cantidad de granos necesaria para alimentar a 130
millones de personas anualmente (Arias, 1993).

Plodia interpunctella (Hubner) (Lepidoptera: Pyralidae), conocida como la polilla de la
fruta seca, es un insecto plaga que ataca a diversos tipos de granos y semillas, ademas de
cereales. Es originaria de Europay en la actualidad se disemina por todo el mundo. Las larvas
blancas o rosadas de P. interpunctella se alimentan de granos y sus productos derivados, por
ejemplo, harinas, galletas, una variedad de frutos secos, nueces, leche en polvo, chocolate,
caramelos y arreglos de flores secas. Otros productos susceptibles de ser consumidos por esta
plaga son especies secas, semillas para aves y alimento deshidratado para perros que contengan
carne y cereal. La polilla se reproduce a lo largo de todo el afio en situaciones domiciliarias,
donde la temperatura ambiente estable favorece su desarrollo (Garrison, 2006).

En los productos almacenados se tiende cada vez mas a utilizar métodos de control de
insectos con tratamientos localizados de insecticidas. Para realizar estos tratamientos con éxito,
es preciso detectar la invasion a tiempo, conocer las areas donde se inicia y determinar la
eficacia de las medidas tomadas para el control de la plaga (ECONEX, 1998). En la época
actual, es de suma importancia el desarrollo de nuevas alternativas biologicas para el manejo y
control de los insectos plaga, y asi poder reemplazar aquellos compuestos sintéticos, a los
cuales muchos de estos organismos, con el paso del tiempo, han desarrollado resistencia
(Galan-Wong et al., 1996). La aplicacion de productos a base de la bacteria entomopatégena
Bacillus thurigiensis (Bt) es de los métodos de control biolégico méas utilizados hoy en dia.
Dentro de esta especie, existen numerosas subespecies que producen diferentes proteinas con
actividad insecticida a una variedad de insectos de diferentes 6rdenes. Durante la esporulacion,
esta bacteria produce proteinas llamadas Cry. En el medio alcalino del aparato digestivo de la
larva, la proteina (pro-toxina) es activada por las enzimas alli presentes, que la cortan,
liberando su parte tdxica (endotoxina). La proteina adherida a las membranas celulares del
intestino, altera el equilibrio osmético celular, causando la lisis de las células de la pared

interior del tracto digestivo, provocando que la larva deje de alimentarse debido al vomito,



diarrea y paralisis del tracto digestivo en pocos minutos, y muere a escasos dias (Casini y
Santa, 2005). A este respecto, se ha evaluado el control de P. interpunctella a semillas
transgénicas que expresan toxinas Cry de Bt (Giles et al., 2000; Sedlacek et al., 2001).

Los peptidos antimicrobianos (PAM) son importantes componentes de la inmunidad
innata y es un sistema de defensa para varias especies. Estos PAM pueden ser encontrados en
mamiferos, anfibios, insectos y plantas (Brahmachary, 2004) y generalmente contienen de 15 a
45 residuos de aminoacidos y en su gran mayoria poseen carga positiva, ademas de que tienen
la propiedad de ser anfipaticos. Estos péptidos son secretados por células epiteliales y
leucocitos, como es el caso de los macréfagos y neutrofilos. En la actualidad, con base en la
traduccion de secuencias en programas computacionales, se han descrito mas de 800 tipos de
PAM distribuidos en los reinos animal y vegetal (Rivas et al., 2006).

Un estudio que se llevd a cabo en el Departamento de Microbiologia e Inmunologia de
la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn, muestra que
hay relacion en la susceptibilidad del insecto Trichoplusia ni (Hibner) a Bt, con los cambios de
proteasas en el intestino del mismo. Después de esto se inicia la evaluacion de la actividad de
proteasa en el intestino medio y de que manera afecta en la susceptibilidad de Cry toxinas o
protoxinas de Bt en el laboratorio, con larvas de T. ni (lracheta, datos sin publicar). Otro
estudio realizado ahi mismo, indica que la expresion de PAM en diferentes estadios de larvas
de colonias seleccionadas de campo y laboratorio de T. ni, estaba relacionada con exposicion a
Bt y otras bacterias. Algunos de los datos sugieren que la expresion de PAM, se puede
relacionar con la exposicion anterior a Bt en el laboratorio o en campo, y los patrones de
expresion pueden de una manera relacionarse a la susceptibilidad de las toxinas de Bt (Tamez-
Guerra et al., 2008).

En el 2006, se reportd que Enterobacter sp. es de las bacterias predominantes en el
intestino de la palomilla gitana, donde los resultados del estudio demostraron que la mortalidad
inducida por Bt dependia de las bacterias presentes (Broderick et al., 2006).

Por esto, el principal objetivo de este trabajo fue determinar el efecto de la
susceptibilidad de colonias de P. interpunctella a B. thuringiensis y estudiar su relacion con la
actividad enzimatica, la flora microbiana y la expresion de la proteina de inmunidad hemolina a

nivel de intestino medio.



2. HIPOTESIS

La susceptibilidad de Plodia interpunctella a Bacillus thuringiensis se reduce por
cambios en la actividad enzimatica y su flora microbiana a nivel intestinal y mayor expresion

de la proteina de inmunidad hemolina



3. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de las diferencias de la susceptibilidad de dos colonias de Plodia
interpunctella una susceptible y otra resistente a Bacillus thuringiensis, en la actividad
enzimatica, la expresion de la proteina de inmunidad hemolina y la flora microbiana a nivel

intestinal del insecto.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.1.1 Evaluar la actividad insecticida de Biobit® sobre larvas de las dos colonias de Plodia

interpunctella: una resistente y otra susceptible a Bt.

3.1.2 Analizar la actividad enzimatica del intestino en ambas colonias, sin exponer 0 expuestas

a un producto a base de Bt, y con y sin antibiéticos.

3.1.3 Detectar la produccion de Hemolina y la presencia de bacterias de la familia
Enterobacteriaceae en las dos colonias de P. interpunctella, sin exponer o expuestas a un

producto a base de Bt

3.1.4. Aislar e identificar bacterias aerobias y anaerobias presentes en el intestino medio de

ambas colonias



4. ANTECEDENTES

La proteccién de semillas constituye uno de los permanentes desafios para los
profesionales e investigadores que trabajan en la proteccién vegetal y alin mas si no se cuenta
con la herramienta mas recurrida, que son los insecticidas de origen sintético. Sin embargo,
existen una serie de métodos naturales de control que permiten obtener niveles satisfactorios de
proteccién a los cuales se puede recurrir cuando, por ejemplo, se trata de un sistema organico
de produccion (Silva, 2002).

Los granos almacenados constituyen un agroecosistema complejo, esto se debe a que se
producen una serie de interacciones entre luz, temperatura, humedad y agentes bioticos
(insectos y hongos). Después de la cosecha los cereales pueden ser atacados por numerosos
insectos y los dafios que estos causan pueden ser directos e indirectos (Larrain, 1994). Los
directos consisten en alimentarse propiamente de la semilla, contaminarlas con sus desechos o
disminuir el porcentaje de germinacion y los indirectos son elevar la temperatura, diseminar las
esporas de los hongos e incluso atacar y dafiar el material de empaque y estructuras de las
bodegas (Serna, 1996). La infestacion puede producirse ya sea en el campo, durante el
transporte o en el almacén (Ramayo, 1983). En base a todas estas consideraciones es que se

deben tomar las medidas de control necesarias (Silva, 2002).

4.1 Control Biologico

Hoy en dia uno de los métodos mas utilizados es el control bioldgico el cual ha sido una
herramienta en el manejo de plagas en la agricultura, cuyos inicios se remontan a China 200
afios A.C. En esos tiempos los agricultores utilizaban cafias de bambu para comunicar los
arboles y permitir que las hormigas circulasen de un arbol a otro comiendo insectos plagas. En
épocas mas modernas, a fines del siglo XIX, en Norteamérica, se introdujo accidentalmente una
plaga de los citricos (Icerya purchasi Maskell), la cual fue controlada con la introduccién desde
Australia de la catarinita Rodolia cardinalis (Mulsant) (Gerdin, 2005). En 1988 Nigam y
Mukerji indicaban que el control biolégico es la manipulacion directa o indirecta por parte del
hombre de los agentes vivos que, de forma natural tienen capacidad de control, esta

manipulacién provoca un incremento de su capacidad de inhibicion de las enfermedades.



Apuntaban también a que la relacién bioldgica entre los agentes de control y los patdgenos es
bastante especifica, de tal forma que se debe buscar un método de control para cada
enfermedad (Vifas et al., 2003). El control bioldgico por definicion, consiste en la aplicacion
de técnicas compatibles con la conservacion del medio ambiente mediante el uso de los
enemigos naturales de las plagas que actuando de un modo natural, controlan el nivel
poblacional de las especies plaga sin ocasionar problemas de contaminacion ni de residuos
(Guardian y Sibaja, 2003).

4.2 Plodia interpunctella

Plodia interpunctella (Huber) pertenece a la orden: Lepiddptera, familia: Pyralidae.
También llamada palomilla india de la harina o polilla de la fruta seca, se distingue facilmente
de otras polillas porque el primer tercio de las alas anteriores es de un color canela claro o
ligeramente amarillento y los dos tercios restantes son de color café rojizo. Se considera una
plaga secundaria en los granos secos y sanos; y plaga primaria en harinas, frutas secas y otros
productos. A nivel nacional tiene gran importancia econémica pues destruye el embrion de los
granos destinados a semilla. En otros productos, ademas del dafio causado por su alimentacién,
contamina con telas y deyecciones. Tiene una gran capacidad de vuelo, porque las
reinfestaciones son constantes. Las hembras depositan de 100 a 500 huevos aislados o en
grupos en los productos almacenados. La larva, cuando estd completamente desarrollada mide
aproximadamente 13 mm de longitud. Es de color blanquecino, pudiendo ser ligeramente
verdosa o0 con tintes rosados. Tiene tres pares de patas verdaderas y 4 pares de falsas patas en el
abdomen. La larva totalmente desarrollada hila una tela sedosa, dejando hilos de seda cuando
se arrastra en donde se acumulan deyecciones de la larva y particulas de producto y llega a
cubrir la superficie del producto infestado con esta tela. La transformacion de huevecillo a
adulto demora, aproximadamente 26 dias. La larva antes de pupar, busca lugares protegidos lo
que dificulta ain mas su control. En primavera y verano, con el aumento de la temperatura, las
poblaciones de Plodia incrementan notablemente. La larva se alimenta de una gran variedad de
productos farinaceos, fruta seca, leche en polvo, chocolates, nueces, almendras, mani, etc. Se
distribuye en todo el mundo. Generalmente no completa su desarrollo bajo 10°C. Los adultos
son de corta vida y no se alimentan de productos almacenados (Arias, 1993).



4.3 Inmunidad en insectos

4.3.1 Inmunidad innata en insectos

Se han analizado las diversas reacciones de defensa y efectos patogénicos de bacterias
en insectos, como resultado a infecciones provocadas por hongos, virus, protozoarios, parasitos
y nematodos. Los insectos muestran resistencia a ciertas infecciones. Esta resistencia se basa en
un sistema de inmunidad innata, que contiene Grganos compuestos de diferentes tipos de
células con variedad de moléculas y células circulando por la hemolinfa, ademas de distintos
componentes del sistema inmune como glandula linfoide, cuerpo graso y los hemocitos
particularmente del mesodermo. La glandula linfoide esta conformada por l6bulos pericardiales
y se encuentra en la parte final anterior de la vesicula dorsal y es la que forma los hemocitos,
estos estan involucrados en las defensas del insecto. El cuerpo graso esta hecho de tejido
adiposo pegado a la superficie interna de la cuticula y esta distribuido en todos los segmentos;
este es un drgano funcional analogo al higado en mamiferos y responsable de la sintesis de
péptidos antimicrobianos (PAM) (Vilmos y Kurucz, 1998).

El complejo inmunitario lo forman diversos sistemas: celulares y humorales, los cuales
estan coordinados para protegerse de una invasién por microorganismos. Los mecanismos de
defensa en insectos estan mediados o estimulados por el reconocimiento de compuestos de
superficie de microorganismos: en gram-positivas, los peptidoglucanos, en gran-negativas los
lipopolisacéridos y en hongos el -1-3 glucano. Asi también, la defensa se evidencia por
mecanismos de transduccion de sefiales que desencadenan la expresion de PAM, factores de
opsonizacion, cascadas de proteasas serinas, etc. (Fig.1). La manifestacion de la respuesta
inmune en insectos se presenta como inmunidad humoral procesada en tres diferentes
reacciones: coagulacion de la hemolinfa, melanizacion y sintesis de péptidos antimicrobianos.
La inmunidad celular esta dada o efectuada hacia microorganismos o hacia células apoptéticas
que son fagocitadas o capturadas por formacion de nddulos o encapsuladas por hemocitos
(Vilmos y Kurucz, 1998).



LIPOPOLISACARIDOS PEPTIDOGLUCANOS 3-1-3 GLUCANOS
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SERINAS
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OPSONIZACION ANTIMICROBIANOS MELANIZACION

Figura 1. Mecanismos de defensa en insectos.

4.3.2 Reacciones humorales de insectos

Coagulacion de la hemolinfa: existen dos mecanismos de coagulacién en insectos, uno
de ellos ha sido analizado en la cacerola de mar (Lymulus polyphemus), aqui acttan los
lipopolisacaridos (LPS) o peptidoglicanos (1-3)-B-D-glucano, mediando la activacién de la
coagulacion activada por medio de la cascada de las serin-proteasas. El otro mecanismo se ha
observado en la cucaracha Leucophea maderae; en ésta, la polimerizacion de las proteinas del
coagulo son catalizadas por transglutaminasa dependiente de calcio y liberada por los
hemocitos. Las proteinas coagulantes son la lipoforina y la vitelogenina (Vilmos y Kurucz,
1998).

Melanizacion: es la produccion del pigmento melanina que contiene quinonas y
aniones de superdxido y son téxicos a microorganismos. La melanina es sintetizada por la
enzima fenol-oxidasa, por la que es transformada a una forma que activa la cascada de serin

proteasas, donde la proenzima profenoloxidasa es formada en los hemocitos y después liberada
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por ruptura celular y llevada a la cuticula o depositada alrededor de los parésitos encapsulados
(Vilmos y Kurucz, 1998).

Proteinas de respuesta inmune: esta reaccion humoral a la infeccién es mediante la
formacién de PAM vy es rapida. La sintesis principal es en el cuerpo graso, aungue también se
sintetizan en células epiteliales de la cuticula, glandulas salivales, hemocitos, tracto reproductor
e intestino. Estos PAM son diferentes en estructura, los péptidos maduros son anfipaticos,
actuan hacia membranas y eliminan a células extrafias por lisis. Como resultado a cada
infeccién se forman PAM, los cuales actlan sobre diferentes componentes de la envoltura
microbiana. Entre los péptidos que se activan para la respuesta inmune, se han encontrado
lisozimas, gloverinas, lebocinas, defensinas, drosomicinas, diptericinas, cecropinas y atacinas
(Vilmos y Kurucz, 1998).

4.3.3 Reacciones celulares de insectos

Fagocitosis. Las células que fagocitan por lo general representan una subpoblacion de
hemocitos de insectos. Ambas células granulares y plasmocitos son los principales
responsables de la fagocitosis. Las moléculas de superficie de las células fagociticas muestran
similitud a los receptores encontrados en las células fagociticas de mamiferos (Vilmos y
Kurucz, 1998).

Formacion de nddulos. Mientras se da la formacion del nddulo, los insectos agregan
hemocitos para atrapar bacterias. Los nddulos pueden pegarse a los tejidos para ser
encapsulados. La lectina de insectos, llamada escolexina, se le encontrd y se ve involucrada en
la formacion de nddulos en Manduca sexta. Esta escolexina se produce en células de intestino
medio y tejido epidermal (Vilmos y Kurucz, 1998).

Encapsulacion. Este es un mecanismo de defensa multicelular donde la cépsula se
forma por traslapes de capas de hemocitos y alrededor de protozoarios, nematodos y
huevecillos de larvas parasitas. La encapsulacion no induce expresion de PAM, pero si se le
relaciona con la melanizacion en la cual contribuye a eliminar el patégeno (Vilmos y Kurucz,
1998).
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4.4 Péptidos Antimicrobianos

En 1913 el fisidlogo quimico Lawrence J. Henderson planted que los seres vivos poseen
una condicién o capacidad de adaptacion especial al medio ambiente a la que llamo fitness o
ajuste fisioldgico, que estd intimamente relacionado con la eficacia del sistema inmune (SI).
Los organismos, especialmente los eucariotes superiores poseen al menos uno de los
componentes del SI. El primero de ellos, la respuesta inmune innata (RII) coadyuva al
acondicionamiento por medio de una primera linea de defensa a través de mecanismos
celulares como la fagocitosis. Ademas la sintesis de receptores de reconocimiento de antigenos
microbianos especificos tipo Toll, los mecanismos moleculares como la via del complemento,
la sintesis de moléculas parecidas a los anticuerpos y la sintesis de péptidos antimicrobianos
(PAM) complementan la RI1 (Villarruel et al., 2004).

