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RESUMEN

Mora Castro, Rebeca Andrea

Caracterizacion molecular de una coleccién de cepas de Bacillus thuringiensis e
implementacién de un sistema novedoso de bicensayo para evaluar su efecto téxico
contra la plaga del arroz, Tagosodes orizicolus Muir (Homoptera: Delphacidae)

Tesis de Maestria en Biologia. San José, CR.:
R. Mora. C., 2003
132h.:1l.-78refs.

El saltahojas Tagosodes orizicolus Muir (Homoptera: Delphacidae) importante
plaga del arroz y vector del virus de la hoja blanca del arroz presenta una amplia
distribucién en el trépico y subtrépico americanos. El principal método de control de este
msecto plaga es mediante la aplicacion de insecticidas sintéticos de amplio espectro,
persistentes y muy toxicos para los mamiferos. De ahi la necesidad de desarrollar nuevas
estrategias sostenibles que permitan disminuir las poblaciones de este delfacido, mediante
la utilizacién de controladores bioldgicos como la bacteria entomopatégena Bacillus

thuringiensis (Bt).

~ Bt es una bacteria que sintetiza cuerpos paraesporales o cristales proteicos
constituidos por 8-endotoxinas de accion insecticida. Esta bacteria ocurre naturalmente
en el ambiente y se ha logrado aislar a partir de diversos sustratos incluyendo suelo,
hojarasca, follaje, polvo e insectos. Se han encontrado &-endotoxinas activas
principalmente contra lepidépteros, coledpteros y dipteros. Sin embargo, existen muy
pocos reportes de cepas efectivas contra homépteros. Basandose en la premisa de que
existe una coevolucidn entre esta bacteria y los insectos hospederos, se aislaron cepas de
Bt a partir de homopteros, para posteriormente probar su efectividad mediante bioensayos

contra 1. orizicolus.

Se aislaron 44 cepas de esta bacteria a partir de colectas de homdpteros vivos y
muertos en plantaciones agricolas y zonas aledafias en Costa Rica. Esta coleccidén se

evalué mediante morfologfa del cristal, pesos moleculares de las 8-endotoxinas y el perfil



de los genes cry que contienen. La mayoria de los aislamientos de Bt mostraron patrones
diversos de la morfologia del cristal: 37 cepas tenian cristales pleomoérficos (80%), cuatro
cepas mostraron cristales pleomérficos, bipiramidales y ovalados (9%), una pleomérficos
y bipiramidales (2%), otra pleomoérficos y ovalados (2%) y dos ovalados y bipiramidales
(4%). Asimismo, el analisis mediante SDS-PAGE de las §-endotoxinas mostrd patrones
electroforéticos muy diversos. Se analizé ademdas mediante PCR el perfil genético de los
genes cry y vip que contenfan. Diecinueve cepas amplificaron con uno o varios de los
genes cryl, cry3, cry7, cyt y vip3, mientras que 23 no amplificaron con ninguno de los
imprimadores utilizados (60%). Asimismo, 14 presentaron dos o mdés genes y 4 cepas
amplificaron con el imprimador para el gen cryl. La gran diversidad en cuanto a las
morfologias del cristal, patrones electroforéticos y a la ausencia de amplificacién con
diversos genes cry conocidos sugiere que algunos de estos aislamientos podrian contener

proteinas Cry novedosas.

Se propuso ademés establecer un sistema de alimentacién reproducible para 7.
orizicolus con una mortalidad natural menor al 10%, para posteriormente evaluar las
cepas de la coleccién mediante bioensayos.

Para ello se establecieron diversas colonias en un insectario para disponer de
abundantes insectos sanos para la estandarizacién de los bioensayos. El sistema de cria
desarrollado permitié mantener la colonia libre de parasitoides y depredadores por més de
12 generaciones. Se demostré que los insectos se alimentaron in vitro a través de
membranas de Parafilm de dietas de sacarosa al 10% y miel de abeja diluida 1:48 vol/vol,
obteniéndose una mortalidad de 10-15% y 0-5%, respectivamente, por un periodo de seis
dias, bajo condiciones controladas de humedad y temperatura. Se demostré ademas que
las ninfas del tercer y cuarto instar presentaron una mortalidad natural menor al 10% en
dichos bioensayos. Asimismo, no se observd diferencias en cuanto a la mortalidad natural

de los insectos provenientes de tres diferentes localidades.
Posteriormente, se evalué mediante bioensayos burdos veintisiete cepas de Bt

