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RESUMEN
El café es uno de los productos de mayor relevancia comercial en Costa Rica. La
plaga méas devastadora del café es la broca (Hypothenemus hampei). Dado que el uso
de plaguicidas ha sido ineficiente; se ha promovido el uso de formulados a base de d-
endotoxinas de Bacillus thuringiensis (Bt) para alcanzar un manejo mas sostenible de
esta plaga. Sin embargo, las proteinasas digestivas del intestino medio del insecto
pueden comprometer la efectividad de Bt; por lo que han buscado opciones como la
incorporacion de inhibidores de proteinasas (IPs) vegetales. El objetivo de esta
investigacion fue determinar si un extracto de soya (Glycine max) contenia IPs que
potenciaran el efecto toxico de Bt subs. israelenesis contra H. hampei. EIl perfil
proteico del extracto de la broca revel6 una banda a 24,1 kDa que se presumié como
una tripsin-proteasa, mientras que el extracto de soya mostré una banda a 20,1 kDa
que se estimé como el inhibidor Kunitz de tripsin-proteasas. EI zimograma co-
polimerizado con gelatina permitio cuantificar las zonas de actividad del extracto de
broca en (0,218 * 0,457) ug, las cuales fueron suprimidas al incorporar extracto de
soya. Los bioensayos mostraron que al afiadir una mezcla de cristales de Bti a dosis
subletal (1,135 pg-uL™) junto con dosis incrementales de extracto de soya; la
mortalidad sobre H. hampei fue mayor que al incorporar Bti solo, y se alcanz6 una
mortalidad méaxima de 73% con Bti + IPs. Esto implica que la mezcla de los IPs + Bti

exhibieron una sinergia significativa.
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ABSTRACT
Coffee is one of the most commercially important products in Costa Rica. The most
devastating pest on this crop is the coffee berry borer (Hypothenemus hampei). Since
the use of agrochemicals has been inefficient, alternatives like the use of
bioinsecticides based on &-endotoxins from Bacillus thuringiensis (Bt) has been
promoted to achieve a more sustainable management of this pest. Nevertheless, the
presence of environmental and digestive proteinases in the insect’s midgut could
impact in the effectiveness of Bt. By this reason, researchers have focused to search
options like the incorporation of plant proteinases inhibitors (PIs). The objective of
this research was determine if a soybean (Glycine max) meal extract had Pls to
potentiate the toxic effect of Bt subs. israelensis against H. hampei adult females. The
protein profile of the midgut extract revealed an only band at 24,1 kDa that was
presumed as a trypsin-proteinase; while the soybean extract showed a band at 20,1
kDa that was estimated as the soybean Kunitz trypsin inhibitor. Clear areas in the
zymogram co-polymerized with gelatin were quantified in (0,218 £ 0,457) ug, which
bands were supressed by incorporating soybean extract. Bioassays showed that a
mixture of Bti crystals to a sublethal dose (1,135 pg-uL™) added with increased doses
of soybean meal extract produced a higher mortality that the use of Bti alone, and the
mixture of Bti + soybean extract reached a maximum mortality of 73%. Therefore,

Pls exhibited an important degree of sinergy with Bti.

Key words Hypothenemus hampei, Bacillus thuringiensis, proteinases, zymogram,

soybean meal, Kunitz trypsin inhibitor, bioassays, mortality.
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Figura 35. Efecto de mezclar diluciones decimales seriadas del extracto de soya
(2,857 mg'mL™) sobre tripsina de pancreas porcino comercial (0,5 mg-mL™), cuya

reaccion se desarrollo por un periodo de 10 min a 40 °C sobre el sustrato DL-BApNA

(2 mg/mL) y buffer glicina-NaOH (PH 9.0) ....ccovvviiiie e

Figura 36. Gel electroforético SDS-PAGE para determinar el efecto de tripsina

porcina y del extracto de soya sobre los cristales purificados de Bti, luego poner las

muestras en contacto POr 30 MIN @ 37 C....vvveiiieiiie e

Figura 37. Mortalidad obtenida mediante el analisis de regresién de Probit para la

determinacion de la dosis letal media sobre insectos adultos de H. hampei,

incorporando concentraciones incrementales de Bti en la dieta Cenibroca ll....................

Figura 38. Mortalidad obtenida del analisis de regresion de Probit para definir la dosis

letal media sobre hembras adultas de broca, incorporando una dosis fija de cristales

de Bti y concentraciones crecientes del extracto de soya en dieta Cenibroca ll ................

Figura 39. Evaluacion de los porcentajes de mortalidad de adultos de H. hampei,
luego exponer los insectos por 7 dias en dieta artificial Cenibroca 11, suplementada

con el extracto de cristales de Bti a 1,135 pug-pL™, junto con dosis crecientes del
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CAPITULO 1

Introduccioén

El café (Coffea spp.) es uno de los productos agricolas mas importantes dentro la
region tropical, y constituye uno de los granos mas valiosos por su distribucion
alrededor del mundo (Céardenas, 2007; Molina, Blanco-Labra y Zamora, 2011).
Centroamérica es la tercera region cafetalera del mundo y el café es en uno de los
productos de mayor exportacion por las formas de preparacion de la bebida y por los
derivados (chocolates, galletas, licores, entre otros); por lo que su produccién se ha
ligado con el desarrollo socioecondémico del istmo (Lara, 2005).

En las ultimas décadas se ha incrementado la tendencia al consumo de café de calidad
gourmet. No obstante, el desarrollo de plagas y enfermedades sobre el cultivo de café
han llegado a limitar su produccion en Latinoamérica. Una de ellas es la broca o
taladrador del fruto del café (Hypothenemus hampei), que se ha considerado como

plaga mas devastadora y reincidente en los cafetales (Cardenas, 2007; Chacén, 2008).

La broca es un insecto que pertenece al orden Coleoptera, familia Curculionidae y la
subfamilia Scolytinae (Aguilera, 2012). Este herbivoro se desarrolla haciendo galerias
y consumiendo el endospermo del grano durante su ciclo de vida, que utiliza como
hospedero para reproducirse; situacion que ha conllevado a un problema de indole
comercial y social que ha repercutido en la calidad de la taza, reduccion en el peso del

fruto, caida de frutos vanos, entre otros (Hernandez-Soto, 2002).

A pesar de que la aplicacién de plaguicidas sintéticos ha sido uno de los métodos mas
efectivos para controlar la broca; se ha demostrado que estos quimicos causan graves
dafios ambientales, favorecen el incremento proporcional de la resistencia y no en
todos los casos eliminan las poblaciones de H. hampei debido a sus habitos cripticos.
Por este motivo, ha surgido una inherente necesidad de implementar alternativas

biologicas para su control (Molina, 2010; Ochoa, 2011).



Una de las estrategias propuestas que se ajusta mejor a un programa de control
integral y sostenible que proteja los ecosistemas agricolas ha sido a través de la
formulacion de bio-insecticidas a base de las inclusiones cristalinas que secreta la
bacteria entomopatdgena Bacillus thuringiensis (Bt), cuyas proteinas toxicas tienen la
ventaja de ser biodegradables, inocuas hacia los vertebrados y especificas para atacar
a un orden de insectos (Hernandez-Soto et al, 2009; Lépez, 2011). Esta estrategia de
control se basa en que cuando la plaga ingiere los cristales proteinaceos, se origina la
lisis en la pared del epitelio del intestino hasta que ocurre su muerte por inanicién o

septicemia; mermando las poblaciones del insecto (Aguilera, 2012; Ochoa, 2011).

Aunque se ha comprobado experimentalmente la letalidad de las tales toxinas, se ha
identificado un grupo de enzimas hidroliticas compartimentalizadas dentro del lumen
del epitelio del intestino medio, que podrian vincularse con la degradacion de estas
proteinas, y que se considera el posible mecanismo evolutivo mediante el cual las

plagas se han defendido del efecto toxico de Bt (LOpez-Pazos y Ceron, 2010).

Las proteinasas de los insectos son enzimas proteoliticas que catalizan la ruptura de
enlaces peptidicos en complejos proteicos para asimilar los aminoacidos de la dieta.
Estas proteasas se clasifican segin su funcion en serin, cistein, asparico y metalo-
proteasas (Macedo & Machado, 2011). Valencia & Arboleda (2005) presumen que
las proteasas que se encuentran en mayor proporcion en H. hampei y que participan

en procesos de digestion inicial son las enzimas serin- y aspartico-proteinasas.

Debido a la modulacion y al procesamiento proteolitico que las proteasas ejercen en
las cascadas de sefializacion, se ha propuesto que los insectos tienen mecanismos para
secretar y sobreexpresan una mayor cantidad de proteinasas insensibles a Bt que sean
capaces de cambiar la conformacion de los sitios de unidn de las toxinas o disolver

las protoxinas hasta inactivarlas (Lopez-Pazos et al, 2009; Oppert et al, 2006)

Dada la co-evolucién entre la broca y el género Coffea como Unico hospedero y
tomando en consideracion los aspectos sefialados anteriormente, se ha planteado la

necesidad de buscar soluciones biotecnoldgicas que puedan mejorar la letalidad de Bt



frente a H. hampei (Molina et al, 2011). Algunas de estas estrategias han incluido la
adicion de factores de potenciacioén con proteinas vegetales como lectinas, inhibidores
de a-amilasas e IPs (Blanco-Labra y Zamora, 2011; L6pez, 2011; D’Mello, 2000).

Los inhibidores de proteasas (IPs) son proteinas de bajo peso molecular, que se
encuentran ubicuamente en plantas, animales y ciertos microorganismos. Estas
proteinas se originaron en respuesta a la herbivoria que sufrian las plantas para
regular la actividad proteolitica (Jaber et al, 2010). Su mecanismo de accién
propuesto consiste en una reaccion especifica en el centro activo las serin-proteasas,
donde las proteasas reconocen al IP como un pseudo-sustrato, y cuyas reacciones
conllevan a la formacion de un complejo inactivo estable proteasa-IP que se ve
reflejado en una insuficiencia metabdlica y se traduce en efectos perjudiciales en la
digestion de aminoacidos (Molina, 2010; Roberts et al, 2008).

Se ha mostrado evidencia de que los IPs podrian actuar sinérgicamente para potenciar
el efecto subletal de las proteinas de Bt sobre las poblaciones de insectos, previniendo
la degradacion de las proteasas en el entorno de la broca, tanto las proteasas
ambientales como las enzimas digestivas del escarabajo (Sanahuja et al, 2011).
Basados en estos postulados, es de vital interés analizar si los inhibidores de proteasas

pueden complementar el efecto toxico de los cristales sin afectarlos.

Para alcanzar este cometido, se deben desarrollar metodologias de fraccionamiento y
remocioén de compuestos interferentes para extraer solo los IPs y las enzimas
proteoliticas mediante técnicas como la precipitacion con soluciones saturadas de
sulfato de amonio y dialisis en membrana semipermeable; como primeros pasos en
para dilucidar un IP o una proteasa blanco (Berg, 2002; Cutler, 2004). Por su parte,
las 6-endotoxinas de Bti se deben aislar asépticamente en un medio con nutrientes
limitado que facilite la esporulacion y produccion de las d-endotoxinas, para

purificarlo mediante gradientes de sacarosa (Bravo et al, 2012; Delafield et al 1968).

Posteriormente, se desarrollan pruebas moleculares para identificar, determinar el

grado de pureza y estimar la actividad proteolitica/ inhibitoria de las enzimas. Las



técnicas que se han empleado tradicionalmente son la electroforesis en geles de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) para separar mezclas
de proteinas por su tamafio molecular (Madriz-Ordefiafia et al, 2011); y la zimografia
en gel sin afiadir agentes desnaturalizantes e incorporando un sustrato para comprobar

actividad proteolitica e inhibitoria de las proteasas y los IPs (Garcia-Carrefio, 1993).

Paralelamente se realizan pruebas en espectrofotometria con un sustrato cromogénico
especifico, que sea digerido por la proteasa de interés y que permita cuantificar la
actividad proteolitica o inhibitoria sobre los extractos enzimaticos aislados (Correia et
al, 2001). Con el método espectrofotométrico, también es posible estimar las
condiciones operaciones (temperatura, pH) mediante las cuales opera el IP.

Antes de comprobar si el inhibidor posee un efecto potenciador sobre Bt, se puede
hacer un SDS-PAGE haciendo una mezcla de cristales, proteasas e IPs para tener una
idea global que indique si los IPs pueden prevenir la degradacion de las toxinas,
producto de la accion hidrolitica de las peptidasas. Finalmente, se llevan a cabo
bioensayos en dieta artificial junto con un tratamiento estadistico, como paso final
para probar si el extracto con los IPs complementa el efecto letal de los cristales de Bt
y conduce a un mayor grado de mortalidad, dentro de un marco de regulacion del

metabolismo del escarabajo por alteracion del perfil proteolitico (Oviedo, 2006).

Bajo estos fundamentos, el objetivo del presente proyecto se centrd en extraer las
endopeptidasas del intestino medio de Hypothenemus hampei y los inhibidores de
serin-proteinasas (IPs) presentes en harina de frijol de soya (Glycine max), la cual
posee un contenido proteico superior al 6% en los cultivos (Rashed et al, 2008), para
llevar a cabo todos los ensayos bioguimicos, moleculares citados anteriormente; que
permitan estimar el peso molecular relativo y el comportamiento enzimatica de estas
enzimas. Ademas, se propone desarrollar bioensayos que verifiquen si estas proteinas
con actividad antimetabdlica son capaces de sinergizar la actividad de un liofilizado

purificado con las toxinas de Bt subs. israelensis, sobre hembras de H. hampei.



CAPITULO 2

Revisidn de literatura

2.1 El café (Coffea spp.)

El cafe (Coffea spp., Rubiaceae) es el producto agricola de mayor relevancia en 70
paises de la region himeda tropical. EI género Coffea comprende 103 especies, pero
en el mundo s6lo se comercializan dos especies que son el café arabigo (C. arabica
L.) y el café robusta (C. canephora L.). De acuerdo con la Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (del inglés FAO: Food and
Agriculture Organization), este cultivo de café se produce en mas de 10 millones de
hectareas (ha) en cerca de 80 paises y aproximadamente 20 millones de familias
subsisten de este cultivo (Jiménez, 2009; Vega et al, 2009). Centroamérica es la
tercera region cafetalera del mundo y Coffea spp., se ha convertido en uno de los
principales productos de exportacion por las diferentes formas de preparacion de la
bebida y sus derivados; por lo que su produccion se ha vinculado con el desarrollo

socioecondmico de los paises aledafios (Lara; 2005; Molina et al, 2011).

El cafeto es una especie lefiosa perteneciente a la familia Rubiaceae, y esta
constituida por 600 generos y 7.000 especies. El género Coffea ha sido domesticado
por el ser humano, que comprende cerca de 10 especies domesticadas y 50 especies
silvestres (Lagos-Giraldo, 2009). Los paises que destacan en comercio internacional
son Brasil (42,6%), Colombia (16,6%), Guatemala (5,6%), Peru (5,3%), Honduras
(4,8%), Meéxico (4,3%) y Costa Rica (2%). El café ardbigo es el producto mas
comercializado (60%) debido a su calidad superior y acreditacién por los mercados
consumidores; mientras que el café robusta se comercializa en un 40% debido a su

elevada resistencia a plagas y menor costo de produccion (Jiménez, 2009).

2.1.1 Origeny parametros para la produccién del cultivo de café
La produccion de C. arabica inicié su desarrollo en las tierras altas de méas de 1.000
msnm de Etiopia y Sudan del continente africano, como parte del estrato arbustivo de

la floresta. Luego, se difundié a diferentes partes del mundo durante los siglos XVI y



XVII, con un complejo intercambio de material genético. El café se propag6 a Arabia
Saudita, Amsterdam y Paris, y se cultivo en sitios que contaban con las condiciones
ambientales idoneas, especialmente en algunas colonias de Europa (Damon, 2000).

Las condiciones climatoldgicas y edafoldgicas ideales para el cultivo de café
requieren de un microclima fresco, con altitudes entre 1.200 y 1.800 msnm, con
suelos de textura franca® que posean un adecuado nivel de drenaje y que sea ricos en
nutrientes (potasio y materia organica). Ademas, suelos donde se cultiva Coffea spp.,
deben ser profundos y pueden ser planos o ligeramente ondulados. Otros
requerimientos a considerar para el cultivo del cafeto incluyen temperaturas medias
anuales de 18,3 °C y 21,1 °C, precipitaciones anuales de 1.600-1.800 mm* y niveles
de humedad relativa de 70-95% (Mora, 2008).

2.1.2 Introduccion y desarrollo de la caficultura en Costa Rica

Segun Kutschbach y Gutiérrez (2006), Coffea arabica se introdujo en Costa Rica a
principios del siglo XIX aunque su auge inicid en 1850, donde una serie de
investigaciones en campo permitieron determinar que el Valle Central contaba con
condiciones Optimas para cultivar café, dadas las elevaciones de mas de 1.200 msnm,
suelos bien drenados y ricos en materia organica, suaves pendientes convexas y
precipitaciones anuales moderadas de 1.500 a 2.000 mm. A finales de este siglo y
principios de siglo XX, diversos caficultores empezaron a hacer ensayos de forma
experimental para introducir otras especies de porte bajo como C. liberica y C.

canephora, para ser comercializados (Granados 2004).

Durante el periodo de 1968 a 1988 en Costa Rica, la densidad de siembra anual del
café se mantuvo en constante aumento, lo que incrementd el ingreso de divisas de $55
millones a $317 millones. Por ello, la actividad acefetalera sigue cobrando una gran
valia econdmica y ha permitido que hasta el 2003, Costa Rica incursione en el

mercado internacional con el 48% del cultivo nacional. Esta trascendencia alcanzada

® De acuerdo con Brenes-Madriz et al (2009), los suelos con textura franca tienen una proporcion de
arena, arcilla'y limo de 4:2:4, que se relaciona con el grado de fertilidad y retencion de agua.

* Segin Mora (2008), el café no se debe cultivar en sitios con precipitaciones anuales superiores a los
3.000 mm.



se debid a la implementacion de técnicas de calidad en el procesamiento de la cereza;
lo que facilitd la seleccion de cultivos de elevada productividad y aquellos resistentes
a plagas y enfermedades, estimularon la eficacia de la mano de obra y el uso
intensivo de fertilizantes y agroquimicos (Mora, 2008; Renjifo, 1992; Rojas, 2012).

Entre la época de 1968 a 1987, el pais sustituyd el 80% del area sembrada de los
cultivares de porte alto, cosecha temprana y bajos rendimientos de C. arabica que
corresponden a las variedades Typica, Bourbon y Mundo Novo®; por variedades de
porte bajo que tuvieran densas ramificaciones y produjeran altos rendimientos en las
primeras cosechas como Caturra, Catuai, Villa Sarchi y Catimor®. Lamentablemente;
como estas Ultimas variedades poseen una base genética mas estrecha, actualmente
han mostrado una tendencia a perder su resistencia, producto de la rapida adaptacion
que la broca ha adquirido hacia las sustancias que producen las plantas de café
(Gutiérrez et al, 1968; Phillips, 2001; Renjifo, 1992).

2.1.3 Sistema de produccion del café en Costa Rica

El sistema de produccién en eras que se ha implantado en parcelas de café en Costa
Rica, sea con almacigos o semilleros; requiere una limpieza exhaustiva del terreno
por deshierba; y se deben preparar curvas a nivel y cajones en el suelo para el riego.
Para un adecuado desarrollo vegetativo, se deben llevar a cabo préacticas de podas a
las raices, deshije y remocion de brotes, aplicacion de abonos organicos y fertilizantes
cuando la planta alcanza la emergencia. Se debe considerar que el periodo de
desarrollo tarda entre 145-245 dias (Kutschbach y Gutiérrez, 2006; Mora, 2008).

Se debe destacar que el 70% del café costarricense se produce bajo semisombra por
razones de calidad de los frutos, que suelen ser muy superiores a las cerezas obtenidas
cuando las plantas se siembran bajo sol. Con el transcurso del tiempo, esta condicion
se ha estimulado por la siembra de plantas como guaba (Inga spp.), banano (Musa

cuoudeshi), guineo (Musa sapietum), platano (Musa paradisiaca) o arboles de por6

®> Mundo Novo es un cultivar que se origind por el cruce entre plantas de las variedades Typica y
Bourbon.
® La variedad Catimor es altamente productiva y también es resistente a la roya, Hemilea vastratix.



(Eritrina spp.) alrededor del sitio de siembra; que ademas de regular el microclima y
la infiltraciobn de humedad, favorecen el reciclaje de nutrientes, disminuyen las
labores de fertilizacion, previenen el desgaste fisico y adicionan materia organica en
el suelo (Granados, 2004). En las regiones tropicales no es conveniente sembrar a
pleno sol porque se genera una marcada produccion bienal, en especial en aquellos
sitios con mayores altitudes, donde el desarrollo de frutos declina por las bajas
temperaturas y los dafios ocasionados por el viento (L6pez-Bravo, 2010).

Segun Porras-Venegas (2006), las dos principales practicas de manejo agrondémico
que se llevan a cabo en los cafetales del pais son (1) el manejo semi-tecnificado, que
aplica al 50% de los cultivares e incluyen un estricto control sanitario de las malas
hierbas, el uso de fertilizantes N-P-K y la utilizacion ocasional de plaguicidas; y (2) el
manejo tecnificado que se ha efectuado en el 40% de las plantaciones con densidades
de siembra de 5.700 ha, y donde se realiza un control sanitario con maquinaria

agricola y un uso intensivo de fertilizantes (500 a 1.000 kg-ha) y agroquimicos.

2.1.4 Epoca de siembray regiones donde se cultiva café en Costa Rica

La preparacion del terreno y resiembra para cultivar café en el pais se realiza
rutinariamente entre finales de diciembre y febrero 6 marzo, respectivamente. Dado
que durante el mes de mayo suelen aparecer las primeras precipitaciones y ocurre una
floracion sincrénica de todas las plantas, la frecuente recoleccion de las cerezas se
efectla entre principios de julio y de diciembre; aungue en las regiones mas altas del
pais, dicho periodo se puede extender a finales de diciembre. En esta época, se
realizan aplicaciones de fungicidas y de insecticidas para evitar la propagacion de

plagas y algunos hongos fitopatdégenos (Lépez-Bravo, 2010).

En la época de 1850-1935, la caficultura que se habia desarrollado especialmente
alrededor de San José, se expandié a regiones aledafias del Valle Central y después se
traslad6 a cantones mas alejados como Acosta, Puriscal, Tarraz( y Tilaran. Hacia
1962, la produccion cafetalera se incorporé en Coto Brus, San Carlos, Sarapiqui y la

Peninsula de Nicoya (Granados, 2004). Para el 2006, se estimé que la caficutlura se



hallé en los cantones de Pérez Zeledon, Buenos Aires, Liberia, Garabito, Cartago,
Paraiso, La Union, Turrialba, Jiménez, Sabanilla de Montes de Oca, Escazl, San
Ramon, Grecia, Barva, San Rafael, San Isidro y San Pablo de Heredia (Mora, 2008).

A pesar de la incursion cafetalera en otras zonas del pais durante el siglo XX, el Valle
Central se mantiene como el punto de propagacion del café por excelencia, el centro
de experimentacion de los sistemas agricolas y el sitio de impacto ambiental referente
en el pais; no s6lo por superficie cultivada, sino también por su volumen y calidad de
la cosecha; (Granados, 2004). En el cuadro 1, se distinguen algunos cantones
productores de café y el comportamiento a nivel productivo nacional, durante la
cosecha comprendida entre los periodos de los afios 2009 al 2010 y del 2010 al 2011.

Cuadro 1. Produccion de café fruta por cantén en los periodos de cosecha de 2009-2010 y 2010-2011.

Periodo 2009-2010 2010-2011
Region Fanegas’ indice de produccion Fanegas Indice de produccion
cafetalera* (%) (%)
Pérez Zeledon 264.935 13,7 211.803 10,1
Tarrazd 168.361 8,68 166.638 7,92
Coto Brus 153.688 7,93 119.453 5,68
Naranjo 104.830 5,41 156.430 7,44
Leon Cortés 124.973 6,44 136.603 6,49
Alajuela 111.670 5,76 127.059 6,04
Desamparados 127.192 6,56 125.376 5,96
San Ramon 103.560 5,34 113.960 5,41
Cartago 72.242 3,72 98.821 4,69

" Una fanega de café es una medida de capacidad que equivale a un volumen de 400 L 0 a un peso
aproximado de 253 kg de frutos.



Grecia 49.889 2,56 89.892 4,27

Otros 657.634 33,9 757.253 36,0

Prod. Nacional 1.938.974 100 2.103.287 100

*/ Con base en las regiones cafetaleras definidas por el Reglamento a la Ley No. 2.762. Fuente:
ICAFE, 2011.

De acuerdo con la informacion suministrada por el ICAFE en el 2011, durante la
cosecha del periodo 2010-2011, la regién Brunca experimentd una disminucién
considerable en la produccion de café con respecto a la cosecha anterior; en especial
en Pérez Zeledon y Coto Brus donde el indice de produccion paso de 13,7% a 10,1%
y de 7,93% a 5,68%, respectivamente. En el resto de cantones, la produccion de café
se mantuvo casi invariable, disminuyé en ~1% 0 sufrio un ligero repunte; que se
observo notablemente en Naranjo (de 5,41% a 7,44%) y Grecia (de 2,56% a 4,27%).

2.1.5 Importancia agronémica del café en Costa Rica

Las plantaciones de café constituyen una de las formas mas relevantes de uso de la
tierra en las regiones tropicales hiumedas, dado el impacto econdémico que ha
generado en diversos paises. El café ha representado uno de los productos de mayor
importancia socioecondmica para los pequefios y medianos agricultores en
Centroamérica (Merlo-Caballero, 2007). En el afio 2006, el ICAFE estimo que el area
cultivada con café en Costa Rica fue de 98.681 ha. Por su parte, la produccion
nacional de cosecha en el periodo 2010-2011 lleg6 a 2.103.287 fanegas (1 fanega ~
400 L de café cereza), que genero mas de $383 millones de divisas. Por su parte, en el
2010, los ingresos por las exportaciones de café correspondieron al 11,77% de las

divisas generadas por el sector agropecuario nacional (Rojas, 2012).

En las ultimas décadas, se ha incrementado la tendencia al consumo de café fino y
con elevados estandares de calidad, que ha permitido la apertura de nuevos mercados
y un mejor posicionamiento de la actividad cafetalera. A pesar de ello, el desarrollo
de plagas y enfermedades sobre el cultivo de café han disminuido y limitado su
desarrollo en América Latina (Cardenas, 2007; Chacdn, 2008; Molina, 2010).
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Segun Lagos-Giraldo (2009), se han descubierto més de 100 especies de insectos que
conviven en armonia con las plantaciones de café. No obstante, hay tres de estos
herbivoros que ocasionan un severo impacto negativo sobre el café y son la broca
(Hypothenemus hampei), el minador de la hoja (Leucoptera coffeellum) y la palomilla
de las raices (Dysmicoccus spp). Dado que la broca es el insecto mas persistente y de

mayor incidencia en Costa Rica, esta investigacion hara hincapié en su analisis.

2.2 La broca del café (Hypothenemus hampei)

Hypothenemus hampei (Ferrari), cominmente denominado la broca o perforador del
fruto de café, es la plaga méas devastadora del fruto comercial alrededor del mundo.
Este es un insecto mondfago que se alimenta tnicamente del endospermo del fruto,
provocando un deterioro generalizado del grano y por ende, de la calidad de la taza.
Todo su ciclo de vida se desarrolla en la cereza, y utiliza el interior del grano como
sitio de desarrollo, reproduccion y refugio (Bustillo-Pradey, 2005; Casco-Gomez,
2012; Constantino et al, 2011; Fernandez y Cordero, 2007; Pereira et al, 2007).

2.2.1 Descripcion y biologia de la especie

En un principio, este insecto se nombré6 como Stephanoderes hampei, Xyleborus
coffeicola y Xyloborus coffeivorus; hasta 1960 cuando Le Pelley le acufio el nombre
cientifico actual, Hypothenemus hampei. Este coledptero pertenece al Phyllum
Arthropoda, clase Insecta, orden Coleoptera, familia Curculionidae, subfamilia
Scolytinae, género Hypothenemus y especie hampei. La broca vive a través de
asociaciones simbidticas con levaduras y hongos, que les permiten atraer a otras
individuos, por ello; las galerias que elabora este coledptero en la cereza, adquieren

coloracién azul-verdosa (Céardenas et al, 2007; Vega et al, 2009).