De acuerdo con Boman et al. (1996), la historia de los PAM inicia con Pasteur, quien
supuestamente descubrid la ciencia de la inmunologia, al construir la teoria de la enfermedad
causada por gérmenes. Su contemporaneo Mechnikoff descubrié la fagocitosis y se le
considerd el padre de la inmunologia celular. Los primeros indicios de que existian péptidos
catidnicos con actividad microbicida se observaron en las plantas. Desde hace 50 afios se sabe
que las tioninas realizan una funcién antimicrobiana en las plantas e inhiben el crecimiento de
bacterias y hongos in vitro. Ademas, en 1972 por primera vez se demostré que las tioninas
inhiben el crecimiento de un nimero considerable de bacterias patdgenas sugiriendo por tanto,
que este péptido juega un papel protector muy importante. Los primeros trabajos que se
realizaron en el campo de los PAM en animales fueron reportados a principios de los 80°s en el
laboratorio de Boman et al. (1996). Ellos inyectaron bacterias a pupas de un tipo de polilla del
género cecropia, después de siete dias detectaron en la hemolinfa de las pupas la presencia de
un péptido catiénico de 37 aminoécidos con actividad antimicrobiana contra las bacterias Gram
(-). En 1987 Michael Zasslof descubri6 que la piel de la rana Xenopus laevis Wagler contenia
glandulas ricas en péptidos catidnicos con actividad antimicrobiana, mismos que denomind
magaininas. Estos péptidos alteran la permeabilidad de las células bacterianas causando un
trastorno en el metabolismo y provocando lisis celular. Se conocen hasta ahora més de 800
PAM, con algunas redundancias. EI producto primario es una pre-proteina de 62 a 170aa,
posteriormente procesada para la formacion del péptido maduro activo, que es de pH basico,
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debido a que las membranas bacterianas generalmente tienen cargas negativas. La mayoria de
las pre-proteinas tienen secuencia sefial tipica (Boman et al., 1996). La evolucion de los genes
para estos péptidos, se ha transferido horizontalmente. Sin embargo, el nimero de exones e
intrones se conserva entre las especies (Villarruel et al., 2004).

Los insectos pueden deshacerse de infecciones microbianas rapidamente produciendo
una variedad de moléculas inducidas por el sistema inmune, incluyendo péptidos y polipéptidos
antibacterianos y anti-fungicos. Se aislaron dos péptidos de la hemolinfa de la mosca
Calliphora vicina Robineau-Desvoidy, insectos experimentalmente infectados (con la
siguiente secuencia de aminoacidos HGVSGHGQHGVHG (aloferon 1) y GVSGHGQHGVHG
(aloferon 2) (Chernysh et al., 2002).

En otro trabajo realizado con el escarabajo Zophobas atratus Fabricius, se detectd en la
hemolinfa actividad antibacteriana muy alta mediante un ensayo de inhibicion de crecimiento
en placa. De la hemolinfa se aislaron tres péptidos (A, B y C), lo que explicaba probablemente
ésta actividad. Al evaluarlas por separado se comprobd que el péptido A tenia actividad
bactericida contra bacterias Gram (-) y los péptidos B y C contra las Gram (+) (Bulet, 1991).

En un trabajo realizado en la Universidad Marie Curie-Skodowska en Lublin Polonia,
realizaron la purificacion y caracterizacion bioquimica de dos PAM obtenidos de la hemolinfa
de Galleria mellonella L. Los PAM se aislaron de la hemolinfa de la larva inmunizada con
bacteria viable, empleando una secuencia de cromatografia en fase reversa. EIl primer péptido
era un miembro de la familia de la cecropina, mientras que el segundo era rico en residuos de
prolina y tienika una secuencia Unica (Mak et al., 2001).

También en Japdn describieron un PAM nuevo el cual fue aislado de la hemolinfa del
gusano Bombyx mori Lebanon, muestra actividad antibacteriana contra Staphylococcus aureus.
El nuevo péptido consistia de 42 aminoacidos y era altamente alcalino. Este péptido no indicd
ninguna semejanza con otros PAM, y mostré una fuerte actividad bactericida contra algunas
bacterias Gram (-) y principalmente contra Gram (+) (Hara y Yamakawa, 1995).

En el Instituto de Sericultura y Ciencia Entomoldgica, se aislaron tres PAM nuevos
estructuralmente relacionados de la hemolinfa de B. mori inmunizado con Escherichia coli.
Estos 3 PAM mostraron actividad antibacteriana contra bacterias Gram (-) como Acinetobacter

sp. y E. coli (Haray Yamakawa, 1995).
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Finalmente, la accién protectora de los PAM se ha observado y usado en plantas y
animales por millones de afios, ya que llenan muchos de los requerimientos que demandan las
industrias farmacéutica, agricola, acuicola y alimentaria. Aunque forman parte de un
mecanismo de defensa ancestral, los PAM representan un futuro prometedor en la lucha contra
microorganismos patdgenos (Montafio y Vargas, 2002). Ante esta perspectiva se abre un
amplio campo de investigacion, tanto en ciencia basica como en la biotecnologia y

bioingenieria, para la generacion de nuevos agentes terapéuticos.

4.5 Hemolina

La hemolina es una proteina de inmunidad que pertenece a la superfamilia de las
inmunoglobulinas (Faye y Kanost, 1998). Los genes de expresion y la sintesis de esta proteina
son fuertemente estimuladas en el cuerpo graso de insectos lepidépteros cuando son tratados
con bacterias o lipopolisacaridos (LPS), un componente de la superficie bacteriana (Lindstrom-
Dinnetz et al., 1995).

Moléculas de hemolina son sintetizadas y liberadas en la hemolinfa y se unen a la
superficie bacteriana (Daffre y Faye, 1997). Sin embargo, la uniéon de hemolina a las células
bacterianas no provoca la actividad bactericida, pero contribuye a la modulacion de la
fagocitosis (Andersson y Steiner, 1987). La hemolina también se une a hemocitos y previene
su agregacion (Bettencourt et al., 1999). Se cree que la hemolina actda como una molécula de
reconocimiento celular en la respuesta inmune (Faye y Kanost, 1998).

Estructuralmente la molécula de hemolina consiste en 4 dominios que son altamente
similares a las moléculas de las células de adhesion neurales, incluyendo amalgamas y
neuroglianes de insectos y en humanos la proteina L1 (Su et al., 1998; Lanz-Mendoza y Faye,
1999).

Por su parte, Aye et al. (2008) observaron que esta proteina (hemolina) se expresaba en
el estadio de pupa en P. interpunctella y también cuando esta era inducida con inyeccién de
bacterias en el 4to y 5to estadio larvario.

El cuerpo graso y los hemocitos son los principales tejidos que se encargan de la
produccién de hemolina y otras moléculas de respuesta inmune en insectos. Sin embargo, la

expresion hemolina se detecta en varios tejidos de insectos, como el intestino medio, ocelos y
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los tejidos neurales de desarrollo a pupa (Bettencourt et al., 1997; Yu y Kanost, 1999). La
expresion de hemolina también se produce en los foliculos, la epidermis y tejido neuronal
embrionario exterior e interior (Bettencourt et al., 2000; Gorman et al., 2004). Experimentos
con el ARN de interferencia, indican que hemolina es esencial para la supervivencia de los
embriones en la préxima generacién (Bettencourt et al., 2002), asi como para la funcién del
sistema inmune (Eleftherianos et al., 2007; Terenius et al., 2007). La hemolina aparentemente
tiene diferentes funciones en diversos tejidos y es vital para el desarrollo. La expresion de ésta,
es regulada ya sea por invasiones microbioldgicas o diversos eventos en desarrollo, como
proteinas del sistema inmune (Dunn et al., 1994). Aqui es donde se encuentra con que la
expresion de hemolina es especifica a nivel tejido y desarrollo. Y segin un estudio realizado
en Republica de Corea, la epidermis de larvas del 5to instar de P. interpunctella es el principal
tejido retro-regulado por cualquiera de las bacterias o tratamientos hormonales (Aye et al.,
2008).

4.6 Bacillus thuringiensis (Bt)

Bacillus thuringiensis (Bt) es una bacteria gram-positiva usada como el ingrediente
activo para la agricultura en los insecticidas biolégicos y para el control de vectores de
enfermedades. La bacteria forma endosporas y su actividad bioinsecticida radica en una
proteina paraesporal o cuerpo de inclusion (cristal, toxinas Cry). La inclusion estd compuesta
de uno 6 mas tipos de pro d-endotoxinas. Entre éstas se encuentran las proteinas Cry que estan
al frente de los pesticidas en la ingenieria genética de plantas.

Las proteinas Cry se liberan sélo bajo lisis celular y son selectivamente tdxicas a algunos
invertebrados (lepidopteros, coledpteros y dipteros). Los cristales son protoxinas y deben de
ser activadas antes de que tengan cualquier efecto. La proteina cristalina es altamente insoluble
en condiciones neutras y se solubiliza en condiciones de pH alto (9.5). La activacién ocurre
por una discreta protedlisis causada por las enzimas estomacales del insecto. Una vez
solubilizado en el tubo digestivo del insecto la protoxina se rompe por una proteasa para
producir una toxina activa. Esta toxina se une a las células epiteliales del tubo digestivo

creando poros en la membrana celular y propicia un desequilibrio de iones resultando en la
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pérdida de iones K+, alterando la presion osmotica. EIl animal muere debido a una entrada
masiva de agua, el sistema digestivo se paraliza, las células epiteliales se lisan y el pH
estomacal se baja por descompensacion con el pH sanguineo. Esta baja de pH hace posible que
las esporas bacterianas germinen y la bacteria pueda invadir el huésped causando una
septicemia letal y dafios en los tejidos. Generalmente, los insectos intoxicados mueren por
ayuno Yy posterior detencion del crecimiento que puede durar algunos dias. Las larvas afectadas
por las toxinas de Bt se vuelven inactivas, y podrian devolver la comida o tener diarrea. La
capsula de la cabeza podria aparecer mas larga que el cuerpo (deformada). La larva se vuelve
flacida y muere, generalmente en unos dias o semanas. El contenido del cuerpo se vuelve
marrén-negruzco segun se va descomponiendo (Sansinenea, 2002).

En Manhattan se desarroll6 un método para separar los proteinasas en una mezcla
compleja en dos dimensiones, seguidas por la deteccion de la actividad a una clase especifica
de proteinas (Oppert, 1999). Usando este método, se evalud la actividad de la serina proteasa
con extractos de intestino de P. interpunctella. Con N-a-benzoyl-L-arginina-p-nitroanilida se
identificaron tres grupos importantes de por lo menos seis de los asociados con actividad tipo
tripsina, mientras que con N-succinil-ala-ala-pro-fenilalanina p-nitroanilida se detectaron dos
grupos de al menos cinco asociados con actividad tipo quimiotripsina. Este método permite la
identificacion de diversas poblaciones de insectos lepidopteros con actividad de proteinasas
(Oppert, 2006).

En la Universidad de Georgia, los insectos con proteinasas alteradas pudieron evitar la
intoxicacion con toxinas de Bt. Por lo tanto, se compararon las actividades de las proteinasas
de extractos de intestino de colonias de Heliothis virescens (F.) susceptible (YDK) y resistente
(YHD2-B, CXC y KCBhyb) a Bt para concluir que los extractos de intestino examinados de la
larva de las colonias susceptibles y resistentes mostraban diferencias en la actividad enzimética
del intestino (Karumbaiah et al., 2007).

Se ha reportado la presencia de la N-aminopeptidasa en varios insectos lepidépteros
resistentes a las toxinas CrylA de Bt. Por tanto, se hizo un PCR y secuenciacion del ADN de
aminopeptidasas de colonias de P. interpunctella susceptible (RC688) y resistente (HD198) a
Bt. Los niveles de expresién del ARNm de la aminopeptidasa eran ligeramente mas altos en las

colonias de Bt resistentes, que en las colonias susceptibles (Cheng et al., 2000).
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4.7 Flora microbiana

La Universidad de Wisconsin publico la asociacion de bacterias en larvas de Lymantria
dispar al amplificar por PCR el gen ribosomales 16S de y-Proteobacterias, Actinobacterium y
Cytophaga, entre otros. Estos resultados proporcionaron la primera descripcién comprensiva de
la diversidad microbiana en el intestino medio del lepiddptero mencionado (Broderick et al.,
2004).

En Tokio, Japdn, se realizé un estudio utilizando cebadores especificos para 16S y 23S
de RNA ribosomal para las familias Enterobacteriaceae, Enterococcus, Staphylococcus y
Clostridium perfringens por RT-qPCR, en el cual se detectaron poblaciones de bacterias
comensales (Matsuda et al., 2007). A este respecto, en el departamento de Biologia Celular y
Molecular de la Universidad de Connecticut encontraron una diversidad de comunidad
bacteriana en el intestino de sanguijuelas y se detectaron simbiontes adicionales, incluidos los
miembros de la familia o, 8, y- Proteobacteria, Fusobacteria, Firmicutes y Bacteroidetes
(Worthen et al., 2006). En otro estudio se aislaron un total de 102 cepas bacterianas de los
intestinos de 65 moscas domésticas recogidas de varios lugares publicos, y por medio de
andlisis filogenéticos moleculares se colocan en 22 géneros diferentes, la mayoria identificadas
como enteropatdgenas para humanos. Con los aislamientos puros se logré construir una
biblioteca de genes a partir del RNA ribosomal 16S, y los analisis de secuencias apoyaron los
resultados del cultivo (Gupta et al., 2012).

4.8 Proteasas

Las proteinasas luminares estan involucradas en la activacion y/o solubilizacion de la
protoxina de Bt, asi como de la mediacion de toxicidad. Se han descrito a la caseina, la tripsina
y la quimiotripsina, como las principales enzimas que intervienen en la activacion/degradacion
de protoxina de Bt para su activacion a toxina (Milne y Kaplan et al., 1993; Lecadet y
Dedonder, 1967; Tojo y Aizawa, 1983). Como la quimiotripsina es una proteinasa del tracto

digestivo del gusano de seda B. mori, tiene relacion en la disolucion de cristales de Bt subsp.
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kurstaki HD-1 (Tojo et al., 1986). En el mosquito Culex quinquefasciatus Say, una proteinasa
como la tripsina, es aparentemente necesaria para procesar la inclusién paraesporal, mientras
que la quimiotripsina y termolisina estan involucradas en el procesamiento de solubilizacion de
la protoxina evaluada (Dai y Gill, 1993). En varios reportes se han descrito las propiedades de
las proteinasas de extractos de intestino de Plodia (McGaughey y Johnson, 1992). En ellos se
ha reportado que la maxima digestion de caseina se produce a un pH alcalino de 9.0 (Christeller
et al., 1992). La actividad proteolitica de gelatina es importante ya que se asocia con multiples
enzimas con masas moleculares de 20-50 kDa, segin lo determinado por medio de
zimogramas. Resultados de experimentos en donde usaron proteinas especificas e inhibidores
de diagndstico, se determind que las enzimas principales de Plodia tienen actividad hidrolitica
contra tripsina y quimiotripsina (Christeller et al., 1992; McGaughey y Johnson, 1992).

Dentro del manejo integrado del control de P. interpunctella se contempla el empleo de
productos a base de Bt (Mohandass et al., 2007). De hecho, P. interpunctella fue el primer
insecto en el que se reportd desarrollo de resistencia a Bt (McGaughey, 1985). Se sabe que la
mayoria de los lepidopteros tienen intestino medio altamente alcalino, por lo cual predomina la
actividad de las proteasas serinas. En un estudio realizado en India, se encontrd que la
actividad de la proteasa alcalina de intestino medio de Spodoptera litura Fabricius, va en
aumento en el desarrollo de la larva y disminuye al iniciar la fase de pupa (Ahmad et al., 1976).

La comprension del mecanismo de resistencia proporciona estrategias para prevenir o
retrasar la resistencia y por lo tanto prolongar la vida util de las toxinas Cry de Bt como un
bionsecticida seguro (Van-Rie et al., 1990). Diferentes estudios han mostrado la relacion entre
la actividad enzimatico del intestino con la diferencia en la susceptibilidad a diferentes

proteinas toxicas (Cry) de Bt.
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5. METODOLOGIA

5.1 Material Bioldgico

5.1.1 Origeny cria masiva de Plodia interpunctella

Se evaluaron dos colonias del lepidoptero P. interpunctella, una susceptible (PIS) y otra
resistente (PIR) a Bt, ambas obtenidas de la coleccion de insectos de la Unidad de Bioquimica
del Centro de Investigacion de Granos Almacenados del USDA-ARS, Manhattan, KS. Estas
colonias de lepidopteros mantenidas en dieta artificial siguiendo las condiciones reportadas por
McGaughey y Beeman (1988). Ambas colonias se mantuvieron segun las indicaciones dadas
para este lepidéptero, con ciclos de luz: oscuridad de 14:10 h, temperatura en incubacion, de
28°C + 2°C y humedad relativa del 55% +10%. La metodologia de la cria de P. interpunctella,
se efectué agregando aproximadamente 30 g de dieta artificial (a base de trigo molido, fibra de
trigo, germen de trigo, levadura, miel, glicerina y agua) en frascos de vidrio previamente
lavados. La dieta se inoculd con aproximadamente 0.050-0.070 g de los huevecillos, se taparon
con una tela porosa de manera que permitiera la entrada de oxigeno, pero al mismo tiempo
evitara que las larvas salieran del frasco. Dos semanas después y ya que las larvas habian
alcanzado el 4to estadio larvario, se colocaron de 1 a 3 carretes de cartdn para permitir que las
larvas puparan dentro. Al pasar una semana, se removieron los carretes de carton y se
colocaron en un recipiente, el cual se tapd con tul, para contener los insectos adultos y permitir
que pusieran sus huevos. La recoleccion de posturas de huevecillos se recogieron poniendo el
recipiente boca abajo, y los huevecillos caian, y de aqui nuevamente se iniciaba otro ciclo. El
ciclo de vida fue de aproximadamente 26 d.