(dos cepas de areas protegidas, 18 aisladas de homopteros y las cepas HD1, HD125,
HD137, Bti, Bit, asi como las cepas mexicanas GP3 y GP43), usando como indculo tres

X1V



asadas del cultivo bacteriano esporulado. Como resultado de estos bioensayos, ocho
cepas mostraron mortalidades superiores al testigo (10%). Posteriormente, se realizaron
con estas ocho cepas bioensayos burdos utiizando como inéculo cristales y esporas
liofilizados. Seis cepas mostraron mortalidades superiores al 70% (Bti, HD1, GP43, 40-
X-m, 26-O-To y 23-O-To). De las cepas anteriores, las ultimas dos fueron aisladas a
partir de homépteros. Las cepas que exhibieron mayor toxicidad presentaron genes cryl y

cyt con excepeion de la cepa Bi.

Se analizé mediante el uso de técnicas inmunohistoquimicas la susceptibilidad de
T. orizicolus a la cepa GP3, efectiva para el control de la mosca blanca Bemissia tabaci
(Homoptera:Aleyrodidae). La metodologia se estandarizé en intestinos de Manduca sexta
utilizando la 8-endotoxina Cryldb y posteriormente se realizaron los ensayos de unién de
la 3-endotoxina GP3 al epitelio intestinal de T. orizicolus. Se utilizaron anticuerpos
especificos  contra la proteina Cryldb no biotinada, en el caso de M. sexta, y
streptavidina-peroxidasa para la GP3, en el caso de T. orizicolus. Se observd una unién
leve de la toxina GP3 en el epitelio de las células intestinales de . orizicolus,

demostrdndose una interaccion positiva.

Seria interesante en un futuro evaluar mediante ensayos finos las cepas de Bt que
mostraron porcentajes de mortalidad superiores al 70% en los bioensayos burdos y
correlacionar dicha toxicidad con ensayos de unién in vitro en el epitelio del intestino

medio de T orizicolus.

Palabras clave: T orizicolus, bioensayo, burdo, mortalidad, cepa, Bacillus thuringiensis
Director de la Investigacién: Dra. Ana M. Espinoza
Facultad de Ciencias Agroalimentarias, Escuela de Agronomia
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ANTECEDENTES

I Introduccion: presentacién del tema y justificacion

Se ha estimado la péfdida precosecha en un 13.8% por causa de insectos y otros
artrépodos, 11.6% por enfermedades y 9.5% por malezas. Debido a los numerosos efectos
colaterales nocivos de los insecticidas sintéticos, ha surgido un creciente interés por
estudiar las interacciones entre microbios e insectos durante el ultimo siglo (Van Rie,
2000), lo que llevd a descubrir nuevos microorganismos, enzimas inusuales y compuestos
antimicrobianos. Se ha implementado asi el uso de medidas de control de insectos menos
dafiinas al ambiente y a organismos benéficos, como es el uso de bioinsecticidas que
ofrecen numerosas ventajas con respecto al control quimico. La implementacién de esta
nueva tecnologia redujo la dependencia de los insecticidas sintéticos, (Van Rie, 2000)
asimismo, las plantas transgénicas que expresan proteinas insecticidas permiten un mejor

control de aquellas plagas dificiles de controlar con productos asperjables.

Los bacilos esporulados constituyen el mayor grupo de microorganismos capaces
de infectar y matar insectos. La hemolinfa de los insectos susceptibles constituye para este
grupo de bacterias un excelente ambiente nutricional para sus procesos de proliferacion
vegetativa y esporulacién (Glare and O’Callaghan, 2000). Bacillus thuringiensis (Bt), es
una bacteria formadora de esporas que presenta actividad insecticida contra numerosas
especies de insectos. Esta bacteria incluye diversas cepas con diferentes perfiles de toxinas
y por ende actividad insecticida contra un amplio 4mbito de insectos y otros organismos.
Sin embargo, la ecologia y la funcién de Bt en el ambiente es poco conocida y es tema de
debate y discusién, debido a su amplia utilizacién como biopesticida a finales del siglo XX
(Glare and O’Callaghan, 2000).