El escarabajo en estadio juvenil (Carmelita) es de color pardo y cambia a pardo
oscuro, transcurridos cuatro a cinco dias de edad (Figura 1). EI macho nace primero,
es incapaz de perforar el fruto, no puede volar porque los masculos de sus alas estan
atrofiados y tiene una longevidad entre 50 y 75 dias; mientras que la hembra es mas

grande y vive entre 100 y 150 dias. Cuando ésta ingresa al grano, oviposita entre dos
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a tres huevos diarios por 20 dias; aunque el ritmo de postura varia segun la estacion y
edad de la hembra (Benavides et al, 2012; Molina, 2010; Rubio et al, 2008).

Figura 1. Vista macroscépica de brocas hembras observadas a través de estereoscopio: a) hembra en

etapa juvenil (Carmelita), b) hembra en fase adulta.

Este coledptero puede infestar cerca de 800.000 ha de café cuando se encuentra a un
rango de altitud optima entre 800 y 1.000 msnm, mientras que en alturas superiores,
esta plaga no representa un problema econdémico (Constantino et al, 2011). Las
fluctuaciones de broca varian con base en la estacion climatica; ya que en la estacion
seca las hembras permanecen semi-inactivas en granos maduros, esperando las
primeras lluvias y a que las temperaturas lleguen a 27 °C, que estimulen a las
hembras a salir del grano para buscar nuevos frutos y reiniciar el ciclo de vida. Si
existen las condiciones ambientales adecuadas y la produccion de café es constante
durante el afio, el insecto puede alcanzar hasta ocho generaciones, pero usualmente

llega a dos o tres por afio (Cardenas et al, 2007; Fernandez y Cordero, 2007).

Fernandez y Cordero (2007) estudiaron el ciclo de vida de la broca in vitro en
Colombia y determinaron que las etapas de desarrollo tienen una duracion promedio
de 5 dias la etapa de huevo, 11 dias el periodo de larva, 3,5 dias la condicion de pre-
pupa y 5 dias la fase de pupa, a 27 °C; y presumieron que el ciclo completo tardo
entre 18 y 31 dias hasta alcanzar la fase adulta. La cdpula dentro de la cereza ocurre
por unas horas y puede ser consanguinea porque los machos no transmiten sus genes
debido al fendémeno de “haploidia funcional” (Silva et al, 2012). Considerando que
los machos no abandonan el grano, pueden fertilizar hasta 30 hembras cuando la
hembra alcanza la suficiente madurez sexual que suele ser de 5 a 6 dias después de la

post-emergencia del adulto (Damon, 2000). Dado que el apareamiento ocurre en
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cualquier momento del dia, es comun hallar individuos en diferentes etapas de

desarrollo dentro del grano de café infestado (Hernandez-Soto, 2002).

Ochos dias después de la copulacion, las hembras salen del fruto y vuelan en busca de
un grano nuevo para ovipositar y continuar el ciclo. Dicho vuelo es estimulado en
virtud de una serie de factores como las corrientes de aire, el grado de humedad y
radiacion solar, y cuando se produce agotamiento, sobrepoblacion, anegamiento o
pudricién de la cereza. En algunas ocasiones, la hembra penetra la corona del fruto y
otras ingresa en el borde, a los lados o en la base de la cereza (Jiménez, 2009).

Cuando la hembra halla un hospedero adecuado, ayudada mediante estimulos
semiquimicos que libera el fruto de café; ingresa al endospermo, excavando el
exocarpo, mesocarpo y el endocarpo y construyendo galerias (Figura 2), etapa que
puede demorar cerca de 8 h. Posteriormente, el insecto ovoposita entre 31 y 119
huevos, proceso que varia dependiendo de la madurez del fruto. Cuando los huevos
eclosionan a larvas, se empiezan a alimentar del fruto durante 19 dias para
desarrollarse y crecer hasta alcanzar la etapa de adulto, para que las nuevas hembras
que eclosionen se puedan mantener infestando otros granos (Pereira et al, 2007,
Rubio et al, 2008; Silva et al, 2012; Vega et al, 2009).

Figura 2. Dafios fisicos causados por la broca del café: a) dafios superficiales hechos sobre las corona
del fruto de café, b) lesiones fisicas causadas por adultos, alimentandose dentro del

fruto c) galerias producidas por insectos adultos de H. hampei.

2.2.2 Origen y distribucion geografica de la broca en Costa Rica y el mundo
H. hampei es originaria del centro de Africa Ecuatorial (Guinea, El Congo, Uganda,
Kenia) y fue Ferrari quien la descubri6 y la clasificé en Francia en 1867, a partir de

granos importados. El primer registro de este escarabajo como plaga en campo se
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reportd por Gabon y Zaire en 1901. La broca esta distribuida en toda Africa Central,

con excepcion de Nepal y Papua Nueva Guinea (Burbano et al, 2010; Jiménez, 2009).

Este escarabajo se introdujo en América del Sur en 1913 en Brasil, a partir de

semillas exportadas desde Africa y Java; y las condiciones de tropico le permitieron

propagarse rapidamente a Honduras, Nicaragua, El Salvador, Guatemala y México.

(Casco-Gomez, 2012). En la Gltima década, se han reportado niveles de infestacién

elevados en naciones como Uganda (80%), Colombia (60%), Jamaica (58-85%),
Tanzania (90%), Malasia (50-90%) y México (60%) (Figura 3). Inclusive, Burbano et
al en el afio 2012 descubrieron por primera vez una infestacion de broca en el sur de

Kona, una de las islas de Hawaii, por lo que su propagacion mundial continla latente.
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Figura 3. Distribucion de los paises alrededor del mundo con presencia de broca del café (H. hampei).

Los puntos oscuros sefialan los paises que han sido infestados por la broca. Fuente: Jiménez, 20009.

Segun Rojas (2012), H. hampei se detectd en Costa Rica por primera ocasion el 18 de
diciembre del 2000 en Barreal de Heredia. En el 2005 se estimaron 15.000 ha de

plantaciones infestadas con H. hampei y para el afio 2011, su dispersion cubri6 el

97% de los cafetales, con un promedio de ataque de 2,76% en campo. Se ha

determinado que este escarabajo realiza una dispersion agregada o de contagio dentro

del cafetal; es decir que no infesta toda la plantacion, sino que afecta focos y dentro

de cada planta se encuentran unas bandolas mas afectadas que otras (Oviedo, 2006).
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Los ataques producidos por la broca se pueden dividir con base en la edad del tejido
de la planta y la época de formacion de frutos, que esta influenciada por el método de
poda que se practique (Damon, 2000; Rojas, 2012).

2.2.3 Problemas agronémicos que produce H. hampei

La hembra penetra el endospermo del grano; sin afectar hojas, ramas o tallos, y
ocasiona perdidas econdmicas, que ascienden los $40 millones por afio (Pereira et al,
2007). Tales prejuicios son (1) produccion del al menos un 21% de frutos vanos de
bajo peso que reducen los rendimientos y la calidad organoléptica de la taza, cuyas
pérdidas se estiman en 15,9 kg por fanega; (2) desarrollo de granos donde puede
ingresar humedad y son vulnerables a la infeccién por hongos y bacterias (como el
agente causante de la pudricion humeda, Erwinia sp.) y oxidacion de la cereza; que
ha provocado pérdidas de hasta 9%; y (3) perforacion de frutos inmaduros donde la
broca no se reproduce pero induce caida prematura, senescencia y aborto del fruto; lo
cual sucede al inicio de la temporada o cuando hay una frecuente cosecha (Fernandez
y Cordero, 2007; Hernandez-Soto, 2002; Rubio et al, 2008; Vega et al, 2009).

2.2.4 Manejo integrado de la broca del café

El manejo integrado de este escarabajo se debe establecer con practicas de control
cultural como la regulacién de sombra, poda, deshija y remocion de malezas; para
reducir la multiplicacion del insecto y facilitar las labores de cosecha. Estas labores se
deben complementar con un eficiente control etiolégico, monitoreo de ataque y un
control biolégico con depredadores (p.e Karnyothrips flavipes), parasitoides (p.e.
Phymastichus coffea, Cephalonomia hyalinipennis y Heterospilus coffeicola), hongos
entomopatdgenos como Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae, o bacterias
entomopatégenas como Bacillus thuringiensis como nuevas alternativas
biotecnoldgicas (Bustillo-Pradey, 2005; Pereira et al, 2007; Silva et al, 2012).

2.2.4.1 Medidas culturales
El control cultural de los focos de contaminacion y reproduccién de la broca es la

principal linea de defensa para disminuir las poblaciones de esta plaga en las regiones
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donde se manejen grandes extensiones de café. Algunas las précticas de sanitizacion
que se han implantado han sido la remocion manual o mecanizada de los frutos
infestados después de la cosecha, el tratamiento quimico de los vertederos donde se
dispensan los frutos dafiados y el trampeo en masa con atrayentes quimicos (Vidal-
Quist, 2010). Sin embargo, la definicion del éxito de estos métodos es sumamente
complicada porque su utilizacion se debe llevar a cabo a gran escala y varia de
acuerdo con el sistema de produccion agricola desarrollado (Messing, 2012).

2.2.4.2 Control quimico

La mayoria de caficultores controlan H. hampei administrando insecticidas como
fenitrion, endosulfan, clorpirifos y pirimifos; que han logrado obtener un mediano o
alto éxito. Pese a ello, estas sustancias no son sustentables y su uso se ha restringido
por la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA, del inglés Environmental Protection
Agency) (Blanco-Labra y Zamora, 2011; Casco-Gomez, 2012; Molina et al, 2011).
Poveda et al (2006), analizaron que formulaciones con clorpirifos, metil-pirimifos,
fenitrothion y fenthion; que se ubican en la categoria toxicologica I1l; presentaron una
actividad bioldgica inferior a 15 dias sobre H. hampei, por lo que mencionaron que la

eficiencia de los quimicos ha tendido a decaer en los ultimos afos.

Se estima que el en ~70% de los cafetales en América Latina, las plagas se controlan
mediante agroquimicos. Esta situacion ha ocasionado una problematica econdmica,
social y ambiental debido a una serie de factores, dentro de los cuales destaca la
adaptacion de los insectos hacia los quimicos (Poveda et al, 2006). Econémicamente,
desarrollar insecticidas mejorados contra plagas ha generado un incremento en costos
que ascienden los $400 billones y adn asi, su eficiencia continda siendo menor (39%)
comparada con el control de malezas (75%) en la actividad cafetalera (LOpez-Pazos y
Cerodn, 2010). A nivel social y ecoldgico, el elevado uso de plaguicidas ha causado la
muerte y enfermedades en humanos y prejuicios en el ambiente; cuando se estima que
solo se requiere una fraccidn del insecticida para erradicar la poblacién de insectos, el
resto del producto aplicado que suele ser el 99,9% ingresa en el suelo, agua y cadena

trofica (Ramirez-Lepe & Ramirez-Suero, 2012).
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Ademas, el uso de insecticidas para controlar H. hampei no siempre exhibe resultados
efectivos, debido a los habitos cripticos de este herbivoro y considerando que las
aspersiones de quimicos s6lo son eficientes cuando se aplican en el momento en que
el insecto va a penetrar la corona (Figura 4), ya que una vez que el escarabajo ingresa
a la cereza, el quimico no ofrece una solucién satisfactoria (Lagos-Giraldo, 2009).

: ] }
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Figura 4. Posiciones de penetracion de la broca. a) La hembra comienza a penetrar la corona del fruto,

b) el adulto alcanza el canal de penetracion, ¢) H. hampei penetra el fruto y oviposita, d) la broca y su

descendencia (huevos, larvas y pupas) se alimentan del endospermo. Fuente: Lagos-Giraldo, 2009.

Tomando en cuenta las condiciones climaticas de Costa Rica, la floracion del cultivo
del café suele ser sincronica, y los frutos emergidos son susceptibles al ataque de la
broca. Esta problematica haria necesario un uso extensivo de insecticidas y puede
causar dafos a la salud de los trabajadores y a la flora y fauna en regiones aledanas,
problemas de contaminacion ambiental por dafios indirectos sobre fuentes de agua y
alimento, desequilibrios bioldgicos y la posible aparicion de nuevas plagas. En Costa
Rica, aunque se deberian hacer las aplicaciones de quimicos sélo cuando la
infestacion alcanza el 5% de los frutos formados, diversos grupos de caficultores no
cumplen con tal disposicién (Bale et al, 2008; Molina, 2010).

2.2.4.3 Métodos de control bioldgico

El rapido agotamiento de recursos naturales y la demanda de una productividad
agricola sostenible; particularmente en las regiones tropicales, donde el clima brinda
un ambiente propicio para el desarrollo de insectos, han promovido la creacion de
alternativas bioldgicas para establecer y/o fortalecer programas de combate de plagas
eco-amigables (Blanco-Labra y Zamora, 2011). Estos métodos, aungque no han
mostrado resultados satisfactorios en todos los casos, no erradican completamente las

densidades de insectos, son mas costosos y requieren un mayor tiempo de respuesta
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en relacion con los agroquimicos para eliminar plagas; son posibilidades mas acordes
con una realidad mas sostenible y podrian asegurar la bioseguridad de los alimentos
que llegan al consumidor (Bale et al, 2008; Prabhakar, 2001; VVasquez-Pineda, 2012).

La alternativa clasica de control biolégico ha sido mediante depredadores vy
parasitoides. No obstante, esta opcion es poco rentable en cuanto a produccion; tiene
inconvenientes cuarentenarios, considerando los requerimientos para introducir
parasitoides exaticos®; y s6lo se produce un impacto significativo en poblaciones
cuando los insectos se liberan de masivamente (Hernandez-Soto, 2002). Otra
posibilidad seria usar hongos entomopatdgenos Beauveria bassiana, Isaria
fumosorosea 6 Metarhizium anisopliae, cuyas cepas liberadas han producido en
varios casos respuesta limitada a la dosis administrada, ya que su accion se da cuando
el fruto no se taladra profundamente y no tiene humedad excesiva, de lo contrario

estos factores repercuten sobre la viabilidad del hongo (Messing, 2012).

Una de las estrategias mas eficientes para proteger los agroecosistemas ha sido
mediante la formulacion de insecticidas a partir de la bacteria entomopatogena
Bacillus thuringiensis (Bt). Las protoxinas de Bt tienen la cualidad de que se pueden
formular solas o en combinacion con productos quimicos, son inocuas y seguras para
el usuario, el agroecosistema, la entomofauna y el resto de organismos no diana (Bale
et al, 2008; Subramaniam et al, 2012). Lépez-Pazos et al (2009) publicaron que la
comercializacion de bioproductos de Bt ha permitido sustituir el uso de ~21.000 ton

de agroquimicos sobre cultivos de maiz y algodon en 60-80% por los biocidas de Bt.

Se han hecho diversas investigaciones para estimar la dosis sub-letal que produce Bt
subs. israelensis sobre la broca, por ejemplo L&pez-Pazos y Cerén (2010)
demostraron que el complejo espora-cristal de Bti exhibié una concentracion letal
media (LCso) de 219,15 ng de cristalcm™ en dieta artificial sobre sus larvas,
indicando que la dosis requerida fue baja y los cristales incidieron sobre la

supervivencia del insecto. Por su parte, De la Rosa et al (2005) comprobaron que de

& LLa mayor parte de parasitoides son transportados desde Africa hacia América Latina.
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aplicar las toxinas de cepas nativas de Bt subs. israelensis sobre larvas de H. hampei,
se obtuvo un tiempo de muerte media (LTso) de 6,1 dias en promedio, que es bastante
aceptable considerando que cada individuo puede comportarse diferente con el

tiempo, aunque se manipulen condiciones controladas de laboratorio.
2.3 Bacillus thuringiensis (Berliner)

2.3.1 Origen y aspectos generales

Bacillus thuringiensis fue aislada por primera ocasion por el bacteriélogo japonés
Shigetane Ishiwata (1901), de larvas del gusano de seda (Bombyx mori, Lepidoptera)
en Japén. Posteriormente, Aoki & Chigasaki (1915) y Mitani & Wataral (1916)
purificaron una sustancia toxica de un medio de cultivo de Bt esporulado. Ernst
Berliner (1915) redescribié y nombré la especie a partir aislamientos de larvas de la
polilla de la harina del Mediterraneo (Ephestia kuehniella, Lepidoptera), las cuales se
recolectaron de Thurigen, Alemania. Ademas, Berliner fue el primero en describir las
inclusiones paraesporales, que constituyen una caracteristica fenotipica que diferencia
a Bt de otras especies de Bacillus (Figura 5) (Bravo et al, 2012). A finales de 1930, se
empezaron a comercializar los primeros preparados a base del complejo espora-cristal
y que se denominaron insecticidas Bt, dado el éxito en el desarrollo de cultivos

resistentes a insectos perforadores que expresaron genes cry (Lecadet et al, 1980).

Figura 5. Vista microscopica de las estructuras morfoldgicas producidas por la bacteria Bacillus
thuringiensis subsp. israelensis (A: 100 X); a) morfologia de una espora, b) morfologia de una célula

vegetativa de Bacillus thuringiensis. Fuente: Ramirez-Lepe & Ramirez-Suero, 2012.
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2.3.2 Ecologia de Bacillus thuringiensis

B. thuringiensis es una bacteria entomopatogénica, aerobia facultativa, Gram-
positiva, de flagelacion peritica, quimioorganétrofa con actividad catalasa y que mide
de 3 a 5 pum de largo por 1,2 um de ancho. Esta especie pertenece al Phyllum
Firmicutes, clase Bacilli, orden Bacillales, familia Bacillaceae, género Bacillus,
especie thuringiensis. Bt es un microorganismo del suelo porque es el medio mas
frecuente del que se ha aislado, aunque se ha comprobado que Bt se puede encontrar
en nichos ecolégicos como excrementos, agua, hojas deciduas y de coniferas,
cadaveres de insectos, granos almacenados y ambientes marinos; por lo que se

considera como especie ubicua (Lightwood et al, 2000; Vasquez-Pineda et al, 2012).

2.3.3 Biologia de la especie y factores toxicos de Bt

El ciclo de vida de este microorganismo presenta dos fases caracteristicas que son la
fase de crecimiento vegetativo, donde las bacterias se duplican por biparticion; y la
fase de esporulacion que se desencadena cuando Bt esta en un medio con limitacion
de nutrientes. Durante la segunda fase, en méas del 20% de las esporas se sintetiza una
serie de inclusiones proteicas adyacentes a la enddspora llamadas inclusiones
paraesporales proteicas, cristales proteicos Cry/Cyt o d-endotoxinas; de naturaleza

proteica y que poseen propiedades insecticidas (Figura 6) (Diaz-Mendoza, 2006).

Figura 6. Microscopia de transmision electronica del esporangio de una cepa recombinantes de B.
thuringiensis (pSTAB-cry10). CP: cuerpo paraesporal, E: espora. Fuente: Hernandez-Soto et al (2009).

Los cristales Cry se clasifican segun su forma en cubicos, cuadrados aplanados,
esféricos, bipiramidales y otras formas atipicas. Estos cristales se encuentran dentro

del esporangio de los cuerpos paraesporales; donde algunos se liberan después de la
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lisis celular y otros permanecen adheridos a la espora luego de la lisis (Brar et al,
2007; Sauka y Benintende, 2008). Por su parte, las citolisinas o proteinas Cyt son
proteinas mas pequefias, que poseen menor especificidad, tienen mecanismo distinto
al de las proteinas Cry y en ciertos casos presentan actividad hemolitica sobre los
eritrocitos de vertebrados, por lo que su utilizacion in vivo es poco frecuente
(Grandvalet et al, 2001; Ramirez-Lepe & Ramirez-Suero, 2012).

Bacillus thuringiensis subsp. israelensis (Bti) o serotipo H-14 es una de las
subespecies de Bt que fue descubierta por Goldberg y Margalit en 1977, y que exhibe
toxicidad especifica hacia los dipteros, aunque recientemente se ha comprobado su
espectro de toxicidad a coledpteros como H. hampei (Hernandez-Soto et al, 2009).

2.3.4 Propiedades de los bioinsecticidas derivados de proteinas Cry

Debido a su inocuidad y seguridad al agroecosistema, y a que no se ha comprobado
efecto negativo alguno sobre mamiferos o invertebrados que no sean el insecto diana;
las proteinas Cry son ecologicamente aceptadas y se podrian comercializar como
biopesticidas (Mora et al, 2007). Ademas, considerando su especificidad, se pueden
preparar formulados de las toxinas de una cepa de Bt para atacar un tipo especifico de
insectos en los ordenes Lepidoptera, Coleoptera, Hymenoptera, Diptera, Homoptera,
Phthiraptera, Orthoptera, Acari 6 Mallophaga a concentraciones subletales tan bajas
como 102y 10* pg'mL™* (Cao et al, 2008; Subramaniam et al, 2012).

El efecto residual de las proteinas Cry depende de la formulacion y de las condiciones
climaticas de aplicacion. No obstante, se ha estimado que los niveles de persistencia
de los cristales en la superficie de las hojas son minimos porque luego de pocos dias
de que se aplica el formulado factores como la luz UV, la calidad del agua empleada
en el riego, las elevadas temperaturas y presencia de proteasas ambientales
contribuyen a su degradacion, suele aumentar la densidad de larvas que atacan al
cultivo y el comportamiento de ingesta de las protoxinas Bt por parte del insecto
diana (Ben-Dov et al, 2003; Ghodke et al, 2012).
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Glare & O’Callaghan (1998) probaron que luego de que un grupo de ratones ingiriera
2x10%? esporas de Bti-kg? de dieta y que un grupo de humanos voluntarios
consumieran 3x10° esporas-kg™ por 5 dias consecutivos, los individuos no sufrieron
efectos negativos ni se enfermaron. Tampoco se han comprobado repercusiones
negativas sobre aves, cerdos 0 conejos y estos autores destacan que ni siquiera
ingestiones superiores a 10'? UFC-animal™ afectan el peso de ratas ni ratones in vitro.
Asimismo, reportes de la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA) determinaron que
a dosis de ingesta superiores a dosis superiores a 10° 0 10" del complejo espora-cristal
no se afecto la supervivencia de ratones; debido a que los mamiferos carecen de pH
alcalino (entre 8 y 11) y no cuentan con receptores especificos; que son dos
requerimientos para que las 6-endotoxinas se activen y se puedan formar los poros
liticos dentro del intestino medio (Ochoa y Arrivillaga, 2009; Sanahuja et al, 2011).

2.3.5 Mecanismo general de accion toxica de las proteinas Cry

Brar et al (2007), Bravo et al (2012), Lomate & Hivrale (2011), Macgregor (2001) y
Sanahuja et al (2011) describen el mecanismo de accidén general de Bt sobre los
herbivoros en varias etapas principales, en el caso de observar un escenario exitoso:
solubilizacion del cristal, procesamiento y activacién de la protoxina, union al

receptor, insercion en la membrana, formacion de poros vy lisis celular (Figura 8).

1) Solubilizacién del cristal en el intestino medio: las condiciones reductoras y el
pH del tubo digestivo del insecto en el momento en que ingiere proteinas Cry,
son condiciones Optimas para disolver la estructura monomérica de los
cristales, por lo que se hacen susceptibles a la accion de las proteasas
digestivas, que a la vez son responsables de la activacion de los cristales. En
algunos casos, se ha demostrado que la solubilidad determina la especificidad
de las proteinas toxicas de Bt.

2) Procesamiento proteolitico y activacion de las toxinas Cry: cuando las
protoxinas Cry se solubilizan, son procesadas por proteasas digestivas del
insecto, dando lugar a una toxina en cierta medida resistente a la accion de las

proteasas, que tiene un peso molecular de 60-70 kDa. El procesamiento de las
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toxinas estd determinado por un corte en el extremo N-terminal y por otro en

el extremo C-terminal (Figura 7).

NH; COOH
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Figura 7. Esquema del procesamiento de las protoxinas Cryl. Protoxina (130 kDa) y toxina activa (60

3)

4)

5)

kDa). Fuente: Diaz-Mendoza, 2006.

Union al receptor: cuando el cristal se activa, puede atravesar la membrana
peritrofica y se une a los receptores especificos, situados en vesiculas de
membrana de borde en cepillo (BBMV, del inglés Brush Border Membrane
Vesicles) de las celulas de epitelio del intestino medio. Se ha demostrado que
estos receptores corresponden a la familia de las cadherinas. Cuando los
receptores se unen a las proteinas Cry, se produce el procesamiento de la a-
hélice de la toxina, que genera un cambio de conformacion y deja regiones
hidrofobicas expuestas, se induce la formacion de oligdmeros y la posterior
disrupcidn de los cilios.

Insercion en la membrana, formacion del poro y lisis celular: cuando los
oligdbmeros se insertan en la membrana del epitelio intestinal, se forma una
estructura de pre-poro oligomeérico, donde la cadherina desplaza lasa balsas
lipidicas (lipid rafts), la toxina se inserta y se forma el poro; cuya estructura
suele ser similar a un paraguas.

Lisis celular: el poro facilita el aumento de la permeabilidad de la membrana
en células epiteliales, donde se inicia la cascada de sefializacion dependiente
del i6n K*, que estimula la exocitosis de la cadherina desde vesiculas
intracelulares hacia la membrana apical de la célula. La formacién del poro y
la exocitosis inducen la generacion de una diferencia de potencial que provoca
una disrupcion en el flujo osmético de agua, cationes, aniones y algunas

moléculas de mayor tamafio y que se ubican entre el lumen y el citoplasma.
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6) Septicemia: luego de la lisis, se desequilibra el sistema que mantiene el
gradiente de pH que impide la asimilacion y retencion de componentes vitales
del insecto, que conduce a la muerte de las células epiteliales del tracto
digestivo por liberacion del contenido intestinal en la cavidad del poro, por el

fendmeno de citélisis osmotica.
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Figura 8. Mecanismo de accidn toxico del complejo espora-cristal de Bt, a) ingestion de esporas y
cristales, b) solubilizacién del cristal, c) procesamiento de proteinas Cry en toxinas activas, unién
a receptores en el epitelio e insercion en la membrana celular, d) interrupcion de la bomba de
iones, formacion de poros y lisis osmética, €) afeccidn del intestino, septicemia y muerte. 1’
representa la toxina pre-hidrolizada, por lo que al ser ingeridas, actla con las proteasas para entrar
en el sitio de unidn al receptor. S: espora, CP: cristal proteico. Fuente: Brar et al, 2007.

2.3.6 Otros factores de virulencia

Ademas de las d-endotoxinas, existen otras proteinas y metabolitos extracelulares
toxicos que algunas cepas de Bt pueden secretar previa la etapa de esporulacién como
componentes menores y son (1) B-exotoxinas, producidas en la fase vegetativa y son
agentes causantes de gastroenteritis en el ser humano (Ginsburg, 2006); (2) proteinas
vegetativas insecticidas (Vips) que son secretadas en la fase vegetativa y que tienen
actividad sobre coledpteros y lepiddpteros; (3) enterotoxinas; (4) hemolisinas; (5)
fosfolipasas, (6) proteasas y (7) quitinasas. Cabe resaltar que la mayoria de estos

factores de virulencia no son exclusivo de Bt, sino que también se han encontrado en
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la especie B. cereus, incluso en mayor proporcion que en Bt (Brar et al, 2007; Ochoa
y Arrivillaga, 2009; Vidal-Quist, 2007).

2.3.7 Aplicaciones biotecnoldgicas e implicaciones de utilizar formulados de Bt

para el control bioldgico de insectos del orden Coleoptera
El éxito logrado en la administracion de biocidas formulados a base de las o-
endotoxinas en regiones tropicales como estrategia de control se relaciona con sus
propiedades Unicas, es amigable con el ambiente y posee un elevado espectro de
actividad comparable con el de otros agroquimicos. Por este motivo es que estos
biocidas abarcan el ~90% del mercado mundial, y sus ganancias ascienden a $600
millones (Ghodke et al, 2012; Lépez, 2011).

La posibilidad de escalar la produccion de sus toxinas mediante sistemas de
fermentacion para crear formulados en forma de polvo, mojables, concentrados
liquidos, emulsiones, granulados, pellets, briquettes, concentrados en aerosol, cebos y
anillos de liberacion lenta; responden a las exigencias de un mercado cada vez mas
competitivo. En Costa Rica, se ha verificado toxicidad de cepas Bt israelensis, Bt
morrisoni, Bt thompsoni y Bt malaysiensis sobre las larvas de H. hampei (LoOpez,
2011; Vidal-Quist, 2010). Otro avance importante que se ha creado en la Gltima
década ha sido la introduccion comercial de cultivos transgénicos a base de Bt.
Empero, dada la preocupacion social y falta aceptacion publica de este tipo de
cultivos en el pais, se ha hecho necesario estudiar nuevos compuestos de origen

vegetal y fingico como opciones integrales en el control de insectos (Lovric, 2012).