5.1.2 Cepas bacterianas

Se utilizaron las cepas bacterianas seleccionadas de Bacillus subtilis, Escherichia coli y
Serratia marscensens del cepario del Laboratorio de Bacteriologia de la FCB-UANL. Todos
los medios de cultivo utilizados fueron de la marca BIOXON, México.
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5.2 Bioensayos

Para probar la susceptibilidad a Bt de larvas de las colonias PIS y PIR de P.
interpunctella, estas se expusieron al formulado comercial Biobit® DF que contiene las
protoxinas CrylAal, CrylAbl, CrylAcl, Cry2Aal y Cry2Abl; mientras que para determinar
la susceptibilidad entre colonias y en los ensayos de actividad enzimatica se empleo el DiPel®,
gue contiene las mismas protoxinas, ambos elaborados a base de esporas y cristales de Bt var.
kurstaki con una potencia de 32,000 Ul/mg (Valent BioScience DE México, S.A de C. V.,
Zapopan, Jal., MX). La técnica que se utilizé para la realizacion de los bioensayos fue por
aplicacion directa de la suspension del producto de Bt sobre la dieta artificial y homogeneizar
por agitacion (Johnson et al., 1991). Para observar la susceptibilidad a Biobit®, los huevos de
cada cepa de P. interpunctella se expusieron al formulado, usando dosis en base a unidades
internacionales por miligramo (Ul/mg). La actividad insecticida para determinar la
concentracion letal media (CLso) se obtuvo de acuerdo a la supervivencia de larvas analizadas a

los 10 dias después de la exposicion.

5.3 Susceptibilidad a toxinas o productos de Bt

La actividad insecticida de las toxinas CrylAb, CrylAc, CrylF y del producto
comercial DiPel® fue evaluada en ambas colonias (PIS y PIR), a partir de una dosis (20
mg/mL) en 100 pyL por gramo de dieta y el control s6lo dieta (sin tratamiento), n = 9,
agregando a 6.0 g de dieta/dosis en pequefias placas de Petri (diametro de 47 mm) individuales
de plastico con tapa hermética. En un frasco se pesaron 30 g de dieta artificial y se suspendid
cada toxina o el Biobit® a diversas concentraciones. Para el Biobit® se usaron 0, 19, 38, 76,
152.1, 304.3 y 608.7 1U/g. En cada frasco se colocaron 50 huevecillos de las colonias PIS o
PIR. La actividad insecticida y la CLsp se obtuvieron de acuerdo a la supervivencia analizada a
los 10 d después de la exposicion de larvas que eclosionaron de los huevecillos, para realizar el
andlisis estadistico Probit, empleando el programa de computacion POLO-PC plus (LeOra,
2007).

Para las toxinas, la dieta fue hidratada mediante la aplicacion de aproximadamente 600

pL de cada solucion/dosis, usando una micropipeta, para que la dieta quedara completamente
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impregnada. Después de eso se infestd cada frasco con 16 huevos. Este experimento se realizo
por triplicado, en experimentos independientes. Se observo la supervivencia a los 10 d después
de la exposicién para su analisis y se comparé con los controles no tratados (impregnando la
dieta con agua esteril).

Las larvas de las colonias PIS y PIR que fueron expuestas se les agregé una
concentracion de 80 IU/g de Biobit®. Para las pruebas enzimaticas, moleculares y
microbioldgicas, la solucion de la dosis fue afiadida a 6.0 g de la dieta en pequefas placas Petri
(didmetro 47 mm) individuales de plastico con tapa hermética. La dieta fue hidratada mediante
la aplicacion de aproximadamente 500 uL de Bt, usando una micropipeta, asi pues quedando la
dieta completamente impregnada. Después de eso se infestd cada caja Petri con 16 huevos, por
triplicado. Se observo la supervivencia analizada a los 10 d después de la exposicion para su
analisis y se compard con los controles no tratados. Despues de seis meses de exposicion a Bt
para mantener el nivel de resistencia, se realizd un bioensayo de la actividad insecticida del

Biobit® entre las colonias de ambas colonias previamente expuestas al mismo.

5.4 Bioensayo con Antibidtico

Inicalmente y para seleccionar la cantidad de antibidtico que toleraban los insectos se
hizo un ensayo preliminar. En pequefias cajas Petri (diametro 47 mm) individuales de plastico
con tapa hermética se pesaron 6 g de dieta estéril a las que se agregd gentamicina (G-1397,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) en diversas concentraciones: 100 ug, 300 pug y 500 ug + una
mezcla de estreptomicina 100u+ penicilina 200 (P-3539, Sigma-Aldrich) y se colocaron 20
larvas del 3er estadio de las colonias PIS y PIR y el control sin tratar, por duplicado, n=16. Del
dia 0 al 7 se tomaron 3 larvas cada dia y se les sacd el intestino medio. El intestino se
homogeniz6 en 50 uL de agua estéril en tubos Eppendorf estériles, se dio un pulso en vortex
(Thermolyne Maxi Mix Plus™ Barnstead/Thermolyne, Dubuque, IOWA USA), se centrifugé
en la microcentrifuga (MiniSpin Eppendorf AG 22331 Hamburg, Alemania) por 4 min a una
velocidad de 9,000 rpm; se tomaron 20 uL del sobrenadante con una micropipeta (Eppendorf
Research) y se sembrd en agar nutritivo. Esto se realizd con ambas cepas y un control con
dieta estéril, y se repiti6 del dia 0 hasta el dia 7, para observar la flora microbiana.
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Para determinar la susceptibilidad de larvas de las dos colonias de P. interpunctella (P1S
y PIR), al producto comercial Biobit® en combinacién con antibiéticos, se evalu6é sélo una
combinacion de antibidticos (gentamicina 100 pL + una mezcla de estreptomicina 100uL+
penicilina 200uL) con tres concentraciones del Biobit®: 0 (control), 1000 y 2000 1U/g.
Empleando las mismas cajas de 47 mm de diametro se agregaron 6 g de dieta estéril a la que se
agregd agua destilada (control), agua mas la mezcla de antibidticos, Biobit® a 1000 1U/g,
Biobit® a 2000 1U/g, Biobit® a 1000 1U/g+ antibidticos, Biobit® a 2000 1U/g+ antibioticos,
para un total de seis tratamientos. Se cuidé que la solucién total de que cada tratamiento fuera
parte del volumen de agua requerida para la dieta, para que todas las cajas tuvieran el mismo
contenido de humedad. En cada caja se colocaron 30 larvas del 3er estadio de cada cepa, por
duplicado. Las cajas se incubaron bajo las mismas condiciones que la cria. EIl porcentaje de
mortalidad se determind por la diferencia de larvas vivas y muertas después de 7 d de

incubacion.

5.5 Obtencién de intestino medio

Se obtuvieron larvas del quinto estadio larval de las colonias PIS y PIR de P.
interpunctella, y se llevd a cabo la diseccion para la obtencién del intestino medio de las
mismas. Ademas se guardaron larvas de todos los estadios de ambas colonias (PIS y PIR) y se
realizaron analisis de larvas completas. Posteriormente se almacenaron a —20°C para futuros

andlisis.

5.6 Actividad antibacteriana del contenido intestinal

Para calcular la actividad bactericida, se obtuvieron 20 intestinos de larvas de las

colonias PIS y PIR, expuesta 0 no a Bt y se mezclaron con una micropipeta con 200 pL de agua

estéril en tubos Eppendorf de 1-mL estériles, se dio 1 pulso en vortex y se centrifugaron por 3

min a 9,000 rpm en microcentrifuga. Al centrifugarse se separ6 el sobrenadante y se paso a
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otro tubo Eppendorf; los tubos con cada muestra se mantuvieron a temperatura ambiente en
una gradilla hasta su uso.

En placas de agar Mueller Hinton (BIOXON, Meéxico) se colocan 400 uL de las
bacterias B. subtilis, B. thuringiensis, E. coli y Serratia marscensens cada una en distinta placa,
las cuales se sembraron masivamente por duplicado, ademas de un control en el cual no se
sembré nada (n=10). Se dejaron secar las placas de 20 a 30 min bocarriba; ya pasado el tiempo,
se colocaron pequerios discos de papel filtro impregnado con el sobrenadante de cada cepa,
preparado previamente. Las placas se incubaron por 24 h a 37°C y posteriormente se revisaron
para ver si se formaron halos de inhibicién alrededor de los discos, indicativos de actividad

bactericida del contenido intestinal de cada cepa.

5.7 Identificacion de genes por RT-PCR

Las secuencias de los oligonucledtidos se obtuvieron siguiendo la metodologia
reportada sobre flora de lepidopteros previamente (Matzuda et al., 2007). Para lograrlo, se
seleccionaron las secuencias de los genes ribosomales de la subunidad 23S para el grupo de
Enterobacterias. Tales secuencias permiten amplificar secuencias provenientes de regiones
internas del ARNm del gen seleccionado. También se selecciond un gen como control interno
(proteina ribosomal S7) (Fabrick et al., 2003), el cual es un gen constitutivo de P.

interpunctella. Las secuencias de nucleotidos se describen en la Tabla 1.

5.7.1 Extraccion de ARN de intestino medio de P. interpunctella

Un grupo de tres intestinos medios de larvas de las colonias PIS y PIR de P.
interpunctella, previamente macerados se homogenizaron con 1-mL de Trizol (Gibco BRL)
para la extraccion de ARN; el homogenizado se agit6 por 30 seg en vortex y se dejo reposar por
10 min a temperatura ambiente. Se afiadieron 0.2 mL de cloroformo por cada mililitro de Trizol
utilizado, después se agitd en vortex por 30 seg.

Posteriormente se incub6 5 min a temperatura ambiente y se centrifugd (Centrifuga

Eppendorf, Alemania) a 13,000 rpm/15 min. Para la obtencion de ARN, se recuperé la fase
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transparente del sobrenadante vy se transfirié este contenido a otro tubo Eppendorf, al cual se
agregaron 500 pL de isopropanol, se agité por inversién suavemente e incub6 a -20°C por 15
min. Nuevamente se centrifug6 a 13,000 rpm por 15 min, se elimind el sobrenadante, se lavd
la pastilla de ARN con 1-mL de etanol al 75% con agua DEPC, se centrifugé 5 min a 13,000
rpm se elimind el sobrenadante y quedd una pastilla la cual se dejo secar y después se
resuspendio en 50 pL de agua DEPC. Se cuantificd inmediatamente 0 en caso de que no se

cuantificara en ese momento, se guard6 en un congelador a -70°C hasta su uso.

Tabla 1. Oligonucle6tidos utilizados para la deteccion de flora intestinal de lepidopteros y
hemolina en P. interpunctella
Grupo Bacteriano Gen Oligonucleotidos Fragmento

(referencia)

Enterobacteriaceae | 23S ARNr | En-Isu3F.- 428 pb
(Matsuda et al., 2007) TGCCGTAACTTCGGGAGAAGGCA
En-Isu3R.-
TCAAGGCTCAATGTTCAGTGTC
Proteina Ribosomal S7 F- 880 pb
S7

ACAACAAGAAGTCAATCATCATCTA
R- TTGTGCTCAATGGTGGTCTGTTG

Hemolina Hem 5-ACCTTACAAA(CT)TGGA 810 pb
(AG)TGCCA-3’

an antisense primer: 5°-

CACTGAC(AT)AC(AG)

GTCAATTTCA-3’

(Fabrick et al., 2003)

(Faye y Kanost, 1998)

5.7.2 Cuantificacion de ARN Total
Para la cuantificacion del ARN total obtenido del intestino medio de larvas de las

colonias PIS y PIR se tomaron 10 pug de ARN y se hizo una dilucién 1:100, con 990 pL de agua
DEPC vy se llevo al espectrofotometro (GeneQuant, Amersham) y se leyé a 230 nm de longitud
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de onda, usando como blanco el agua DEPC. Los resultados obtenidos se obtuvieron en
microgramos de ARN por microlitro (ug/pL).

5.7.3 Tratamiento del ARN total con ADNsa

Se hizo un tratamiento del ARN para eliminar cualquier traza de ADN genémico que se
pudiera encontrar en las muestras obtenidas de ARN total obtenido de los intestinos de
insectos. Se utilizaron 5 pg de ARN obtenido del intestino medio extraido previamente y
mantenido a -20 °C, al cual se le agregd 1-uL buffer de reaccién, 1-pL de enzima ADNsa (RQ1
ARNsa Free ADNsa, Promega) por cada microlitro de ARN, se aford con agua inyectable a una
reaccion de 10 pL, se dejé incubando por 30 min a 37°C en un termomixer (Barnstead/Lab-
Line Max Q 400 Dubuque, lowa USA). Pasado el tiempo de incubacion se agreg6 1-pL de la
solucién stop y se mezcld, para posteriormente incubar por 10 min a 65°C en un termomixer

para inactivar la ADNsa.

5.7.4 Sintesis de ADNc a partir de ARN Bacteriano

Para la sintesis de la hebra de ADNc (complementario) a partir de ARN se llevo a cabo
la reaccion de RT-PCR con el kit de ImProm-I1™ Reverse Transcription System, Promega.
Para ello, se adicionaron 10 pL de ARN obtenido del intestino medio de P. interpunctella, 2 yL
del primer 3" de los oligos del gen blanco (23S enterobacteria, hemolina y S7); 8 pL de
Nucleasa Free Water, 6 uL de Buffer de reaccion 5X, 5 yL de MgCl,, 1-uL de t NTP’s Mix,
0.5 pL de la enzima Recombinant ARNSsin, RT 1-uL esto para obtener reacciones de 30 uL; la
reacccion se incub6 a 42°C por 1-h y se inactivo la enzima a 65°C por 10 min.

5.7.5 Estandarizacion de RT-PCR

En este experimento se estandarizd la amplificacién del gen constitutivo de P.
interpunctella, la proteina ribosomal S7 que sirvié de control interno de expresion y el gen 23S
para el grupo de Enterobacterias, para obtener la temperatura ideal donde los oligonucleétidos
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alinean con su respectivo ADN complementario. Este experimento se desarroll6 con larvas
totalmente susceptibles y resistentes de P. interpunctella que no estuvieron expuestas a ningun
tipo de bioinsecticida. Con el ARN extraido del intestino de las larvas, se obtuvo el ADNc
correspondiente para cada gen que se amplifico, y una vez obtenido el ADN complementario,
se realiz6 una reaccion en cadena de polimerasa (PCR) de gradiente en un termociclador
(Techne Touchgene Gradient, Inglaterra), donde se utilizaron 8 temperaturas con gradiente de
16°C. A continuacién, se corrié una electroforesis en gel de agarosa al 1.5% para ver la
amplificacion, tefiidos con bromuro de etidio usando como buffer tris-acetato-EDTA (TAE) al

1X, utilizando marcador de peso de pares de bases el ADN 100 pb (Promega).

5.7.6 Analisis de la expresion de transcritos por RT-PCR

Para determinar si se expresaron los transcritos que codifican para el péptido anti-
microbiano hemolina se disefiaron cebadores y se amplificaron por reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) en un volumen de 50 L, en presencia de 10 yL de templado (ADNc), 29 uL
de agua inyectable estéril, 5 yL de buffer de reaccion 5X, 3 yL de MgCl,, 1-yL de dNTP’s
Mix, 1-uL de OLIGO 5 y 1-uL de OLIGO 3" (para enterobacterias, hemolina y S7), 0.2 pL de
GoTag; las muestras se amplificaron en un termociclador. La reaccion de PCR se inicié con
una fase de desnaturalizacion inicial de 94°C por 1-min, 35 ciclos de 92°C por 1-min; la fase de
alineamiento 53°C por 1-min, 72°C por 2 min y finalmente, una extension final a 72°C por 7
min. Se tomaron 5 yL de la reaccion de PCR para observar la amplificacion en un gel de
agarosa al 1.5% y se visualizd6 por medio de la tincibn con bromuro de etidio bajo luz

ultravioleta.

5.7.7 RT-PCR del ARN de intestino de larvas de P. interpunctella

Cuando ya se tuvo la temperatura de amplificacion correspondiente de cada gen, que
fue en el rango de 47-64°C en el caso del gen 23S para el grupo de Enterobacterias y de 40-
50°C para el gen constitutivo de P. interpunctella la proteina ribosomal S7 (Kim et al., 2008),
se realiz6 un PCR con el kit GoTaqg (Promega) del ADNc correspondiente para cada gen del
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ARN extraido de los intestinos de las larvas expuestas y no expuestas a Biobit® de las colonias
PIS y PIR, utilizando 10 pL del ADNc, 29 pL de agua inyectable estéril, 5 pL de buffer de
reaccion 5X, 3 uL de MgCl,, 1-uL de dNTP’s Mix, 1-yL de OLIGO 5" y 1-pL de oligo 3" (para
Enterobacterias, hemolina y S7), 0.2 yL de GoTaq para obtener reacciones de 50 pyL (Kim et
al., 2010). Después se colocaron los tubos en un termociclador a una temperatura de
desnaturalizacion 94°C por 4 min, a 35 ciclos de 92°C por 30 seg. Las temperaturas para el
gen S7 fueron: 44°C por 45 seg, 72°C por 1-min y extension final de 72°C por 5 min; para el
gen 23S fueron: 94°C por 4 min, a 35 ciclos de 92°C por 1-min, 47-64°C por 1-min, 72°C por
2 min y extension final de 72°C por 7 min. Se tomaron 5 pL de la reaccion de PCR para
observar la amplificacion en un gel de agarosa al 1.5% y se visualiz6 por medio de la tincién
con bromuro de etidio bajo luz ultravioleta comparado con un marcador de peso molecular
(ADN ladder 100 pb).