A pesar del amplio uso de Bt por més de 50 afios, no ha habido mformes de
infecciones clinicas en humanos, dafio a especies benéficas, ni transmisién horizontal ni
vertical de la bacteria entre insectos. Poblaciones de insectos resistentes a Bt y a sus toxinas
especfficas, han surgido principalmente en larvas de algunos lepidépteros. Sin embargo, la
mayoria de estos experimentos se realizaron con insectos criados en el laboratorio y
expuestos constantemente a Bt, a excepcién de una especie Plufella xyllostela la cual
presentd resistencia a las 8-endotoxinas de Bt serovar kurstaki y Bt serovar aizawai en
poblaciones de campo. Sin embargo, la baja frecuencia de aparicion de casos de resistencia
en el campo sugieren que el riesgo de aparicion de resistencia es bajo si se realiza un

manejo apropiado, (Glare and OCallaghan, 2000).

Es importante mencionar, que a pesar del uso de Bt por varios afios en la
agricultura y forestales para el control principalmente de lepiddpteros, actualmente hay
pocos informes de toxinas efectivas contra otros érdenes de insectos. Tal es el caso del
orden Homoptera el cual incluye numerosos insectos plaga y vectores de virus, como
Tagosodes orizicolus, vector del virus de la hoja blanca del arroz. La evaluacidén de la
toxicidad de las cepas de Bt se realiza implementando técnicas de bioensayos adaptados a
cada especie en particular. Un bioensayo es un procedimiento experimental en el que se
pretende determinar la efectividad bioldgica de un agente sobre una poblacién de insectos
(Tejeda y Navarro, 1994). Sin embargo la mayoria de los ensayos se han efectuado con
familias de insectos masticadores como larvas de lepidopteros y algunos coledpteros. Las
cepas toxicas permitieron la produccién de numerosos productos formulados contra estos
6rdenes. Por otra parte, los hom6pteros son pequefios insectos que se alimentan de la savia
de diversas plantas hospederas , usualmente gramineas cultivadas y silvestres, por lo que
se requiere la formulacién de dietas liquidas y metodologias diferentes que aquellas

apropiadas para los insectos masticadores.

Surge entonces la necesidad de desarrollar un bioensayo reproducible para esta
especie que permita la evaluacién de cepas de Bt que ademas presente valores de

mortalidad natural de la poblacién iguales o menores al diez por ciento.



I1. Objetivos

El objetivo general de esta investigacion fue establecer una coleccién de cepas de
Bacillus thuringiensis aislada a partir de homopteros vivos y muertos de diferentes regiones
del pais y caracterizarla, mediante la morfologia de los cristales, el peso de las &-
endotoxinas y los genes cry presentes. Ademds establecer un bioensayo control
reproducible para Tagosodes orizicolus para posteriormente evaluar las cepas de la

coleccidn.
Objetivos especificos:

1. Aislar cepas de Bt a partir de homépteros vivos y muertos.

2. Caracterizar las cepas mediante microscopia de los cristales.

3. Caracterizar las cepas mediante el peso de las 8—endotoxinas utilizando SDS-PAGE.

4. Determinar el tipo de genes cry presentes en las cepas.

5. Estandarizar las condiciones del bioensayo para 7. orizicolus.

6. Seleccionar cepas toxicas para T orizicolus mediente bioensayos burdos y semifinos con

las cepas previamente caracterizadas.

I1I. Antecedentes

Seguidamente, se hard una revision bibliografica de temas generales y especificos
de los organismos involucrados en esta investigacién. Dentro de Ios temas desarrollados se
incluira la historia de Br, ecologia, importancia y mecanismo de acciéon de las &-
endotoxinas entre otros. También se trataréan temas relacionados con T. orizicolus como su

planta hospedera, distribucién e importancia.



1.1 Bacillus thuringiensis, bacteria que sintetiza proteinas bioinsecticidas

1.1.1 Generalidades

Historia

Bacillus thuringiensis es el nombre cientifico dado a un grupo de bacterias que se
a utilizado mundialmente para el control de numerosas plagas de importancia agricola. Fue
descubierta en 1902, en Japdn, por €l bidlogo S. Ishiwata quien aisld la bacteria como
agente causal de una enfermedad del gusano de seda, Bombyx mori. Sin embargo,
aproximadamente 10 afios después Berliner encontrd la bacteria en Alemania ejerciendo un
fuerte control sobre Anagasta kuehniella, larva plaga de productos almacenados. Debido a
que esta Ultma cepa se aisld en la provincia de Thuringen, se le llamé Bacillus
thuringiensis (Knowles, 1994), La produccién comercial de esta bacteria comenzd en
Francia en 1938, bajo el nombre de Sporeine. Sin embargo, por diversas razones, el interés
por Bt declind en la década siguiente. El resurgimiento del interés hacia Bt se atribuye a
Edward Steinhans, quien la cultivd en 1942 y atrajo la atencién sobre el potencial

insecticida de Bt a través de sus investigaciones (Glare y O’Callaghan, 2000).