Se debe considerar que la preparacidon de tales formulados de Bt presenta algunos
inconvenientes como: (1) requiere un apropiado periodo de aplicacién, dado la pobre
persistencia en comparacion con los plaguicidas quimicos; (2) actividad dependiente
de la ingestion del herbivoro; (3) mayor costo relativo de comercializacion y
produccién, comparado con los insecticidas quimicos; y (4) posibilidad de que la

plaga adquiera resistencia a la protoxina. Ademas, se debe considerar que la
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flotabilidad del formulado®, las elevadas temperaturas, la exposicion a luz UV, los
habitos alimentarios del insecto y la accion microbiana son algunos de los factores
mas influyentes en la inactivacion de las 6-endotoxinas (Ochoa y Arrivillaga, 2009;
Ramirez-Lepe & Ramirez-Suero, 2012).

2.4 Métodos de defensa de los insectos ante las &-endotoxinas de Bacillus
thuringiensis mediante la accion de las proteasas digestivas
La accidon defensiva de las proteasas intestinales de insectos como método de
resistencia para inactivar las d-endotoxinas hidroliticas, es uno de los mayores retos
que enfrentan los formulados comerciales de Bt. El primer caso reportado fue el de
resistencia en campo de larvas de la polilla de la col, Plutella xylostella, tratada
intensivamente con las toxinas de Bt (Diaz-Mendoza, 2006), donde se demostré que
en una muestra de individuos expuestos continuamente a dieta artificial incorporando
el complejo espora-cristal; la respuesta sobre los insectos fue poco efectiva y se
presumié que en los insectos se indujo a la resistencia tras varias generaciones de

seleccion (Rajguru & Sharma, 2012; Rodriguez et al, 2011).

Se ha propuesto un posible mecanismo de resistencia o evasion de los insectos hacia
la actividad toxica de las toxinas Bt, el cual postula que cuando las toxinas alcanzan
al intestino medio del herbivoro y han recibido un procesamiento insuficiente o una
elevada digestion de las proteasas intestinales hacia Bt, tales enzimas podrian suscitar
a la inactivacion del centro reactivo de la proteina del cristal (Figura 9). Este proceso
induciria eventualmente a que la toxina no reconozca al receptor y no se formen los
poros liticos. Finalmente, los restos del cristal son excretados por el insecto sin

afectar llegar a afectar sus células epiteliales (Lightwood et al, 2000; Parde, 2010).

Por otra parte, el posible efecto sinérgico entre estas hidrolasas del intestino medio y
las 6-endotoxinas ha generado interés cientifico debido a que las protoxinas Cry son
degradadas proteoliticamente, lo que interfiere directamente con la actividad entomo-

patogénica de Bt (Brar et al, 2007). Incluso, Ben-Dov et al (2003) han pensado que

° Flotabilidad se refiere a la capacidad que tiene el formulado biolgico a mantenerse en suspension.
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los insectos poseen mecanismos para reemplazar el tejido epitelial dafiado por una

nueva capa mucosa en el epitelio que protegeria al insecto de la formacion del poro.

c
Posibles mecanismos de

nién . :
Unién a receptor cesisioncin

<y Formacién poros
B. thuringiensis o Lisis celular y

Pro-toxina
O muerte

Procesamiento
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Figura 9. Esquema del modo de accion de las proteinas Cry, y mecanismo de resistencia mediado por
las proteinasas del tubo digestivo de larvas. Disolucion de la toxina a pH alcalino del tubo digestivo, a)
procesamiento de la protoxina; b) unién al receptor; c) lisis celular y septicemia; d) mecanismo de
resistencia mediado por proteasas digestivas, donde la protoxina es degrada y el insecto logra excretar

el cristal, sin causar dafios en las células epiteliales del tracto digestivo. Fuente: Diaz-Mendoza. 2006.

2.4.1 Fisiologia del tracto digestivo de H. hampei

El habitat y los habitos alimenticios de plagas insectiles como H. hampei se han
convertido en los motivos mas relevantes para comprender la fisiologia y
funcionamiento del sistema digestivo de estos escarabajos, ya que su canal
alimentario es la principal interfase entre el insecto y su ambiente. Por otra parte,
considerando que el sistema digestivo de la broca es la primera linea de defensa para
degradar aquellas proteinas que afectan su dieta, el estudio de su fisiologia y
propiedades bioquimicas del canal alimentario permitiria la exploracion de nuevas
opciones de control (Prabhakar, 2001; Tabatabaei et al, 2011).

El canal alimentario de los coledpteros se divide en tres secciones: el intestino
anterior, el intestino medio y el intestino posterior (Figura 10). El intestino anterior
comprende la boca, el buche y el proventriculo. La boca se encarga de la ingesta y el
transporte de alimento al buche, que tiene la funcion de ser un reservorio temporal el
alimento ingerido. Asimismo, las estructuras superficiales del buche estan

involucradas en la absorcién de agua o pueden ayudar en la contraccion y expansion
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del buche. EI proventriculo es el 6rgano que controla el almacenamiento y traslado
del alimento al intestino medio. El intestino posterior se alinea con la cuticula y es la
seccion intestinal donde se regula la entrada y salida de agua e iones antes de la
excrecion de la dieta sin digerir (Chapman, 1998; Vidal-Quist, 2010).

La estructura intermediaria entre el intestino anterior y el medio es la valvula
cardiaca. El intestino medio es un 6rgano tubular que conecta el intestino anterior y
posterior mediante una capa de células epiteliales; las cuales regulan las condiciones
fisicoquimicas dentro del intestino (incluyendo el balance de agua), la absorcion de
nutrientes y la secrecién de enzimas digestivas. La valvula gastrica es una
herramienta taxondmica que enlaza los tibulos de Malpighi y H. hampei cuenta con
dos en la porcion media del intestino medio posterior (Rubio et al, 2008). El intestino
medio se organiza con la membrana peritrofica; que es una matriz compuesta de
quitina, proteinas y proteoglicanos; y separa las celulas epiteliales del alimento
ingerido para protegerlas de los contenidos de la dieta, compartimentalizando la

digestion en espacios endo- y ectoperitroficos (Macgregor, 2001).
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Figura 10. Vista macroscopica del tubo digestivo de una hembra adulta de H. hampei embebido en
solucion Ringer; (vc) véalvula cardiaca, (ia) intestino medio anterior, (cg) valvula géstrica, (ip) intestino
medio posterior (ip) intestino medio posterior, (vp) valvula pildrica, (tm) tabulo de Malpighi. Las

flechas color rojo indican la posicién donde se ubica cada uno de las estructuras morfoldgicas citadas.
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2.4.2 Proceso digestivo de los herbivoros y distribucién de enzimas digestivas

La mayoria del alimento ingerido y digerido por la broca es macromolecular, es decir;
que el alimento ingresa en forma de carbohidratos, proteinas y lipidos. Estas
macromoléculas deben ser hidrolizadas por procesos de digestién que ocurren a lo
largo del tracto digestivo de la broca; las cuales desencadenan una serie de eventos
bioquimicos y fisioldgicos que resultan en la conversién de cadenas polipeptidicas,
polisacaridos, fosfolipidos, glicéridos y glicolipidos en monémeros u oligémeros
utilizables; proceso complejo que es mediado por las a-amilasas de la saliva, las
hidrolasas digestivas que se secretan en el intestino medio, y por microorganismos

ubicados en el canal alimentario (Chapman, 1998).

En el caso de las proteinas, los enlaces polipeptidicos se hidrolizan secuencialmente
por las proteinasas a traves un proceso de tres pasos que incluye la dispersion
(digestion inicial) en la membrana peritrofica; reduccion de polimeros en oligomeros
que acontece en el espacio ectoperitréfico por la escision de enlaces internos; y

reduccion de oligomeros en dimeros en las células epiteliales (Prabhakar, 2001).

Terra & Ferreira (1994) describieron que la distribucion espacial de las proteasas
digestivas de H. hampei y del resto de coledpteros se encuentran
compartimentalizadas dentro del intestino medio (Figura 11). Estas endopeptidadasas
son secretadas en el espacio ectoperitréfico ubicado cerca del epitelio; donde las
enzimas se desplazan de manera transversal en el lumen (Oppert et al, 2005). En esta
region del tracto digestivo estdn las condiciones biogquimicas donde la enzima
presenta mayor estabilidad y maxima actividad proteolitica, dado que se ubican a pH
alcalino (8.0-11.0). Se estima que cerca del 20% de los genes en herbivoros codifican
a proteasas (Castro-Guillén et al, 2012; Parde, 2009).
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Figura 11. Esquema de la distribucion de las enzimas proteoliticas presentes dentro del intestino

medio de H. hampei y condiciones bioquimicas de actividad éptima. Fuente: Tabatabaei et al, 2011.

2.5 Enzimas proteoliticas

Las proteinasas o endopeptidasas son enzimas indispensables que catalizan la ruptura
hidrolitica de los enlaces peptidicos y la absorcion de aminodcidos; y estan
implicadas en una serie de procesos fisioloégicos y bioquimicos dentro del ciclo
celular de un organismo a nivel celular como crecimiento, diferenciacion, ruptura
celular, transcripcion, coagulacion, inflamacién, apoptosis, entre otros; por lo que
deben funcionar de manera Optima durante el crecimiento y desarrollo de un
organismo. Estas enzimas son indispensables en el mantenimiento y supervivencia
del organismo hospedero y participan como mediadores de sefiales de iniciacion,
transmision y terminacion de diversos eventos dentro del ciclo celular (EI-Beltagy et
al, 2005; Habib & Fazili, 2007; Shilpa-Satheesh & Murugan, 2012).

La accion de estas proteasas intracelulares se divide en dos categorias: proteodlisis
limitada y protedlisis ilimitada. En la primera, la proteasa puede romper uno o un
namero limitado de enlaces peptidicos sobre la proteina diana, que induce la
activacion de zimdgenos; tal como el caso de la tripsina, que deriva del tripsin6geno
para ser activada. Por su parte, en la protedlisis ilimitada, las proteinas se degradan
continuamente en sus constituyentes aminoacidos, que induce a una rapida hidrélisis
del proteosoma en presencia de ATP. En cualquiera de los casos, la disponibilidad de
aminodcidos libres es necesaria para la sintesis de nuevas proteinas o su sustitucién
(Fan & Wu, 2005; Molina, 2010; Parde, 2009).
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Las proteasas del intestino medio de los insectos se dividen en exo- y endopeptidasas.
Las exopeptidasas se encargan de remover aminoacidos de los extremos N-terminal o
C-terminal de las aminopeptidasas y carboxipeptidasas; mientras que las
endopeptidasas hidrolizan enlaces peptidicos y se clasifican segin la naturaleza del
sitio catalitico y las relaciones evolutivas de la estructura fisico-quimica de la
proteasa (Ajamhassani et al, 2012; Garcia-Carrefio, 1992; Jongsma & Bolter, 1997).

2.5.1 Clasificacion de las endopeptidasas

Las endopeptidasas derivan de fuentes vegetales, animales y microorganismos; y se
han dividido en familias segin sus mecanismos cataliticos sobre el enlace peptidico.
De acuerdo con la Union Internacional de Bioquimica (IUB; del inglés International
Union of Biochemistry) y la Comision Enzimatica (EC; del inglés Enzyme
Commsion), se han reconocido cuatro clases de enzimas proteoliticas, basadas en la
reaccion sobre el centro activo de los aminoacidos activos: las serin-proteasas,
cistein-proteasas, aspartico-proteasas y metalo-proteasas. Sin embargo, se ha sugerido
que dicha clasificacion por tipos cataliticos sea sustituida a una clasificacion por
familias, con base en relaciones evolutivas de las proteasas digestivas (El-Beltagy et
al, 2005; Lawrence & Koundal, 2002).

Blanco-Labra et al (1996) y Garcia-Carrefio (1992) describen a las diferentes clases

de endopeptidasas como se menciona a continuacion:

1. Las serin-proteasas han sido estudiadas en procesos de digestion e incluyen a
las enzimas extracelulares tripsin- y quimiotripsin-proteasas, las cuales poseen
un residuo de serina, acido aspartico o histidina en su sitio activo.

2. Las aspartico-proteasas se distinguen por reconocer un residuo de acido
aspartico en el sitio activo. Tales proteasas incluyen a la pepsina y a la
catepsina D; las cuales son activas fundamentalmente a pH &cido (~3-5).

3. Las metalo-proteasas poseen un residuo de &cido glutamico en el sitio activo y
requieren cationes metalicos como Zn®**, Ca’* y Mg?* para hidrolizar el

enlace. Dos de estas enzimas son la termolisina y la carboxipeptidasa A.
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4. Las cistein-proteasas contienen un residuo de cisteina (-SH) que esta

implicado en el centro catalitico y algunos ejemplo son la papaina y la ficina.

2.5.2 Serin-proteinasas

Las serin-proteasas se han agrupado en dos superfamilias que son la familia
quimiotripsina que incluye las enzimas quimiotripsina, tripsina, elastasa o calicreina;
y la familia subtilisina que incluye a la subtilisina. Las serin-proteasas exhiben
especificidad por el sustrato a un pH éptimo de 8 a 11, que es consistente con las
condiciones alcalinas en el intestino medio de las plagas insectiles. Algunas enzimas
muestran interaccién extendida hacia el sustrato y otras muestran especificidad
restringida a residuos de sustrato, en el caso de inhibidores de proteasas.
Considerando que estas enzimas se ubican en el intestino de los insectos son
responsables de la digestion inicial de las proteinas, la actividad antibacteriana y la
respuesta inmune (Ajamhassani et al, 2012; Fan & Wu, 2005; Parde, 2009).

2.5.3 Procesamiento proteolitico de las toxinas Bti mediado por tripsin-
proteasas

Las tripsin-proteasas son endopeptidasas dentro del grupo de glicosil-hidrolasas; que

tienen la funcion de hidrolizar enlaces peptidicos en los extremos carboxilo de los

residuos de los aminoacidos arginina (R) vy lisina (K). Estas enzimas son secretadas

en el pancreas y se cree que juegan un crucial dentro del proceso de digestion, y en la

activacion de zimogenos. Su funcidn es irreversible, a menos que una enzima pueda

interferir o detener su actividad triptica (Klomklao et al, 2011; Mufioz, 2011).

El modelo actual de sintesis de tripsinas enddgenas (Figura 12) sugiere que las
tripsin-proteinasas (18-20 kDa) derivan del zimdgeno tripsindgeno (24 kDa), por lo
que deben ser procesadas proteoliticamente para activar esta pre-proteina y actuar
sobre los enlaces peptidicos de un sustrato especifico. Este es el punto critico bajo el
cual, se deben disefiar herramientas que controlen la sintesis de estas proteasas, a

partir de enzimas que formen un complejo inactivo con endoproteasas (Odei, 2009).
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Figura 12. Mecanismo de accidn y sintesis de las enzimas proteoliticas, A) las enzimas se sintetizan

como pre-proteinas inactivas y se procesan para inducir su activacién, B) mecanismo de accion
hidrolitica, a partir de la especificidad hacia el sustrato, E: enzima; S: sustrato y P: producto. Fuente:
Habib & Fazili, 2007.

Considerando que la funcion hidrolitica de las tripsin-proteinasas es indispensable
para que H. hampei se desarrolle y sobreviva dentro de la cereza de cafe, si el insecto
se expusiera repetidamente a dosis de preparados biologicos a base de Bt, podria ser
capaz de modificar su perfil proteolitico y sobreexpresar proteasas insensibles que
conlleven al completo procesamiento de las proteinas Cry y originen que este
herbivoro desarrolle resistencia hacia las mismas; y cuya pre-hidrolisis se podria
potenciar por las proteasas ambientales que conviven en el entorno de la broca. Esta
problematica conduciria inevitablemente a que la plaga pueda agravar los dafios que
ocasiona sobre el cultivo de café porque no tiene barreras que le impidan su
desarrollo. Dentro de este contexto y tomando en cuenta que en los insectos se
desconoce si estos poseen mecanismos para regular por si mismos su actividad
proteolitica enddgena; se hace necesario implementar estrategias bioldgicas capaces

de controlar estrictamente la actividad triptica (Habib & Fazili, 2007).

2.5.4 Resistencia adquirida por H. hampei hacia las sustancias toxicas
sintetizadas y secretadas por Coffea spp.

Se ha evidenciado que el endospermo de cultivos del género Coffea cuentan con dos

grupos de globulinas antigénicas que sirven de almacenamiento en el grano: la

vicilina (7S) y la leguminina (11S). Estas proteinas son susceptibles a la degradacion

por las proteasas digestivas de la broca, como publicaron Batista-Coelho et al (2010),
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quienes determinaron que globulinas de C. arabica y C. racemosa fueron digeridas
por las proteasas de este escarabajo y causaron mortalidades de 37,7% y 10,4%,
respectivamente, por lo que consideraron que los componentes en la semilla de café

no afectan a esta plaga y podrian jugar un rol esencial en la resistencia de H. hampei.

Por otra parte, las proteinas totales en C. canephora y C. arabica comprenden s6lo el
10% del total de los componentes del café tostado (Molina, 2010). Los estudios
realizados por Guerreiro-Filho & Mazzafera (2003) permitieron obtener una baja
dosis/respuesta por la administracién acuosa del alcaloide téxico cafeina™® hacia
adultos de H. hampei. Tales resultados suponen que probablemente la broca se ha
logrado adaptar rapidamente a estar expuesto a estas sustancias y es posible que
superara la barrera de toxicidad en la cereza. Finalmente, Ludwig et al (2000)
publicaron que en el endospermo de frutos maduros e inmaduros de café, la actividad
proteolitica enddgena se mantuvo invariable sin importar el estado de madurez y

parece no perjudicar de manera significativa el desarrollo de la broca.

Contemplando estas pruebas y datos anteriores, es urgente el surgimiento de opciones
biologicas efectivas que respondan a esta problematicas, con que se ha venido
valorando la posibilidad de emplear extractos proteindceos de familias de plantas
como Anacaridaceae, Fabaceae, Myrtaceae, Euphorbiaceae y Passifloraceae. Tales
extractos poseen inhibidores de proteinasas y serian candidatos para incorporarse
junto con los biopesticidas de Bt porque se ha comprobado su compatibilidad, con el
fin de interrumpir la reaccion tripsina-sustrato de forma especifica causando
alteraciones anti-metabolicas en el insecto diana y demorando el riesgo y la
probabilidad de que el perforador insecto desarrolle una pronta resistencia hacia las

proteinas toxicas de Bt (Messsing, 2012; Rajguru & Sharma, 2012).

2.6 Inhibidores de proteinasas (IPs) contra proteasas enddgenas y ambientales
Debido a que las proteasas secretadas por las plagas han sido clave para invadir un

hospedero vegetal; las plantas han debido adaptarse, seleccionar y producir aquellos

19 Seglin Garcia (2004), los alcaloides son compuestos ecoldgicamente eficaces que son sintetizados
por el metabolismo secundario de Coffea spp, producto del proceso de diferenciacion del café.
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compuestos con los cuales, pudieran responder al ataque de estos patdgenos. De esta
forma, se originaron los inhibidores de proteinasas vegetales (Christeller, 2005).

Los inhibidores de proteasas (IPs) son un grupo de proteinas solubles distribuidas
ampliamente en la naturaleza, cuyos pesos moleculares varian de 5 a 25 kDa. Estos
IPs emergieron como herramientas promisorias para la regulacion de las endo-
proteasas, ubicadas en el intestino medio de herbivoros, por lo que se ha propuesto la
opcion de usar estas proteasas como agentes para suprimir la actividad proteolitica de
plagas como las de H. hampei, que son los primordiales factores para ingresar en el
hospedero; y también se estan estudiando para enfrentar enzimas ambientales que
conviven con las plagas (Aguirre et al, 2004; Shilpa-Satheesh & Murugan, 2012).

2.6.1 Distribucion y localizacion de los IPs en plantas

Dada la funcion de los IPs sobre la resistencia a la invasion de herbivoros, se ha
estudiado que la acumulacion masiva de estas proteinas se encuentra en ciertos
tejidos y 6rganos que suelen ser los sitios mas propensos a herbivoria; especialmente
los 6rganos de almacenamiento como semillas y tubérculos, dado que estas plagas
devoran los tejidos que cuentan con mayor valor nutricional. El segundo sitio de
ataque en plantas son los fluidos, que permiten el transporte del patdgeno a traves del

hospedero como el floema de las hojas (Jongsma & Bolter, 1997; Rashed et al, 2008).

Estos IPs se expresan bajo condiciones de estrés como heridas, dafios por insectos,
ataque de patdgenos, sequias 0 exposicion a la luz UV. Los IPs son subproductos de
cascadas de defensa inducidas por elicitores vegetales, oligomeros de la pared celular
de hongos, secreciones orales de insectos y sefales eléctricas o hidradlicas; que
resultan en la acumulacion de los IPs en los tejidos (Lomate & Hivrale, 2011).
Cuando estas moléculas reciben la sefial para activarse, son translocadas desde el sitio
de la herida hacia el xilema o el floema por dispersion hidraulica. No obstante, la
induccion de heridas y las rutas metabdlicas dirigidas a la defensa de patdgenos se

superponen, sea por sustancias quimicas o sintéticas (Prabhakar, 2001).
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La mayor parte de inhibidores de proteinasas estudiados en el reino vegetal derivan
de tres familias principales: leguminosas, solanaceas y gramineas, correspondiendo a
mas del 6% de proteinas totales. En legumbres, los IPs se han extraido de extractos de
frijol de soya (Glycine max), quinchoncho (Cajanus spp.), frijol comin o judia
(Phaseolus vulgaris), haba (Vicia faba), frijol mungo Thai (Vigna radiata) y mani
bambara (Voandzeia subterranea) (Christeller et al, 2005; Lingaraju et al, 2008).

2.6.2 Propiedades y funciones de los IPs en leguminosas

Los IPs poseen un amplio espectro de actividad sobre insectos dentro de los érdenes
Coleoptera, Orthoptera, Lepidoptera e Hymenoptera; y sobre nematodos patogénicos
como Globodera tabaccum y Meloidogyne incognita, cuyo efecto se comprob6 con el
inhibidor de tripsin-proteasas del caupi (CpTi); y sobre el crecimiento del micelio de
hongos patogénicos como Alternaria alternata y Trichoderma reesei. Una de las
propiedades mas importantes de estas proteinas es que no se ha hallado evidencia
sobre efectos deletéreos graves de IPs sobre mamiferos (Lomate & Hivrale, 2011).

Estudios realizados por Kennedy (1998) sobre ratas y perros, demostraron que al
evaluar dosis de hasta 1.000 mg-kg de peso corporal/wt-dia'’ del inhibidor de soya
Bowman-Birk de tripsin-proteasas no mostraron efectos adversos sobre la
supervivencia, el peso y la alimentacion después de analizar los resultados de los
electrocardiogramas, examenes oftalmicos, hematoldgicos, andlisis de Urea, peso de
los 6rganos, asi como microscopia patologica; por lo que las repercusiones en el
pancreas fueron nulas y se descartaron los probables efectos secundarios de los IPs a
nivel gastrointestinal en seres humanos. Por otra parte, Soetan & Oyewole (2009)
aclaran que en el caso de otros mamiferos como los rumiantes, su sistema digestivo
les permite degradar estas proteinas. Estas razones permiten utilizar los inhibidores de
proteinasas como una excelente opcion para ser aplicados en formulados biolégicos

solos 0 en conjunto con otros compuestos tdxicos singergistas

1 |_as dosis evaluadas en esta investigacion son dos veces superiores a las que se utilizarian con una
persona.
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La funcién de estas sustancias anti-nutricionales y anti-fisiologicas fue investigada a
principios de 1947, cuando Mickel & Standish observaron que las larvas del
coledptero Tribolium confusum fueron incapaces de desarrollarse normalmente en
dietas con soya. En consecuencia, estimaron que los IPs podian interferir en la

regulacion de la respuesta bioldgica (Lawrence & Koundal, 2002; Li et al, 2012).

La actividad inhibitoria en extractos de estas leguminosas es inducida por lesiones
fisicas y suele alterar el crecimiento o la salud de invertebrados, debido a que la
inhibicién de la actividad de una enzima como la tripsina afecta de forma directa la
disponibilidad y asimilacion de amino&cidos y la frecuencia de ingesta de alimento
(Amorim et al, 2008; D’Mello, 2000; Fan & Wu, 2005; Kusuma et al, 2009).

2.6.3 Lasoya (Glycine max L. Merril) como fuente de inhibidores de proteasas
El cultivo de soya se ha desarrollado ampliamente en Ameérica del Norte y
Centroameérica, y se estima que la superficie de siembra es del 50%, lo que significa
que la soya esta disponible en Costa Rica y sus paises vecinos (Meza-Gutiérrez,
2005). Las semillas de soya estan constituidas con alrededor de un 20% de aceite, un
9% de fibra curda, un 36% de proteinas, un 30% de carbohidratos y un 5% de
cenizas, por lo que se deduce que esta leguminosa posee un alto contenido de
proteinas que se han empleado para el consumo animal, con una menor competencia
por el consumo humano donde la soya se ha empleado principalmente en
suplementos alimenticios (Shekhar-Bhol, 2012; Vaca, 2007).

Becker-Ritt et al (2004), D’Mello (2000), Guillamén et al (2008) y Kusuma et al
(2009) destacan que el 6% de los compuestos bio-activos en las proteinas totales de la
soya estan divididos en dos categorias primarias: un grupo termolabil que comprende
a las lectinas y a los IPs que le restan calidad nutricional a la semilla; y un grupo
termoestable que incluye a las proteinas antigénicas. Otros componentes menores que
ejercen actividad anti-fisiologica son los fitoestrégenos y las saponinas, que son
ubicuos y estan dispersos tanto en granos como en otras partes foliares. Los factores

antigenicos causan efectos adversos en la funcion inmune y son reconocidos como
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glicininas, y subunidades a-, B- y y-conglicininas. Los estragos que los factores
antigénicos y las lectinas podrian provocar sobre un individuo son lesiones

intestinales y limitada absorcion de nutrientes (Bennet, 2005).

2.6.4 Actividad anti-triptica de los IPs en G. max

Se ha evaluado que estas enzimas son capaces de proteger a las semillas de soya
contra el ataque de depredadores, debido a su poder de aplacar el grado de digestion
de aminodcidos esenciales (Shekhar-Bhol, 2012). Estudios realizados por Mufioz
(2011) cuyos resultados se aprecian en el cuadro 2, comprobaron que los cotiledones
de las semillas de leguminosas tuvieron actividad inhibitoria contra la tripsina. Esta
investigadora confirmé que la soya tuvo mayor actividad inhibitoria respecto a otras

legumbres, por lo que considerd que esta leguminosa conteia mas IPs bioactivos.

Cuadro 2. Actividad inhibitoria de la tripsina en algunas leguminosas.

Leguminosas Actividad inhibitoria sobre tripsin-proteasas (Ul/mg)
Haba (Vicia faba) 0,50-6,20

Garbanzo (Cicer arietinum) 1,68-11,90

Soya (Glycine max) 21,10 - 74,50

Chocho (Lupinus sp.) 0,16-0,29

Frijol comun (Phaseolus vulgaris) 10,90 - 25,90

Arveja (Pisum sativum var. de primavera) 2,30 -4,90

Arveja (Pisum sativum var. de invierno) 7,90 -15,90

Fuente: Mufioz, 2011.

2.6.5 Familia de inhibidores de serin-proteasas (Serpinas)

La familia de inhibidores de serin-proteasas es la superfamilia mas amplia de IPs
competitivos. Estos inhibidores se constituyen por 8 o 9 a-hélices, 3 ldminas  y un
centro reactivo en horquilla (reactive site loop, RCL), que se enlaza al sitio activo de

la proteasa. Los genes que codifican a serpinas estan distribuidos ubicuamente en
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diversos tejidos y células, en virus, bacterias, plantas y animales y exhiben diferentes
especificidades segin el tipo de proteasa digestiva (Roberts et al, 2008). Estas
serpinas se consideran “inhibidores suicidas” y actuan de manera irreversible sobre
las peptidasas tripsina y quimiotripsina. La funcién fisiologica de estos IPs se
relaciona con la proteccion de plagas y patdgenos; y la regulacion de la actividad
proteolitica (Alvarez-Alfageme et al, 2011; Habib & Fazili, 2007; Lioi et al, 2010).