5.8 Actividad Enzimatica

Sobre hielo se obtuvieron 12 intestinos de larvas de las colonias PIS y PIR de P.
interpunctella, expuesta o no a Bt, por separado. Los intestinos se mezclaron con una
micropipeta con 100 pL de agua estéril en tubos Eppendorf de 1-mL estériles, se dio 1 pulso en
vortex y se centrifugaron por 3 min a 9,000 rpm en una microcentrifuga refrigerada (Beckman
Coulter Microfuge® R Centrifuge, Alemania) a 4°C. Al centrifugarse se separd el sobrenadante
y se guardd en otro tubo Eppendorf estéril; los tubos con el sobrenadante asi obtenido se
colocaron en hielo hasta su uso, o se mantuvieron en congelador a -70°C. Se prepar6 un gel de
SDS-PAGE al 10% mezclando 2.0 mL de agua destilada, 1.7 mL de Acrilamida al 30%, 1.3
mL de Tris 1.5M pH 8.8, 50 yL de SDS al 10%, 50 yL de APS al 10% y 2 yL de TEMED esto
para el gel. Para el stock son 680 pL de agua destilada, 170 pL de acrilamida al 30%, 130 pL
de Tris 1.0M pH 8.8, 10 yL de SDS al 10%, 10 yL de APS al 10% y 1-uyL de TEMED) en una
camara vertical (Dual Mini Gel) con placas de 10 x 11.3 x 0.75 cm con capacidad para 10
muestras por gel al polimerizar el gel se utilizaron Tris Glicina EP X (18 g glicina, Tris 3.75 g
y 1.25 g de SDS para 1-L) como buffer de corrida, se retiraron los peines y se afiadié solucion

de lisis sin B-mercaptofenol en cada pozo para que sean visibles. Después se tomaron 10 L de
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cada muestra para cargar el gel con una micropipeta y por ultimo el marcador de peso
molecular (Precision Plus Protein Standard Keleidoscope BIORAD 250 KD). La camara se
conectd a una fuente de poder (Labnet Internacional Edison Power Station, New Jersey) con un
voltaje de 110 V y una intensidad de 15 mA por 20 min y después se subié a 20 mA por 40
min, se utilizé un bafio de recirculacion para mantener la temperatura a 4°C. Se corrieron los
dos geles con las mismas muestras (PIR, PIR expuesta a Bt, PIS) de los cuales fueron para:

1) Activity Blots en los cuales se observé la actividad usando un compuesto tipo quimiotripsina
(S-7388, N-succinyl-ala-ala-pro-phe-p-nitroanilide; Sigma-Aldrich) (SAAPFpNA);

2) Activity Blots contra un compuesto tipo tripsina (B3279, N-a-Benzoyl-arginine-p-
nitroanilide, Sigma-Aldrich) (BApNA);

3) Zimogramas con el gel Cry indicador.

Los geles se tifieron con azul Comasiie.

5.8.1 Analisis de la actividad enziméatica mediante transferencia (Activity blots)

Cuando faltaban 5 min antes de terminar la corrida de las muestras en el gel SDS-
PAGE, en tubos Eppendorf de 0.5 mL se agregaron 300 pL de Tris 0.2 M con pH 8.8 en dos
tubos y 8 yL de SAAPFpNA en uno y en el otro 8 yL de BApNA, se conservaron en hielo
hasta su uso. Se recortaron 2 membranas de nitrocelulosa m&s o menos del tamafio del gel,
después cada membrana fue puesta en pequefios recipientes con cuidado y utilizando pinzas, se
moja completamente una membrana con BApNA y la otra membrana con SAAPFpNA,
evitando la formacién de burbujas. Al salir los geles de la corrida, se recortaron y se colocan
sobre las membranas por 15 min a temperatura ambiente. Al pasar este tiempo se retiraron los
geles de la membrana y se dejaron tifiendo toda la noche a temperatura ambiente, en otro
recipiente con solucién colorante compuesta de 0.1% de azul de Comassie, metanol, acido
acético y agua destilada en una proporcion 40:10:50 respectivamente y se colocaron en un
agitador orbital con temperatura (MaxQ 4000 Barnstead/Lab-Line max Q 4000, Dubuque lowa
USA). Para revelar las bandas que fueron tefiidas con azul de Comassie, se utilizd una
solucion decolorante formada por metanol, acido acético y agua destilada en una proporcién
(40:10:50) la cual se dejé de 3 a 6 h, en caso de que se haya observado muy clara la tincion, se

deja mas tiempo. Se observaron y compararon las bandas con el marcador de peso molecular
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(Precision Plus Protein Standards Keleidoscope BIORAD 250KD) para definir el peso relativo
de los transcritos amplificados.

Las membranas de nitrocelulosa se revelaron con 0.5 g nitrato de sodio (NaNOs), que
se diluyeron en 50 mL de HCI 1N al 0.1%. Esta mezcla se afiadié a los geles por 5 min, al
pasar este tiempo se tird la solucion y se preparé sulfamato de amonio (NH4SO3NH)
diluyendo 0.25 g en 50 mL de HCI 1N al 0.1%, mezcla que se dejo en agitacion por 5 min, se
decanté nuevamente la solucion y por altimo se prepard N-(1-naftil) etil-N-diamina al 0.05%,
para lo cual se pesaron 0.02 g y se diluyeron en 25 mL de agua destilada y 25 mL de etanol al
70%, esta solucion se agrego a los geles y se dejo de 30 a 60 seg, se decantd y se observaron

las bandas tefiidas.

5.8.2 Zimogramas

Para los zimogramas se prepard un gel indicador en placas de 10 x 11.3 x 0.75 c¢cm, se
mezclaron 2 mL de acrilamida al 30%, 2 mL de Tris 1.5M (pH8.8), 1-mL de CrylAC, 20 yL
de APS al 10% y 2 yL de TEMED vy se incubé para esperar la reaccion de polimerizacién. Al
salir el gel de corrida, inmediatamente se recortd y se colocé sobre el gel indicador con Cry, se
incubd de 3 a4 ha 37°C; ya que termind el tiempo de incubacion, se puso en un recipiente con
solucién colorante compuesta de 0.1% de azul comassie, metanol, acido acético y agua
destilada en una proporcién 40:10:50, respectivamente. Se dejé durante toda la noche en un
agitador orbital con temperatura. Para revelar zonas claras de hidrélisis se utilizdé una solucion
decolorante formada por metanol, &cido acético y agua destilada en una proporcion 40:10:50 la
cual se dejo en agitacion de 1-4 h, pero en caso de que se observara una tincion muy fuerte, se
dejo por mas tiempo para obtener bandas mas definidas.

5.9 Aislamiento y cultivo de bacterias

Todos los medios de cultivo utilizados fueron de BIOXON, México. Las excepciones se

muestran en el Anexo --

A) Anaerobias
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Primero se obtuvieron 10 intestinos medios de larvas de las colonias PIS y PIR de P.
interpunctella, y el contenido se tomd con una micropipeta eppendof de 100 uL, para que no
quedaran residuos de intestinos se agregé un poco de agua estéril para después vaciar el
contenido en tubos Eppendorf, se homogenizd con 100 pL de agua estéril, se dio un pulso en
vortex y se centrifugaron por 4 min a 9,000 rpm en microcentrifuga (Mini Spin Eppendorf AG
22331 Hamburgo, Alemania). Al centrifugarse se separd el sobrenadante y se pasé a otro tubo
Eppendorf, para inocularlo en caldo tioglicolato de sodio y en caldo infusion cerebro corazén;
posteriormente se colocaron en una jarra del sistema anaerébico BBL Gaspak 100 system, con
el uso de un sobre Gaspak EZ Anaerobe Container System el cual gener6 un ambiente
anaerobio y de gaspak Dry Anaerobic Indicador Strips, se incubd a 37°C observamos si habia
crecimiento a las 24 h. Si no habia crecimiento, se dejaban de 3-5 dias mas, antes de descartar
la presencia de bacterias anaerdbicas. En caso de observar crecimiento microbiano, una vez
transcurrido el tiempo de incubacion se tom6 una asada de cada medio y se inoculé una
pequefia cantidad de caldo del cultivo en cajas de agar soya tripticasa extendiéndose por estria
cruzada para procurar obtener colonias aisladas. Igualmente se colocaron dentro de la jarra para
anaerobiosis, conteniendo un sobre generador de Gaspak con una tirilla indicadora redox, y se
incub6 a 37°Cde3abd.

Ya realizado el aislamiento de bacterias anaerobias, a las colonias representativas se les
realizd la tincibn de Gram para observar la morfologia celular y clasificar si eran Gram-
positivas 0 negativas. Después de clasificarlas se realizaron prueba bioquimicas para su

identificacion.

B) Aerobias

De igual manera se obtuvieron 10 intestinos de los cuales se extrajo el contenido
intestinal con una micropipeta Eppendorf de 100 uL, y para que no quedaran residuos de
intestinos, se agreg6 un poco de agua estéril, para después colocarlos en tubos Eppendorf. Las
muestras se homogenizaron en 100 pL de agua estéril, y se dio un pulso en vortex, los tubos
con todas las muestras se centrifugaron por 4 min a 9,000 rpm en una microcentrifuga. Al
centrifugarse, se separd el sobrenadante y éste se pasé a otro tubo Eppendorf, para inocularlo

con caldo infusion cerebro corazén. Los tubos con todas las muestras se incubaron a 37°C por
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24 h y al observar turbidez presente en los mismos, se tomé una pequefia muestra de caldo del
cultivo y se sembrd con una asa bacteriologica en cajas de agar nutritivo extendiéndose por
estria cruzada y se obtuvieron colonias aisladas después de incubar las cajas a 37°C por 24 y 48
h. A las colonias representativas obtenidas, se les realizé una tincion de Gram, para observar la
morfologia celular y clasificarlas como Gram-positivas 0 negativas. Después de clasificarlas se

realizé la prueba de oxidasa, como se describe a continuacion.

5.9.1 Prueba de Oxidasa

De las colonias representativas, con un asa se tomd una colonia y se colocé en un papel
filtro estéril, y se le agregd una gota del reactivo de oxidasa (Oxidase Becton, Dickinson and
Company, Lot. 8234895) y se reportaron como resultado positivo, si la coloracion era azul y
negativo si no cambiaba de color.

5.9.2 Identificacion de Bacterias anaerobias y aerobias con Microplacas BIOLOG

5.9.2.1 Aislamiento en un medio de cultivo apropiado.

e Para obtener un aislamiento y cultivo puro se recomienda utilizar un medio de agar.
Para el aislamiento de aerobias se empleé el agar nutritivo y para anaerobias el agar
soya tripticasa, ambos de BIOXON. Todos los medios ya inoculados se incubaron a
30°C ¢ 35-37°C +/- CO, en base a si se requerian 0 no condiciones de anaerobiosis.
Todas las colonias aisladas se identificaron con el sistema de microplacas GN2,
siguiendo los lineamientos que se muestran en la Tabla 2. En base a los resultados, los
microorganismos después se inocularon en los medios agar sangre (agar con 5% de
sangre de cordero), agar chocolate, agar azul de metileno eosina (BUG+B) o0 en el
medio de cultivo de hierro triple-aztcar (TSI).

5.9.2.2 Preparacion y caracterizacion de cada colonia aislada.
Al ya tener aisladas las colonias, se realizo la tincion Gram para determinar si eran
cocos o0 bacilos. Después se caracteriz6 a la bacteria o bacterias dentro de un grupo ya sea:
no entéricos (GN-NENT), entérico (GN-ENT), o fastidiosos (GN-FAS). Esto nos ayudo a
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determinar si los procedimientos eran los adecuados para el cultivo de la bacteria y

seleccionar la preparacién del inéculo.

Protocolo de GN-NENT si: a) la bacteria fue oxidasa positiva o b) la bacteria fue
oxidasa negativa y en el medio de cultivo TSI mostr6 un pico alcalino/fondo alcalino o
pico alcalino/fondo &cido. Incubar las placas a 30°C ya que estas bacterias generalmente
crecen mejor a esta temperatura.

Seguir con el protocolo GN-ENT si: la bacteria es oxidasa negativa, y da en el medio de
cultivo TSI pico acido/fondo acido o pico alcalino/fondo acido. Incubar las placas entre
35-37°C ya que estas bacterias generalmente crecen mejor en este rango de temperatura.
Seguir con el protocolo GN-FAS si: a) las bacterias necesitan agar chocolate 0 6.5% de
CO:2 para crecer, 0 b) el crecimiento es muy pobre en agar BUG+B, formando colonias
con punta de alfiler. Estas bacterias generalmente crecen mejor entre 35-37°C. La
mayoria de bacterias GN-FAS (Actinobacillus, Alysiella, Brucilla, Capnocytophaga,
CDC grupo DF-3, CDC GRUPO EF-4, Eikenella, Haemophilus, Kingella, Moxarella,
Neisseria, Simonsiella, Sutonella y Taylorella) son aisladas de el tracto respiratorio de
mamiferos.

El crecimiento de la bacteria utilizando las condiciones recomendadas y la eleccion del

medio de agar es muy importante ya que debe apoyar el crecimiento y promover la

conservacion de la actividad metabdlica completa, que corresponda a los patrones metabdlicos

en la base de datos GN. Las células deben de cultivos frescos, ya que muchas colonias pierden

viabilidad reducen su vigor metabdlico al entrar a la fase estacionaria de crecimiento. El

periodo de incubacion recomendado para la mayoria de los organismos es 4 a 24 h. Si se

obtenia un crecimiento insuficiente para inocular el panel, se aislaba en una o varias placas de

agar, e incubaba de 4 a 48 h. Excepciones y detalles de estos protocolos se muestran en el

anexo 1.

5.9.2.3 Preparacion del Indculo
Establecer el rango aceptable de turbidez en el turbidimetro. Primero, se establecio el
ajuste de transmitancia al 100% usando un tubo limpio, sin inocular para GN. Después,
se determind la turbidez deseada para el tipo de Gram-negativas, con la turbidez
estandar (GN-NENT o GN-ENT y GN-FAS). Utilizamos el turbidimetro Biolog y los
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tubos de diametro 20 mm y obtuvimos niveles de transmision de alrededor de 61%
(GN-ENT), 52% (GN-NENT) y 20% (GN-FAS) respectivamente. Nota: Estas lecturas

pueden variar ligeramente en diferentes turbidimetros Biolog.

Turbidimetro en blanco (transmitancia =100%) para obtener esta transmitancia se utilizo
un tubo limpio y que tuviera la solucion inoculadora de GN/GP-IF. Los tubos usados
no son uniformes Opticamente, asi que utilizamos un blanco individualmente y no

debemos rotar el tubo en camino de la luz del turbidimetro.

Si nuestras bacterias pertenecen al grupo GN-ENT y GN-FAS agregamos tioglicolato
de sodio (5 mM) a los tubos con solucién inoculadora GN/GP-IF. Esto puede hacerse
afladiendo precisamente 3 gotas de una ampolleta que contiene una solucién
concentrada de tioglicolato de sodio. El tioglicolato es un agente anti-capsula e inhibe
parcial o totalmente el color purpura en el pozo A-1 y otros pozos se pueden formar
negativos cuando las bacterias se “comen” sus capsulas de polisacaridos como fuente de
carbono. El tioglicolato también es agente reductor que mejora las reacciones para las
cepas “débiles” asi como para las bacterias GN-FAS. Algunas especies de GN-NENT
(forman fuertemente un pigmento amarillo/naranja) también puede requerir tioglicolato.

Observar tabla 2 para detalles de las especies.

Posteriormente se repard una suspension uniforme, removiendo células de la placa de

agar con un hisopo estéril con el fin de no arrastrar nutrientes del agar a la suspension.

Iniciamos con colonias aisladas para luego ir a las zonas de crecimiento mas denso si €s

necesario. Giramos y presionamos el hisopo contra la superficie interior del tubo de vidrio

seco, por encima de la linea de liquido para disolver grumos y que las células se liberaran.

Movimos el hisopo arriba y abajo de la pared del tubo hasta que el organismo se mezclara

con el liguido y se convirtiera en una suspension homogénea, sin grumos. Si los grumos

estaban todavia presentes, dejamos reposar el tubo durante varios minutos y permitimos que

se asentara en el fondo.

Ajuste de la densidad del indculo: ver como la aguja del medidor se dirige hacia el
rango aceptable de turbidez. El rango aceptable se define por el estandar de turbidez
mas 0 menos de 2% de transmitancia. Esto debe hacerse con precision, ya que establece

la concentracion oxigeno para las células y para la quimica de éxido-reduccion. La
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densidad puede ser moderada mediante la adicion de mas fluido de inoculacion (para
bajar la densidad) o la adicion de mas células (para elevar la densidad).

e Inocular la suspension celular en la microplaca rapidamente en no mas de 20 min, en la

inoculacion de fluido sin nutrientes.

5.9.2.4 Inoculacién de la Microplaca

e Etiquetamos la microplaca con el nombre del organismo, vertimos la suspension celular
en el depoésito de una pipeta multicanal, para hacerlo mas rapido utilizamos 8 puntas
estériles con una pipeta de 8 canales de repeticion, al llenar las puntas, comprobamos
que todas estén llenadas por igual, si no, repite el proceso. Rellenamos todos los pozos,
precisamente, con 150 pL, cuidado de no salpicar de un pozo a otro. Continuamos
rellenando y cuando el nivel de liquido en las puntas se acabd, se volvio a llenar y
distribuir en los pocillos restantes. Después de inocular el liquido se formé un gel suave,

y por ultimo cubrimos la microplaca con su tapa.