Berliner reporté la presencia de cuerpos paraesporales en Bt en 1915, sin
embargo, las propiedades de estos cristales fueron identificadas mucho después, en
particular su solubilidad bajo condiciones alcalinas (Hannay, 1953). En 1955, Hannay y
Fitz-James informaron la naturaleza proteica del cristal y Angus (1954) demostrd que los

cristales eran toxicos al gusano de seda.

El primer uso comercial de Bt en Estados Unidos ocurrié en 1958. El producto
comercial Thuricide, basado en Bt kurstaki se comercializé en 1957, y Abbot di6 a conocer
el Dipel en 1970 (Starnes et al., 1993).



A principio de los afios 70 se pensd que Bt era un patégeno propio de lepiddpteros
debido a que en un inicio solo se aislaron cepas a partir de estos insectos. Sin embargo, en
1978 se encontrd el serovar israeliensis capaz de matar mosquitos, y posteriormente se
describié el serovar fenebrionis, activo confra coledpteros. La bisqueda de cepas de Bt
novedosas contintia y muchas se han descubierto recientemente. En 1992, Lambert y
Peferoen estimaron que existen entre 40000 y 60000 aislamientos de Bt distribuidos en
colecciones en todo el mundo (Boucias y Pendland1998, Glare y O"Callaghan, 2000).

Caracteristicas generales

Bt es una bacteria Gram positiva, aerobia facultativa, perteneciente a la familia
Bacillaceae (Aronson et al., 1986). Este microorganismo se caracteriza por sintetizar
cuerpos paraesporales o cristales de naturaleza proteica constituidos por 8-endotoxinas
también conocidas como protefnas Cry y Cyt, de propiedades insecticidas. Bt ocurre
naturalmente en el ambiente y se ha logrado aislar a partir de diversos sustratos incluyendo
suelo, hojarasca, follaje, polvo e insectos. Hasta el momento, se han enconfrado §-
endotoxinas activas contra lepidépteros, coleGpteros, dipteros, himendpteros, &caros y
también contra otros invertebrados como nematodos, gusanos planos y protozoarios (Glare

and O’Callaghan, 2000).

Ecologia v prevalencia

A pesar de que esta bacteria se aisld inicialmente a partir de lepidépteros muertos,
estudios posteriores indicaron que Bt se encuentra muy frecuentemente en muestras de
suelo. Martin y Travers (1989), usando medios selectivos, analizaron numerosas muestras
de suelo colectadas alrededor del mundo. Un andlisis de 27.000 aislamientos colectados a
partir de 1.100 muestras de suelo, demostré que Bt se puede colectar de casi cualquier
sustrato, incluyendo playas, desiertos y tundra. La incidencia de Bt no se asocid con

insectos, ya que muchos ambientes con ausencia de insectos contenian la bacteria ( Glare y



O’ Callaghan, 2000). Sin embargo, se ha demostrado que cuando se inocula en el suelo, las
bacterias no se reproducen vegetativamente, por el contrario, entran en una fase de
esporulacién y declinan en nimero. Por lo tanto, al no haber crecimiento vegetativo no se
puede dar la transferencia de pldsmidos entre diferentes cepas de Bf en el suelo (Thomas,
2000). Meadows (1993), sugirid varias explicaciones para la presencia de Bt en el suelo: Bt
raramente crece en el suelo pero podrian acumularse las esporas, Bt podria ser infectivo a

msectos del suelo ¢ podria crecer en el suelo cuando los nutrientes estén diponibles.

Por otra parte, se han realizado pocos estudios que analicen la presencia natural de
Bt en el follaje. Smith y Couche (1991), aislaron cepas de Bt del follaje de coniferas,
arboles deciduos, cruciferas, etc. Se encontr6 que del 30% al 100% de las bacterias
formadoras de esporas presentes en superficies foliares corresponden a Bf. Ademds
encontraron que de estos aislamientos muchos presentaron efecto toxico contra ordenes
como: Lepidoptera, Coleoptera y Diptera. Asimismo, Smith y Couche (1991) explicaron
la alta densidad de Bt en el follaje de plantas y 4rboles mediante la hipGtesis
“Guardaespaldas™. Esta hipotesis propone a la bacteria como mutualista, por lo que la
bacteria se beneficia al mantenerse en el follaje de la planta, mientras que la planta se

beneficia de la bacteria protegiéndose contra los insectos herbivoros.