2.6.6 Clasificacion y caracteristicas de los inhibidores de serin-proteasas
presentes en la soya

Los IPs de G. max se clasifican en las familias Kunitz (KSTI) y Bowman-Birk (BBI).
Se ha propuesto que estas familias de inhibidores producen hipertrofia e hiperplasia,
asi como hipersecrecion y expresion de las enzimas pancreaticas en invertebrados, lo
cual conduce a la progresiva pérdida de endoproteasas ricas en sulfuro, tripsina y
quimiotripsina; por el agotamiento de amino&cidos esenciales (Ajamhassani et al,
2012; Brandon, 2004; Guillamon et al, 2008; Mufioz, 2011; Shekhar-Bhol, 2012).

2.6.6.1 Inhibidores de Bowman-Birk (SBBI)

Su nombre se debe a que fue descubierto por dos investigadores de apellidos
Bowman y Birk. Se caracterizan por estar compuestos de dos largas cadenas
polipeptidicas que tienen 74 residuos de aminoacidos y siete puentes disulfuro. Estas
enzimas poseen un peso molecular de 8 kDa y se denominan inhibidores de “doble
cabeza” porque cuentan con dos sitios de union independientes para actuar sobre la
tripsina o la quimiotripsina. Los BBI son desnaturalizados a temperaturas de 20, 30,
60 6 100 °C y a pH extremos de 2 o 10. Se han estudiado en semillas y en menor
medida, en hojas (Lioi et al, 2010; Mufioz, 2011).

2.6.6.2 Inhibidores de Kunitz (SKTI)

Los miembros de esta familia, cristalizados por Kunitz en 1947 a partir de laminas 3
de G. max, conforman una sola cadena polipeptidica que consta de 181 residuos de
aminoacidos que conforma un trébol-p con 10 a 12 laminas B conectadas por largas

horquillas, un sitio reactivo para hidrolizar a las tripsinas y dos puentes disulfuro
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entre residuos conservados de cisteina (Figura 13). Estos inhibidores suelen tener
masas moleculares de entre 18 y 22 kDa cuando la semilla de soya se encuentra bajo
condiciones de estrés. SKTI actuan inhibiendo la tripsina y débilmente a la
quimiotripsina; y se inactivan por accion del calor y el acido (Becker-Ritt et al, 2004;
Odei, 2009; Pérez et al, 2003; Ramalho-de-Oliveira et al, 2012).

Inhibidor Kunitz de tripsina

2 puentes disulfuro

& & K& WX R IRAD

Propeptido

Sitio de union a la tripsing

Figura 13. Diagramas del IP Kunitz de tripsina de soya (SKTI), (A) estructura 3D del SKTI (peso
molecular de la secuencia: 20,1 kDa). Las plegamientos amorfos color azul muestran la carga negativa
y los plegamientos color rojo indican la carga positiva de las a-hélices, y los rectangulos color rosado

corresponden a las ldminas-p. (B) esquema de la cadena polipeptidica de un IP Kunitz sefialando el

centro reactivo y puentes disulfuro. Fuente: Sigma-Aldrich, 2008; NCBI, 1992; SIB, 2007.

2.6.7 Modo de accion de los IPs contra las tripsin-proteasas ambientales y las
tripsin-proteasas del intestino medio de coledpteros
Valencia y Arboleda (2005), citan que las tripsin-proteinasas son las proteasas
digestivas que abundan en mayor proporcion en relacién con las quimiotripsin-
proteinasas, y ambas han favorecido el desarrollo de resistencia de la broca hacia
compuestos toxicos, por lo que es importante entender el mecanismo de accion de los
IPs frente a estas enzimas. Dicho modelo expone que la serin-proteasa reconoce al IP
como “pseudosustrato” e interacciona con éste mediante enlaces no-covalentes con
péptidos especificos (P1) ubicados el extremo N-terminal del centro reactivo en
horquilla (RCL, del inglés Reactive Centre Loop) del IP, cuyo proceso estimula la
formacidn de un complejo de encuentro de Michaelis-Menten (P1-P1”) que determina
la especificidad (Fluhr et al, 2012; Roberts et al, 2008) (Figura 14). Esta reaccion que

desencadena la formacion de un intermediario acilo-enzima entre el sitio activo de la
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proteasa y el grupo cabonilo del residuo P1 del IP, que produce la ruptura del centro
activo. Finalmente, el RCL se inserta como una cadena antiparalela en una de las
laminas B de la serin-proteasa, que genera un cambio conformacional de la estructura
cuaternaria, se inactiva el sitio activo de la enzima, estableciendo asi el complejo
inactivo (Macedo et al, 2011; Mufioz, 2011; Shilpa-Satheesh & Murugan, 2012).

Una caracteristica de estas proteinasas es que pueden poseer distintos sitios activos
homdlogos. A pesar de estos, los inhibidores son muy especificos y pueden retener su
actividad inhibitoria, reemplazando un residuo de un sitio activo de la proteasa por
otro. Por otra parte, este complejo proteasa-inhibidor tiene alta estabilidad térmica y
posee una baja constante de disociacion (107-10™"" a pH neutral) (Hosseininaveh et
al, 2007; Lawrence & Koundal, 2002; Macedo et al, 2011; Odei, 2009).

Este complejo enzimatico bloquea la actividad proteolitica en el canal alimentario;
proceso que ocasiona una reduccion en la digestibilidad debido a la incapacidad que
sufren los insectos para utilizar las proteinas ingeridas en la dieta. Al final, se produce
una sefial quimica en el intestino para hipersecretar proteinasas, producto de una
deficiencia critica de aminoacidos; que afecta el crecimiento, el desarrollo y la

supervivencia del insecto (Ajamhassani et al, 2012; Rodrigues et al, 2011).

Complejo de encuentro
serpina-proteinasa

Serpina unida
covalentemente
con la proteinasa
inactivada

-

Figura 14. Modelo del mecanismo de formacion un complejo enzimético covalente serpina-

proteinasas. (a) Estructuras cristalizadas por rayos X de una serin proteinasa y de un inhibidor en
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condiciones nativas, mostrando el Unico sitio reactivo en horquilla (RCL) del IP, afin a la proteasa; (b)

mecanismo de formacién del complejo de encuentro (reversible) entre la serpina y la serin proteasa; (c)

estructura del complejo irreversible entre el IP y la proteinasa, luego de la ruptura en el centro reactivo,
el RCL se inserta como una cadena dentro de una de las laminas [ de la serpina mediante un enlace

covalente. Fuente: Roberts et al, 2008.

2.6.8 Perspectivas biotecnoldgicas e implicaciones en la implementacion de IPs
dentro de un programa de control biol6gico de plagas insectiles

Dada la complejidad de las interacciones proteasa/ IP en un sistema plaga-hospedero
y el diverso grupo de enzimas proteoliticas utilizadas contra plagas y patdgenos para
hidrolizar las proteinas de la dieta; es necesario seleccionar un IP con una efectividad
adecuada basada en el sistema biologico estudiado, ya que éste es un factor
determinante en el éxito o fracaso para la seleccion y optimizacion de un mecanismo
de control (Lawrence & Koundal, 2002; Meza-Gutiérrez, 2005; Roberts et al, 2008).

También se debe contemplar la posibilidad de que los biotipos de plagas puedan
sufrir una presion evolutiva después de una prolongada exposicion al inhibidor, que
le permita al insecto responder a través de la inactivacion o evasion de los efectos de
los IPs con ayuda de las proteinasas (Macedo et al, 2011; Rodrigues-Macedo, 2011).
Tales mecanismos de resistencia son esencialmente: (1) que el insecto exprese genes
que induzcan la sintesis de proteasas insensibles al ataque de los inhibidores y (2) que
la plaga induzca la produccién de proteasas que degraden al IP, que resulte en una
deficiente inhibicién en el intestino medio y un fracaso en la estrategia escogida
(Jonsgma & Bolter, 1997; Yang et al, 2009).

Otras circunstancias que podrian determinar el fracaso o éxito de los IPs como
alternativas en el control bioldgico es que los principales obstaculos que enfrentan
tales proteinas dependen de aspectos como concentracion e interaccion del IP sobre
proteasas ambientales y digestivas, estabilidad real del IP en el intestino medio del
insecto, su complementariedad sobre el centro activo de la proteasa y la habilidad que
posea el herbivoro para adaptarse progresivamente al IP (Rodrigues-Macedo, 2011).

Bajo esta perspectiva y reconociendo la co-evolucion de H. hampei con el género

42



Coffea; se ha creado un nuevo paradigma y se proponen estrategias para desarrollar
nuevas investigaciones a nivel fisiologico, ecolégico y bioquimico; dirigidas a la
evaluacion del efecto de plantas no-huésped como G. max sobre las proteasas del
intestino medio de H. hampei (Ajamhassani et al, 2012; Prabhakar, 2001).

Adicionalmente, se ha estudiado que la combinacién de las serin-proteasas con IPs
junto con las proteinas Cry de Bacillus thuringiensis, podria producir un efecto
potenciador para evitar tanto la degradacion ambiental de las toxinas de Bt, como
prevenir la respuesta adaptativa de los insectos hacia la actividad toxica de Bt (Oppert
et al, 2005). Sanahuja et al (2011) averiguaron que los IPs de soya actuaron de forma
sinérgica para aumentar el efecto letal por las proteinas Cry y protegieron los cristales
de la degradacion de las proteasas del intestino medio en coleopteros y lepidopteros.

Tomando en cuenta que los IPs podrian ser una herramienta promisoria para atacar
plagas como la broca, con este trabajo se pretende hacer un aporte complementario a
las investigaciones preliminares sobre los factores intrinsecos y extrinsecos asociados
con los habitos de alimentacion de H. hampei in vitro, y responder si las proteinas
insecticidas de una cepa Bt subs. israelensis se podrian administrar como
coadyuvante junto con los IPs extraidos y purificados a partir de harina de frijol de
soya, y contemplar la alternativa de incorporarlos en un futuro dentro de un programa
de control integrado, con el proposito de prevenir la adaptacion de esta plaga hacia las
toxinas y proponer una solucion efectiva hacia el problema agronémico que produce

la broca actualmente y que aqueja a diversos productores de café en Costa Rica.
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CAPITULO 3
Objetivos

3.1 Objetivo General

Determinar si un extracto de harina de frijol de soya (Glycine max L.) incluye
inhibidores de serin-proteasas que potencien la actividad insecticida de Bacillus
thuringiensis subs. israelensis contra insectos adultos de las broca del café
(Hypothenemus hampei).

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Purificacion de las serin-proteasas digestivas a partir de intestinos medios
de Hypothenemus hampei
1. Separar el intestino medio del resto de canal alimentario de 310 insectos
adultos.

2. Aislar las proteinas solubles utilizando buffer Trizma-HCI 50 mM (pH 7.5).
3. Purificar el extracto de proteinas solubles con base en su tamafio.

3.2.2 Purificacion de inhibidores de serin-proteinasas a partir de harina de
frijoles de Glycine max

1. Obtener un extracto crudo a partir de harina de soya comercial.
2. Purificar el extracto de harina de soya con base en su tamafio.

3.2.3 Purificacion de las toxinas de B. thuringiensis subs. israelensis

1. Sincronizar un cultivo de Bti en medio HCT.

2. Cuantificar las esporas viables de alicuotas del medio HCT para verificar la

pureza de la suspensién bacteriana aislada.
3. Separar la mezcla de esporas y cristales.

4. Purificar el los cristales utilizando un gradiente discontinuo de densidad.

44



3.24

3.25

3.2.6

3.2.7

Obtencion de perfiles proteicos y enzimaticos para los extractos de
intestino medio de broca y de harina de frijol de soya

Estimar el peso molecular aparente, el grado de pureza, y cuantificar la
actividad proteolitica de las proteasas digestivas de H. hampei.

Establecer el peso molecular aparente, el nivel de pureza y definir la
actividad inhibitoria de los inhibidores de proteasas de G. max sobre el

extracto intestinal.

Determinacion del efecto in vitro del extracto de soya purificado sobre la
actividad de proteolitica del extracto de intestino medio de H. hampei
Determinar condiciones Opticas de reaccion del extracto de intestinos de H.
hampei y del extracto de G. max.

Cuantificar el efecto que sufren las proteasas digestivas del extracto de H.

hampei al exponerlo a concentraciones crecientes del extracto de soya.

Verificacion del efecto protector de los IPs de soya sobre las toxinas de
Bti

Identificar los pesos moleculares relativos del extracto liofilizado de Bti.
Reconocer el grado de degradacion y/o proteccion que adquiere el extracto de
toxinas de Bti al ponerlo en contacto con los extractos de soya y tripsina de

pancreas porcino.

Comprobaciéon in vivo del efecto sinérgico del extracto de soya en
combinacion con las 8-endotoxinas del extracto purificado de Bti
Establecer la dosis letal media (LDsg) del extracto de cristales purificados de
Bti sobre hembras adultas de H. hampei.

Realizar bioensayos sobre adultos, adicionando la LDsy de los cristales de Bti
con dosis incrementales del extracto de soya purificado, para verificar el
efecto potenciador de los IPs sobre las proteasas del intestino medio de

adultos de H. hampei.
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CAPITULO 4
Metodologia

4.1 Recoleccién en campo, almacenamiento y estimulacion de la emergencia de
adultos
Se obtuvieron frutos frescos en estados maduros e inmaduros que estuvieron
infestados con H. hampei de la finca del Centro Agronémico Tropical de
Investigacion y Ensefianza (CATIE), ubicado en el Canton de Turrialba, Cartago; que
se encuentra a 602 msnm, 9° 53’ latitud norte y 83° 39’ latitud oeste; durante los
meses de Julio y Agosto del 2012, con el propdésito de extraer los escarabajos en
estadio adulto. Los frutos fueron colocados en una cdmara de estimulacion hecha de
metal, con dimensiones de un armario y con varias bandejas de cedazo metalico

recubiertas de plastico transparente (Figura 15).

Figura 15. Camara de estimulacion masiva, utilizada para mantener a H. hampei en granos de café
infestados. La flecha de color rojo indica el controlador de humedad y temperatura que se utilizé para

mantener los pardmetros adecuados para la reproduccién de la broca.
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El material biolégico fue rociado con acaricidas Benomil y Omite al 0,1% (v/v) para
prevenir la reproduccién de hongos y acaros dentro de la jaula. Ademas, se rocié con
agua destilada al menos tres veces por semana para mantener niveles de humedad
relativa de 80-90% y un dmbito de temperatura de 27 a 28 °C para simular las
condiciones ambientales dptimas en que la broca se desarrolla y se reproduce in vivo.
Cada dos meses, se agregaron frutos nuevos en estados maduro e inmaduro para

mantener la cria del herbivoro.
4.2 Extraccion y desinfeccion de la broca a partir de frutos frescos

4.2.1 Extraccion de broca del fruto de café

Las bayas con signos de dafios ocasionados por H. hampei (Figura 16) se colocaron
sobre papel toalla y se procedié a abrir los frutos; perforando con pinzas en el
extremo opuesto donde se encuentra la hendidura de la cereza. Luego, se hizo un
corte alrededor de la hendidura, evitando hacer dafios sobre el grano. Los tineles en
el interior del fruto se inspeccionaron hasta hallar un adulto o cria de coledpteros en

estadios adulto y juvenil.

-
(a)
»

Figura 16. Frutos de café con sintomas de H. hampei, preparados para extraer el adulto (a) baya
madura con la broca recién ingresando en la hendidura del fruto, (b) broca caminando en un grano

dafiado con tuneles. La flecha roja indica la posicién donde se encuentra la broca.

Los adultos se extrajeron de la semilla y se recuperaron utilizando un pincel fino que
no produce dafio aquellas brocas vivas. Después, se colocaron en una jaula plastica
cuyo fondo contenia confeti para procurar prevenir que los insectos se lastimaran

entre si (Figura 17). Luego, se procedié a desinfectarlos o se almacenaron por un
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periodo no mayor a 48 h en refrigeracion a 4 °C dentro de la jaula plastica, para

disminuir su indice metabdlico.

Figura 17. Jaula plastica conteniendo confeti que se utilizd para almacenar los adultos, antes de llevar
a cabo la desinfeccién de los insectos: a) jaula plastica con confeti, b) adultos de broca colocados
caminando sobre el confeti, dentro de la jaula. Las flechas rojas indican la posicion de algunos adultos.

4.2.2 Desinfeccion de los adultos

Los escarabajos se colocaron dentro de una malla de tergal y se sumergieron por 1
min en solucidn de cloruro de benzalconio al 2% (v/v), agua destilada y solucién de
Benomil al 1% (m/v), respectivamente dos veces. Transcurrido este periodo, la malla
himeda se coloco en un ventilador por 10 min para secar el liquido remanente y se
colocaron nuevamente en jaulas plasticas para proceder a la diseccion o en placas
plasticas multipozo con un trozo de dieta Cenibroca Il para mantener a la broca viva

por un periodo mas largo de tiempo.

4.3 Extraccion de las proteasas solubles del intestino medio de H. hampei y

obtencion del extracto crudo de G. max

4.3.1 Extraccion del intestino medio

El protocolo de diseccion de los adultos se desarrollé con base en los protocolos
propuestos por Ajamhassani et al (2012), Alvarez-Alfageme et al (2011) Nokkala &
Nokkala (2004), Oppert et al (2006), Pereira et al (2007), y Rubio et al (2008). Para
llevar a cabo el procedimiento de diseccion, en un beaker se vertieron ~25 mL de la
solucion Ringer para insectos (NaCl 130 mM, KCI 2 mM, CaCl,-2H,0 0.8 mM,
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NaHCO3 0.2 mM, pH 7.2), mantenida en refrigeracion a 4 °C, y se coloc6 sobre un
recipiente con hielo. Segun Miller (2004), esta solucién isotonica permite mantener la
funcién normal de los fluidos en las células y tejidos de los insectos, mientras éstos se
manipulan bajo condiciones in vitro. Los escarabajos se colocaron sobre un
portaobjetos de vidrio, se procedié a observarlo en estereoscopio, y se inmovilizaron
agregando unas gotas de la solucion Ringer.

Cada insecto se disecciond sujetando el abdomen del escarabajo con pinzas de
diseccion, haciendo una incision a nivel de protérax y mesotérax, y halando la cabeza
del mismo hasta extraer el canal alimentario. En los casos en que el canal alimentario
no se removié por completo, se eliminaron las alas anteriores y posteriores del insecto
y el aparato reproductivo, y se recupero la seccion del protorax donde se ubica el tubo

digestivo. El tubo digestivo en solucion se seccioné para recuperar el intestino medio.

4.3.1.1 Obtencion de extractos solubles crudos

Cada intestino medio obtenido se depositd en tubos de microcentrifuga tipo
Eppendorfs (previamente enfriados a 4 °C) con capacidad de 1,5 mL, los cuales
contenian 100 pL de solucion buffer Trizma-HCI 50 mM (pH 8.0). Cada intestino
medio se macer0 y se homogenizé con un micropistilo esterilizado previamente, y
cada uno se almacend en congelador a -20 °C. Después, la solucion en los tubos se
descongelo con el calor de la mano y se agito levemente en vortex durante un periodo
de 2 min. Enseguida, el liquido de los tubos se trasvasé a un tubo de centrifuga con
capacidad de 150 mL y se procedio a centrifugarlo a 10.000x g por 30 min a 4 °C en
centrifuga Sorvall WX Ultra Centrifuge Series (Thermo Scientific, Waltham, MA), se
decant6 cada sobrenadante en un recipiente con dimensiones apropiadas y se descarto
el boton o pellet con la mayor parte de restos celulares y proteasas insolubles. El

homogenizado completo se almacend nuevamente a -20 °C hasta su uso.

4.3.2 Obtencion del extracto crudo a partir de harina de soya
Para extraer inhibidores de proteinasas, se partio de harina de frijol de soya comercial

y se siguié el protocolo de Roosta et al (2011). La harina se homogeniz6 en agua
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destilada durante 30 min. Luego, se centrifugd el homogenizado a 3.000 x g por de
20 min a 4 °C en centrifuga Sorvall Superspeed RC2-B Automatic Refrigerated
(Thermo Scientific) y se reservo el sobrenadante. El boton (pellet) tambien se
recuperd y se sometid a re-extraccion en agua destilada, y la solucion se centrifugo
nuevamente bajo las condiciones iniciales. Ambos sobrenadantes se combinaron, se
ajustaron a pH = 3 y se conservaron a 4 °C por 48 h (Figura 18). Subsecuentemente,
el liquido se reajusté a pH = 3, se centrifugd a 13.000 x g por 20 min y el
sobrenadante se guardé como extracto crudo a 4 °C hasta la precipitacion.

Figura 18. Sobrenadantes de soya obtenidos durante las diversas etapas de extraccidn, (a)
sobrenadantes obtenidos antes de almacenar a 4 °C por 48 h, (b) extracto de soya recuperado luego de

reajustar el pH a 3 y centrifugar a 13.000 x g y almacenado como extracto crudo a 4 °C.

4.4 Purificacion de los extractos crudos de intestino medio y de soya

Los extractos crudos con las proteasas solubles se precipitaron con soluciones
saturadas de sulfato de amonio y se dializaron con los métodos desarrollados por
Kumar et al (2003); adaptado por Aguirre et al (2004), Benjakul et al (1999), Bijina
(2006), Castillo-Yarfiez et al (2005), Castro-Guillén et al (2012), El-Beltagy et al
(2005), Ghodke et al (2012), Klomklao et al (2011a y 2011b), Lingaraju & Gowda
(2008), Molina (2010), Pereira et al (2007) y Van-Hau & Benjakul (2006).

4.4.1 Precipitacion de extractos crudos con sulfato de amonio ([NH4].SO,)
Las enzimas son complejos proteicos que poseen grupos ionizables e hidrofébicos,

por lo que al interaccionar con elevadas concentraciones de sales, sufren una
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modificacion en las fuerzas electrostaticas, que son responsables de su solubilidad. El
agente comunmente empleado para aglomerar y concentrar proteinas es el sulfato de
amonio, cuyo nivel de saturacion éptimo varia entre 20 y 80% (m/v) (Ahele; 2008;
Cutler, 2004). Para el procedimiento realizado, se afiadi6 lentamente solucion de
sulfato de amonio al 60% (m/v) de saturacion a un volumen de extracto crudo de G.
max 6 sulfato de amonio saturado al 70% (m/v) al extracto crudo de intestino medio
de H. hampei, de acuerdo con el factor de correccion establecido con el nivel de
saturacion®. Los extractos en solucién con el [NH,],SO, se mantuvieron en bafio de

hielo y en agitacién magnética (75 rpm) durante 2 h.

Después de que el sulfato de amonio se disolvié por completo en el volumen de
extracto, la solucion saturada se centrifugd a 10.000 x g durante 15 min en
refrigeracion a 4 °C, en centrifuga Sorvall Superspeed RC2-B Automatic
Refrigerated (Thermo Scientific) y se recuperaron los pellets. EI boton del extracto de
intestinos se resuspendid en la minima cantidad de volumen de solucion buffer
Trizma-HCI 20 mM (pH 7.5), mientras que el pellet del extracto de soya se

resuspendid en agua destilada; para proceder a la dialisis.

4.4.2 Didlisis de los extractos crudos de proteinas

Segun Berg (2002), la dialisis es un método de purificacién por tamafio que permite
separar mezclas proteicas a través de una membrana semipermeable; la cual retiene
moléculas con dimensiones mayores al diametro del poro, mientras que las pequefias
moléculas pueden atravesar los poros y quedar disueltas en el medio liquido
(dializado). El indice de penetracidn de las moléculas desde la membrana al dializado
es proporcional a la concentracion de la muestra que se afiade a la membrana y es

inversamente proporcional a los pesos moleculares de los compuestos en la muestra.

Para dializar los extractos, se utilizaron membranas de celulosa regenerables
Spectra/Por® de 12-14 kDa (Spectrum Labs, Irving, TX). Para el extracto crudo de

12 para més detalles sobre el cuadro del factor de correccion, consultar el boletin técnico de Sigma-
Aldrich:
http://mww.sigmaaldrich.com/etc/medialib/docs/Sigma/Bulletin/a5479bul.Par.0001.File.tmp/a5479bul.
pdf
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intestinos se utilizé un tubo de didlisis con una capacidad de 0,32 mL-cm™; mientras
que para el extracto de harina de soya se empled un tubo con capacidad de 2 mL-cm™.
Cada membrana semipermeable recibi6 un pre-tratamiento con agua destilada durante
30 min a temperatura ambiente para remover persevantes (glicerina o azida de sodio),
segun las especificaciones del fabricante.

Transcurrido este tiempo, se afiadié buffer Trizma-HCI 20 mM (pH 7.5) o agua
destilada en matraces con las dimensiones apropiadas para dispensar un volumen
determinado a los tubos. Se colocé un cierre en un extremo de cada tubo, se agrego el
bot6n resuspendido de cada extracto dentro de la membrana y se coloco el otro cierre
en el otro extremo. Los tubos sellados con la solucién dentro, se sumergieron en el
matraz con buffer o agua destilada, se mantuvieron en bafio de hielo y bajo agitacion
orbital durante 24 h, realizando recambios cada ~12 h (Figura 19). Después de este
tiempo, se removié uno de los cierres y el contenido de cada extracto dializado se
vertié en tubos Falcon con capacidad de 30 mL y se almacend a -20 °C para realizar
el procedimiento de liofilizacion (Seccion 3.7).

Figura 19. Montaje de tubos de dialisis con capacidad de 2 mL-cm™, utilizados para la purificacion de
los extractos crudos de soya™.

3 Los tubos con extractos de intestino medio recibieron un montaje similar, sélo que con tubos mas
pequefios.
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4.5 Aislamiento de las protoxinas Cry de Bacillus thuringiensis

45.1 Cultivo sincronizado de cepa Bacillus thuringiensis subs. israelensis en
medio HCT para induccién de esporulacién
La cepa de Bacillus thuringiensis subs. israelensis utilizada para recuperar toxinas se
cultivd en medio HCT estandar esterilizado (adicionando KH,PO,4, MgSO47H,0,
MnSO4-H,0, ZnS047H,0, FeSO47H,O, H,SO, 1N, CaCl,:2H,0, peptona y
sacarosa, pH 7.5), que rutinariamente se usa para inducir la esporulacion de Bt
(Grandvalet et al, 2001; Lecadet et al, 1980). Para ello y empleando técnica aséptica,
250 mL de medio preparado se afladieron a un matraz tipo erlenmeyer con capacidad
de 1 L. Enseguida; se tom6 una alicuota de la cepa de Bti (almacenada a -20 °C) con
asa bacterioldgica, se inoculd en el erlenmeyer y se mantuvo en crecimiento durante 3
a 5 dias, corroborando a diario que no hubiese contaminacion y manteniendo

parametros estables de 200 rpm a 28-30 °C.

4.5.2 Cuantificacion de esporas viables

Ademas de verificar la pureza del medio HCT, la cuantificacion de esporas viables es
un procedimiento apropiado para dar un indicio de la produccion de é-endotoxinas,
ya que en algunas cepas, la sintesis de esporas se relaciona directamente con la

produccién de los componentes toxicos o toxinas Cry en Bt (Rajoka et al, 2012).

En un tubo tipo Eppendorf con capacidad de 1,5 mL, se tomé 1 mL de muestra de
caldo de cultivo de bacterias Bti crecidas en matraz en el medio HCT. Seguidamente,
dicha muestra con la suspension de esporas Yy cristales se calent6 a 80 °C por 10 min
para destruir células vegetativas. Después, se realizaron diluciones seriadas hasta una
razén de 107, adicionando solucién salina NaCl al 0,85% (m/v) en cada fase de
dilucion y se homogenizé en vortex. De las tltimas dos diluciones realizadas, se tomé
una alicuota de 100 pL de cada una y se extendié a lo largo de la superficie de un
plato con agar Lauria-Bertani (LB), incubado previamente a 28,8 °C para remover la

humedad. Transcurridas 24 h, las placas se sacaron de la incubadora y se
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contabilizaron las colonias entre 20 y 300 UFC (Figura 20). Los resultados se

expresaron como unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC-mL™).

\

Figura 20. Visualizacion de esporas en dilucion de 107, creciendo en placa Petri con caldo de cultivo
Lauria-Bertani (LB), utilizadas para la cuantificacién de esporas viables.