5.9.3 Incubacién

¢ Incubamos la microplaca con las mismas condiciones que resultaron ser el mejor para la

bacteria en el paso 1y 2.

e Proporcionamos una fuente de humedad en la incubadora para ayudar a minimizar la
deshidratacion exterior de los pozos de la microplaca, colocamos un recipiente de
plastico con toallas de papel mojado en el fondo; incubamos las placas de 4-6 h y/o por
la noche (16-24 h).

El resumen de todos los experimentos y tratamientos realizados con ambas colonias se

muestra en la Tabla 2.
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Tabla 2. Tratamientos y analisis realizados con las colonias de P. interpunctella susceptible
(PIS) y resistente (PIR) de P. interpunctella a Bacillus thiringiensis, asi como la generacion en

la que se realizaron.

Determinacion, generacion (F)

Tratamientos

Actividad Insecticida de toxinas y
productos de Bt (CLsp), larvas del
segundo estadio, F1°

Actividad Insecticida (CLsp), larvas
del primer estadio, F4

Porcentaje de mortalidad dosis
Unica, larvas del primer estadio,
F8

Actividad Insecticida (CLsp), larvas
del primer y tercer estadio, F16

Porcentaje de mortalidad dosis
Unica, larvas del segundo al quinto
estadio, F18

Actividad enzimética, larvas del
2do y 5to estadio sin exponer, F6

Actividad enzimatica, larvas del
4to estadio, F18, expuestas a
DiPel® 500 Ul/g, y/o antibioticos

Actividad antibacteriana del jugo
gastrico, larvas del 5to estadio, F5

RT-PCR gen constitutivo S7, larvas
de 5to estadio (F14 y consecutivas)

RT-PCR gen de hemolina, larvas
de 5to estadio, F18

RT-PCR 23S (Enterobacteriaceae),
larvas de 5to estadio, F18

Aislamiento de Bacterias, larvas de
5to estadio, F20, sin exponer o
expuestas al Biobit 500 Ul/g

Identificacion de bacterias por
Biolog GN2 del experimento
anterior

CrylAb

Biobit®
DF

Biobit®,
100 Ul/g
Biobit®

Biobit®,

CrylF DiPel®

Biobit®, Biobit®, Antibidtico

1000 Ul/g 2000 Ul/g 1000 Ul/g+ 2000 Ul/g +

Activity blot hidrolisis  Activity blot hidrdlisis
de BApNA

Activity blot hidrolisis ~ Activity blot hidrdlisis
de BApNA

Serratia marcescens

Biobit®,
500 Ul/g

Biobit®,
500 Ul/g

Biobit®,
500 Ul/g

Aerobias

Aerobias

antibiético®

antibiotico

Zimograma,

de SAAPFpNA  hidrdlisis de caseina

Zimograma,

de SAAPFpNA  hidrdlisis de caseina

Escherichia coli

Anaerobias

Anaerobias

ISe incluyeron controles sin tratar en todos los experimentos
“Datos proporcionados por el USDA-Manhattan, KS, USA

®Antibioticos (gentamicina 100 uL + una mezcla de estreptomicina 100uL+ penicilina 200uL) en 6 g de dieta.
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6. RESULTADOS

6.1 Actividad insecticida

Como se describio antes, las dos colonias de P. interpunctella evaluadas en este trabajo
provenian del laboratorio de la Oppert (USDA, Manhatan, KS). En este laboratorio se
realizaron los bioensayos con diferentes toxinas Cry de Bt ademas de contra el DiPel®,
observandose mayores radios de resistencia con las toxinas (66, 237 y mas de 80 con CrylAb,
CrylAc y CrylF, respectivamente) comparado con el formulado comercial (10.1) (Tabla 3) de

las dos colonias, considerando que fueron los insectos de la primera generacién (F1).

Tabla 3. Actividad insecticida medida como concentracion letal media (CLsy) de las
toxinas CrylAb, CrylAc o CrylF, o del formulado comercial DiPel® (ug/g) de Bacillus
thuringiensis, contra larvas del segundo estadio de dos colonias de Plodia interpunctella.

Colonias de Concentracion letal media (ug/g)

Plodia -
interpunctella  CrylAb CrylAc CrylF DiPel®

PIS 0.008 (0.003-0.015) 0.008 (0.002-0.021) 8.30 (5.70-13.2) 1.35(0.36-2.45)
PIR 0.51 (0.21-0.92) 1.90 (1.12-3.16) >700 13.6 (7.45-21.0)
Radiode g6 4 31 0.140) 237 (82.1-686) >80.0 10.1 (4.22-24.2)
Resistencia

" En paréntesis se muestran los intervalos de confianza al 95%.
Valores obtenidos mediante el analisis probit, usando el programa Polo-PC plus.

Durante la etapa de establecimiento de las dos colonias en nuestro laboratorio, los
insectos no se expusieron a ninguna toxina o producto a base de Bt, pues se pretendia evitar que
la poblacion se redujera de forma significativa. Ambas colonias se mantuvieron en dieta
artificial sin Bt y las exposiciones se realizaron Unicamente para realizar los bioensayos, es
decir, no se mantuvo el esquema de exposicidén continua para ejercer una presion de seleccion

de resistencia del insecto a Bt.
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De cualquier forma, después de tres generaciones y ya que las colonias se habian
establecido se evalu6 su susceptibilidad al Biobit® de la poblacién F4 en un bioensayo de dosis
respuesta, usando el método de incorporacion a dieta a base de trigo y avena. Los resultados de
mortalidad se analizaron por el método de Polo-PC plus, calculando una CLsy de 56 Ul/g
(intervalos de confianza al 95% [ICes] = 28.7-88.2 Ul/g, X? =5.5, pendiente = 1.9, y error
estandar = 0.3) para la cepa susceptible (P1S), y una CLso de 197 Ul/g (1Ce5 =150.6-376.6 Ul/g,
X2 =4.0 pendiente = 1.7, y error estandar = 0.23) para la resistente (PIR).

En ensayos posteriores, larvas de de la generacion F8 se volvieron a exponer a una
concentracion intermedia a la CLso determinada para ambas colonias en la F4, evaluando 100
Ul/g. Los resultados mostraron diferencias significativas entre ambas, en base a los valores de
la desviacion estandar, como se observa en la Fig. 3.

100
90
80
g 70
£ 60 54%
% 50 1
=
= 40 30%
30 ¥
20
10
0
RESISTENTE SUSCEPTIBLE
Cepas de Plodia intercpuntella

Fig. 3. Actividad Insecticida del Biobit® contra larvas del segundo estadio de dos colonias de Plodia
interpunctella de la generacion F8 expuestas a 100 Ul/g, usando un bioensayo de incorporacion a dieta.
Los resultados son el promedio de tres repeticiones. Las barras sobre las columnas indican la desviacion

estandar.

En un estudio previo realizado en el laboratorio, al evaluar la relacion en los cambios de
susceptibilidad a Bt durante el desarrollo larvario de lepiddpteros, se determind que la
susceptibilidad de la colonia PIS era significativamente diferente entre larvas del primer y
tercer estadio larvario (Valadez-Lira et al., 2012). Por este motivo nosotros decidimos realizar

en bioensayo adicional para comparar la actividad insecticida del Biobit® entre larvas del
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primer y tercer estadio larvario de las colonias PIS y PIR, ya que habian pasado 12
generaciones sin exponer al Biobit® (F16). En este bioensayo nosotros observamos que
mientras las larvas de primer estadio seguian mostrando diferencias significativas en cuanto a
susceptibilidad al Biobit®, en base a los limites de los intervalos de confianza, no se

observaron diferencias entre larvas del tercer estadio larvario (Tabla 4).

Tabla 4. Actividad insecticida medida como concentracion letal media (CLsy) del
formulado comercial Biobit® (Ul/g) de Bacillus thuringiensis, contra larvas del primer
y tercer estadio de dos colonias de Plodia interpunctella.’

Colonias de Plodia ClLsy  ICgs X2 Pendiente Error
interpunctella estandar
PIS, ler estadio 74.7 59.5-140.5 1.1 1.1 0.22
PIS, 3er estadio 247.5 116.5-363.7 1.0 0.9 0.30
PIR, ler estadio 176.6 154.4-422.8 1.4 1.2 0.19
PIR, 3er estadio 501.8 279.5-949.2 0.9 1.0 0.33

PIS= susceptible; PIR = resistente; ICqs = intervalos de confianza al 95%. Valores obtenidos mediante el andlisis
probit, usando el programa Polo-PC plus. Los valores de error estandar son de la pendiente.

6.2 Actividad antibacteriana del contenido intestinal de P. interpunctella

Al evaluar la actividad bactericida del contenido intestinal de ambas colonias, se
observé la inhibicién de las bacterias S. marcescens y E. coli con los discos humedecidos con el
contenido de la PIR sin exponer o expuesta al Biobit® solo para E. coli y PIS expuesta al
Biobit® para S. marcescens, como se observa en la Fig. 4.

6.3 Expresion de Transcritos por RT-PCR

6.3.1 Expresion de S7 y Hemolina

Para confirmar que la muestra y el proceso fueran los correctos, inicialmente se
procedid a detectar el gen constitutivo S7, por medio de la amplificacién del transcrito
correspondiente. Los resultados mostraron que se expreso en las diferentes colonias de P.
interpunctella, expuestas o no al Biobit® (Fig. 5).
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Al analizar la amplificacion del transcrito de hemolina del ARN de muestras
provenientes de larvas completas o sdlo del intestino de las diferentes colonias de P.
interpunctella, sélo se observé la amplificacion de muestras de la colonia PIR, expuesta o sin
exponer al Biobit®, tanto de larvas completas como de intestinos (Fig. 6).

Serratia marcescens Escherichia coli

Fig. 4. Actividad inhibitoria del contenido intestinal de larvas del 4to estadio de cuatro colonias de
Plodia interpunctella; 1= colonia resistente (PIR) sin exponer al Biobit®; 2 = colonia susceptible sin
exponer al Biobit®; 3 = colonia resistente (PIR) expuesta al Biobit®; 4 = colonia susceptible expuesta
al Biobit®.

1000pb—

800pb—

400p!

Fig. 5. Gel de agarosa al 1% mostrando las bandas de amplificacion correspondientes al gen
constitutivo S7 (de aproximadamente 880pb) del ARN ribosomal de Plodia interpunctella. Las larvas de
ambas colonias permanecieron sin exponer a excepcion del caso de bioensayos. Resultados realizados
con la F14. Carriles: M= marcador molecular; 1= larva completa de la colonia resistente (PIR) sin
exponer al Biobit®; 2 = larva completa de la colonia susceptible (P1S) sin exponer al Biobit®; 3 = larva
completa de la colonia PIR expuesta al Biobit®; 4 = larva completa de la colonia PIS expuesta al
Biobit®.
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Fig. 6. Gel de agarosa al 1% mostrando las bandas de amplificacion correspondientes al gen transcrito
del péptido antimicrobiano hemolina (de aproximadamente 810pb) del ARN ribosomal de Plodia
interpunctella. Las larvas de ambas colonias permanecieron sin exponer a excepcion del caso de

bioensayos. Resultados realizados con la F18. Carriles: M= marcador molecular; 1= larva completa de

la colonia susceptible (PIS) sin exponer al Biobit®; 2= larva completa P1S expuesta; 3= larva completa

de la colonia resistente (PIR) sin exponer; 4= larva completa de PIR expuesta; 5= intestino de larva de

la colonia susceptible (PIS) sin exponer; 6= intestino de larva PIS expuesta; 7= intestino de larva de la

colonia resistente (PIR) sin exponer; 8= intestino de PIR expuesta.

6.4 Actividad Enzimatica

Para determinar si las diferencias en la susceptibilidad al Biobit® y toxinas Cry de Bt se
debian a cambios en la actividad enzimatica, se realizaron andlisis de activity blot y
zimogramas. Como se habian observado diferencias en la susceptibilidad al Biobit® entre
larvas susceptibles y resistentes, donde las susceptibles variaban segun el estadio larvario
(Tabla 4), en este experimento nosotros decidimos comparar la actividad entre larvas de
diferentes estadios. Debido a que el tamafio de las larvas de P. interpunctella del primer estadio
son muy pequefias, se seleccionaron larvas del segundo y quinto estadio larvario. Los
resultados del activity blot usando BApNA (tipo tripsina) o SAAPFpNA (tipo quimiotripsina) y
de zimograma para actividad enzimatica en menmranas cargadas con caseina, se muestran en la
Fig. 7. Los resultados de todos los estudios se resumen en la Tabla 5.

En general, al evaluar la actividad enzimatica contra BApNA se observo sélo una banda
de Mf~33.8 kDa, de mayor intensidad con la muestra de larva del quinto estadio de PIS (carril
3, Fig. 7A). Por el contrario, al evaluar la actividad enzimatica en SAAPFpNA se observaron

muchas diferencias. Entre las diferencias mas notables que se pudieron observar que las
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muestras con intestino de larvas sin exponer al Biobit® de la colonia PIS mostraron sélo dos
bandas de ~26.6 y 42.2 kDa, tanto para larvas del segundo como del quinto estadio (carriles B2
y B4). Por el contrario, el jugo gastrico de larvas de larvas expuestas al Biobit® de la colonia
PIR el patron de proteasas contra SAAPFpNA varia al comparar la edad de la larva, ya que el
carril correspondiente a muestra con las larvas del segundo estadio presentd tres bandas de Mf
~25.7, 38 y 42.8 kDa (carril B1), mientras que el carril cargado con muestras provenientes del
jugo géstrico de larvas del quinto estadio presentaron solo dos zonas de actividad proteolitica
de Mf ~25.7 y 42 kDa, pero no presento la de ~38 kDa, ademds de que se observaron bandas
adicionales de ~60 y 75 kDa (carril B3). Con respecto a la actividad caseinasa evaluada por
medio de un zimograma, no se encontraron diferencias en el contenido intestinal de larvas entre
las colonias PIS o PIR de P. intrepunctella ni del tamafio de la larva a muestrear. Lo
interesante de este bioensayo fue que se observaron Unicamente dos bandas correspondientes a
actividad de proteasas que hidrolizan la caseina, una del mismo tamafio que la observada en el
ensayo de activity blot de ~33.8 kDa contra BApNA, y la de ~25.7 kDa que se aprecia con
SAAPFpNA (Fig. 7C; Tabla 5).

A B C
12 3 4 M M
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~33.8 kDa—p ' = -

Fig. 7. Resultados del andlisis enzimatico mostrando actividad hidrolitica de dos colonias de Plodia
interpunctella en base a su susceptibilidad a Bt: A) activity blot contra BApNA,; B) activity blot contra
SAAPFpNA,; y C) zimograma contra caseina. Carriles: M= marcador molecular; 1= larva del segundo
estadio de la colonia resistente (PIR); 2= larva del segundo estadio de la colonia susceptible (PIS); 3=

larva del quinto estadio PIR; 4= larva del quinto estadio de PIS. Las larvas de ambas colonias
permanecieron sin exponer a excepcion del caso de bioensayos. Resultados realizados con la F6.
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Tabla 5. Actividad enzimética observada por analisis activity blot y zimogramas del
jugo géstrico de dos colonias de Plodia interpunctella, una susceptible (PIS) y otra
resistente (PIR) a Bacillus thuringiensis y observadas contra BApNA (tipo tripsina),
SAAPFpNA (tipo quimiotripsina) o caseina

Colonia, estadio- Numero (tamafio de las zonas o bandas de hidrélisis en base al
generacion/ factor de migracion, Mf en kDa)

tratamiento’ BAPNA SAAPFpNA Caseina

PIR, 2do estadio-F6/sin 1 (~33.8) 3(~25.7,38 y 42.8) 2 (~25.7y 33.8)
exponer

PIS, 2do estadio-F6/sin 1 (~33.8) 2 (~25.7y 42) 2 (~25.7y 33.8)
exponer

PIR, 5to estadio-F6/sin 1 (~33.8) 5 (~25.7, 38, 42.8, 60 y 75) 2 (~25.7y 33.8)
exponer

PIS, 5to estadio-F6/sin 1 (~33.8) 2 (~25.7y 42) 2 (~25.7y 33.8)
exponer

PIS, 4to estadio-F18/ 1(~33.8) 2 (~33.8 42) 1(~33.8)

DiPel? + antibi6ticos®

PIS, 4to estadio-F18/ 1 (~33.8) 1 (~33.8) 4 (~25.7,37,42 y 48.5)
antibioticos®

PIS, 4to estadio-F18/ 1(~33.8) 2 (~33.8y 42) 4 (~25.7, 37, 42 y 48.5)
DiPel

PIS, 4to estadio-F18/ 1 (~33.8) 2 (~33.8 42) ND

sin exponer

PIR, 4to estadio-F18/ 1(~33.8) 1(~ 42) 1(~33.8)

DiPel? + antibi6ticos®

PIR, 4to estadio-F18/ ND ND 2 (~37y 42)
antibioticos®

PIR, 4to estadio-F18/ 2 (~33.8y 37) 2 (~33.8 42) 2 (~37y 42)
DiPel

PIR, 4to estadio-F18/ 1 (~33.8) 2 (~33.8 42) ND

sin exponer

TPara el tratamiento con DiPel + antibidticos se us6 el contenido intestinal de 4 larvas, para el tratamiento con sélo
antibidticos se uso el de 6 larvas; para el de DiPel el de 8 larvas, y para el control sin exponer, el contenido de 12
larvas. De igual forma, para la colonia PIS, en el tratamiento de DiPel + antibi6ticos se uso el contenido intestinal
de 11 larvas, para el tratamiento con solo antibidticos se usd el de 7 larvas; para el de DiPel el de 11 larvas, y para
el control, el contenido de 12 larvas

’DiPel® a una dosis de 500 Ul/g de dieta.