Por dltimo, existen algunas caracteristicas de Bt que apoyan su papel como
entomopatogeno, como por ejemplo la alta densidad poblacional que alcanza la bacteria en
la hemolinfa de los insectos susceptibles, asi como el amplio 4mbito de insectos
susceptibles. Por otra parte, el gasto de energia que asume la bacteria durante la
esporulacion para sintetizar las protefnas cristalinas (35% del peso seco de la bacteria), es
dificil no considerarlo como una ventaja selectiva. Asimismo, se ha reportado la capacidad
de ciertas cepas de inhibir el sistema inmune del hospedero. Un ejemplo de esto es Bt
serovar alesti que produce dos inhibidores extracelulares del sistema inmune de los
lepidopteros de la familia Saturnidae (Edlund et al, 1976). En ausencia del cristal, Bt no es
capaz de colonizar el intestino de los insectos susceptibles, actuando solo como un
pasajero. De esta manera, Bt tiene ventaja sobre otras bacterias esporuladas. La hemolinfa

del insecto hace posible la transferencia de plasmidos entre diferentes cepas durante la fase



de crecimiento (Jarret y Styephenson, 1990). Sin embargo, la habilidad de esta bacteria de
multiplicarse en medios minimos, el aislamiento de cepas de suelos con ninguna actividad
de insectos y la poca habilidad de causar epizootias hacen dudar que este sea el papel de Bt
en la naturaleza (Glare y O Callaghan, 2000).

Factores de virulencia producidos por Bacillus thuringiensis

La capacidad entomopatégena de Bt es atribuida principalmente a las &-
endotoxinas, sin embargo, existen otros determinantes de la virulencia como algunas
protefnas secretadas durante la fase vegetativa (VIPs) (Estruch et al., 1996), fosfolipasas
(Zhang et al., 1993), proteasas (Lovgren et al., 1990), quitinasas, exotoxinas termoldbiles
(Schenepf y Whiteley, 1985)y B-exotoxinas (Levinson et al., 1990). Se ha propuesto que
estos factores ayudan al proceso de infeccién del insecto. Muchos de los genes toxicos de
Bt, son codificados por ADN extracromosomal, en plidsmidos de distintos tamafios
(Levinston et al., 1990). Estos genes estdn usualmente localizados en grandes plasmidos
(40-150 Mda) y se ha reportado la presencia de més de un gen por replicon, como por
ejemplo Bt israeliensis presenta cuatro genes cry en un pldsmido de 72 Mda. No todos los
genes de las endotoxinas de Bt se encuentran en plasmidos, algunos estan localizados en el

cromosoma (Lereclus ef al., 1993).

-Delta-endotoxinas

La produccién de &-endotoxinas durante la fase de esporulacién es la
caracter{stica sobresaliente de Bacillus thuringiensis (Schuepf et al., 1998). Estas toxinas
estan contenidas en cristales paraesporales, los cudles son termolabiles y solubles a pH
extremos (Faust ef gl., 1982). Generalmente, la forma del cristal es bipiramidal, pero se
han encontrado cristales de diversas formas y tamafios. La estructura molecular del cristal y
su origen en la célula se desconoce. Se sabe que la toxina estd presente como una
protoxina, la cual se hidroliza a una forma activa por enzimas proteoliticas intestinales del

hospedero (Arévalo, 1996). Algunas cepas contienen inclusiones formadas por una mezcla



de 3-endotoxinas. Por ejemplo, Bt kurstaki HD-1 contiene tres 3-endotoxinas Cryl de 130
KDa y dos Cry2 de 70 kDa en el mismo cristal (Glare y Callaghan, 2000). Se ha
observado que los cristales varfan en solubilidad y susceptibilidad hacia las enzimas
intestinales (Faust ef al., 1982). Los primeros trabajos de genética de B, describieron la
presencia de un gen que codifica para la proteina del cristal en un plasmido. Actualmente
existen numerosos informes sobre la identificacién de las proteinas del cristal, asi como de
la clonacién y secuenciacion de los genes que las codifican. En 1989, se sugirié que los
genes cry codifican por las proteinas insecticidas Cry, cuyos pesos moleculares oscilan
entre 14-160 kDa (Glare and O’Callaghan, 2000).