4.6 Separacion y purificacion de las 8-endotoxinas de la cepa Bti

Los procedimientos para asilar y purificar la mezcla de cristales y esporas dentro del
medio de cultivo se llevaron a cabo con base en los protocolos propuestos de Bravo y
Silva-Filha (2002), Delafield et al (1968), Fuchs et al (1993), Liu et al (1998) y
Yamamoto & lizuka (1983).

4.6.1 Separacion y tincidn de la mezcla con cristales y esporas

Luego de comprobar la pureza del cultivo, éste se ajusté a un pH de 4.0 para el
mantenimiento de la suspension bacteriana. EI medio con el complejo espora-cristal
se centrifug6 a 10.000 x g a 4 °C durante 10 min en centrifuga Sorvall Superspeed
RC2-B Automatic Refrigerated (Thermo Scientific), se recuperé el pellet y
seguidamente se lavd en solucién NaCl 1 M dos veces para eliminar las proteasas
enddgenas de Bt. Dicho pellet con la suspension se disolviéo en agua destilada en
proporcion 1:18. Subsecuentemente, el medio se agito en vortex y se sonicé en bafio
ultrasénico, modelo FS6 (Fisher Scientific, Illkirch, France), ajustado una frecuencia
de 40 kHz durante 1 min. Segun Joyce et al (2003), las bacterias que esporulan no

sufren efectos dramaticos en su viabilidad bajo frecuencias de 20 a ~40 kHz, a menos
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de que el proceso de sonicacién supere los 15 min. Dicho proceso més bien facilita la
disrupcion y disgregacion celular.

La solucién sonicada se trasvasd a un embudo de separacion con capacidad de 125
mL y se agitd vigorosamente hasta visualizar la formacion de dos capas claramente
distintas: una acuosa y otra espumosa que aparecid por encima del liquido. Las o-
endotoxinas embebidas en la fase acuosa se separaron por densidad de la fase
espumosa que tenia las esporas, agitando el embudo y dispensando ambas fases en
recipientes diferentes por al menos 10 veces, hasta remover completamente la espuma
de las paredes del embudo. La espuma se removié del embudo de separacién
agregando suficiente agua destilada entre cada etapa de separacion y las fases se
conservaron a 4 °C. Subsecuentemente, cada fase se analizd6 mediante microscopia de
luz, tomando una alicuota con el asa bacteriolégica de manera aséptica y
distribuyéndola en toda la superficie del portaobjetos. Seguidamente, la muestra se
fijo a la llama, se tifi6 con una solucion de azul de Coomasie al 2,5% (m/v) por un

periodo de 1 min y se procedio a observar las diferentes estructuras morfologicas.

4.6.2 Purificacion de los cristales mediante un gradiente discontinuos de
densidad de sacarosa
Después de analizar el frotis y comprobar que la mayor parte de los cristales se
acumularon en la fase acuosa del embudo de separacion, el liquido se centrifugd a
10.000 rpm por un periodo de 45 min a 4 °C en centrifuga Sorvall Superspeed RC2-B
Automatic Refrigerated (Thermo Scientific), se recupero el pellet y se resuspendié en
la minima cantidad de agua destilada. El pellet resuspendido se colocé sobre un tubo
de centrifuga con un gradiente discontinuo de densidad de sacarosa, saturado al 67%,
72%, 79% Yy 84% (p/v) (con Triton X-100, Trizma-HCl a pH 8.0 y NaCl 5 M) (Figura
21) y se procedid a realizar una centrifugacion isopicnica en centrifuga Sorvall WX
Ultra Series (Thermo Scientific) a 23.000 rpm por 30 min a 15 °C utilizando un rotor

de columpio sin freno.
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Figura 21. Gradiente de sacarosa utilizado para separar los cristales Bti. Los gradientes saturados al
67% y 79% de sacarosa fueron tefiidos con colorante azul vegetal para distinguir todas capas. (a)
Gradiente antes de centrifugar la muestra, (b) gradiente luego de centrifugar la muestra a 23.000 rpm.

Las flechas corresponden a la ubicacion del extracto con 5-endotoxinas.

Enseguida, se tomaron alicuotas de cada capa del gradiente y se procedi6 a observar
las estructuras microscopicas. Usualmente, éstos se ubican en la interfase entre los
gradientes de sacarosa con 67 y 72% de saturacién, aunque ese resultado depende de
la forma y el tamafio de los cristales recuperados durante las etapas anteriores. Al
final, la mayor parte de la sacarosa se removid de las proteinas haciendo tres lavados
con agua destilada, se centrifug6 a 10.000 rpm por 10 min, se recuper0 el pellet y se

almaceno en refrigeracion a -20 °C hasta llevar a cabo la liofilizacion.

4.7 Liofilizacion de las soluciones dializadas

El proceso de secado por congelacion o liofilizacién es un proceso en el que las
muestras se secan por sublimacion, y es util para preservar materiales biolégicos
sensibles al calor, como las enzimas. La liofilizacion se basa en la presion de vapor
ejercida sobre solidos y permite remover los solventes de materiales congelados
previamente; convirtiendo las soluciones en estado sélido a vapor directamente. Las
limitaciones de emplear este método es que la concentracién de los componentes

presentes en la muestra pueden causar que el proceso demore mas de la cuenta y
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produce un gasto de energia relativamente elevado por el control de la presion y la

temperatura en el equipo (Blaine & Thomas, 2012).

Las muestras con los extractos de intestino medio, de soya y de 3-endotoxinas Bti se
conservaron en congelacion a -70 °C toda la noche antes de liofilizarlas.
Consecutivamente, se colocaron en los frascos para liofilizar junto con el adaptador y
se conectaron en el colector del liofilizador FreeZone® (Labconco, Kansas City,
MO)*. Se procedié a encender la bomba de vacio que esta acoplada al equipo, luego
se encendid el aparato para liofilizar y se ajustaron las condiciones para refrigerar y
generar vacio. El proceso de liofilizacion se estuvo monitoreando cada 3 h
aproximadamente, verificando que la bomba de vacio absorbiera el calor y
transfiriera el vapor de agua de la superficie de la muestra al colector. Transcurridas 8
h, se detuvo el proceso; las muestras se recogieron y se almacenaron en refrigeracion
a 4-8 °C hasta su uso en las pruebas posteriores (Figura 22).

Figura 22. Extractos liofilizados y utilizados para realizar los analisis posteriores: (a) extracto con

intestino medio de H. hampei, (b) extracto con las toxinas de Bti, (c) extracto de harina de G. max.

4.8 Caracterizacion del extracto de soya y de los intestinos de H. hampei

La preparacion y tincion de los geles SDS-PAGE y PAGE-nativo desarrollado sobre
los extractos aislados se realizaron con base en los protocolos estandar propuestos por
Laemmli (1970) y Madriz-Ordefiafia et al (2009); adaptados por Ajamhassani et al
(2012), Garcia-Carrefio & Haard (1993), Garcia-Carrefio et al (1993), Klomklao et al
(2011), Lingaraju & Gowda (2008), Nack-Shick et al (2004), Pérez et al (2003),

14 Para més informacion, consultar el manual de uso del equipo en el siguiente link:
http://toolik.alaska.edu/edc/equipment/equipment_manuals/Freeze_Dryer_Labconco_45L.pdf
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Prasad et al (2010), Sharifi et al (2012), Sriket et al (2011) y Van-Hau & Benjakul
(2006); con ligeras modificaciones.

4.8.1 Identificacion del perfil proteico y pureza de los extractos crudos de
intestinos y de soya mediante SDS-PAGE

La electroforesis en geles de poliacrilamida es una herramienta adecuada para

caracterizar la heterogeneidad y visualizar el grado de pureza de mezclas de proteinas

con base en los pesos moleculares aparentes, ya que las proteinas son

macromoléculas con carga (Madriz-Ordefiafia et al, 2011). Esta técnica permite que el

complejo proteico migre a través de una matriz 0 soporte poroso por accién de un

campo eléctrico (anodo/cétodo) (Aehle, 2007).

La fraccion de extracto de intestino medio y de soya se disolvieron cada una por
aparte con buffer de carga (Trizma-HCI 1 M (pH 6.8), SDS, glicerol al 87% (v/v),
EDTA 0,5 M (pH 6.8), azul de bromofenol y B-mercaptoetanol) en proporcion 10:1.
Cada mezcla se calent6 por 10 min y se cargaron 10 pL de proteinas en el gel, hecho
con geles discontinuos de montaje al 6% (m/v) y de separacion al 12,5% (m/v) de
acrilamida/bisacrilamida (29:1) y utilizando peines con espesor de 0,5 mm. Ademas,
se cargd el marcador de peso molecular Page Ruler Prestained Protein Ladder (10-
170 kDa), (numero de catalogo 26616, Thermo Scientific) y se agregaron los
respectivos controles positivos de tripsina de pancreas porcino, (T7409 Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO), cuyo peso molecular es de 23,8 kDa; e IP de tripsina de soya
Kunitz de Glycine max, (T2328, Sigma-Aldrich) que posee una masa de 20,1 kDa. La
corrida se hizo en camara de electroforesis Miniprotean Il Cell (Bio-Rad, Hercules,

CA) a 100-150 V por 2 h o hasta que las muestras alcanzaran el fondo del gel.

Transcurrida la corrida electroforética, los geles se lavaron tres veces con agua
destilada para remover el exceso de solucion de corrida y eliminar burbujas.
Seguidamente, se colocaron en solucién de tincién, con azul de Coomasie R-250 al
2,5% (m/v) metanol al 45% y acido acético al 9,2% (v/v); y transcurridas 2 h se

destifieron en solucién decolorante etanol-metanol-acido acético (10%-20%-5% v/v)
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toda la noche y haciendo al menos dos recambios del decolorante. Los geles se
observaron bajo luz blanca y las masas se estimaron comparando las muestras con los

controles de las enzimas comerciales y con el marcador de peso molecular.

4.8.2 Zimografia en una dimension empleando el método substrate-SDS-PAGE
para estimar la actividad proteolitica y cuantificar las proteasas en el
intestino medio de H. hampei

Las enzimas pueden recuperar su actividad proteolitica después de sufrir disrupcion

de enlaces disulfuro dentro del gel electroforético, removiendo el detergente SDS con

una solucién Triton X-100 (Garcia-Carrefio & Haard, 1993). Esta técnica utiliza
comUnmente gelatina, fibrina o caseina como sustratos para observar la actividad

enzimatica; en este caso, se desarrollaron dos geles que se co-polimerizaron con 0,1%

(m/v) de gelatina derivada de piel bovina (G9391, Sigma-Aldrich). Para ello, las

muestras se mezclaron en proporcion 1:10 con buffer de carga, ausente de P-

mercaptoetanol y sin calentarlas antes de hacer la corrida. Uno de los geles se cargo

con las muestras de intestino medio parcialmente purificadas de H. hampei, tripsina
porcina (Sigma-Aldrich) y una mezcla 1:1 del extracto intestinal junto con el extracto
de soya para corroborar el nivel de inhibicion de la actividad enzimatica; mientras
que el otro gel se cargd con diluciones decimales de la tripsina porcina para
desarrollar una curva de actividad triptica y definir la cantidad de tripsin-proteinasas

digestivas bio-activas que se aislaron del extracto digestivo de la broca.

Después de la electroforesis, cada el gel se lavo con solucion de Triton X-100 al 2,5%
(v/v) disuelto en Trizma-HCI 100 mM (pH 8.0); se asegurd de cubrir el gel por
completo y se realizaron al menos cinco recambios cada 10 min. Enseguida, los geles
se lavaron con agua destilada y se hicieron recambios de 10 min hasta que no se
apreciaran burbujas. Se dispuso a enfriar cada gel por 30 min en refrigeracion a 4 °C
para permitir que el sustrato penetrara el gel y finalizado este tiempo, el gel se calentd
a 55 °C con agitacion manual constante por un lapso de 2 h para promover que las

enzimas activas dentro del gel digirieran el sustrato.
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De inmediato, los geles se tifieron con solucion de azul de Coomasie R-250 al 2,5%
(m/v), disuelto en metanol al 45% (v/v) y acido acético al 9,2% (v/v) por 2 h.
Subsecuentemente, se observo el gel en luz blanca para visualizar la presencia de
zonas claras o ligeramente tefiidas sobre fondo azul oscuro; que indicaron actividad
proteolitica debido a la presencia de posibles proteasas que digirieron el sustrato (Pan
et al, 2011). La imagen de cada zimograma se cuantific6 mediante el programa
procesador de iméagenes Quantity One®, version de prueba 4.6.6. (Bio-Rad). Cada
imagen se trasladd al negativo y se midié el perfil de densidad 6ptica (mm?)
correspondiente a las regiones de gelatina digeridas en el gel, encerrando en
recuadros las bandas de actividad proteolitica originadas tanto por la tripsina porcina
como por el extracto de intestino medio. A partir de los valores de areas arrojadas por
el software de la imagen en que se hicieron las diluciones de tripsina porcina, se
calculd el logio de masa de tripsina activa (ng) y se trazd una curva de actividad
triptica. Posteriormente se estimo el area de las tres bandas de actividad del extracto

de broca y con ayuda del gréfico, se calcul6 el promedio de proteinas bio-activas.

4.9 Analisis de actividad optima del extracto de soya y su efecto inhibitorio sobre
las proteasas digestivas presentes en el extracto intestinal de adultos de broca
Los protocolos para estimar la actividad de extractos de soya e intestino de la broca se
realizaron segun Amorim et al (2008), Benjakul et al (1999), Bijina (2006),
Deshimaru et al (2002), Diaz (2006), Diaz-Tenorio et al (2006), Dorrah et al (2008),
Garcia-Carrefio et al (1993), Ghodke et al (2012), Gomes et al (2005), Hosseininaveh
et al (2007), Klomklao et al (2011), Kumar et al (2007), Kusuma et al (2009),
Macgregor et al (2001), Pereira et al (2008), Prasad et al (2010), Rodrigues-Macedo
et al (2011), Shamin et al (2011), Sharifi et al (2012) y Van-Hau & Benjakul (2006).

4.9.1 Efecto de la temperatura y el pH sobre la actividad proteolitica del
extracto de soya utilizando el método espectrofotométrico

El hidrocloruro de Na-benzoil-DL-arginina-4-nitroanilida (BApNA) es una mezcla de

isdmeros que se utiliza como sustrato cromogénico porque tiene las ventajas de ser

soluble en solucién de DMSO o 2-propanol, es estable en ausencia de la enzima, es
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sensible y especifico para la enzima en consideracién, que en este caso fueron las
tripsin-proteinasas. El isomero L- se hidroliza por tripsina, mientras que el isémero

D- actia como un inhibidor competitivo de las tripsin-proteasas (Correia et al, 2001).

Cuando una proteasa con actividad amidasa se pone en contacto con una solucién del
BApNA,; dichas proteasas reaccionan hidroliticamente entre grupos carboxilo (-CO) y
amino (-NH) del sustrato, resultando en la liberacion una molécula de p-nitroanilina,
que genera una coloracion amarilla en solucion (Figura 23). El color producido por la
catalisis se puede cuantificar por espectrofotometria UV-visible a una longitud de
onda de 405 nm. (Arias, 1993; Guedidi et al, 2012; Pichaikannu, 2005).
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Figura 23. Esquema de la reaccidn hidrolitica de las tripsin-proteasas sobre el sustrato BApNA. La
linea punteada indica el sitio de ruptura del sustrato. La tripsina hidroliza BApNA en dos productos,

incluyendo la p-nitroanilina que produce el color amarillo. Fuente: Correia et al (2001).

La temperatura y pH &éptimos bajo los que actuan los inhibidores de proteinasas
presentes en el extracto de soya, se determinaron a partir de las proteinas liofilizadas,
cuantificando la actividad proteolitica con diferentes soluciones amortiguadoras y a
diferentes temperaturas. La temperatura Optima se determind bajo un ambito de
temperaturas de 35 a 85 °C a intervalos de 5 °C para cada determinacion y utilizando
el buffer Trizma-HCI (pH 7.5); mientras que el pH 6ptimo se analiz6 empleando las
siguientes soluciones amortiguadoras al 50 mM: acetato (pH 2.0, 3.0 y 3.5), citrato
(pH 3.5, 4.0, 4.5, 5.0 y 5.5), fosfato (pH 6.0, 6.5y 7.0), Trizma-HCI (7.5, 8.0, 8.5, 9.0
y 9.5) y glicina-NaOH (pH 10.0, 10.5y 11.0).
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El buffer acetato se prepar6 mezclando acetato de sodio anhidro con &cido acético
glacial, para el buffer citrato se mezclaron citrato de sodio tribasico dihidratado con
acido citrico anhidro, el buffer fosfato se prepar6é adicionando fosfato de sodio
anhidro monobasico con fosfato de sodio anhidro dibéasico, el buffer Trizma-HCI se
prepar0 afadiendo Trizma-HCI y el buffer glicina-NaOH se elaboré agregando
glicina. El pH de cada buffer se ajustd con soluciones de &cido clorhidrico o
hidréxido de sodio al 1 N con ayuda de un pHmetro.

La actividad enzimética se cuantificd diluyendo en un matraz 250 pL solucion
enzimatica del extracto de soya (2.857 pgmL™) en 1 mL de cada solucion
amortiguadora para establecer el pH 6ptimo 6 buffer Trizma-HCI 50 mM (pH 7.5)
para estimar la temperatura Optima. Luego, se calento cada solucion a 37 °C (6 a un
intervalo de 35-85 °C) durante 5 min. Seguidamente, se adicionaron 400 pL de
solucién BApNA (2 mg-mL™) disuelta en DMSO y pre-calentada a 37 °C por 5 min.
La protedlisis a 37 °C se mantuvo por 10 min, y se detuvo agregando 350 pL de

acido acético al 30% (v/v) a la mezcla de reaccion.

Después de enfriar las muestras en refrigeracion a 4 °C por 30 min, éstas se
centrifugaron a 10.000 x g por 5 min para descartar el sustrato sin digerir (el pellet) y
poder cuantificar los péptidos solubles que se liberaron (sobrenadante). Finalmente, la
absorbancia se registro a 405 nm, utilizando el espectrofotometro Unico 1.100 Series
(Unico Scientific, Dayton, NJ), y la férmula utilizada para calcular la actividad

enzimatica resultante fue la siguiente:

(ALos—Ag)*x1.000xvolumen final de la mezcla de reacciéon (mL)
Coeficiente de extincionxtiempo de reaccién (min)x volumen de solucién enzimatica (mL)!5

Actividad enzimatica (U/ mL) =

Donde, Ao Y Ao Se consideraron como las absorbancias de la muestra y del blanco,
respectivamente, leidas a una longitud de onda de 405 nm vy el coeficiente de

extincion molar de la p-nitroanilina correspondié a 8.800 M™* cm™. El blanco se

!> En la prueba de la seccion 3.9.2 en que se realizaron diluciones decimales para realizar ensayos de
actividad inhibitoria con el extracto soya e intestino medio de broca, la férmula utilizada para
determinar la actividad enzimética se multiplico por el respectivo factor de dilucion (1:10, 1:100,
1:1.000, y asi, sucesivamente).
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prepar6 mezclando el sustrato DL-BApNA con buffer respectivo, sin afiadir extracto
de soya, y el tratamiento fue el mismo que se describid en el procedimiento anterior.
Una unidad de enzima se definié como la cantidad de enzima (umoles) capaz de
aumentar la absorbancia en 1 densidad éptica, partiendo de la protedlisis de la p-

nitroanilina liberada por min'mL™ de enzima, bajo las condiciones establecidas.

Todos los procedimientos mencionado se efectuaron por triplicado, con los
respectivos blancos reactivos y los resultados se expresaron como un promedio las
lecturas de absorbancia obtenidas de cada muestra + la desviacion estandar (SD). Para
determinar si los promedios obtenidos con las diversas temperaturas o niveles de pHs
fueron diferentes uno del otro, se desarrollé una prueba ANOVA de una via (o =
0,05); seguido de un andlisis Tukey para comparar y estimar cuan significativas
fueron las diferencias de la prueba ANOVA (Ver explicacion en la seccion 3.12).

4.9.2 Efecto del extracto de soya purificado sobre la actividad proteolitica del
extracto intestinal o tripsina porcina, mediante el método
espectrofotométrico

Luego de estimar las condiciones dptimas de pH y temperatura en las que operan las

enzimas presentes en el extracto de soya, se cuantifico el efecto de la actividad

enzimatica de este sobre el extracto de intestino medio de H. hampei o sobre tripsina

porcina para verificar la veracidad de los resultados obtenidos en la seccion 4.9.2.

Para ello, se llevaron cabo ocho diluciones decimales hasta llegar a un factor de

1:100.000.000. Enseguida, en diferentes frascos erlenmeyer se mezclaron 100 pL de

cada dilucién del extracto de soya (2.857 pg-mL™) con 200 pL de extracto intestinal
de broca (500 pg-mL™) y 1 mL del buffer con el que se alcanzé la mejor actividad
proteolitica, y esta mezcla se pre-incubd a la temperatura ideal por 10 min. Luego, se
vertieron 400 pL de solucién de sustrato DL-BApNA (2 mg-mL™) disuelta en DMSO
(y pre-calentada 10 min a 37 °C). Al final, se adicionaron 300 L de acido acético al
30% (v/v) para detener la reaccidén y las muestras se sometieron a centrifugacion a

10.000 x g por 5 min para recuperar el sobrenadante y se enfriaron a 4 °C.
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Para calcular los valores de actividad enzimatica especifica, se utiliz6 la misma
formula empleada en la seccion 3.10.1, con la diferencia de que cada resultado se
multiplicé por el factor de dilucién de la muestra diluida (desde 107 hasta 107®).
Como ensayos paralelos, se establecieron controles negativos mezclando tripsina de
pancreas porcino (500 pg-mL™) con el inhibidor de soya Kunitz (SKTI) a 0,12 mM
(Sigma-Aldrich) o con el inhibidor irreversible fluoruro de fenilmetilsulfonilo
(PMSF) a 0,16 mM (Sigma-Aldrich) para identificar la actividad inhibitoria; y un
control positivo, afiadiendo muestra de intestino de la broca (500 pg-mL™) y solucion
DL-BApNA (2 mg-mL™), pero sin agregar inhibidor. Estas pruebas se llevaron a cabo
para comparar la actividad enzimética resultante de la reaccion entre los extractos
soya-broca con SKTI-tripsina 6 PMSF-tripsina. Se realizaron tres réplicas de cada
ensayo para que el analisis fuera estadisticamente aceptable.

4.10 Efecto combinatorio de los cristales purificados de Bti y de los IPs de G.
max sobre la actividad enzimatica de tripsina porcina mediante SDS-PAGE
Para verificar si el extracto de inhibidores de proteasas de soya fue capaz de prevenir
la degradacion de las toxinas asiladas de Bti mediante la inhibicién de la actividad
proteolitica de una proteasa ambiental, se realizO un SDS-PAGE con tripsina de
pancreas porcino (Sigma-Aldrich). Para ello, se tom6é una muestra de 1 mg de
extracto purificado de Bti y se colocé sobre un tubo de centrifuga. Ademas, se
hicieron mezclas de cristales con tripsina porcina (1:1), cristales con extracto de soya
(1:1) y cristales, tripsina y extracto de soya (1:1:1), tomando 1 mg de cada extracto y
haciendo la mezcla correspondiente. Para corroborar el efecto cristales-tripsina-soya,

se hicieron diluciones a razones de 10y 10™%°.

Seguidamente, se procedié a calentar los tubos con las diferentes muestras a 37 °C
durante un periodo de 30 min. Luego, a las diferentes mezclas se les afiadié buffer de
carga (Trizma-HCI 1 M (pH 6.8), SDS, glicerol al 87% (v/v), EDTA 0,5 M (pH 6.8),
azul de bromofenol y B-mercaptoetanol) en proporcion 10:1. Los geles se prepararon
mediante el método de Laemmli (1970) y el resto del protocolo se continud de

acuerdo con la seccion anterior 3.8.1, tifiendo el gel con soluciéon de azul de
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Coomasie R-250 al 2,5% (m/v) (con metanol al 45% (v/v) y &cido acético al 9,2%
(v/v)) y destifiendo con solucion decolorante etanol-metanol-acido acético (10%-
20%-5% v/v). El peso molecular de las toxinas de Bti se estimé con el marcador de
peso molecular Prestained Page Ruler (Thermo-Scientific).

4.11 Determinacién de la concentraciéon letal media (LDso) del extracto con
cristales de Bti y comprobacion del efecto sinérgico de Bti con los IPs
derivados del extracto de soya en bioensayos con dieta artificial

Se realizaron dos bioensayos en dieta Cenibroca Il, uno para calcular la dosis letal

media (LDso) de los cristales de Bti y otro para comprobar si hubo un efecto sinérgico

de los IPs del extracto de soya junto con el extracto de Bti sobre hembras adultas de

H. hampei. Los bioensayos se prepararon con las metodologias que describe Oviedo

(2006) y con base en los protocolos internos del grupo de control biologico del

CIBCM, mezclando café oro pulverizado (previamente esterilizado), agar disuelto en

agua, Benlate 50 WP al 50% (p/v) (Benomil), levadura, caseina, sacarosa, acido

benzoico, vitaminas Vanderzant (V 1007), sales Wesson (W 1374), etanol al 95%

(v/v), formaldehido (F1268, Sigma-Aldrich), bietrol (Lagos-Giraldo, 2009). Dicha

mezcla se homogeniz6 en licuadora por un periodo de 2 min y luego se dispenso 1

mL de la solucion en cada celda de las placas multipozo desechables estériles

(Evergreen Scientific®, Los Angeles, CA). Tales placas tienen un 12,7 cm de largo;

8,5 cm de ancho y 2 cm de alto aproximadamente; ademas cada placa cuenta con 24

pozos con un diametro de 1,7 cmy 1,8 cm de profundidad para un volumen de 2 mL

por pocillo. La dieta se almacend en refrigeracion a 4 °C hasta su uso, y no se utilizo

ninguna placa hasta después de cumplir tres dias desde la preparacion de la dieta.

4.11.1 Determinacién de la concentracién letal media (LDsy) del extracto
conteniendo los cristales purificados de Bti

Se realiz6 un bioensayo preliminar para determinar la concentracion de cristales

purificados de Bti que mataba el 50% de la poblacién de broca, para que a partir de

esa dosis, se aumentara dicha mortalidad con la incorporacion de concentraciones

incrementales de inhibidores de proteasas del extracto de soya. De esta forma, se
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mezclaron 50 pl de Tween-20 al 0.1% (v/v) con 450 ul de agua destilada estéril, y
luego se afadio el polvo liofilizado de Bt subs. israelensis purificado y conteniendo
cristales a las siguientes concentraciones: 0,233 pg-uL™; 0,389 ug-pL™: 0,648 ug-pl
! v 1,08 ug-uL™. Dichas soluciones preparadas de manera independiente, se agitaron
en vortex por 3 min y después se sonicaron durante 5 min en bafio ultrasénico FS6
(Fisher Scientific) a 40 kHz para homogenizar las muestras, ya que a esta frecuencia
se favorece la disrupcion del 98% del esporangio sin afectar las células, por un
periodo de sonicacidn inferior a 15-20 min (Lenin et al, 2007).

Se procedié a colocar 20 uL del control positivo 6 de las cuatro diluciones en cuatro
celdas distintas dentro la placa multipozo con dieta Cenibroca, y se dejé secar por 30
min en camara de flujo laminar. Ademas, se dejaron cuatro celdas sin adicionar Bti,
para utilizar la dieta como un control negativo en el ensayo. Transcurrido este lapso,
se tomaron cuatro adultos previamente desinfectados y obtenidos de los granos
almacenados en la camara de estimulacién masiva; y se dispuso a colocarlos en cada
celda. Posteriormente, la placa se sellé completamente con plastico autoadhesivo y

éste se perforo tres veces en cada pocillo para favorecer el intercambio gaseoso.

Finalmente, la placas se colocaron en cajas plasticas y se recubrieron con papel toalla
para imitar condiciones de total oscuridad y se colocaron en incubadora modelo LE
539RHD (Digisystem Laboratories, Taipei Hsien, Taiwan) bajo condiciones de 80%
de humedad relativa y a 27 °C. La mortalidad de los adultos se evalud transcurridos
siete dias, estimando el ndmero de insectos muertos como aquellos que no
presentaron movimiento alguno al ser estimulados con un pincel fino y/o al observar
que éstos adquirieron una coloracién oscura. Cada bioensayo se establecio por
triplicado y el resultado se reportd como el promedio de las tres observaciones £SD.
Los resultados se sometieron a un analisis Probit con el método de Finney & Stevens

(1948), a partir de la mortalidad corregida:

Mobs - Mcontrol negativo

Mortalidad corregida (%) = x 100

100 — Mcontrol negativo
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Donde Mgy fue el nimero de insectos muertos en el pocillo en que se incorporaron
las diferentes concentraciones del extracto de Bti, transcurridos los 7 dias en que se
realizo el bioensayo; Y Mcontrol negativo S€ consideraron como el nimero de hembras
adultas de H. hampei muertas que se cuantificaron en los pocillos que sdlo habia dieta

artificial, sin adicionar cristales de toxinas Bti, transcurrido el periodo de evaluacion.