*Antibitticos (gentamicina 100 uL + una mezcla de estreptomicina 100uL+ penicilina 200uL) en 6 g de dieta.
ND= no detectada

Posteriormente, se analizo la actividad enzimética por ensayos de activity blot usando
SAAPFpNA o BApNA, pero empleando el jugo gastrico de méximo 12 larvas del cuarto
estadio de las diferentes colonias (PIS y PIR) expuestas a tratamiento con antibioticos
(gentamicina+ estreptomicina+ penicilina) y/o al formulado comercial DiPel® a una dosis de
500 Ul/g de dieta, ambos (antibi6ticos y DiPel®) o ninguno (control). Debido a la mortalidad
que se tenia con larvas expuestas a antibiéticos y DiPel®, el contenido intestinal evaluado se
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extrajo de diferente cantidad de larvas, aunque la cantidad empleada para cargar cada carril fue
la misma. Para la colonia PIS, del tratamiento con DiPel® + antibidticos se uso el contenido
intestinal de 4 larvas, para el tratamiento con sélo antibidticos se usoé el de 6 larvas; para el de
DiPel® el de 8 larvas, y para el control, el contenido de 12 larvas. De igual forma, para la
colonia PIS, en el tratamiento de DiPel® + antibidticos se usé el contenido intestinal de 11
larvas, para el tratamiento con s6lo antibioticos se uso el de 7 larvas; para el de DiPel® el de 11
larvas, y para el control, el contenido de 12 larvas.

Los resultados del bioensayo activity blot con SAAPFpNAmostraron que la actividad
enzimatica en el tratamiento con sélo antibi6ticos de la colonia PIS fue diferente, ya que se
observa una zona de hidrolisis correspondiente a una proteasa de Mf ~33.8 kDa (carril A2)
mientras que el resto muestran dos proteasas de Mf ~33.8 y 42 kDa (Fig. 8A). Es importante
resaltar que la muestra del contenido intestinal de larvas sin tratar (carril A4) fueron las que
desarrollaron las bandas de hidrolisis mas débiles, a pesar de que se usé el contenido de 12
larvas. Al evaluar la actividad enzimatica a SAAPFpNA de la colonia PIR se observaron
muchas diferencias, ya que el contenido intestinal de larvas tratadas con DiPel® y antibidticos
no desarroll6 la banda de hidrolisis ~33.8 kDa (carril A5), mientras que la muestra de larvas
tratadas sélo con antibidticos no desarrollé ninguna de las dos (carril A6), mientras que las
tratadas con DiPel® o sin tratar no mostraron diferencias comparado con la colonia PIS, ya que
desarrollaron las mismas zonas de hidrolisis por proteasas de Mf ~33.8 y 42 kDa (carriles A7 y
A8, Fig. 8A). Igual a lo observado con el anélisis de larvas de la colonia PIS, la muestra del
contenido intestinal de larvas sin tratar (carril A8) fueron las que desarrollaron las bandas de
hidrélisis mas débiles.

En el activity blot donde se us6 BApNA, igual que en el estudio anterior todas las
muestras presentaron una sola banda de ~33.8 kDa, aqui el carril con muestra cargada con
homogeneizado de larvas tratadas con antibioticos mostré una menor hidrdlisis (carril B2), al
igual que el control sin tratar (carril B4). Al igual que lo observado contra SAAPFpNA la
muestra de larvas tratadas solo con antibioticos no se visualizé ninguna banda (carril B6), la
tratada solo con DiPel® presenté dos bandas de ~33.8 y 37 kDa y la mayor actividad de
hidrolisis de todas las muestras (carril B7), mientras que el carril de contenido de larvas PIS y
PIR sin tratar fueron los que desarrollaron la banda de hidrélisis mas débil (carriles B4 y B8,
Fig. 8) (Tabla 5).
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Fig. 8. Activity blots de dos colonias de Plodia interpunctella en base a su susceptibilidad a Bt: A)
mostrando hidrolisis a SAAPFpNA, y B) mostrando hidrolisis a BApNA. Carriles M= marcador de peso
molecular; del 1-4, colonia susceptible (PIS) tratada con: 1) DiPel® 500Ul+ gentamicina+
estreptomicina+ penicilina; 2) gentamicina+ estreptomicina+ penicilina; 3) DiPel® 500Ul; 4) Control; y
del 5-8, colonia resistente (PIR) tratada con: 5) DiPel® 500Ul+ gentamicina+ estreptomicina+
penicilina; 6) gentamicina+ estreptomicina+ penicilina; 7) DiPel® 500Ul; 8) Control. Las larvas de
ambas colonias permanecieron sin exponer a excepcion del caso de bioensayos. Resultados realizados
con la F18.

En el zimograma en donde la membrana se impregné de caseina para determinar la
actividad de proteasas por zonas de hidrolisis de larvas de las dos colonias de P. interpunctella,
dos muestras que en los activity blot habian mostrado menor actividad (A2, A3, 0 B2 y B3, Fig.
8), en este bioensayo mostraron mayor actividad comparado con el resto de las muestras
(carriles 2 'y 3, Fig. 9) (Tabla 5).

De manera interesante, estas dos muestras provenientes de la colonia PIS que contenian
el jugo gastrico de larvas tratadas con antibiéticos (carril 2) o DiPel® (carril 3), mostraron
cuatro zonas de hidrdlisis correspondientes a proteasas de Mf ~25.7, 37, 42 y 48.5 kDa. Cabe
resaltar que al igual que lo observado con la Fig. 8, en este bioensayo también el control sin
tratar de ambas colonias mostrd una actividad hidrolitica a la caseina muy débil (carriles 4 y 8,
Fig. 9).

6.5 Aislamiento e Identificacion de Bacterias por RT-PCR

Debido a que se ha asociado la activacion de las protoxinas de Bt no s6lo a la actividad
enzimatica sino también al contenido y carga de la flora microbiana intestinal, se evalué la
presencia de bacterias entre ambas colonias empleando ensayos de deteccién e identificacion
por RT-PCR vy analisis bioquimicos.
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Fig. 9. Zimograma para detectar la capacidad de hidrdlisis a caseina de dos colonias de Plodia
interpunctella en base a su susceptibilidad a Bt. Carriles M= marcador de peso molecular; del 1-4,
colonia susceptible (PIS) tratada con: 1) DiPel® 500Ul+ gentamicina+ estreptomicina+ penicilina; 2)
gentamicina+ estreptomicina+ Penicilina; 3) DiPel® 500Ul; 4) Control; y del 5-8, colonia resistente
(PIR) tratada con: 5) DiPel® 500Ul+ gentamicina+ estreptomicina+ penicilina; 6) gentamicina+
estreptomicina+ penicilina; 7) DiPel® 500Ul; 8) Control. Las larvas de ambas colonias permanecieron
sin exponer a excepcion del caso de bioensayos. Resultados realizados con la F18.

Los resultados iniciales mostraron la presencia de dos grupos de la familia de
Enterobacterias con pesos de ~80 y 450 kDa (carril Eb, Fig. 10), donde se comparé la
amplificacion de transcritos contra los de flora entérica, enterobacterias, el gen constitutivo S7

y el péptido antimicrobiano hemolina.

800pb —_—
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Fig. 10. Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio mostrando las bandas de la amplificacion de
productos del analisis RT-PCR de ARN ribosomal extraido de larvas completas de P. interpunctella

F20. Carriles M = marcador molecular, 1 = Flora Entérica; 2 = Enterobacterias (450 pb); 3 = hemolina
(810 pb), 4 = proteina ribosomal S7 (880 pb).

45



Ya bien definidas las condiciones para la amplificacion de los transcritos para
enterobacterias, se compard su expresion de genes relacionados a la familia Enterobacteriaceae
entre las colonias PIS y PIR de P. interpunctella y la exposicion al Biobit®. Los resultados del
analisis molecular se muestran en la Tabla 6. La expresion del gen se observo en todos los
tratamientos, tanto en larva total como en muestras de intestino, pero fue menor en larvas
completas de la colonia PIR, sin exponer o expuestas al Biobit®, comparada contra muestras
del intestino de la colonia PIS expuesta al Biobit®, intestino de la colonia PIR sin exponer y
expuesta al Biobit®. Posterior a este analisis se comprobd que la expresion homogénea el
transcrito para hemolina estaba presente en ambos tratamientos, tanto en larva total como

intestino.

Tabla 6. Expresion de genes relacionados a la familia enterobacteriaceae
entre las colonias PIS Y PIR de P. Interpunctella y la exposicion al Biobit®

Tratamientos y colonias de P. Sin Exponer a Bt  Expuesta a Biobit®
interpunctella

PIS larva completa +++ +++

PIS intestino medio + +++

PIR larva completa + +

PIR intestino medio +++ +++

6.6 Porcentaje de mortalidad de P. interpunctella al exponerse a antibiéticos y Biobit®

Al realizar bioensayos de las diferentes colonias expuestas a antibidticos para
comprobar los cambios de susceptibilidad al Biobit®, se observd un mismo patron entre ambas
colonias expuestas a la combinacion de antibidticos y Biobit® a las dos dosis empleadas (Fig.
11). De cualquier forma en ambas colonias se observo un promedio de 50% de mortalidad al
exponerlas al antibidtico. En la colonia susceptible se observaron diferencias en el porcentaje
de mortalidad al exponer al Biobit® comparada con las expuestas al antibiético (Fig. 11A),
mientras que en la resistente no se observaron diferencias (Fig. 11B).
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Fig. 11. Porcentaje de mortalidad de larvas de Plodia interpunctella expuestas a Biobit® y antibioticos.

A) Colonia susceptible (P1S); B) Colonia resistente (PIR). Las barras sobre las columnas representan la

desviacion estandar. Valores promedio de dos repeticiones. Las larvas de ambas colonias permanecieron
sin exponer a excepcion del caso de bioensayos. Resultados realizados con la F20.

6.7 Aislamiento e Identificacion de Bacterias por Biolog GN2

6.7.1 Bacterias aerobias

El cultivo colonial desarrollado en condiciones de aerobiosis en medio de agar nutritivo,
obtenido de la inoculacién con contenido del intestino de larvas de la colonia PIS, mostré un
tipo de desarrollo colonia, donde se observaron 3 colonias de 7 mm de diametro, de color
amarillo claro (beige) y gomoso, de bordes regulares. Al realizar la tincion de Gram el
resultado fue un bacilo mévil Gram (-). EIl segundo crecimiento colonial encontrado en el
medio de agar soya tripticasa, mostrd6 muiltiples colonias de color blanco de maximo 5 mm de
didmetro. La tinciébn Gram mostr6 cocos Gram (+). Después del crecimiento se seleccionaron
colonias aisladas para crecerlas por separado en caldo nutritivo. El cultivo de 24 h de cada
colonia se uso para inocular microplacas especificas para aerobias Gram (+) y Gram (-) y se
realizaron prueba biogquimicas para su identificaciéon, usando el sistema Biolog GN2. Los
resultados identificaron al primer cultivo como a la enterobacteria Brevundimonas
(Pseudomonas) vesicularis (Fig. 12).
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6.7.2. Bacterias anaerobias

En condiciones de anaerobiosis se observo el desarrollo de colonias mas diversas de las
encontradas en condiciones de aerobiosis, pero no se observo ningun crecimiento del contenido

intestinal de la colonia PIR (Tabla 7).

Tabla 7. Crecimiento colonial bajo condiciones de aerobiosis y anaerobiosis del
contenido intestinal de dos colonias de Plodia interpunctella, una susceptible (PIS) y
otra resistente (PIR) a toxinas Cry de Bacillus thuringiensis

Medios de Intestino de larvas Gram Intestino de Gram
cultivo para PIS larvas PIR
Aerobios
Agar nutritivo 3 Colonias beige Bacilos ( -) 4 Colonias Bacilos ( -)
beige
Agar tripticasa Multiples colonias Coco (+) negativo negativo
soya blancas
Anaerobios
Agar nutritivo 2 Colonias blancas Coco (+) negativo negativo
2 Colonias beige Bacilos ( -) negativo negativo
Agar tripticasa 1 Colonia blanca Coco (+) negativo negativo
soya
2 Colonias beige Bacilos ( -) negativo negativo
puntiforme

En los medios agar nutritivo y agar soya tripticasa, el contenido del intestino de larvas
de la colonia PIS se observaron colonias muy similares a las encontradas en condiciones de
aerobiosis, es decir, colonias de color blanco de méximo 5 mm de didmetro, mostrando cocos
Gram (+) por tincion Gram, ademas de colonias de 7 mm de didmetro, de color amarillo claro
(beige) y gomoso, de bordes regulares, mostrando bacilos méviles Gram (-) por tincion Gram.

Ademéas de las colonias similares a las desarrolladas en medio de aerobiosis, en
anaerobiosis se observd el desarrollo de dos colonias de bordes puntiformes de color amarillo
claro (beige), mostrando ser bacilos Gram (-).

En todos los casos se cultivaron a partir de una colonia aislada en caldo soya tripticasa
en anaerobiosis en el sistema Gas-Pak y con el crecimiento de 48 h se inocul6 en el sistema
Biolog para pruebas bioquimicas para su identificacion, usando la placa correspondiente a
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bacilos anaerobios cortos Gram (-) que se identificO como Yersinia pestis o Y. kristensenii
(Tabla 6; Fig. 14). Los resultados identificaron a Haemophilus paragallinarum (Tabla 6; Figs.

12 y 15) proveniente de la colonia de bordes puntiformes.
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Fig. 12. Identificacion bioguimica de los aislamientos obtenidos del intestino de larvas de Plodia
interpunctella empleando el método de corrimiento de 95 pruebas simultaneas el sistema Biolog GN2
Microplate, después de 24 h de incubacion. Microplaca 1: Brevundimonas vesicularis. Microplaca 2:

Haemophilus paragallinarum



BiOLOG Gram Negative Identification Test Panel

GN2 MicroPlate™

A1 A2 A3 A A5 A6 A7 A8 A9 A10 A11 A12
Water a-Cyclodextrin |Dextrin Glycogen Tween 40 Tween 80 N-Acetyl-D- N-Acetyl-D- Adonitol L-Arabinose D-Arabitol D-Celiobiose
B1 82 63 |84 B5 B6 187 158 B9 B10 B11 B12
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‘- \
c1 c2 C3 C4 C5 Cé Cc7 cs C9 C10 c11 Cc12
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Acetic Cis-Aconitic Citric Formic D- i D D D ic| D o B- y-
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Acid Acid glycine Acid Aspartic Glutamic
Acid Acid
G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G9 G10 G11 G12
L-Histidine Hydroxy-L- L-Leucine L-Omithine L- L-Proline L-Pyroglutamic |D-Serine L-Serine L-Threonine D,L-Camitine |y-Amino Butyric
Proline Phenylalanine Acid Acid
H1 H2 H3 H4 H5 Hé H7 H8 H9 H10 H11 H12
Urocanic Acid |Inosine Uridine T i yethyl 2 i 2,3 y D,L-a-Gly ] D D
amine 1-P 6-F
=)

Fig. 13. Resultados de las pruebas bioquimica del aislamiento correspondiente a colonias beige de 7
mm, bacilos Gram (-) obtenidos del intestino de larvas PIS de Plodia interpunctella empleando el
método de corrimiento de 95 pruebas simultaneas el sistema Biolog GN2 Microplate, después de 24 h
de incubacion, indicando a la enterobacteria no entérica Brevundimonas (Pseudomonas) vesicularis.
Similitud = 0.524; distribucion = 7.55; tipo = GN-no entérico oxidasa (-); porcentaje de probabilidad =
99%. A las 4 h de incubacion no se observo crecimiento.
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BiOLOG

Gram Negative Identification Test Panel

GN2 MicroPlate™

A1 A2 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10 A11 A12
Water a-Cyclodextrin |Dextrin | Glycogen Tween 40 Tween 80 N-Acetyl-D- |N-Acetyi-D- Adonitol L-Arabinose D-Arabitol D-Celiobiose
87 B2 B5 B6 IB7 B8 B9 B10 B11 B12
i-Erythritol D-Fructose i a-D-GI m-inositol a-D-Lactose Lactulose Maltose D-Mannitol D-Mannose
Cc1 c2 Cc3 Cc4 Cc5 Ccé Cc7 cs c9 C10 c11 C12
D-Melibiose B-Methyl- D-Psicose D-Raffinose L-Rhamnose D-Sorbitol Sucrose D-Trehalose Turanose Xylitol Pyruvic Acid Succinic Acid
D-Glucoside Methyl Ester Mono-Methyi-
&% Ester
D1 D2 HDS D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 D11 D12
Acetic Cis-Aconitic Citric Formic D i D ic {D D - B- y-
Acid Acid Acid Acid Acid Lactone  |Acid Acid Acid Acid t yric ic |Hy
Acid Acid Acid
E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7 “EB E9 E10 E11 E12
p-Hydroxy Itaconic a-Keto Butyric |a-Keto Glutaric |a-Keto Valeric |D,L-Lactic N i i Quinic D i S i ini
Phenylacetic  |Acid Acid Acid cid Acid Acid Acid Acid Acid Acid Acid
Acid
F1 F2 F3 F4 F5 Fé F7 F8 F9 F10 F11 F12
i Si L-A D-Alanine L-Alanine L-Alanyi- L L-Aspartic Acid | L. Glycyl-L- Glycyi-L-
Acid Acid glycine Acid Aspartic Glutamic
Acid Acid
G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G9 G10 G11 G12
L-Histidine Hydroxy-L- L-Leucine L-Omithine L- L-Proline L-Pyroglutamic {D-Serine L-Serine L-Threonine D,L-Camitine |y-Amino Butyric
Proline Phenylalanine Acid Acid
H1 H2 H3 H4 H5 Hé H7 H8 H9 H10 H11 H12
Urocanic Acid |inosine Uridine Thymidi 2 23 y D,L-o-Glycerol |a-D-Glucose- |D-Glucose-
amine 1 6-Ph

Fig. 13. Resultados de las pruebas bioquimica del aislamiento correspondiente a colonias de
3mm color blanco, mostrando ser bacilos cortos Gram (-), obtenido del intestino de Iarvas_PIS y PI_R de
Plodia interpunctella empleando el método de corrimiento de 95 pruebas sir_nulténqas_ el sistema B_lqlog
GN2 Microplate, después de 24 h de incubacidn, indicando a la enterobacteria Yersinia pestis. Similitud
= 0.551; distribucion = 7.07; tipo = GN entérica; porcentaje de probabilidad = 99%. A las 4 h de
incubacion no se observa crecimiento.
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BiOLOG = Gram Negative Identification Test Panel

GN2 MicroPlate™

A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 AB A9 A10 A11 A12
Water a-Cyclodextrin | Dextrin Glycogen Tween 40 Tween 80 N-Acetyl-D- |N-Acetyi-D- Adonitol L-Arabinose D-Arabitol D-Cellobiose
B1 B2 ﬂﬂ:& B4 BS B6 B7 B8 B9 B10 B11 JB12
i-Erythritol D-Fructose L-Fucose D-Galactose  |{Gentiobiose a-D-Glucose m-inositol a-D-Lactose L D i D.
c1 c2 c3 Cc4 C5 C6 c7 c8 c9 c10 c1 Cc12
D-Melibiose B-Methyi- D-Psicose D-Raffinose L-Rhamnose D-Sorbitol Sucrose D-Trehalose Turanose Xylitol Pyruvic Acid Succinic Acid
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Fig. 13. Resultados de las pruebas bioquimica del aislamiento correspondiente a colonias beige de de
I_oorden puntiformes, bacilos cortos Gram (-) obtenidos del intestino de larvas PIS de Plodia
mt_erpunctella empleando el método de corrimiento de 95 pruebas simultaneas el sistema Biolog GN2
I\/_Ilcro_plate, después de 48 h de incubacion, indicando a la bacteria Haemophilus paragallinarum.
Similitud = 0.500; distribucion = 7.93; tipo = GN (-), fosfatasa (-) y oxidasa (-); porcentaje de
probabilidad = 99%. A las 4 y 24 h de incubacion no se observo crecimiento.
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7. DISCUSION

El desarrollo de resistencia de insectos, tanto a quimicos como a bioldgicos, es resultado
de dos factores: tiempo y frecuencia de la exposicion a las toxinas. Hablando en el caso
especifico de Bt, los insectos llevan a cabo una serie de ajustes fisioldgicos y genéticos para
evitar la activacion de la toxina, el anclaje de la misma o para reparar el dafio que causa a nivel
de intestino medio (Griffitts y Aroian, 2005). Uno de los primeros mecanismos que se
describio fue el cambio en la actividad enzimatica relacionado a la activacion de la protoxina a
toxina (Oppert et al., 1997), como el nivel de produccién de proteasas (Oppert, 1999), aunado a
modificaciones en los sitios de union de las toxinas a los receptores del intestino (Herrero et al.,
2001).

P. interpunctella fue el primer lepiddptero en donde se reporté resistencia a toxinas Cry
de Bt (McGaughey, 1985). En estudios posteriores, el mismo grupo de investigacion demostro
diferencias en el desarrollo de resistencia entre diferentes colonias de P. interpunctella
(McGaughey y Beeman, 1988) y a diferentes toxinas y productos a base de Bt (McGaughey y
Johnson, 1994). A este respecto, la diferencia de las colonias PIS y PIR evaluadas en este
estudio habian mostrado diferencias de resistencia a las toxinas era mayor, especialmente era
mas marcada para CrylAc (237 veces) comparada con CrylF (>80 veces) o CrylAa (66
veces), mientras que para DiPel® fue s6lo 10 veces mayor (Tabla 1), esto para la F1, pero
cuando nosotros las evaluamos nuevamente sin haberse expuesto hasta la F6 encontramos que
la diferencias de mortalidad ocasionada por el Biobit® fue sélo de 3 veces (no se muestran los
datos). Al dejar de exponer la colonia resistente (PIR) a toxinas o productos de Bt, la
resistencia al exponerse al Biobit® se fue acortando al menos de 2 veces en la (Fig. 3), pero se
siguieron observando diferencias en base a error estandar. A pesar de que las protoxinas
presentes en el DiPel® son iguales que las del Biobit®, es dificil definir la cantidad de cada

toxina en cada producto (Valent Biosciences Corporation, www.valentbiosciences.com). En
este estudio se observd un desarrollo de resistencia muy marcado de la colonia PIR en
particular a la toxina CrylAc, similar a lo observado anteriormente con este mismo insecto

(Oppert et al., 1996), ademéas de con el gusano elotero H. virescens a nivel de laboratorio
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(Forcada et al., 1999) y el gusano falso medidor T. ni en poblaciones presentes en cultivo de
tomate de invernadero (Wang et al., 2007).

Otro factor que influye en la susceptibilidad a Bt es el estadio larvario del insecto.
Informes anteriores han indicado que las primeras etapas de lepidopteros son mas susceptibles
a las toxinas Bt y los virus (Huang et al., 1999; Li y Bower, 2012; Valadéz-Lira et al., 2012).
En el presente estudio, después de no exponer las colonias a Bt se evalu6 la relacion entre la
susceptibilidad a mismo entre las colonias PIS y PIR en larvas del ler y 3er estadio. Los
resultados mostraron que aunque se vio una reduccion en la susceptibilidad al Biobit®, las
diferencias no fueron significativas en base a los limites de confianza al 95% (Tabla 4). De
cualquier forma, mientras que para larvas del ler estadio de las colonias PIS y PIR se requerian
75y 177 Ul/g, respectivamente para matar al 50% de la poblacién, para larvas del 3er estadio
se requerian 248 y 502 Ul/g, respectivamente, para alcanzar la misma mortalidad. Similar
relacion entre la susceptibilidad a Bt y la edad de las larvas se habia estudiado en P.
interpunctella por Nwanze et al. (1975), quienes encontraron que mediante el uso de una dosis
de 25 mg/kg de dieta de trigo integral utilizando DiPel® en un bioensayo similar al empleado
en este estudio, las larvas del ler estadio (0-48 h de edad) de P. interpunctella presentaban un
100% de mortalidad; mientras que larvas del 5to estadio (18 a 21 dias de edad), requerian 200
mg/kg para obtener ese nivel de mortalidad.

En un estudio diferente donde se evaluaron larvas de segundo y cuarto estadio de cuatro
lepiddpteros diferentes, P. interpunctella fue el menos y H. virescens el mas susceptible a
Biobit®. El porcentaje de mortalidad contra larvas del 2do estadio expuestas al valor calculado
de CLso de Biobit® fue similar a la predicha del 50% en tres de los insectos evaluados. De
acuerdo con bioensayos anteriores, P. interpunctella es susceptible a las toxinas CrylAa,
CrylAb y CrylAc presentes en el Biobit®, ademas de la Cry1C y CrylF, pero este producto no
fue eficaz contra insectos del 4to estadio larvario (Valadez-Lira et al., 2012). En este estudio
se relaciond la diferencia con la respuesta inmune. Del mismo modo, Kwon y Kim (2008)
reportaron que las larvas del 5to estadio de S. exigua expuestas a dos productos a base de Bt no
mostraron diferencias en la mortalidad en comparacion con la de los controles no expuestos,
pero si se aplicaba ademas el inmunosupresor bencil-idene-acetona, se incrementaba la
mortalidad hasta en un 80%. Como se describié en antecedentes, se ha reportado actividad
antibacteriana como resultado de la produccion de péptidos antimicrobiales (PAM) producidos
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por el insecto en la hemolinfa. En la Universidad de Estocolmo, Suiza se investigaron las
proteinas antibacterianas de bajo peso molecular del lepidoptero de Hyalophora cecropia L.,
conocidas como cecropinas, donde ademas de las cecropinas A y B ya conocidas, descubrieron
cinco proteinas antibacterianas nuevas, las cecropinas C, D, E y F, y el factor G. Al evaluar su
rango de accion se encontrd que la actividad antibacteriana de las cecropinas A, B y D eran
altamente activas contra varias bacterias Gram (+) y Gram (-) (Hultmark et al., 1982). Para
determinar si la hemolinfa o el contenido intestinal de las diferentes colonias de P.
interpunctella evaluadas en este estudio presentaban actividad antibacteriana, se realizaron
bioensayos contra las bacterias S. marcescens y E. coli. Los resultados mostraron que
unicamente el contenido intestinal de la colonia PIR tenia actividad antibacteriana (Fig. 4) lo
cual nos hizo suponer que podria estar produciendo algin PAM. Al emplear diferentes
cebadores der PAM en nuestras colonias de P. interpunctella, fue posible amplificar el
transcrito del PAM hemolina sélo entre muestras de la colonia PIR, expuesta o sin exponer al
Biobit®, tanto de larvas completas como de intestinos, confirmando la presencia de este
péptido resultado de la respuesta inmune innata y relacionado a una menor susceptibilidad a Bt
(Fig. 6). De manera similar, Engelhard y Volkman (1995), exponiendo T. ni por via oral al
nucleo-poliedrovirus de Autographa californica (AcMNPV), se encontr6 que las larvas del 4to.
estadio eran mas resistentes en comparacion con los estadios larvarios anteriores,
probablemente debido a su capacidad para eliminar completamente la infeccion por ACMNPV
del epitelio del intestino medio. McNeil et al. (2010) observaron resultados similares al evaluar
la respuesta inmune celular y humoral de Lymantria dispar L. después de evaluar el
nucleopoliedrovirus (LAMNPV) contra larvas neonatas y del 4to estadio. La hemolina es una
proteina de respuesta inmune, se expresa en la hemolinfa de P. interpunctella y se ha
relacionado con la respuesta inmune después de retos bacterianos y durante las mudas larvarias,
en donde se demostr6 que la produccién de hemolina era mayor entre larvas del 5to estadio
comparadas con larvas del 4to (Aye et al., 2004). Inicialmente se pensé que la expresion de
este PAM aumentaba en infecciones causadas por baculovirus y bacterias en Noctuidos, pero
estudios recientes han demostrado que se estimula por bacterias (Terenius et al., 2009) y en
preparacion para la pupa, pues su produccion se incrementa en la cuticula de larvas del 5to.
estadio (Aye et al., 2008).

55



En P. interpunctella se ha reportado que la actividad especifica de las proteasas del
intestino (Zhu et al., 2000a, o modificaciones en el anclaje de la toxina o la afinidad de la
misma a los sitios de union (Zhu et al., 2000b), puede llevar a la pérdida de susceptibilidad a
toxinas o productos de Bt. Entre las colonias de P. interpunctella evaluadas en este trabajo se
encontraron las mayores diferencias de susceptibilidad a la toxina CrylAc. En el caso de T. ni,
al evaluar los sitios de union a las toxinas CrylAb y CrylAc se observé que compartian los
mismos sitios de unién (Estada y Ferré, 1994). En un estudio previo realizado en nuestro
laboratorio con diferentes colonias de H. virescens, los resultados mostraron mayor
susceptibilidad a la toxina CrylAb, comparada con la CrylAc (que se expresa en algodédn Bt) y
la CrylAa (Martinez-Valenzuela et al., 2012), aunque no se evaluo la Cry2Ab. En otro trabajo,
al comparar la susceptibilidad de dos colonias resistentes de P. interpunctella a las toxinas y
protoxinas CrylAb y CrylAc de Bt, una de las colonias resistentes presentaba dos sitios de
union a la toxina CrylAb y uno de estos lo compartia con la toxina CrylAc, pero era 11 veces
mas resistente a la protoxina CrylAb que a la toxina, es decir que la resistencia a las protoxinas
(la forma en que esté presente en el producto comercial) pero no habian diferencias entre la
protoxina y toxina CrylAc, indicando que la activacion de la toxina CrylAb por las proteasas
intestinales conferia la resistencia a CrylAb, independientemente de cambios en sitios de unién
(Herrero et al., 2001). Como nosotros habiamos observado diferencias de susceptibilidad a Bt
entre diferentes estadios larvarios y las dos colonias de P. interpunctella, comparamos la
actividad hidrolitica a BApNA, SAAPFpNA y caseina entre larvas del 2do y 5to estadio.
Mientras que las zonas de hidrolisis desarrolladas usando BApNA no mostraron diferencias
entre los diferentes tratamientos, con SAAPFpNA las muestras de la colonia PIS del 2do y 5to
estadio sin exponer a Bt mostraron sélo dos bandas de ~26.6 y 42.2 kDa, mientras que las de la
colonia PIR, las 2do estadio presentaron tres bandas de ~25.7, 38 y 42.8 kDa y las del 5to
estadio bandas similares a las de la colonia PIS, ademas de dos bandas de ~60 y 75 kDa (Fig. 7,
Tabla 5). Al evaluar la actividad caseinasa Unicamente se observaron dos bandas, una de ~33.8
kDa similar a lo observado con BApNA (tipo tripsina), y la de ~25.7 kDa similar a la de
SAAPFpNA (tipo quimiotripsina), indicando con esto que ciertas las proteasas poseian
actividad contra tripsina y quimiotripsina (especialmente al alcanzar el 5to. estadio) y de

caseina y tripsina o caseina y quimiotripsina, independientemente del estadio larvario. Estos
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resultados son similares a los reportados previamente para este mismo insecto por Oppert et al.
(1994).

En un estudio independiente realizado con la plaga de campo palomilla dorso de
diamante Plutella xylostella L., se habia observado que cuando las larvas eran parasitadas por
la avispita parasitoide Cotesia plutellae Kurdjumov, se inducia una inmunosupresion muy
fuerte (Bae y Kim, 2004). Al evaluar el factor que inducia esta inmunosupresion encontraron
la presencia de un bracovirus simbionte (CpBV) el cual expresaba el gen kV (CpBV-1kB), muy
similar a otro inmunosupresor previamente descrito para Drosophila melanogaster L. (Ibrahim
et al., 2005). El gen CpBV-1kB se cloné y aplicé por micro-proyectiles a larvas no parasitadas
de P. xylostella y se observd una inhibicion de la expresion de la hemolina. Posteriormente se
insertd el CpBV-IkB en el baculovirus de Autographa californica ACMNPV (AcMNPV-CpBV-
IkB) y se administrd oralmente a larvas de P. xylostella, las cuales posteriormente se
expusieron a un producto a base de Bt, causando que las larvas se volvieran significativamente
mas susceptibles a Bt comparadas con las larvas expuestas a Bt pero no al ACMNPV-CpBV-
IkB (Shrestha et al., 2009). De esa forma se pudo confirmar que la inhibicién de la produccion
de hemolina incrementaba la susceptibilidad a Bt por parte de otro lepidéptero. Tal y como se
menciond antes, se ha reportado una mayor produccion de hemolina en larvas de P.
interpunctella después de exponerlas a bacterias y durante el 5to estadio larvario (Aye et al.,
2004; -2008). Por todo esto, en un segundo experimento nosotros evaluamos la actividad
enzimatica en larvas del 2do y 5to estadio, expuestas 0 no a Bt, solo o en combinacién con
antibidticos o sélo antibioticos. Los resultados mostraron que la actividad enzimatica del
contenido intestinal para hidrolizar SAAPFpNA en el tratamiento con sélo antibi6ticos de la
colonia PIS fue diferente, ya que sélo desarrollé una banda mientras que el resto mostraron dos
(Fig. 8A, Tabla 5). Asi también, el contenido intestinal de larvas sin tratar fueron las que
desarrollaron las bandas de hidrélisis mas débiles, a pesar de que provenia de una muestra con
12 larvas. Al evaluar esta actividad por la colonia PIR se observo que las larvas tratadas con Bt
y antibiéticos no desarrolld una banda, las larvas tratadas solo con antibioticos no desarroll6
ninguna y las tratadas con sélo Bt o sin tratar no mostraron diferencias comparado con la
colonia PIS, ya que desarrollaron las mismas bandas y las larvas sin tratar también con esta
colonia desarrollaron las bandas de hidrolisis méas débiles. Para el caso de actividad enzimatica
contra BApNA, al igual que en la primera evaluacion todas las muestras presentaron una sola
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banda, la cual fue mas débil en larvas tratadas con Bt y antibi6ticos y el control sin tratar (Fig.
8B). La muestra de larvas tratadas s6lo con antibioticos no desarrolld ninguna banda y la
tratada sélo con Bt presentd dos bandas y la mayor actividad de hidrolisis de todas las
muestras, mientras que larvas de ambas colonias (PIS y PIR) desarrollaron la banda de
hidrolisis mas débil. De forma opuesta, las muestras de larvas que desarrollaron las bandas de
hidrélisis més debiles contra BApNA y SAAPFpNA, mostraron mayor hidrolisis de caseina
(Fig. 9), que correspondian a larvas de la colonia PIS tratadas con antibioticos o Bt, ademas de
desarrollar 4 bandas de hidrdlisis. En su conjunto, estos resultados muestran que la exposicion a
Bt estimula la produccion de proteasas relacionadas a la hidrélisis de tripsina y quimiotripsina,
pero se inhibe con la aplicacidn de antibioticos, caso contrario a lo que sucede con la hidrolisis
de la caseina (Tabla 5).