4.11.2 Analisis del efecto sinérgico al mezclar el extracto de las 6-endotoxinas de
Bti con los inhibidores de proteasas presentes en el extracto de soya

Luego de establecer la dosis letal media de la solucién con cristales Bti, se desarrolld

un bioensayo paralelo empleando las mismas placas de microtitulacién para 24

muestras con dieta artificial, pero adicionando concentraciones incrementales del

polvo de extracto de soya parcialmente purificado.

Para ello, se mezclaron 50 ul de Tween-20 al 0.1% (v/v) con 450 pl de agua destilada
estéril, y se incorporé 1,135 ug-pL™ de polvo de Bti junto con el polvo de G. max a
las siguientes concentraciones: 0,2837 pg-uL™; 0,5675 pg-uL™; 1,135 pg-uL?; 2,27
ug-uL™ y 4,54 pg-pL™. El resto del protocolo del bioensayo se desarrollé de la misma
manera que en la seccion 3.11.1 para afadir las muestras y los adultos en la dieta
Cenibroca Il. En este procedimiento también se establecié un control negativo sin
afiadir Bti ni extracto de soya. Las placas se incubaron y se evaluaron a los 7 dias,
como se menciond anteriormente; y se realizaron por triplicado para reportar el

resultado como el promedio de tres observaciones.

El bioensayo dosis-respuesta se analizé para determinar las diferencias significativas
entre los promedios de las tres determinaciones, utilizando el paguete estadistico
PASW Statistics 18 (SPSS Inc., Endicott, NY) (Ver explicacion en la seccién 3.12).
Los porcentajes de mortalidad corregidos fueron calculados en relacién con los
controles, utilizando la formula Abbott. Luego, se determind la concentracion letal
media (LDso, dosis letal para matar el 50% de la muestra de adultos) con el mismo
paquete estadistico, considerando los tratamientos significativamente diferentes si el

95% de los limites fiduciarios de la potencia relativa fueron menores a 1.
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4.12 Tratamiento de los datos mediante analisis estadistico

Para comparar los promedios de las tres réplicas obtenidas en la comprobacion de la
actividad proteolitica resultante de las pruebas espectrofotométricas desarrolladas
sobre el extracto de soya con base en con las variables pH y temperatura (seccion
3.9.1), los datos se sometieron a una ANOVA para estimar si hubo indicios de que
algunos de estos parametros afectd significativamente (con una confianza de > 95%)
la actividad enzimatica del extracto aislado; y luego se hizo la prueba de contrastes de
Tukey para reconocer cuan diferentes fueron tales efectos ejercidos entre los
diferentes niveles de temperaturas y pHs evaluados (Montgomery & Runger, 2010).

Ambas pruebas estadisticas también fueron aplicadas para comparar si el promedio de
las tres determinaciones de dosis subletal (LDs) alcanzada en el bioensayo con las
toxinas de Bti sobre hembras adultas de H. hampei mostr6 un grado de mortalidad
significativamente diferente (o = 0,05) respecto a las concentraciones estudiadas con
la LDsy de Bti en combinacion con dosis incrementales del extracto de soya
purificado (Seccion 3.10.2). Todas las pruebas estadisticas fueron comprobadas a
través del paquete estadistico PASW Statistics 18.0 (SPSS Inc., Chicago, IL).

Para reconocer el grado de respuesta producido tanto por las diferentes dosis de
cristales de Bti como por la mezcla de Bti y del extracto de soya sobre las hembras de
broca expuestas en los bioensayos, a dichas concentraciones se les determiné el logio
y junto con los valores de mortalidad corregidos se desarrollé una prueba de regresion
de Probit (Kuehl, 2001). Mediante este método estadistico se pretendio identificar la
concentracion a la cual se produjo un 50% de mortalidad sobre los individuos
analizados (LDsp). Dicha prueba dosis-respuesta también se llevd a cabo con el
estadistico PASW Statistics 18.0 (SPSS Inc.).
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CAPITULO 5
Resultados

5.1 Purificacion parcial de los extractos de H. hampei y G. max

La precipitacion con sulfato de amonio y la didlisis del extracto de soya incremento la
especificidad enzimatica de los 5,959 g de polvo liofilizado recuperado, que paso de
una actividad especifica de 0,250 + 0,001 U-mL? a otra de 0,444 + 0,005 U-mL?, y
resultd en un factor de purificacion de 1,776. Por su parte, los extractos de broca
pasaron de tener una actividad especifica del extracto crudo de 0,328 + 0,002 U-mL™
a 0,699 + 0,003 U'mL™ en los 30 mg del liofilizado de intestino medio que se
aislaron, cuyo factor de purificacion fue de 2,13 (Cuadro 3).

Cuadro 3. Resumen de purificacion del intestino medio de broca (H. hampei) y del extracto de soya
(G. max)

Muestra Volumen de Actividad Actividad Factor de Rendimiento
muestra (mL) total (U)* especifica purificacién  por etapa

(U/mL)° (%)

Extracto crudo de harina de 1.800 1.170 0,250 £ 0,001 1,000 100

frijol de soya (G. max)

Extracto de harina de soya 1.620 720 0,444 £0,005 1,776 62
precipitado con NH4;(SO,), al
60% (m/v) y dializado

Extracto crudo de intestino 150 130,3 0,328 +0,002 1,00 100

medio de H. hampei

Extracto de intestino medio 116 81,1 0,699 £ 0,003 2,13 62
precipitado con NH4;(SO,), al
70% (p/v) (v/v) y dializado

? La actividad proteolitica se ensayd durante 10 min a 37 °C (pH 9.0), utilizando DL-BApNA como
sustrato. Las unidades enziméticas se expresaron como pumoles de p-nitroanilina liberados por min. La
actividad proteolitica de ambos extractos se evalu6 bajo las condiciones de pH y temperatura dptimos
para el extracto de harina de G. max. Se presentan los promedios y desviaciones estdndar para los
experimentos que se realizaron por triplicado.
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® Actividad especifica = Actividad total / Volumen de muestra utilizado. Los valores de actividad
especifica corresponden al promedio de tres repeticiones + desviacion estandar (SD).

¢ Factor de purificacién = Actividad especifica / Actividad especifica del extracto crudo

4 Rendimiento por etapa = Actividad total / Actividad total del extracto crudo x 100.

5.2 Cuantificacion de esporas viables, separacion y purificacion de cristales Bti

Mediante el método de conteo en placa con medio LB se contabilizaron 81x10°
UFC-100 pL™ y 90x10” UFC-100 pL™ esporas en el medio HCT esporulado con Bti,
a partir de las alicuotas extraidas y cosechadas en la placa. Al separar la suspension
bacteriana de esporas y cristales en el embudo de separacién (Figura 24a), se observé
una elevada proporcién de células vegetativas y esporas en la fase superior (Figura
24b), mientras que en el frotis de la fase inferior acuosa predominaron aquellas
estructuras esféricas/amorfas de ~0,5 um, que presumiblemente se identificaron como

los cristales o 3-endotoxinas (Figura 24c).

Figura 24. Esquema de separacion de 4 L de extracto con el complejo espora-cristal de Bti mediante

embudo de separacion: a) embudo de separacion con fase espumosa y fase acuosa del extracto crudo

de Bti, b) vista microscopica de frotis realizado a la fase con espuma, c) vista microscépica de frotis
hecho a la fase acuosa. Las flechas rojas indican algunas estructuras morfoldgicas que se lograron

distinguir. C: cristal, E: espora, I: inclusion cristalina adherida en una espora, V: célula vegetativa.
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La etapa de purificacién en gradiente de densidad de sacarosa se aplico a la fase
acuosa que se recuperé del embudo de separacion y que contenia la mayor proporcion
de cristales. El liquido se centrifugd y el botdn resultante se colocd encima del
gradiente y se centrifugd nuevamente en rotor de columpio sin freno. De cada capa
del gradiente, se tomd una alicuota y se visualizaron las estructuras de Bti en

microscopio optico de luz (Figura 25).

En la fase de sacarosa saturada al 67% (m/v) se apreci6 una baja proporcion de
cristales y restos celulares (Figura 25a), en la capa con saturada con 72% (m/v) de
sacarosa se aprecio la mayor proporcion de cristales en el medio (Figura 25b), y en
las Gltimas dos fases saturadas a 79 y 84% (m/v), se visualizd el mayor nimero de
esporas y muy pocos cristales, los cuales se observaron adheridos a esas esporas
(Figuras 25c y 25d). La fase que se liofilizé fue la que se saturd al 72% de sacarosa, y
de ella se recuperaron 1,717 g de extracto de Bti.
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Figura 25. Vista microscopica del frotis realizado al aislado de B. thuringiensis subs. israelensis,
mostrando las diferentes estructuras morfologicas observadas en las diversas capas del gradiente de
sacarosa. A: capa con 67% de sacarosa, B: capa con 72% de sacarosa, C: capa con 79% de sacarosa, D:

capa con 84% de sacarosa. C: cristal, E: espora, V: célula vegetativa.
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5.3 Identificacion y caracterizacion funcional de los extractos de soya y broca

5.3.1 Estimacién del tamafio aparente de las tripsin-proteinasas purificadas a
partir de intestinos de adultos de H. hampei

Los pesos moleculares de las tripsin-proteinasas solubles en el extracto de adultos de
H. hampei y de los inhibidores de proteasas (IPs) del extracto de harina de soya
purificados parcialmente se estimaron en 24,1 kDa y 20,6 kDa, respectivamente.
Estos resultados son comparables con los de los controles positivos de tripsina de
pancreas porcino (23,8 kDa) y del inhibidor Kunitz de tripsina de soya (20,1 kDa).
Las tripsin-proteinasas se encontraron en cantidades traza; mientras que el patron de
bandas observado para el extracto de soya exhibié dos bandas adicionales que se
estimaron en 92,3 kDa y 36,6 kDa (Figura 28).
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Figura 26. SDS-PAGE al 12,5% (m/v) de las fracciones de extractos de intestino medio de H. hampei
y de G. max. El gel se tifié con solucion de azul de Coomasie al 2,5% (metanol al 45% y acido acético
al 9,2%), se decolor6 con solucion de metanol-etanol-acido acético (2:1:0,5) y se observéd con luz
blanca. M: marcador de peso molecular (kDa), K: control de inhibidores Kunitz de tripsin-proteasas de
G. max, S: fraccion de extracto de soya (G. max) obtenida por precipitacién con sulfato de amonio al
0-60% (m/v) y didlisis, C: control de tripsina porcina, T: fraccidn de extracto de intestino medio de la

broca (H. hampei) obtenida por precipitacion con sulfato de amonio al 0-70% (m/v) y diélisis.
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5.3.2 Zimografia en una dimension de las proteasas activas de H. hampei

El gel electroforético en condiciones no desnaturalizantes desarrollado sobre las
muestras del extracto de adultos de H. hampei, permitié descubrir que habia una
Unica banda de actividad enzimética, tanto en las muestras como en el control de
tripsina porcina, que se caracterizd como una zona clara dentro del gel tefiido con
solucion de azul de Coomasie al 2,5% (m/v) y cuyo peso molecular se estimé en 24
kDa (Figura 29, carriles C y T). Al mezclar la muestra del extracto de la broca con el
extracto de soya en proporcién 1:1, la banda observada inicialmente desaparecié por
completo (Figura 29, carril IP).
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Figura 27. Zimograma con gelatina al 0,1% (m/v), comparando la actividad proteolitica del polvo
intestinal de H. hampei con la actividad observada en el control positivo de tripsina porcina; y efecto
del extracto de soya sobre la actividad proteolitica del extracto de intestino medio. Las bandas de
actividad proteolitica se indican con flechas de color rojo. C: control de tripsina porcina, T: muestras

de intestino medio de H. hampei, IP: mezcla 1:1 de muestras intestinales y extracto de soya purificado.

5.3.3 Cuantificacién de la actividad proteolitica del extracto de broca y
estimacion del grado de inhibicion producido por el extracto de G. max
Las bandas claras dentro del gel co-polimerizado con gelatina al 0,1% (m/v) aplicado

sobre muestras diluidas de tripsina de pancreas porcino exhibieron un perfil de
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actividad en el que conforme se diluy6é 1 mg de la tripsina, las zonas claras donde se
visualiz6 gelatina digerida en el gel fueron disminuyendo gradualmente conforme las
muestras se diluyeron y la zona de actividad se fue estrechando hasta un factor de 107
(Figura 30). A partir de la imagen de este zimograma, se trazd la curva de actividad
triptica area (mm?) vs logs de la tripsina porcina (ng) y se calculé la proteina activa a

través de la formula de la pendiente.

170

Figura 28. Zimograma co-polimerizado con gelatina al 0,1% (m/v), utilizando diluciones decimales de
tripsina porcina y partiendo de 1 mg de la muestra. M: marcador de peso molecular, E: extracto de
tripsina porcina sin diluir a 1 mg/100 pL de buffer de carga, 1: muestra de tripsina porcina diluida
1:10, 2: muestra de tripsina porcina diluida 1:100, 3: muestra de tripsina porcina diluida 1:1.000, 4:

muestra de tripsina porcina diluida 1:10.0000, 5: muestra de tripsina porcina diluida 1:100.000.

La cantidad de proteina activa promedio calculada a partir de 1 mg de extracto,
partiendo del zimograma desarrollado para la cuantificacion de las tripsin-proteinasas
presentes en el intestino medio de H. hampei (Figura 29), se estim6 en un promedio
de (0,218 + 0,457) pg. De los 30 mg de extracto intestinal recuperados y parcialmente
purificados, se establecié que la actividad triptica neta dentro del gel correspondio a

(6,54 + 0,46) ug de proteina bio-activa, y el porcentaje de actividad proteolitica total
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obtenida fue de 6,5% en los 30 mg que se aislaron y purificaron mediante

precipitacion y dialisis (Figura 31).
304
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Figura 29. Curva de actividad triptica obtenida para la cuantificacion de la proteina bio-activa en el
extracto de intestino de H. hampei, al comparar el area estimada respecto al logaritmo en base 10 de la
masa de la muestra utilizada de extracto. Las lineas punteadas corresponden al érea de actividad
proteolitica obtenida de las tres réplicas del intestino medio de H. hampei, observadas en el zimograma

de gelatina al 0,1% (M/v).

5.4 Evaluacién del efecto de los parametros de pH y temperatura sobre la
actividad proteolitica del extracto de soya parcialmente purificado

Las proteasas solubles presentes en el extracto de soya exhibieron una actividad
proteolitica méas elevada a un &mbito de pH alcalino (de 9.0 a 11.0) y mostraron un
perfil de actividad enzimatica bajo y constante a pH acido y neutral primordialmente
(de 2.0 a 8.5). Adicionalmente, se estimo que el pico de actividad maxima se obtuvo a
un pH alcalino de 9.0 (0,256 U-mL™); el cual comenzé a disminuir y s6lo se observo
otro pico de actividad secundario a pH 11.0 (0,129 U-mL™) (Figura 26).
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La mayor parte de los resultados fueron significativamente diferentes (Tukey, p <
0,05), aunque se encontraron dos subgrupos de respuestas: aquellas de muestras con
valores de pH entre 2.0 a 8.5 y otro con valores de pH que oscilaron entre 9.5y 11.5.

0,150 -

0.100 -

Actividad enzimatica (U/mL)

0,050 -

0000 T T T T T 1
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0

Figura 30. Efecto del pH sobre el extracto parcialmente purificado de G. max. La mezcla de reaccion
se incubd bajo diferentes soluciones buffer por 10 min a 37 °C, y la actividad proteolitica se estimo
con sustrato cromogénico BApNA. Cada punto representa el promedio de tres réplicas (n=3) £ la

desviacién estandar (SD). Las diferentes letras indican que la actividad enzimética a diferente pH fue

significativamente diferente (Tukey, P = 0.001).

Por su parte, la mayor actividad proteolitica se registr6 a 40 °C (0,068 U-mL™, Figura
27). A temperaturas superiores a 70 °C se obtuvo una actividad mas elevada a la
observada a 40 °C; no obstante, es probable que dicho incremento se haya debido a
que el sustrato BApNA se hidrolizd quimicamente, por lo que estos valores se
desestimaron al definir la actividad o6ptima en el extracto. La temperatura no influyé
de manera significa sobre la actividad proteolitica para valores de temperatura
interpretables por debajo de los 60°C (P < 0,05).
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Figura 31. Efecto de la temperatura sobre la actividad proteolitica en la fraccion purificada de extracto
de soya, utilizando reactivo cromogénico BApNA. Cada punto se expres como el promedio de tres
réplicas. Los valores se expresaron como el promedio de tres réplicas + SD. Las diferentes letras
indican que la actividad proteolitica fue significativamente diferente segln los resultados arrojados por
la prueba Tukey (P < 0.036).

5.5 Actividad proteolitica/inhibitoria de los inhibidores de serin-proteasas
presentes en G. max y de las proteinasas de H. hampei
Como se esperaba, el extracto de H. hampei y de tripsina porcina (ambos a 0,500
mg'mL™) mostraron mayor actividad proteolitica sobre el sustrato BapNA que los
extractos de soya y el inhibidor Kunitz de tripsina de soya (SKTI) (ambos a 2,857
mg'mL™) (Figura 32). La tripsina porcina exhibié una actividad proteolitica que
correspondi6 a (1,218 + 0,003) U-mL™, y fue casi dos veces mas alta a la reportada
con el extracto de H. hampei, que fue de (0,699 + 0,003) U-mL™. Por otra parte, fue
interesante notar que tanto el SKTI (0,361 + 0,003 U-mL™) como el extracto de soya
(0,444 + 0,005 U-mL™) mostraron actividad proteolitica hacia un sustrato que es
especifico para reconocer actividad triptica; aunque dicha actividad fue superior en el

extracto de soya que en el control SKTI.

Con el fin de averiguar el grado de inhibicion de dos inhibidores comerciales, se
evalu6 la actividad proteolitica resultante después de mezclar tripsina porcina

comercial con el inhibidor de serin-proteasas sintético fluoruro de fenilmetilsulfonilo
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(PMSF), y con el inhibidor proteico Kunitz de tripsina de soya (SKTI). Los
resultados obtenidos después de incubar la tripsina (0,5 mg'mL™) con cada inhibidor
(PMSF a 0,16 mM y SKTI al 0,12 mM); permitieron determinar que la actividad
inhibitoria del PMSF fue de 19,3% (0,028 + 0,002 IU-uL™), mientras que la obtenida
con el SKTI produjo una inhibiciéon de 82,8% (0,065 + 0,001 IU-uL™). En otras
palabras, el SKTI a una menor concentracion fue cuatro veces mas efectivo en inhibir
la tripsina porcina comercial que el PMSF.

1.4 -

Actividad enzimatica (U/mL)

0 T T T T
TP (0.5 mgmLl) TP0Smgml) + TP(0Smgml)+ SEIIR2357mgml) IMP(0,SmgmLl)
PMSF (0.16mM)  SKTI(2,857mgmL)

SP (2,857 mgmL)

Figura 32. Actividades proteoliticas individuales obtenidas por los diferentes extractos y controles
utilizados para comparar con cada extracto; y actividad inhibitoria obtenida con una mezcla de PMSF
6 SKTI y tripsina porcina (1:1). El nimero de réplicas ensayado (n =3) se incubd junto con el sustrato
DL-BApNA a 2 mg'mL™, por 10 min a 40 °C (pH 9.0). Las barras denotan el promedio de sefiales de

actividad proteolitica producidas por las enzimas de los extractos o controles sobre el sustrato a 405
nm. TP: tripsina porcina, PMSF: fluoruro de fenilmetilsulfonilo, SKTI: inhibidor Kunitz de tripsin-

proteasas de soya, IMP: extracto de intestino medio purificado, SP: extracto de soya purificado.

La mezcla del extracto de soya (2,857 mg-mL™) junto con el extracto de intestino
medio de broca (0,5 mg-mL™) revelé que la soya, en vez de ejercer un efecto
inhibitorio sobre las proteasas solubles del intestino medio; favorecié una sinergia
(0,832 + 0,002 U-mL™) entre la actividad proteolitica ejercida por las enzimas de la
soya (0,444 + 0,005 U-mL™) como de broca (0,699 + 0,003 U-mL™) (Figura 33).
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Figura 33. Actividad proteolitica individual de los extractos purificados de intestino medio de H.
hampei y de G. max, y efecto de mezclar ambos extractos sobre la actividad proteolitica neta en
sustrato cromogénico DL-BApNA. Las barras representan el promedio de actividad de tres réplicas de

los extractos + SD. IMP: extracto de intestino medio purificado, SP: extracto de soya purificado.

Al mezclar diluciones seriadas del extracto de soya a 2,857 mg-mL™ con una
concentracion fija de extracto de intestino medio de H. hampei (0,05 mg'mL™), la
actividad proteolitica disminuyé de forma proporcional conforme se diluyd la
solucion del extracto de soya (Figura 34). La maxima actividad proteolitica que se
obtuvo a la concentracién mas alta de extracto de harina de soya (2,857 mg-mL™),
correspondi6 a (0,07500 + 0,00055) U-mL™, mientras que la minima (5,08 x 10 +
2,81 x 10™) se observo para 0,000257 mg-mL™ de soya (concentracion mas baja).
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Figura 34. Efecto obtenido después de mezclar diluciones decimales seriadas del extracto de soya
(2,857 mg'mL™) junto con el extracto de intestino medio de adultos de broca (0,5 mg/mL), cuya
mezcla de reaccion se incubd por un periodo de 10 min a 40 °C sobre el sustrato DL-BApNA (2

mg/mL) a pH 9.0. Los resultados se reportaron como el promedio de tres determinaciones + SD.
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Al analizar paralelamente la actividad proteolitica de mezclas de las diluciones del
extracto de soya observadas en la Figura 35 con tripsina de pancreas porcino a una
concentracién de 0,5 mg:-mL™, se obtuvieron resultados similares (Figura 34). Es
decir, la actividad proteolitica se incrementd conforme se diluyo la concentracion del
supuesto extracto rico en inhibidores de proteasa derivado de soya. En este ensayo
espectrofotométrico, la actividad méaxima también se obtuvo a 2,857 mg-mL™ y fue
de (0,2094 + 0,0075) U'mL™ y la actividad minima, que se alcanzé a 0,0002857
mg-mL™ y resulté en (8,82 x 10® + 3,40 x 10™) U'mL™.
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Figura 35. Efecto de mezclar diluciones decimales seriadas del extracto de soya (2,857 mg'mL™)
sobre tripsina de pancreas porcino comercial (0,5 mg-mL™), cuya reaccion se desarrollé por un periodo
de 10 min a 40 °C sobre el sustrato DL-BApNA (2 mg/mL) y buffer glicina-NaOH (pH 9.0). Los
resultados se reportaron como el promedio de tres réplicas (n = 3) + SD.

5.6 Efecto combinatorio de los toxinas purificadas de Bti y del extracto de G.
max sobre el comportamiento del extracto intestinal de H. hampei
Al separar la preparacion de cristales purificados de Bti en un SDS-PAGE (Figura 36)
se observaron dos bandas con tamafios aparentes de 52 y 24 kDa (muestra Cry). Esta
muestra se sometio a degradacion por parte de la tripsina porcina (muestra CT) y por
el extracto de soya (muestra CS). La degradacién causada por el extracto de soya se
confirm6 al mezclar diluciones decimales seriadas del extracto de soya con el
extracto de Bti y con la tripsina porcina en proporcion 1:1:1 (CTS, CTS5 y CTS10).

En todos los casos, las bandas de Bti, aunque no se apreciaron con claridad, se
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observaron ligeramente méas degradas que las muestras que solo fueron digeridas

Unicamente por la tripsina porcina.

Figura 36. Gel electroforético SDS-PAGE para determinar el efecto de tripsina porcina y del extracto
de soya sobre los cristales purificados de Bti, luego poner las muestras en contacto por 30 min a 37 °C.
Las proteinas se fraccionaron con un gel de separacion al 12% (m/v), se tifieron con solucion de azul
de Coomasie al 2,5% (m/v) con metanol al 45% y acido acético al 9,2% y se destifié con solucion
decolorante de etanol-metanol-acido acético (10%-20%-5%). M: marcador de peso molecular, Cry:
muestras de cristales de Bti purificados, CT: mezcla 1:1 cristales Bti + tripsina porcina, CS: mezcla
1:1 cristales Bti + extracto de soya purificado, CTS: mezcla 1:1:1 de cristales Bti + tripsina porcina +
extracto de soya, CTS5: mezcla 1:1:1 cristales Bti + tripsina porcina + dilucion 1:100.000 extracto de
soya, CTS10: mezcla 1:1:1 cristales Bti + tripsina porcina + dilucién 1:10.000.000.000 extracto de

soya. Los volimenes finales se mantuvieron fijos para evitar efectos de dilucion.

5.7 Toxicidad del extracto de soya y Bti frente a adultos de H. hampei

Tanto los bioensayos realizados con el extracto de Bti puro como con una mezcla de
Bti y extracto de soya, se ajustaron al modelo de regresion de Probit, debido a que los
valores de Chi-Cuadrado (X?) resultantes fueron mayores a los valores de

probabilidad obtenidos (P), y estos valores de probabilidad indican que las varianzas
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entre los tratamientos mostraron diferencias significativas (P < 0,05) entre todas las

concentraciones evaluadas de los cristales de Bti y del extracto de G. max (Cuadro 6).

Cuadro 4. Toxicidad de cristales purificados de Bti y de los cristales purificados de Bti mezclados con
el extracto purificado de harina de G. max sobre adultos de H. hampei (Ferrari)

Muestra n® X* gl LCs(ngem?)? P (LC 95%)
Extracto de Bti 192 78 1 1,135 (0,450 — 2,657) 0,005
Extractos de Bti + G. max 240 79 2 0,315 (0,166 — 0,7815) 0,019

Resultados: n: ndmero de individuos evaluados en el bioensayo, g.l.: grados de libertad, LCsy:

concentracién letal media.