De forma similar a nuestros resultados, en un estudio de proteémica (deteccion y
evaluacion de enzimas por biologia molecular) realizado con una colonia susceptible y otra
resistente a Bt (mayormente a la toxina CrylAb) de P. interpunctella, Candas et al. (2003)
observaron una importante reduccion de actividad hidrolitica tipo quimiotripsina en el intestino
medio de las larvas resistentes a Bt, y la subsecuente disminucién en la activacion de la toxina,
confirmando que el cambio fisiolégico de actividad de procesar la quimitripsina esta
correlacionado con la disminucion en la susceptibilidad a toxinas de Bt. De cualquier forma
observamos que en los insectos expuestos a Bt se incrementa la actividad de proteasas, ya que
comparado con los insectos tratados, los controles siempre mostraron una actividad enzimatica
menor (Fig. 9, Tabla 5).

Aunado a la relacion entre activacion enzimatica de protoxinas de Bt y su
susceptibilidad o resistencia al mismo, en el intestino de la palomilla gitana Lymantria dispar
L. se report6 su asociacion con bacterias al amplificar genes de y-Proteobacterias y bacterias
pertenecientes al grupo de Gram (+) con bajo contenido de G-C, por PCR 16S ribosomal
(Broderick et al., 2004). Maés tarde, el mismo grupo reporté que Enterococcus sp. (Gram +) y
Enterobacter sp. Gram (-), eran las bacterias predominantes en este insecto y lo mas
importante, que se requerian para la activacion de Bt, por lo cual al ser eliminadas con
antibidticos el insecto no era igual de susceptible al bioinsecticida (Broderick et al., 2006). En

concordancia con lo reportado con L. dispar, en una evaluacion preliminar nosotros detectamos
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por amplificacion de genes de Enterobacter sp., (Fig. 10) y la presencia de bacterias con
morfologia y tincidn relacionada a Enterococcus sp., en intestino de P. interpunctella.

En un estudio posterior, Broderick et al. (2009, -2010) ampliaron la busqueda de
insectos que presentaran una relacién entre la presencia de bacterias en el intestino medio y la
susceptibilidad al Bt, evaluando seis especies diferentes de lepidopteros. Ellos trataron a cinco
especies con el formulado comercial DiPel®, que contiene esporas y cristales de Bt,
especificamente a las mariposas blanquita de la col Pieris rapae (L.) y dama pintada Vanessa
cardui (L.); asi como a las plagas conocidas como gusano del tabaco Manduca sexta (L.),
gusano rosado Pectinophora gossypiella (Saunders) y gusano cogollero H. virescens. Ademas,
ellos re-evaluaron a la palomilla gitana L. dispar con DiPel® o Unicamente con la toxina
MVPII. En un anélisis de los microorganismos presentes en el intestino de estos insectos, ellos
no detectaron bacterias en H. virescens, mientras que en P. gossypiella sdlo detectaron Gram
(+), mientras que en el resto encontraron Gram (-). En todos los otros insectos evaluados no se
detectaron bacterias después de la aplicacién del antibiético. Asimismo, se redujo el porcentaje
de mortalidad causado por el DiPel® o la toxina de Bt entre las especies que respondieron a la
aplicacion del antibiotico y la presencia de bacterias Gram (-), quienes también recuperaron la
susceptibilidad al Bt al suministrar oralmente la especie de Enterobacter NAB3. Para su
sorpresa, ellos observaron que incluso en P. gossypiella se incrementaba la mortalidad de
larvas si se suministraba oralmente Enterobacter NAB3 y se alimentaba en una dieta con la
toxina MVPII. Se observd una sobreexpresion de genes relacionados a bacterias de la familia
Enterobacteriaceae presentes en la flora del intestino medio de colonias resistentes y
susceptibles expuestas a Bt, y la cepa resistente sin exponer (Broderick et al., 2009, -2010).

Al comparar estos resultados con los obtenidos en este trabajo hemos encontrado
concordancia, ya que nosotros observamos que en el intestino de larvas resistentes (colonia
PIR, sin exponer o expuestas al Biobit®) por amplificacion de genes de la familia
Enterobacteriaceae, su expresion fue muy baja comparada contra muestras del intestino de
larvas susceptibles (colonia PIS sin exponer o expuesta al Biobit®) (Tabla 6). De cualquier
forma, en ambas colonias se logré amplificar el gen de Enterobacterias; esto significa que estan
presentes en la flora entérica de las larvas.

Cuando nosotros combinamos la administracion de antibioticos para reducir la carga

bacteriana con el Biobit®, el patrén de porcentaje de mortalidad entre ambas colonias no fue
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diferente (Fig. 11), pero la mortalidad causada Unicamente por el antibiotico fue mayor a la
esperada (alrededor del 50%). Como se menciond antes, Broderick et al. (2009) encontraron
que de seis lepiddpteros evaluados de forma similar, Unicamente con P. gossypiella se
increment6 la susceptibilidad a Bt al combinarlo con bacterias. Posterior a este trabajo,
Johnston y Crickmore (2009) realizaron una evaluacion similar contra M. sexta diferenciando
la mortalidad de larvas criadas bajo tres tratamientos: 1) en condiciones asépticas (exponiendo
los adultos a antibidticos, esterilizando superficialmente los huevecillos con formalina y
exponiendo una sola vez a larvas del ler estadio a antibiéticos), 2) exponiendo al insecto a
antibidticos todo el ciclo; y 3) sin exponer a antibidticos. Larvas del 3er estadio de los tres
tratamientos recibieron DiPel®. Ellos encontraron que la mortalidad era significativamente
mas rapida en el primer tratamiento (condiciones asépticas), seguido por el tercero (sin
antibidticos) y las que tardaron méas en morir fueron las expuestas a antibidticos todo el tiempo.
Ellos asi concluyeron que no se requiere de bacterias intestinales para que el insecto sea
susceptible a DiPel®, pero que si se puede afectar su metabolismo. Esto pudiera estar
relacionado a la mortalidad que nosotros observamos en este estudio al aplicar antibiotico a la
dieta, ya que los insectos estuvieron expuestos durante toda la fase de larva (Fig. 11). Quiza
nuestro resultado esté asociado mas a la toxicidad causada por el antibi6tico que por el cambio
en la flora bacteriana intestinal.

Posteriormente se procedié a cultivar las bacterias presentes en el intestino de ambas
colonias, donde se encontrd una mayor diversidad y cantidad en larvas de la colonia PIS (Tabla
6). A este respecto, Aye et al. (2004) manifestaron que la expresion de hemolina es mayor
cuando es inducida por alguna infeccién bacteriana, lo comprobd al inducirla con una inyeccion
de bacterias; al igual que nuestros resultados la hemolina se ve mayormente expresada en P.
interpunctella cuando es inducida en este caso por la presencia de Bt en las larvas resistentes y
larvas resistentes expuestas a Bt.

Al contrario de lo reportado por estos investigadores, Hernandez-Martinez et al. (2010)
observaron que las larvas que presentaban mayor resistencia a Bt y una mayor respuesta
inmune innata en larvas de Spodoptera exigua (Hibner), la respuesta inmune se veia
estimulada por una mayor carga bacteriana en el intestino. Por su parte, Johnston y Crickmore
(2009) midieron la respuesta inmune innata mediada por actividad de fenoloxidasa en larvas de

G. mellonela, S. litura y M. sexta y encontraron que al inmunizar previamente a las larvas de

60



estos insectos con la bacteria enteropatdgena E. coli y observaron que la mortalidad se reducia
significativamente en los tres insectos, especialmente con G. mellonela. Ellos encontraron una
relacion en la actividad de fenoloxidasa yt la reduccion de la mortalidad de larvas inmunizadas.

Con las colonias aisladas se procedié a la identificacion de las bacterias presentes por
medio de anélisis bioquimicos, empleando el sistema Biolog GN2. En base a los resultados se
logré identificar y-proteobacteria Brevundimonas (Pseudomonas) vesicularis, perteneciente a
las enterobacterias (Figs. 12 y 13), tanto en la colonia PIS como en la PIR, mientras que en la
colonia PIS se identificaron ademas Yersinia pestis (Fig. 14) y Haemophilus paragallinarum
(Figs. 12 y 15), ademas de una especie que no se pudo identificar que por su morfologia se
ubicd centro de la familia Enterococcacea. Es bien conocido que Y. pestis puede infectar
insectos y humanos, ya que las pulgas son los vectores de este microorganismo, causante de la
peste bubdnica en humanos, enfermedad causada principalmente por la produccion de toxinas.
Con respecto a intoxicacién de insectos por las toxinas producidas por otras especies de este
género, se ha demostrado que los lisados de Y. enterocolitica y Y. pseudotuberculosis son
toxicos contra lepidopteros y pulgas si son ingeridos, no asi para el caso de lisados de Y. pestis,
y se ha especulado que esto se podria deber a su ajuste evolutivo para que el insecto pueda
actuar como vector (Chain et al., 2004). La presencia de Y. pestis en P. interpunctella
encontrada en este trabajo se puede deber a que juega un papel en la diseminacién del
microorganismo, ya que se considera que su habitat es el suelo. De cualquier forma, algunos
lepidopteros si pueden infectarse y morirse por infecciones de Y. pestis, tal y como lo
demostraron Erickson et al. (2011) al exponer larvas de Galleria mellonella. Ellos encontraron
que Y. pestis podia sobrevivir entre los hemocitos de este insecto y, en caso de sobrevivencia,
las larvas mostraban una fuerte respuesta humoral mediada por péptidos antibacterianos y
produccién de peréxido de hidrégeno por al menos tres dias después de la exposicién. En un
estudio reciente para determinar si se puede controlar la virulencia de Y. pestis en insectos por
otros microorganismos presentes en la flora microbiana en la pulga oriental de la rata
Xenopsylla cheopis (Siphonaptera: Pulicidae) mostraron que la presencia de especies reactivas
al oxigeno presentes en el intestino reducian la proliferacion de Y. pestis en la pulga, y de como
las cepas mas virulentas eran menos susceptibles a los metabolitos de las especies reactivas al
oxigeno (Zhou et al., 2012).
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En el 2008, Aye et al. encontraron que la expresion de la hemolina en P. interpunctella
es mayor en el 5to estadio larvario y que se expresa en cuerpo graso Yy epidermis, pero no en el
intestino medio de larvas. A este respecto, en los diversos bioensayos realizados en este
estudio encontramos la expresion de hemolina en intestino medio de larvas de la colonia PIR,
expuestas o no al Biobit® (Fig. 6). Al realizar el bioensayo de actividad bactericida utilizando
un método bioldgico, observamos actividad antibacteriana contra E. coli también en el intestino
de larvas de la colonia PIR (Fig. 4). Ambos resultados podrian explicar el por qué de una
menor cantidad y biodiversidad bacteriana en larvas de esta colonia comparada con la
susceptible (colonia PIS). Estos resultados indican una posible relacion entre actividad
antibacteriana en el intestino medio y la produccion de hemolina con la exposicion y/o
desarrollo de resistencia a Bt.

En conjunto, los trabajos de Aye et al. (2008), Erickson et al. (2011) y Zhou et al.
(2012) nos permiten suponer que la actividad antibacteriana observada entre las larvas de P.
interpunctella posiblemente se deban a la presencia de Y. pestis y que el cambio en la flora
microbiana por el ajuste fisiol6gico derivado a la resistencia a Bt puede inducir a la supresion
de este patdgeno, la carga bacteriana permite mantener una expresién basal de hemolina debido
a la presencia de esta flora.
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8. CONCLUSIONES

Se observo la expresion del gen de hemolina en el intestino de la colonia de Plodia
interpunctella resistente a Bacillus thuringiensis, mientras que la expresion de hemolina
s6lo se habia reportado en tejido graso y epidermis, tal y como se encontré en la colonia

susceptible.

La sobreexpresion de genes relacionados a bacterias de la familia Enterobacteriaceae y
el aislamiento e identificacién de las mismas presentes en el intestino de la colonia
susceptible a B. thuringiensis y la colonia resistente sin exponer, indica que una mayor
carga bacteriana incrementa la susceptibilidad al bioinsecticida o que se ve disminuida
por la presencia de éste.

Entre las colonias evaluadas se observo una relacion entre una menor carga bacteriana
con una menor produccién de hemolina en intestino medio, lo que podria indicar la
actividad antibacteriana de la hemolina y observada en contenido intestinal de la colonia
resistente.
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ANEXO 1

Diagrama de la Estrategia Experimental.
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ANEXO 2

Resumen de Procedimientos y Excepciones de las Pruebas Bioquimicas.

e GN-NENT | GN-ENT | GN-FAS Excepeiones
GN-NENT: Vibrio debe crecer en BUG+B
) BUG+ B o BUG+B Chocolate géneros agricolas (ej. Acidovorax, Brenneria,
I\geu?;?vge TSA4B TSA4B Burkholdena, Comamonas, Delftia,
Pectobacterium, Pseudomonas, Rhizobium,
Xanthomonas) tal vez crezcan en BUG sin
sangre
GN-NENT: Usar 35-37°C para especies de los
sistemas cardio y respiratorio (ej. Bordetella,
Cardiobacterium,  Mannheimia,  Oligella,
Pasteurella, Riemerella, Rhizobium y
Psychrobacter phenylpyruvicus). Usar 26° C
para Janthinobacterium y Vibrio splendidus.
Temperatura 30 °C 35-37 °C 35-37 °C GN-ENT: Usar 30 °C para especies de medio
ambiente  frio  (Edwardsiella ictaluri,
Brenneria, Erwinia, Pectobacterium,
Photorhabdus, Xenorhabdus)
Aire Aire 6.5% CO,
GN-NENT: Usar tioglicolato con cepas
Atmésfera “falso positivo” (ej. Chryseobacterium,
; Flavobacterium, Sphingomonas y
Ilf(l)glu?gc?gn SN/GPIF aNGPIEs | OGRS Psychrobacter phenylpyruvicus).
GN-ENT: No usar tioglicolato para Brenneria,
tioglicolato tioglicolato Erwinia, Photorhabdus y Xenorhabdus.
GN-FAS: No usar tioglicolato para
Francisella y Brucella.
Turbidez del 2% T 61% T 2000 T
Inéculo
Inéculo por | 150 HL 150 pL 150 pL
pozo
Tiempo de 4-6, 16-24 h 4-6, 16-24h | 4-6, 16-24 h
Incubacion
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ANEXO 3

» - » i . Hongos
Inicio: Determinar la morfologia por tincion Gram y la Temperatura® de incubacion y atmosfera 6ptima
GN Bacterias Aerobias GP Bacterias
Anaerobias
Oxi+| [30°C | oxi -
Kl/TSl:K/K TSI=A/A l
o KIAWY o K/IA GP- v
GN-NENT GN-ENT GN-FASP GP-COCCUS BACILOS GP-BACILO AN
Medio de BUG+B 0 BUG+B 0 CHOC BUG+B © BUG+M+T BUA+B
Cultivo TSA+ B® TSA+ B®
Atmésfera Aire Aire 6.5% CO2 Aire/6.5% Aire Anaerobiosis®
‘Co2
Temperatura 30°C 35-37°C 35-37°C 35-37°C 30°C 35-37° C
Fluido de GN/GP-IF f GN/GP-IF+T | | GN/GP-IF+T | | GN/GP-IF+T? GN/GP-IF AN-IF
Inoculacion
Indculo %T 520 T 63% T 20% T 20% T 28% T 63% T
Microplaca-
R Eoce GN2- 150 L GN2- 150 uL | | GN2- 150 pL GP2- 150 L GP2- 150 L AN- 100 pL
Tiempo de
Incubacion (h) 4-6, 16-24 4-6, 16-24 4-6, 16-24 4-6, 16-24 4-6, 16-24 20-24

v
HONGOS
BUY

Aire

26° C

Agua

47% T

Hongo
- 150 pL
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h)

ANEXO 3 (continuacion)

Con excepcidn de los termoéfilos, todas las especies crecen entre 26° C, 30-37° C.

Se requiere chocolate o CO2 para el crecimiento o la formacion de colonias <1 mm
en BUG + B.

Especies agricolas podran cultivarse en medio BUG sin sangre.

Aire, al menos CO2 se requiere para el crecimiento.

AN Microplaca deben ser incubados en una atmosfera anaerobia, libre de hidrogeno.
Si el pozo control (Al) es positivo, agregar tioglicolato al fluido de inoculacion.

Si el pozo control (Al) es positivo, agregar salicilato junto con tioglicolato al fluido
de inoculacion.

Abreviaturas: Oxi = Oxidasa; TSI = Triple sugar iron inclinado; A = Acido, A" =
Ligeramente &cido; K = alcalino; BUG= Biolog Universal Growth; B= blood; TSA =

Tripticasa soya agar; CHOC = chocolate agar.
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