La sobrevivencia de la broca disminuy¢ significativamente (P = 0,006) conforme se
aumento la dosis de los cristales. Las mortalidades corregidas estimadas en el
bioensayo con cristales de Bti se estimaron en 14% (0,233 pg-uL™), 59% (0,389
ng-uL™), 59% (0,648 pgul™) y 64% (1,080 pg-pL™), por lo que la concentracion
que caus6 el 50% de mortalidad (LDsg) correspondié a 1,135 pg-pL™* (Figura 37).
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Figura 37. Mortalidad obtenida mediante el andlisis de regresién de Probit para la determinacion de la
dosis letal media sobre hembras adultos de H. hampei, incorporando concentraciones incrementales de
Bti en la dieta Cenibroca Il. Cada punto corresponde al promedio de las réplicas desarrolladas (n =3)

de valores Probit, derivados de la mortalidad corregida y calculados con la férmula Abbott + SD.
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Los resultados del segundo bioensayo, aplicando la concentracién subletal obtenida
después de evaluar el efecto toxico del polvo liofilizado con los cristales de Bti (1,135
ng-uL™) adicionando dosis crecientes del extracto parcialmente purificado de harina
de soya fueron significativamente diferentes entre los tratamientos (P = 0,003) y
produjeron un efecto superior al que se obtuvo en el bioensayo evaluado al incorporar
Unicamente los cristales purificados de Bti, ya que la concentracion letal media fue de
0,315 ug'uL™ (Figura 38). La mezcla de extracto de soya a 0,284 pg-uL™ y extracto
de Bti a 1,135 pg-uL™ causd un 50% de mortalidad sobre las hembras adultas de
broca, por lo que esta concentracion no potencié el efecto sinérgico con Bti. Por el
contrario, el resto de concentraciones evaluadas si mostraron efecto sinérgico, ya que
se alcanzaron mortalidades de 54% (0,568 pg-pL™), 59% (1,135 pgpl™), 66%
(2,270 pguLl™) y 73% (4,540 pg-uL™). El resultado del anélisis de regresion de
Probit sugiere, por tanto, que por cada 0,1% en la concentracion de extracto de soya
aplicado a H. hampei, la mortalidad se incremento en 20%.

y=0,4769x+3.8084
R?=0,9%08

N l

Valores del Probit

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4
Log10 dela dosis de extracto de soya purificado (ug/cm?) + 1,135 pg/cm? de Bti

Figura 38. Mortalidad obtenida del analisis de regresion de Probit para definir la dosis letal media
sobre hembras adultas de broca, incorporando una dosis fija de cristales de Bti y concentraciones
crecientes del extracto de soya en dieta Cenibroca 1. Cada punto en el gréfico representa el promedio
de tres réplicas de los valores de Probit obtenidos a partir de la mortalidad corregida, calculada a partir
de la formula Abbott + SD.
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La exposicion de hembras adultas de H. hampei a una concentracion fija del extracto
de cristales de Bti (1,135 pg-uL™) a concentraciones incrementales del extracto de
soya causO mortalidades significativamente diferentes (P > 0,05) entre los
tratamientos evaluados, con respecto a la mortalidad sub-letal que se alcanz6 con Bti
(Figura 39). Los tres tratamientos evaluados fueron estadisticamente diferentes con
un grado de confianza del 95% (ANOVA de una via). Sin embargo, los resultados
arrojados por la prueba estadistica Post-Hoc de Tukey, comprueban que la
concentracion 0 pg-uL™ (que sélo contenia los cristales de Bti) y la concentracion de
0,284 pg-uL™ no fueron difirieron entre si; mientras que el resto de concentraciones
manifestaron ligeras variaciones, ya que los subconjuntos mostraron que habia cierta
asociacion entre el resto de concentraciones; con excepcion de la concentracion mas
elevada (4,54 pg-pL™) que si fue significativamente diferente respecto a las otras

concentraciones y tratamientos que se evaluaron.
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Figura 39. Evaluacion de los porcentajes de mortalidad de adultos de H. hampei, luego exponer los
insectos por 7 dias en dieta artificial Cenibroca Il, suplementada con el extracto de cristales de Bti a
1,135 pg-uL?, junto con dosis crecientes del extracto de soya. Los valores de mortalidad resultantes
son el promedio de tres réplicas (n = 3) que se calcularon a partir de la formula Abbott. Las letras
iguales encima de la barra indican que las varianzas entre los tratamiento no fueron significativamente

diferentes una de la otra, con base en los resultados de la prueba de Tukey (P = 0,05).
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CAPITULO 6

Discusion

Las endopeptidasas del intestino medio son las principales enzimas que poseen las
plagas, y son responsables de proporcionar continuamente aminoacidos esenciales y
energia de las fuentes de alimento de plantas hospederas para su desarrollo (Macedo
& Machado, 2011). En el orden Coleoptera, es frecuente hallar un gradiente de pH a
lo largo del intestino, donde las proteinasas se encuentran compartimentalizadas; y
segun el ambiente bioquimico del lumen, se favorece a que predomine uno o dos
grupos de proteasas sobre las demas (Castro-Guillén et al, 2012). H. hampei no es
una excepcion, ya que un importante nimero de serin-proteasas participa en la
digestion inicial del alimento (Loncar et al, 2009; Sharifi et al, 2012).

Ya que en el entorno interno y externo en el que se desarrolla la broca del café ocurre
una serie de reacciones bioquimicas complejas en las que participan las enzimas
hidroliticas, es de suma importancia explorar los mecanismos de protedlisis de las
proteasas ambientales y digestivas como uno de los aspectos clave en la formulacion
de un bioinsecticida que contenga Bt, ya que la actividad proteolitica podria generar
una disminucion sustancial sobre la actividad toxica de los cristales. Luego de
conocer las propiedades de las proteasas, se debe analizar si los inhibidores de
proteasas (IPs) del extracto vegetal de interés cuentan con un grado de actividad
inhibitoria lo suficientemente efectivo para reducir de forma significativa la
proteolisis producida por las proteasas enddgenas y exdgenas con las que se asocia la
broca, para establecer si la soya se podria seleccionar para complementar y potenciar

la actividad insecticida de las proteinas de Bt (Fabrick et al, 2002).

El protocolo de purificacién que se desarrollé para el extracto de soya derivé en un
factor de purificacion de 1.8 y un rendimiento del 62% (Cuadro 3). El primer valor es
comparable con el factor de 1,8 que obtuvo Bijina (2006) al aislar los IPs Kunitz de
hojas de moringa (Moringa oleifera, Moringaceae) (29 kDa), mediante precipitacion

con solucion de sulfato de amonio bajo saturacion de 30-90% (m/v). Este factor
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también es parecido al que reportaron Pereira et al (2007), quienes precipitaron un
extracto de semillas de cubases (Phaseolus coccineus, Fabaceae) con soluciones de
sulfato de amonio saturadas a 0-60% (m/v) para obtener los IPs Bowman-Birk (9,5
kDa), y obtuvieron un factor de 1,5; aunque con un rendimiento superior que fue de
~84%. Sin embargo, a nivel de rentabilidad, el factor obtenido no parece ser muy
atractivo porque si se compara con los métodos de separacion y purificacion en
columna de Sepharosa desarrollados por Gomes et al (2005) para purificar los SKTI
de Crotalaria pallida (Fabaceae), aunque la cobertura de recuperacion fue muy baja
(0,5%), el factor obtenido fue de 180,4. Asimismo, Aguirre et al (2004) al purificar
los IPs de semillas de chan (Hyptis suaveolens, Lamiaceae) mediante cromatografia
liquida de alta presion (HPCL), alcanzaron un factor de 57,4 con una recuperacion de
10%. Por ende; si bien se recuperdé bastante producto, considerando el bajo grado
purificacion reportado para G. max, el extracto obtenido no seria tan atractivo en el

mercado y seria conveniente purificarlo ain mas antes de pretender comercializarlo.

Como sefialan Carreras et al (2008) y Lenin et al (2007), los cristales de Bt suelen
ser solubles en medio acuoso y en solventes inorganicos a pH acido a neutral (4.0 a
7.0). ElI medio de cultivo HCT que se utiliz6 para cosechar las proteinas Cry fue
productivo porque se contabilizaron entre 81x10° esporas:100 uL™? y 90x10’
esporas-100 uL™, que son valores correlacionados con la produccion de las toxinas de
Bti (Tilquin et al, 2008). Los resultados reportados en esta investigacion son incluso
mas altos a los conseguidos por Foda et al (2010), quienes aislaron Bti en medio HCT
y contabilizaron entre (10,22 + 1,37) x 10° esporas -100 uL™ y (66,83 + 15,80) x 10°
esporas -100 pL™ de la alicuota cosechada en medio LB. Lamentablemente, el conteo
de esporas viables solo se contabilizd en las etapas previas a la separacién y la
purificacion, por lo que las figuras 24 y 25 sélo dieron un indicio de cuan bien se

llevaron a cabo los procedimientos para aislar sélo las toxinas.

Los resultados conseguidos en esta investigacion al separar el complejo espora-cristal
son argumentados por Goodman et al (1967), quienes reportaron que al emplear el

sistema bifasico agua-espuma con embudo separador para disociar la suspension de
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esporas Yy cristales de 1 L de medio, lograron que de 250 mg de pellet recuperado, la
mayor parte de esporas y restos celulares se ubicaron en la fase con espuma y la fase
inferior acuosa obtubieron un pellet con 99,94% de cristales y 0,06% de esporas.
Investigaciones preliminares realizadas por Delafield et al (1986), mencionan que al
realizar la separacion de esporas y cristales de Bti (cosechadas en 1 L de medio de
cultivo con agar, CaC1;, MnCly-4H,0, ZnSO,4-7H,0 y CuS04-5H,0) en dos fases; una
con agua Yy otra con polietilenglicol, la proporcion de cristales y esporas en la fase
inferior fueron 2,93x10* UFC-mL™ y 0,01x10" UFC-mL™, respectivamente. Por
ello, se espera que mediante el método, se alcanzara una separacion apropiada.

Mediante el gradiente de sacarosa las esporas se recuperaron en la fase con 79%
(m/v) de sacarosa, que se asemeja a los estudios hechos por Weiner (1978), quien
demostro que la purificacion de Bacillus popilliae en gradiente de sacarosa fue util
para separar los restos celulares y las esporas en la fase mas saturada (70% (m/v)), de
las inclusiones cristalinas en un gradiente con menor saturacion (30% (m/v). Los
cristales, por su parte, se recuperaron en la capas de 67 y 72% cuyo resultado se
confirmo por Swiecicka y colaboradores (2008) aplicando gradientes de sacarosa de
67%, 72% y 79% (m/v) sobre un pellet centrifugado con la mezcla del complejo

espora-cristal de Bacillus thuringiensis subs. thuringiensis.

Los motivos clave por los que se han seleccionado inhibidores proteinaceos dentro de
un programa de control de plagas insectiles se relacionan con sus caracteristicas
particulares como tamafio pequefio, abundancia en la naturaleza, estabilidad y elevada
especificidad hacia un grupo de enzimas digestivas (Jaber et al, 2010; Oliveira et al,
2007). La exploracion biotecnoldgica se debe enfocar en la comprensién de los dos
principales parametros que interfieren a nivel bioquimico en la afinidad enzima-
inhibidor y que pueden afectar la actividad inhibitoria de los inhibidores de
proteinasas vegetales: el pH y la temperatura (Ajamhassani et al, 2012). EIl pico
principal de actividad proteolitica a pH 9.0 muestra que el extracto de G. max opera
Optimamente bajo condiciones alcalinas. Valencia & Arboleda (2005) mencionan que

las proteasas del intestino medio de las larvas de H. hampei presentan actividad
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hidrolitica 6ptima a un intervalo de pH fisiologico entre 3.0 y 9.0 sobre sustrato
azocaseina, y se presumen que las proteinasas que participan en este ambito de pH
son las serin- y aspértico-proteinasas. Tomando en cuenta dicha propuesta, los IPs en
el extracto de soya podrian ser capaces de inhibir las proteasas que estan méas activas
a pH bésico, y que son las serin-proteinasas (Rodrigues-Macedo et al, 2011).

Los inhibidores de proteasas en leguminosas han sido ampliamente estudiados por
diversos autores. Benjakul et al (1999) aislaron y purificaron parcialmente extractos
de caupi (Vigna unguiculata), gandul (Cajanus cajan), mani bambara (Voandzeia
subterranea) mediante precipitacion con sulfato de amonio bajo una saturacién de 30-
65% (m/v) y notaron que la actividad de todas las leguminosas sobre el sustrato
BApNA se mantuvo estable dentro del espectro de pH entre 2.0 y 10.0, aunque la
actividad tendi6 a ser mas baja a pH entre 2.0-4.0; posiblemente debido a una
repulsion electrostatica intramolecular que podria ocasionar acumulacion de fluido
dentro de las células (swelling) y afectar el plegamiento proteico. Asimismo, Pereira
et al (2007) notaron que el inhibidor Kunitz de tripsina de soya (SKTI) inhibié en
90%, la actividad proteolitica de las proteasas digestivas de H. hampei bajo

condiciones de pH en el intervalo neutro a alcalino (6.0 a 9.0).

Ademas, Bijina (2006) demostré que los inhibidores Kunitz extraidos de hojas de
moringa (Moringa oleifera, Moringaceae), luego de poner en contacto el extracto con
diversas soluciones amortiguadoras por un periodo de 24 h a 37 °C, la actividad
proteolitica mas elevada respecto al pH se observd pH neutral a ligeramente a
alcalino (pH 7.0-10.0); mientras que a pH acido, la actividad disminuyo
considerablemente. Pichaikannu (2005) destaca que la mayor parte de inhibidores de
proteasas (IPs) son mas estables a pH alcalino, ya que las condiciones bioquimicas
acidas pueden alterar parcial o totalmente la estructura tridimensional de un inhibidor;
modificando su carga neta, inactivando su centro reactivo y promoviendo su
desnaturalizacion, lo que repercute directamente sobre la actividad especifica y el

indice de colisiones que originan el complejo inactivo proteasa-inhibidor.
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La mayor parte de los IPs en la soya tienen la particularidad de ser inestables a
elevadas temperaturas y suelen ser parcial o totalmente destruidos, luego de cortos
periodos de exposicion a temperaturas por debajo de 60 6 70 °C (Ajamhassani et al,
2012; Alarcon et al, 2001). Este fendmeno se corrobord al determinar la temperatura
Optima de actividad del extracto de G. max en sustrato BApNA (Figura 25), ya que
dicha actividad proteolitica fue mas elevada entre 40 y 45 °C; mientras que a
temperaturas superiores a 50 °C, la actividad comenz6 a declinar respecto a la
reportada a 30 °C. Cabe resaltar que aunque hubo mayor actividad proteolitica a
temperaturas superiores de 70 °C, los valores obtenidos se desestimaron porque DL-
BApNA puede auto-hidrolizarse bajo temperaturas tan elevadas o, alternativamente,
por la presencia de otras enzimas carentes de actividad triptica que puedan hidrolizar
el sustrato (Diaz-Mendoza, 2006; Gordon-Omondi, 2005). Al mismo tiempo, no hay
que perder de vista que a temperaturas superiores a ~50 °C, los IPs se pueden
inactivar o perder mas de un 50% de actividad inhibitorio, producto de procesos de
desdoblamiento y disociacion sobre los enlaces polipeptidicos y disulfuro que genera
el calor (Ramalho-de-Oliveira et al, 2012). Si las temperaturas no son extremas, se
produce una inactivacion parcial o reversible, donde suelen intervenir interacciones

hidrofobicas, electrostaticas y puentes de hidrogeno (Abdolgader, 2000).

Considerando que el intervalo de temperaturas de 30 a 65 °C el liofilizado de soya no
mostré actividades proteoliticas significativamente diferentes (Tukey, P > 0,05), se
infiere que el extracto mostrd un alto grado de termoestabilidad hasta ~70 °C. Este
aspecto es de gran relevancia al seleccionar un IP para atacar a una plaga como H.
hampei, porque la mayoria de investigaciones anteriores se han enfocado en probar
cuan resistente es un IP hacia el calor, previendo que este factor podria repercutir en
la efectividad en campo por el clima tropical en que se desenvuelve la plaga y dado el
ambiente hostil a los que el IP se podria enfrentar en el sistema digestivo del
herbivoro (Major & Constabel, 2008). Cabe destacar que aungue las hidrolasas del
lumen de H. hampei suelen actuar a temperaturas por debajo de 30 °C, Preciado-

Rodriguez et al (2000) demostraron que las proteasas digestivas de larvas de H.
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hampei exhiben actividad proteolitica hacia el sustrato BApNA a un ambito 6ptimo
de 30-70 °C; por lo que el extracto de soya que se aislo en este proyecto podria
potencialmente inhibir las actividad triptica de la broca, incluso a altas temperaturas.

Gomes et al (2005) y Shamin et al (2011), verificaron que las actividades proteolitica
e inhibitoria de los IPs intramoleculares de la familia Kunitz de leguminosas (SKTI)
se mantienen constantes dentro del espectro de temperatura entre 25 y 70 °C debido a
que estas serpinas cuentan con dos enlaces disulfuro, que son presumiblemente
responsables de proporcionar la estabilidad funcional de la estructura terciaria ante las
variaciones de temperatura, excepto cuando esa temperatura es extrema y promueve
un mal plegamiento o la desnaturalizacion. Cuando se llega a 100 °C, se ha evaluado
que esta condicion extrema de calor puede causar que en 9 min el 87% de los SKTI
sean destruidos (Vorlova, 2011). Tomando como base dichas evidencias y el hecho
de que actividad proteolitica del extracto de soya purificado (Figura 26) mostré un
patron de actividad bastante constante en el intervalo de 30 a 65 °C, se puede sugerir

que los IPs aislados del extracto pertenecen a la familia Kunitz de tripsin-proteinasas.

Mediante la electroforesis SDS-PAGE (Figura 27), se identifico que el liofilizado de
soya fue mas complejo a nivel de composicion molecular respecto al de H. hampei;
ya que en el extracto de intestino medio se observo una unica banda que representa
una cadena polipeptidica, mientras que en extracto de soya se identificaron tres
bandas de proteinas. Los controles positivos de la tripsina de pancreas porcino (23,8
kDa) e inhibidor comercial Kunitz de tripsina de soya (20,1 kDa), asi como el
marcador de peso molecular Prestained Page Ruler, permitieron verificar que las
bandas vistas en ambos extractos tenian proteinas con los pesos aparentes

compatibles con el de las enzimas que se pretendia extraer.

El perfil proteico del extracto de soya, ademas de contar con el inhibidor de tripsin-
proteasa que se estimé en 20,6 kDa y que suele encontrarse entre 18-22 kDa, se
pudieron visualizar otras dos bandas a aproximadamente 36,6 kDa y 92,3 kDa. Al

realizar un gel Tricina-SDS-PAGE con un extracto crudo de semillas de soya, Chen
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et al (2010) distinguieron que el perfil de bandas obtenido contenia una serie de
proteinas que se caracterizaron como las subunidades a (83 kDa), o’ (72 kDa) y P
(48,4 kDa) del trimero B-conglicinina, una glicinina acida (38,9 kDa) y una glicinina
béasica (18 kDa). Schwingel & Bates (1996) observaron que en un extracto de soya
lograron identificar las subunidades a (93-89 kDa), o’ (82-72 kDa) y B (54-48 kDa)
del polipéptido B-conglicinina, la glicinina &cida (33-40 kDa) y la glicinina bésica
(18-14 kDa). De la misma forma, Bennet (2005), Besler et al (2000), y Sriket et al
(2011), luego de realizar geles SDS-PAGE al 12% de acrilamida/ bisacrilamida,
identificaron que el perfil proteico estuvo constituido por una glicinina &cida que
cont6 con un peso molecular de 45-31 kDa , una glicinina bésica de 18-20 kDa, y las
subunidades a (93-89 kDa), o’ (82-72 kDa) y B (42-54 kDa) de la -conglicinina.

La B-conglicinina (vicilina, subunidad 7S), en conjunto con la glicinina (leguminina,
subunidad 11S), son agentes antigénicos del grupo de las globulinas (proteinas de
almacenamiento) que se encuentran comunmente en la soya y representan entre el 70
y 90% de proteina en G. max, mientras que los IPs (subunidad 2S) son un grupo de
globulinas de la soya que corresponde al 20% de proteinas totales (Benjakul, 1999;
Roosta et al, 2011; Vorlova, 2011). Estas evidencias sugieren que las bandas
observadas a 92,3, 36,6 y 20,6 kDa se podrian identificar como la subunidad a de la

B-conglicinina, la glicinina acida y el IP Kunitz de tripsina de soya, respectivamente.

La observacion del peso molecular estimado de las proteasas digestivas de H. hampei
correspondio a 24,1 kDa, que coincide con la que obtuvo Parde (2009) al purificar un
extracto de Helicoverpa armigera (Lepidoptera); quien al desarrollar un gel SDS-
PAGE obtuvo un banda que estimd en 24 kDa y con el resto de andlisis bioquimicos,
se categoriz0 dentro el grupo de serin-proteasas. Las plagas de coledpteros suelen
estar equipadas con un complejo grupo de proteasas digestivas, que les permite
adaptar su metabolismo catalitico a sus habitos alimenticios (Major & Constabel,
2008). A pesar de este argumento, en el extracto solo se ubicé una banda que

corresponde a un Gnico grupo de proteasas; por lo que se presume que durante la

91



etapa de dialisis en membrana semipermeable, se pudieron remover algunas

proteinasas que contaban con pesos moleculares menores a 14 kDa.

Con la técnica de zimografia en una dimension se detectd y se cuantificd la densidad
de las proteasas bioactivas presentes en el extracto luminal de intestino medio de
hembras adultas de H. hampei dentro del gel co-polimerizado con gelatina al 0,1%
(m/v) bajo condiciones no reductoras (Figura 29), tal y como publicaron Klug et al en
el 2006 y Nack-Shick et al en el 2003. En el zimograma se observé que en el extracto
habia una Unica banda de protedlisis, la cual tuvo masa molecular aproximada de 24
kDa; que coincidié con la banda en el gel SDS-PAGE. Un resultado similar fue
obtenido por Fabrick et al (2002), quienes al realizar el zimograma de gelatina al
0,3% (m/v) de un extracto de intestino medio del gusano taladrador del maiz
(Diabrotica undecimpunctata, Coleoptera), estimaron que la Unica banda obtenida,
mostrd un peso molecular de 25 kDa vy se clasifico en el grupo de serin-proteinasas.

Por otra parte, el zimograma de actividad proteolitica utilizando diluciones seriadas
de la tripsina porcina comercial (Figuras 30 y 31), revel6 que la actividad triptica de
30 mg de extracto de H. hampei fue bastante baja (6,5%). Al mezclar el extracto de
soya junto con el extracto intestinal de broca en proporcion 1:1 y cargar una muestra
en el zimograma, se visualizd que la zona de actividad producida por la gelatina
digerida en el extracto de broca desapareciéo completamente. Estos resultados apuntan
a que el 0,2% de actividad proteolitica obtenido en el extracto luminal de adultos de
H. hampei fue blogueado por la accion de los inhibidores de proteasas que habia en el
extracto de harina de G. max, ya que la mayor parte de extractos de soya cuentan con
5 a 20% de actividad anti-triptica (Becker-Ritt et al, 2004). Adicionalmente, sugieren
que las tripsin-proteasas fueron las principales enzimas que digirieron la gelatina y al
adicionar el extracto de soya, los IPs reaccionaron de manera especifica con la
tripsina y formaron un complejo proteico inactivo y estable, que en el gel se vio

reflejado como la desaparicion de la zona clara sobre el gel tefiido.
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La supresion de las bandas de actividad observadas en el liofilizado de soya fue
investigada por Sriket et al (2011), empleando un extracto de hepatopancreas
obtenido de gambas, Macrobrachium rosenbergii. Los resultados obtenidos en el
zimograma mostraron una supresion parcial sobre la banda proteolitica del extracto
de hepatopancreas, aunque no mencionan qué tanta actividad inhibitoria se obtuvo, ya
que no fue cuantificada. Ademas, destacan que al analizar el efecto preventivo a la
degradacion del extracto, los IPs de soya no inhibieron del todo la hidrélisis causada
por el extracto de este pescado, ya que a dosis tan bajas como 1,5 mg-mL™, el efecto
de degradacion disminuy6 considerablemente. Hosseininaveh et al (2007), aislaron
las proteasas del intestino medio del escarabajo de Khapra (Trogoderma granianum,
Coleoptera), y obtuvieron un perfil de actividad que gener6 un patron de bandas sobre
un zimograma co-polimerizado con caseina al 2% (m/v). Sin embargo, al mezclar
fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) ¢ IP Kunitz de tripsina de soya (SKTI) al 5
mM en proporcion 1:1 con el extracto del escarabajo, la intensidad de una de las seis
bandas de actividad (visualizada a 21 kDa) que contribuia a la digestion de la caseina,
se redujo en ~76% por el PMSF y en ~77% por el SKTI; por lo que estos resultados
confirman que los IPs pueden inhibir un grupo de proteasas mas que otras. Este
argumento requiere notoria atencion porque plantea la posibilidad de que la soya no

sea una fuente optima de IPs para atacar las proteasas digestivas de la broca.

Liao et al (2007) sugieren que un extracto aislado de Cassia obtusifolia (Fabaceae),
que fue estable a pH entre 2 a 12 y a temperaturas por debajo de 60 °C, puede
tomarse como criterio para seleccionar este IP para el control de la actividad triptica
de una plaga como Pieris rapae (Lepidoptera), ya que al realizar un zimograma de
gelatina, la reduccién de la banda digerida por el extracto intestinal de este
lepidoptero fue elevada. Por otra parte, el aislamiento y purificacion parcial de
extractos de un cultivar de soya mostré una disminucion de la banda de actividad
proteolitica en 90% a causa del fluido intestinal de Helicoverpa armigera
(Lepidoptera) en un zimograma de gelatina al 0,1% (m/v), manifestando el efecto
inhibitorio de la soya (Ghodke et al, 2012).
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Cuando ocurre inhibicién de la actividad proteolitica, los efectos secundarios suelen
ser una reduccion significativa en la digestibilidad proteica, hiperplasia e hipertrofia.
Estos efectos producen un estrés fisiologico sobre el metabolismo del insecto que
induce a un alto gasto energético por parte del coledptero, que a su vez desencadena
la sobreproduccion y expresion selectiva de proteasas insensibles al IP, con el fin de
compensar la pérdida progresiva y la capacidad de asimilar aminoécidos (Ghodke et
al, 2012; Oppert et al, 2006; Rodrigues-Macedo et al, 2011). Aungue en este estudio
no se puede asegurar que estos fendmenos ocurrieron dentro del intestino de H.

hampei, en futuros proyectos se podria hacer hincapié para analizar estos aspectos.

Como se evidencia en la Figura 32, fue interesante notar que tanto el inhibidor
comercial Kunitz de tripsina de soya, SKTI (0,361 U-mL™), como el extracto de soya
purificado (0,444 U-mL™), exhibieron actividad proteolitica hacia el sustrato BapNA,
que suele usarse para reconocer la actividad amidolitica de una enzima como la
tripsina que reacciona sobre residuos de arginina y lisina (McLennan et al, 2012).
Una potencial explicacion para este resultado se basa en la competencia entre la
formacion del complejo inactivo tripsina-inhibidor y entre la reaccion que se produce
entre la tripsina el sustrato BApNA. Tal como explican Dorrah et al (2008); Green &
Work (1952) Kakade et al (1969) y Odei (2000), aunque la afinidad de la tripsina
hacia el sustrato cromogénico DL-BApNA es un poco menor (Km*® = 1,2 x 10®)
respecto a la que existe entre la tripsina y el inhibidor Kunitz de tripsina de soya (Ki*’
= 2,1 x 10™) a pH 9.0; dado que los valores experimentales de ambas constantes estan
relativamente cercanos entre si; podrian ser diferentes de acuerdo con el grado de
purificacion, el tipo de muestras evaluadas, la concentracion utilizada del sustrato
BAPNA (que en esta investigacion fue de 2 mg'mL™) y el tiempo de reaccion. En este
contexto, el indice de reaccién pudo favorecer la formacion del producto tripsina-
BApNA en vez del complejo inactivo tripsina-inhibidor debido a la interferencia de

las otras globulinas que se aislaron en el extracto de soya que afectd las colisiones

1 Km: constante de disociacién de Michaelis-Menten.
17 Ki: Constante de inhibicién enzima-inhibidor.
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efectivas, y a que probablemente el tiempo de reaccion (10 min) utilizado no fue lo

suficientemente Optimo para que la actividad inhibitoria ocurriera o fuera detectable.

Al comparar la actividad inhibitoria obtenida con un inhibidor sintético (PMSF),
respecto a la de uno proteico (SKTI) sobre tripsina porcina comercial a 40 °C y a pH
9.0; los resultados mostraron que el PMSF (19%) fue menos efectivo en inhibir la
actividad inhibitoria de la tripsina, mientras que el SKTI (84%) mostrd actividad anti-
triptica mucho mas elevada (Figura 32). Estos resultados son parecidos a los que
obtuvo Saenz-de-Rodriguez et al (2005), quienes al evaluar la actividad inhibitoria
sobre proteasas digestivas del lenguado senegalés (Solea senegalensis), determinaron
que las actividades inhibitorias del PMSF y del SKTI fueron 74% y 39,1%,
respectivamente. Asimismo, Pereira et al, (2007) alcanzaron una actividad inhibitoria
de ~80% al mezclar las proteasas digestivas de la broca con un extracto de cubases
que contenia inhibidores Bowman-Birk utilizando el sustrato Z-fenilalanina-arginina-
(7-amino-4-metilcoumarin) (Z-Phe-Arg-MCA) al 0,6 mM. Garcia-Carrefio (1993)
explica que el PMSF reacciona lentamente con serin-proteasas, por lo es aconsejable
incubar la mezcla de reaccion enzima-sustrato-inhibidor por un periodo de al menos
tres horas, ya que la inhibicion parcial suele apreciarse hasta después de una hora.
Ademas, el PMSF tiene una vida media de ~35 min en medio acuoso a temperatura
ambiente y a pH alcalino, por lo que es probable que la actividad inhibitoria durante
el analisis se haya disminuido, dado que la mezcla de reaccién con este IP se trato a
pH bésico. Por otra parte, este autor afirma que el SKTI, a concentraciones bajas en el
orden de UM, actla de forma especifica y reacciona rapidamente sobre las proteinas
tripticas solubles debido a que éstas poseen grupos funcionales afines con los grupos
que posee el SKTI, cuyo producto de hidrodlisis es altamente estable y genera una

absorcion a una longitud de onda especifica, que suele alcanzarse a 405 nm.

Cuando se compararon las actividades proteoliticas obtenidas cuando se mezclo el
SKTI vy la tripsina porcina (0,210 U-mL™), con el extracto de soya parcialmente
purificado junto con el extracto de H. hampei (0,832 U-mL™); se observé que el SKTI

comercial produjo una inhibicion de ~80% sobre la actividad triptica de la tripsina,
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mientras que el extracto de soya produjo un efecto aditivo sobre actividad proteolitica
en vez de producir inhibicién (Figura 33). Este comportamiento anémalo también se
observo luego de mezclar diluciones seriadas del liofilizado de soya, partiendo de una
concentracion de 2,857 mg-mL'l, con un volumen del extracto de intestino medio de
H. hampei o de tripsina porcina al 0,5 mg-mL™ (Figuras 34 y 35). Conforme se diluy6
la concentracion del extracto de soya, la actividad enzimatica disminuyo
considerablemente hasta llegar a ser practicamente imperceptible. Estos resultados
son contradictorios a los anticipados por Clauss et al (2011), quienes analizaron la
actividad triptica de diluciones seriadas de tripsina bovina, para calcular la expresion
del inhibidor recombinante de tripsin-proteasas de péancreas bovino (BPTI,
aprotinina). Ellos comprobaron que el porcentaje de actividad inhibitoria se aumentd

proporcionalmente conforme increment6 la concentracion del inhibidor.

Una posible explicacion para esta inesperada relacion directa puede radicar en que las
protefnas identificadas en el gel SDS-PAGE (Figura 28)*® produjeran actividad
enzimatica interferente, cuyo razonamiento es respaldado por Kakade et al (1969),
quienes al evaluar una elevada dosis de un extracto vegetal parcialmente purificado
para inhibir la actividad triptica de una hidrolasa, la presencia de otras proteasas de
mayor peso molecular en el extracto pueden interferir en la reaccion, dado el
impedimento estérico que se produce entre estas proteinas y el inhibidor proteico, que
repercute en la especificidad del IP. Dicho postulado también es respaldado por
Macintosh (1990), quienes purificaron los IPs de extractos de semillas y hojas de las
leguminosas caupi (Vigna unguiculata) y poroto adzuki (Vigna angularis) por
precipitacion con sulfato de amonio al 80% (m/v) y cromatografia, y no detectaron
actividad inhibitoria sobre un extracto luminal del escarabajo de la papa del Colorado
(Leptinotarsa decemlineata, Coleoptera) mediante BApNA, porque en cada extracto
habia otras sustancias interferentes, tales como la clorofila y otras proteinas. Bajo este
contexto, el proceso de purificacion desarrollado en este proyecto no fue adecuado en

las etapas de caracterizacion de los mecanismos de accién catalitica de los IPs en el

18 \/er detalles en la seccion 4.6
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extracto de soya debido a que la B-conglicinina y la glicinina &cida interrumpieron la
reaccion inhibitoria, lo que conllevé a que las actividades proteoliticas en la soya y el
extracto de broca produjeran un efecto aditivo y no inhibitorio.

En un complejo plaga-hospedero estabilizado como en el que se ha desenvuelto H.
hampei, la broca como insecto mondfago ha co-evolucionado y se ha adaptado
rapidamente a estar en contacto con las sustancias tdxicas (incluyendo IPs) que
secreta C. arabica, dada una presumible presidn selectiva que se ha ejercido sobre
poblaciones con el paso del tiempo (Harsulkar et al, 1999; Molina et al, 2011). Tal
comportamiento ha sido reportado por Panchal & Kachole (2012), quienes al llevar a
cabo diversas pruebas espectrofotométricas y de zimografia evaluaron que la
proteasas de las larvas del barrenador manchado del tallo (Chilo partellus,
Lepidoptera) fueron mas susceptibles a la actividad inhibitoria de los extractos de
plantas no-hospederas como la reonja (Acacia leucophloea, Fabaceae) y el nim
(Azadirachta indica, Meliaceae), en relacion con plantas hospederas como sorgo
(Sorghum bicolor, Poaceae) y mijo perla (Pennisetum glaucum, Poaceae), dado que la
actividad inhibitoria fue mas elevada en las plantas no-hospederas (33-68%) que en
las hospederas (12-25%). Estas consideraciones han generado algunas inquietudes en
torno a los IPs derivados de extractos vegetales de plantas no-hospederas, para
comprobar si la plaga de interés posee mecanismos bioquimicos y fisiologicos para
regular o modular su patrén proteolitico y superar los efectos deletéreos causados por
los IPs, como la hiperplasia o la sintesis de proteasas insensibles a los IPs; o si por el
contrario, los inhibidores son capaces de obstruir la actividad proteolitica de las
hidrolasas (Panchal & Kachole, 2012; Prasad et al, 2010). Previamente, se reportaron
algunos casos (Carrillo, 2009; Prasad et al, 2010) en los que se explica que la
moderada respuesta de las proteinasas de algunas plagas al efecto de las serpinas de
plantas no-hospederas ha causado una baja efectividad de los IPs y ha favorecido la

resistencia del herbivoro hacia estas sustancias téxicas.

Los estudios realizados Molina (2010), empleando un extracto de lupino (Lupinus

bogotensis, Fabaceae) contra las aspartico-proteasas del intestino medio de H. hampei
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apuntan a que los inhibidores que secreta esta planta fueron mejores inhibidores y
causaron menor supervivencia, en comparacion con las sustancias toxicas presentes
en el café. Tal disertacion puede conllevar a que incluso, se podria complementar el
efecto de las serpinas de G. max con el de los IPs de aspértico-proteinasas de L.
bogotensis para producir un efecto aun méas perjudicial sobre la mortalidad de esta
plaga. De hecho, una combinacion similar ya fue probada por Oppert et al (2003),
quienes mezclaron la pepstatina (inhibidor de aspartico-proteasas) y el inhibidor
Kunitz de tripsina de soya (SKTI) para emplearlos en bioensayos sobre larvas del el
gorgojo del caupi (Callosobruchus maculatus, Coleoptera); y el efecto sinérgico de

ambos inhibidores permitié retrasar el crecimiento de los insectos.

Al aplicar un formulado de Bt sobre una plantacion agricola infestada; las o-
endotoxinas estan propensas a interactuar con las peptidasas ambientales o; al ser
ingeridas por el insecto, con las proteasas del fluido intestinal por medio de enlaces
disulfuro, puentes de hidrégenos y enlaces hidrofébicos. Tales interacciones
conducen a una pre-hidrélisis y a la activacion de la toxina y contribuyen
eventualmente a su disolucién parcial (Oppert et al, 2006). Como los inhibidores de
proteasas de la soya se pueden aplicar para interferir sobre la actividad catabolica de
la tripsina; en un escenario ideal, uno de los propdsitos practicos de implementar los
IPs es que desempefien un efecto protector sobre la actividad hidrolitica generada por
tripsin-proteasas digestivas y ambientales como la disolucién y posterior degradacion
de las protoxinas (Blanco-Labra et al, 1996; Jaber et al, 2010; Oppert, 1999). Para
verificar esta premisa, se hizo un SDS-PAGE con el liofilizado de Bti, con la
consigna de conocer el nivel de actividad proteolitica de la tripsina porcina como
control ambiental sobre las bandas de Bti obtenidas, y probar si los IPs del extracto de
soya podian prevenir la degradacion de las bandas visualizadas en el gel (Figura 36).
Las bandas obtenidas en el gel se ubicaron a 52 y 24 kDa, que indican que en los
cristales purificados se ubicaron las toxinas Cry3 y Cyt, ya que como mencionan Ali
et al (2010), De-Souza et al (2009) y LOpez-Pazos et al (2009), el perfil de
polipéptidos de Bt (subs. israelensis) en SDS-PAGE posee proteinas entre 20-140
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kDa, y revelaron que las proteinas Cry3 estaban entre 53 a 43 kDa y las citolisinas
(Cyt) entre 28 y 22 kDa; las cuales en algunos casos, se pueden ver ligeramente
digeridas por la actividad de las proteasas endogenas de Bt.

Al analizar el efecto alcanzado al mezclar el liofilizado de Bti junto con la tripsina
porcina, las bandas de Bti fueron ligeramente degradadas a 50 y 22 kDa por la
tripsina comercial. Estos concuerdan con el SDS-PAGE obtenido por Carroll et al
(1989), quienes al tratar una mezcla de toxinas de Bt subs. tenebrionis purificadas
mediante gradientes de sacarosa con tripsina bovina ¢ con extracto de tripsin-
proteinasas intestinal de la mariposa blanca del repollo (Pieris brasicae, Lepidoptera)
en proporcion 1:2, descubrieron que en la mayoria de las cepas evaluadas ocurria un
digestion limitada sobre las bandas de Btt, que conllevo a la conversion de una banda
de 73 kDa a 67 kDa. Para complementar la explicacion, Martinez-Ramirez y Real
(1996) realizaron un SDS-PAGE con extractos intestinales del escarabajo de la papa
del Colorado (Leptinotarsa. Decemlineata, Coleoptera) con el complejo espora-cristal
de Bt subs. kurstaki; y notaron que aunque el fragmento de Btk habia sido digerido
por el extracto luminal, su toxicidad en los bioensayos se incrementd
significativamente (P < 0,05). Aunque no se realizé un ensayo del efecto de actividad
proteolitica de los cristales sobre el extracto de proteasas digestivas de hembras de H.
hampei debido a que para dicho ensayo ya se habia agotado el material bioldgico;
como la sefial de actividad enzimatica emitida en este extracto (0,699 U-mL™) por la
reaccion con el sustrato BApNA fue casi dos veces menor que la reportada con la
tripsina porcina (1,218 U-mL™) (Figura 32), se asumié que el efecto degradador de

las proteasas en el extracto de broca habria sido méas bajo.

Al parecer, las tripsin-proteasas activadas a una temperatura adecuada que suele ser
de 35-40 °C, pueden hidrolizar lenta y gradualmente las cadenas polipeptidicas de las
proteinas Cry en el extremo amino-terminal (N-terminal), produciendo péptidos que
disminuyen su peso molecular entre 3 'y 10 kDa, los cuales tienden a ser poco estables
en el ambiente y en las condiciones bioguimicas del fluido intestinal de la plaga que

van a atacar, provocando reacciones contraproducentes en el intestino medio
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(Azarkan et al, 2006; Diaz-Mendoza, 2006; Haider & Ellar, 1987) Dicho aspecto fue
estudiado por (Oppert, 1999), quien averigué que las proteasas digestivas de P.
brassicae, (Lepidoptera) y del gusano de seda (B. mori, Lepidoptera), incubadas a 37
°C por 15-30 min, digerian lentamente las toxinas Cry, y que la disolucion de los
cristales producida por el pH alcalino en el fluido intestinal del insecto fue un pre-
requisito para aumentar el indice de proteolisis.

Mediante la mezcla de diluciones seriadas analizadas sobre el liofilizado de soya con
la tripsina porcina, se logré notar que el extracto protegid las toxinas de Bti de la
digestion enzimatica porque la degradacion de las bandas con las masas aparentes
anticipadas para Cry3 y Cyt declind ligeramente. Estos resultados concuerdan con los
registrados por Macedo et al (2011), quienes evaluaron el efecto de un extracto de
talisina (Talisia esculenta, Sapindaceae) purificado por cromatografia de exclusion
ionica sobre las endoproteasas de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera) sobre tripsina
bovina, y demostraron que la talisina evito la actividad triptica de A. gemmatalis. Una
posible razén por las que el extracto de soya redujo levemente la hidrélisis de los
cristales de Bti se relacioné con el grado de purificacion obtenido con el liofilizado de
harina de soya; y al hecho de que en el gel SDS-PAGE (Figura 28) se identificaron
dos proteinas adicionales aparte de la posible serpina. Las investigaciones
desarrolladas por Subramaniam & Smith (2013) y Wilson et al (1986) explican este
resultado; ya que mediante analisis en SDS-PAGE verificaron que las globulinas
glicinina acida y pB-conglicinina extraidas de la soya poseian proteolisis limitada a las
semillas germinadas, debido a que las plantulas en desarrollo y parte de las plantas
maduras requieren del proceso de proteoélisis que realizan estas enzimas para recibir
energia y aminoacidos esenciales. Ademas, Schwingel & Bates (1996), determinaron
que estas proteinas son resistentes a la protedlisis enddgena en la soya porque

estructuralmente cuentan con puentes disulfuro en sus enlaces internos.

A pesar de la disolucion de los cristales, se ha planteado la posibilidad de que una
elevada proteo6lisis sobre las proteinas de Bt puede suscitar un incremento en la

actividad insecticida. Vidal-Quist et al (2010) cultivaron las protoxinas Cry de varias

100



cepas de Bacillus, pero sélo Bt (subs. israelensis) en medio CCY (casein casein
yeast, caseina caseina levadura), y a través de ensayos en geles SDS-PAGE,
determinaron que las proteinas Cyt incubadas sobre extractos de intestino medio de
las larvas de Sesamia nonagrioides (Lepidoptera) fueron procesadas y sufrieron una
conversién de bandas de 25 a 22 kDa después de 20 h a 37 °C; lo que causé un efecto
contraproducente sobre el insecto, ya que provocd un incremento significativo (P <
0,05) sobre la toxicidad y el desarrollo de las larvas de este lepiddptero. Estas
observaciones parecen relacionarse con los resultados obtenidos al desarrollar el gel
con las mezclas de Bti-tripsina, Bti-soya y Bti-tripsina-soya (Figura 36), debido a que
el gel resultante mostré que las bandas de Cry3 y Cyt fueron digeridas por esta
hidrolasa, lo que posiblemente favorecié a que se produjera una mayor toxicidad y

mortalidad sobre la broca, como se explicara en los siguientes parrafos.

El anélisis de regresion Probit obtenido en ambos bioensayos con los cristales de Bti
de manera individual (1,135 pg-uL™) (Figura 37) o incorporando la dosis letal media
de Bti y diferentes dosis del extracto de soya (0,315 pg-uL™) (Figura 38); demostré
que los valores de concentracion letal media (LDsg) fueron muy distintos. La LDs, de
Bti fue tres veces més alta que la obtenida al agregar Bti + extracto de soya, lo que
sugiere que por cada ~0,57 pg-pL™ de liofilizado de soya incorporado en dieta, la
mortalidad aumentdé en ~5%. Pardo-Lépez et al (2011) comentan que el efecto
potenciador de los IPs se ha visto a dosis con un factor de 10° por debajo de la
concentracion letal media de las d-endotoxinas, y tal efecto parece acrecentar la vida
media y la habilidad de las toxinas para unirse al receptor ubicado en la membrana
del intestino medio. Pese a ello, se debe aclarar que a una concentracion tan baja
como la que proponen estos autores no se podria haber alcanzado una mortalidad
considerable sobre los adultos de H. hampei, debido a que en el extracto de soya pudo

haber interferencia de al menos otras dos proteinas, como se explicé anteriormente.

Los estudios hechos por Maclntosh et al (1990) complementan los resultados
obtenidos en esta investigacion, ya que bioensayos en hojas de tomate (Solanum

lycopersicum, Solanaceae) de Bt subs. israelensis (2,5 mg-mL™) con dosis crecientes
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de inhibidor Kunitz de tripsina de soya (SKTI) mataron més larvas del escarabajo de
la papa del Colorado (Leptinotarsa decemlineata, Coleoptera). Estos autores
demostraron que a dosis bajas como 0,01 mg'mL™ del inhibidor, la mortalidad
corregida alcanzd ~74%; mientras que a 10 mg'mL™, la mortalidad fue de 93%. Por
su parte, Fuchs et al (1991) desarrollaron bioensayos en dieta artificial y compararon
el efecto potenciador al adicionar el SKTI a 4 pM (0,02 pg-mL™) junto con 1 pgrmL™
de la toxina de Bt (especie kurstaki) completa (~80 kDa) 6 0,1 pg'mLde la toxina
digerida por las proteasas tripticas del intestino medio de larvas de Trichoplusia ni
(Lepidoptera) para estimar los efectos sobre el peso de larvas del gusano cogollero
del tabaco (Heliothis virescens, Lepidoptera), a 27 °C después de seis dias. La mejor
respuesta respecto al indice de mortalidad, se obtuvo con los cristales digeridos por T.
ni en la mayoria de los casos porque el factor de potenciacion correspondio a 3,3,
respecto al obtenido con el cristal sin digerir que resulto en 2,5.

Aunque los mecanismos de interaccion entre las 5-endotoxinas de Bt y los inhibidores
de proteinasas vegetales (IPs) no han sido completamente dilucidados, se ha sugerido
que la actividad insecticida de las toxinas a una concentracion sub-letal puede ser
inefectiva, no sélo por las condiciones ambientales sobre a las que se exponen los
cristales; sino también por la accion proteolitica de las proteasas ambientales y de las
proteinasas del canal alimentario del insecto blanco, que pueden inactivar las
inclusiones proteicas cristalinas por la sobre-expresion de péptidos insensibles a las
proteinas Cry y por la estimulacion de las diversas cascadas de sefializacion que se
estimulan en el ambiente y en aparato digestivo del insecto, que ponen en riesgo la
actividad téxica de Bt (Carrillo, 2009; L6pez, 2011).

Los resultados obtenidos en la Figura 39 sugieren que los IPs en el extracto de soya
parcialmente purificado, exhibieron un importante grado de sinergia con los cristales
Bti. Pareciera que a dosis menores a 0,284 pg-pL™, H. hampei puede modular su
arsenal de proteasas digestivas en el intestino medio, degradando las 3-endotoxinas de
Bacillus thuringiensis (Saadati & Bandani, 2011 y 2013). Ademas, los IPs pueden

producir respuestas variables o contrastantes entre pruebas espectrofotométricas y
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bioensayos, y este comportamiento fue ensayado por Amorim et al (2009), quienes
demostraron que un extracto de G. max producia un 96% de inhibicién sobre las
enzimas digestivas de las larvas de la palomilla bandeada (Plodia interpunctella,
Lepidotera) empleando el sustrato azocaseina, pero al desarrollar bioensayos en dieta

artificial al 1%, reportaron que s6lo se alcanzé una mortalidad de ~10%.

De la misma forma, Saadati et al (2011), determinaron que extractos de frijol
(Phaseolus vulgaris var. naz, Fabaceae), garbanzo (Cicer arietinum, Fabaceae),
triticale (Triticosecale wittmack, Poaceae), y Celosia argentea (Amaranthaceae)
bloquearon la actividad de las hidrolasas a 40-80% en sustrato BApNA, sobre las
proteinasas de adultos del gorgojo del caupi (Callosobruchus maculatus), pero al
incorporar los extractos en dieta artificial, la mortalidad de los insectos no se afecto
significativamente y el extracto de Celosia argentea fue el Unico en producir una de
mortalidad maxima de 50%. Esta discrepancia también fue examinada por Castro-
Guillén et al (2012) al aislar y purificar un extracto de semillas de chan (Hyptis
suaveolens, Lamiaceae), el cual fue capaz de inhibir la actividad triptica de extractos
luminales del gorgojo ngungutawa (Pericoptus truncatus, Coleoptera) en sustrato N-
benzoil-L-arginina-p-nitroanilina (Bz-R-pNA), pero fue inefectivo cuando se

agregaron concentraciones incrementales del extracto de chan a la dieta artificial.

Aunque los resultados entre los analisis espectrofotométricos y los bioensayos son
contradictorios, tal conducta es esperable porque no se contempld la presencia de
otras serin-peptidasas como la quimiotripsina, que puede contribuir a la resistencia
adaptativa del insecto. Por otra parte, el tipo de pruebas analizadas es variable no sé6lo
por el tipo de muestras utilizadas; sino también porque la interaccion proteasa-
inhibidor pudo originar un complejo inestable que indujo una inhibicion parcial o
favorecié la degradacion de los IPs por parte de las proteasas ambientales o digestivas
del escarabajo (Amorim et al 2009; Castro-Guillén et al, 2012; Saadati et al, 2011).

De hecho, a pesar de que las repercusiones que el insecto pueda sufrir a nivel de

permeabilidad intestinal y de absorcion de nutrientes, la proteolisis limitada en el
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tracto digestivo puede ser suficiente para suministrar los nutrientes necesarios y
degradar las proteinas Cry. Al incorporar extracto de soya, se pudo haber inducido
una competencia funcional por el centro activo de las tripsin-proteinasas entre el
sustrato que éstas enzimas hidrolizan para asimilar los amino&cidos esenciales y los
inhibidores de proteasas, lo que pudo conllevar a una deficiencia nutricional y a un
retraso en el crecimiento por la sintesis gradual del complejo proteico inactivo tripsin-
proteasa/inhibidor (Bravo et al, 2012; Zhu et al, 2007).

Estudios paralelos que se realizaron en el Centro de Investigaciones en Estructuras
Microscopicas (CIEMic) de la Universidad de Costa Rica en microscopio de
transmision electrénica (TEM) complementaron los resultados de los bioensayos, ya
que al comparar el intestino medio de adultos de H. hampei alimentados Unicamente
en dieta artificial (como control) con el intestino de las hembras tratadas con 1,135
ug-uL™ de los cristales de Bti 6 con una mezcla de cristales (1,135 ug-uL™) y el
extracto de soya (4,540 pg-uL™); se observaron diferencias considerables (Dahdouh,
2013)™. Las observaciones del intestino en la dieta control demostraron que H.
hampei tenia células bien formadas con una membrana plasmatica consistente; en las
muestras del intestino tratadas con Bti se observo una serie de células lisadas,
producto de la unidn de los cristales con los receptores de la membrana y algunos
dafos en las microvellosidades; y en las muestras tratadas con Bti y con el extracto de
soya; no solo las células lisadas y las microvellosidades del intestino medio se
visualizaron aun mas deterioradas, sino que también el lumen celular se observé mas

disperso y algunas células se visualizaron mas comprimidas (datos no publicados).

Parte de los experimentos realizados por Kirouac et al (2005) para comprobar el
efecto permeabilizante de dos IPs sintéticos de serin-proteasas (PMSF? y AEBSF?)

sobre la proteina CrylAa de Bacillus thuringiensis (subs. kurstaki) sobre las vesiculas

19 Dahdouh-Cabia, S. 2013. Estudios de microscopia electrénica de transmision para evaluar el efecto
toxico de Bt subs. israelensis junto con un extracto purificado de Glycine max sobre muestras de
intestino medio de hembras adultas de Hypothenemus hampei. San José, Costa Rica, CIEMic.
(Comunicacién personal).

%% Fluoruro de fenilmetil sulfonilo

2! Hidrocloruro de 4-fluoro-(2-aminoetil)-bencenosulfonilo.
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de la membrana del intestino medio del gusano del tabaco (Manduca sexta,
Lepidoptera) coinciden con el resultado obtenido en el TEM. Estos investigadores
explican que usar dosis de serpinas méas elevadas a la dosis sub-letal obtenida en un
bioensayo evaluada con las proteinas toxicas de Btk, promovi6 la formacion del poro
dentro las células epiteliales del intestino medio de un insecto, sin alterar las
propiedades biofisicas del poro y favorecié a que el efecto tdxico fuera mas elevado.

Se ha planteado que la sinergia en el intestino medio conlleva a que mientras las
protoxinas de Bti estimulan la formacion del poro oligomérico en las células
epiteliales, las serpinas inducen una antibiosis que detiene la tasa metabdlica que
promueve la expresion de un alto numero de tripsin-peptidasas a degradar los
cristales; lo cual afecta condiciones fisiologicas como absorcion, digestion y
transporte de nutrientes esenciales (Zibaee et al, 2010). Estos fendmenos se pudieron
ver reflejados en el intestino medio observado en el microscopio, dado que los dafios
a nivel de lumen y membrana celular se vieron més marcados en los tratamientos con

los cristales Bti y el extracto de soya que Unicamente con los cristales.

La tecnologia de fusionar inhibidores de proteinasas vegetales con Bt podria ser una
opcién promisoria para la proteccion de las cultivos agricolas de interés economico
contra la herbivoria de insectos plaga, sin perturbar el balance ecolégico en torno a
reacciones proteolitica-inhibitoria que afectarian la homeostasis del escarabajo
(Alvarez-Afageme et al, 2011). Sin embargo también hay que ser juicioso al tomar la
decision de seleccionar IPs en el marco de un programa de control integrado de
plagas, ya que se ha probado que la incorporacion de IPs a un formulado de Bt no es
una solucion del todo efectiva porque estas proteinas con actividad anti-metabdlica
producen un efecto transitorio / temporal en la reduccion de la respuesta fisiologica
de las proteasas de la broca y la habilidad que tenga el insecto de adaptarse hacia las
pro-toxinas de Bti, por lo que también ha representado un tema controversial (Alarcén
et al, 2001; Lomate & Hivrale, 2013; Tabashnik, 1994).
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CAPITULO 7

Conclusiones

Se obtuvo un extracto de intestino medio de Hypothenemus hampei con una
masa aparente de 24,1 kDa y enriquecido en tripsin-proteinasas bioactivas en
6,5% cuando se observaron en el zimograma con gelatina al 0,1% (m/v).

Se aislaron los inhibidores de proteinasas presentes en el extracto de harina de
frijol de Glycine max con un bajo grado de purificacién, con masas aparentes
de 20,1 kDay con actividad inhibitoria sobre el extracto de H. hampei.

Las técnicas de separacion biféasica y purificacion en gradientes discontinuos
de sacarosa permitieron obtener una suspension de Bti, que presentd toxinas
con las masas aparentes anticipadas para Cry3 y Cyt.

Las proteasas solubles en el extracto de soya mostraron actividad éptima a pH
alcalino de 9.0 y fueron termoestables entre 35y 65 °C.

La mezcla de reaccion de inhibidores de proteasas de soya junto con las
proteasas digestivas de intestino medio de broca manifestaron un efecto
aditivo sobre el sustrato BApNA.

El liofilizado de cristales de Bti resultd ser degradado tanto por tripsina de
pancreas porcino como por el extracto de soya en los geles de poliacrilamida.
Dosis incrementales del extracto de G. max junto con una dosis de 1,135
ng-uL™? de cristales de Bti permitieron demostrar que hubo un efecto sinérgico
que incidid sobre la supervivencia de adultos de H. hampei al realizar los

bioensayos in vivo.
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CAPITULO 8

Recomendaciones

Para afinar el nivel de purificacion de las muestras extraidas para obtener Unicamente
el inhibidor Kunitz de tripsina de soya (SKTI), se recomienda aplicar la técnica de
cromatografia de filtracion en gel, aplicando una columna cromatografica que permita
fraccionar Unicamente las serpinas. Esta técnica se podria complementar con la
cromatografia de intercambio catiénico y HPLC en fase reversa, comparando la
proteina eluida con la de un control comercial de SKTI (Berg et al, 2002).

Si los IPs se quisieran aplicar junto con Bti para potenciar el efecto sinérgico para
controlar otras plagas, seria conveniente hacer pruebas in vitro e in vivo, ya que la
proporcion de peptidasas varia entre especies, y es probable que ciertos insectos
expresen las cistein-, aspartico- o metalo-proteinasas en mayor proporcion que las
serin-proteinasas (Alarcon, 2001; Tabashnik, 1994). Ademas, la efectividad y efecto
inhibitorio entre variedades de soya es diferente entre especies de insectos porque
como han descrito Major & Constabel (2008), el acervo genético que codifica a los
IPs de la familia Kunitz sufre la especializacion funcional. Este fenomeno fue
estudiado por Oppert et al (2011), quienes mediante bioensayos analizaron el efecto
combinatorio de toxinas Cry3Aa de Btt y el IP de carboxipeptidasas a 105 mg-kg™,
sobre larvas de los coledpteros Rhyzopertha dominica, Tribolium castaneum y
Tenebrio molitor; y demostraron que el 100% de mortalidad se observo s6lo con T.
molitor; mientras que en con otros individuos se obtuvieron mortalidades de 5% (T.

castaneum) y 79% (R. dominica), por lo que no en todos los casos se potencié Bit.

Finalmente, para mejorar las caracteristicas insecticidas de una mezcla de Bt e IP de
tripsina de soya seria adecuado utilizar un acarreador como silica o vermiculita si se
trata de un formulado de contacto, o un polimero si la aplicacién es por aspersion
Fuchs et al (1991). Estas recomendaciones podrian mejorar la manipulacién y la
tolerancia de los cristales hacia la degradacién ambiental y particularmente hacia la

exposicion a los rayos ultravioleta, para prevenir la pérdida de actividad toxica.
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