Ademas de producir las toxinas Cry, algunas cepas de Bt también producen
endotoxinas  citoliticas (Cyt), de 25-28 kDa. Las endotoxinas Cyt se depositan
conjuntamente con las 8-endotoxinas Cry en cuerpos de inclusién cristalinos y muestran
una amplia actividad citolitica in vitro asi como especificidad a larvas de dipteros in vivo.
La amplia actividad citolitica se atribuye a su alta hidrofobicidad y su afinidad por los
lipidos de la membrana (Pandelakis y Ellar, 1994).

-Alfa-exotoxina

La a-exotoxina conocida también como fosfolipasa C o lecitinasa, es capaz de
lisar diversos tipos de células, principalmente al afectar los fosfolipidos de la membrana
causando la accién litica o necrosante. Estudios sobre la biosintesis de la leticinasa
producida por Bt, demostraron que ésta aparece en la fase de crecimiento logaritmica. Es
una proteina termolébil, estable en un 4mbito amplio de pH de 3.0-9.0 y es estable en
presencia de tripsina y urea 8 M. Se ha encontrado susceptibilidad por parte de algunos
insectos como Galleria mellonella, Plutella maculipennis, hacia esta toxina. Ain no se

tiene muy claro el papel de esta enzima (Arévalo, 1996).

- Beta-exotoxina
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En 1973, Faust, reporta que esta toxina es un producto extracelular, dializable,
soluble en agua y termoestable a 120°C por 15 min., el cual es producido durante la fase de
crecimiento exponencial por algunas cepas de Br. Esta toxina tiene un amplio espectro de
toxicidad, matando insectos de los Ordenes: Lepidoptera, Hymenoptera, Hemiptera,
Diptera, Isoptera, Nematoda y Orthoptera. La produccién de esta toxina no estd asociada
con la formacién de cristales y esporas, ya que se produce atn en su ausencia. Se ha
estipulado que esta toxina inhibe la biosintesis del ARN (Beebee and Bond, 1973) y es mds
téxica administrada parenteralmente que ingerida. Asimismo, no pasa a través de la pared
intestinal siendo degradada por las fosfatasas del intestino. Los insectos expuestos a la B-
exotoxina cesan de comer y mueren a los pocos dias de la exposicién. Esta toxina puede
ocasionar efectos teratogénicos interrumpiendo el desarrollo larval o pupal. Asimismo, los
adultos que sobreviven la exposicién a esta toxina, son menos longevos y reducen su
fecundidad. La B-exotoxina es capaz de atravezar las membranas nucleares y celulares en
mamiferos, asimismo, los vertebrados expuestos a esta toxina muestran lesiones en higado
y riflones. Debido a la toxicidad hacia vertebrados, se debe corroborar la ausencia de B-
exotoxina en los ingredients activos de Bt que se vayan a incorporarar en productos
comercializables (Glare y O'Callaghan, 2000). El método cominmente usado para
determinar la presencia de esta toxina son los bioensayos con larvas del tercer estadio de
Musca doméstica, las cuales no se desarrollan en adultos morfolégicamente normales al

entrar en contacto con esta toxina (Dunn, 1960).
- Proteinas insecticidas de la fase vegetativa (vips)

Recientemente, se informé una nueva clase de toxinas insecticidas, lamadas
proteinas insecticidas de la fase vegetativa (vips). Como sugiere el nombre, estas proteinas
alcanzan un nivel maximo de expresién durante la fase de crecimiento logaritmica,
detectandose atm durante y después de la esporulacién (Estruch et al., 1996). Estas
toxinas, presentan un amplio espectro de toxicidad contra el epitelio intestinal de
lepidépteros y coledpteros, ocasionando la lisis celular, que es el principal causante de la
mortalidad (Arévalo, 1996). Es importante mencionar que en estudios con proteinas
insecticidas Vip3A se informé un 100% de mortalidad al agregar 62 ng/ml de dieta. Esta
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cantidad de proteina es aproximadamente 260 veces menor que la cantidad necesaria de
protefna CrylA para alcanzar tmicamente un 50% de mortalidad (Estruch, 1996). Las
protefnas Vips, se secretan al medio, por lo que se les detecta en sobrenadantes de cultivos.
A diferencia de otras proteinas secretadas, la proteina Vip3 A no es procesada en el extremo

N-terminal durante la exportacion.

- Quitinasas

La produccién de enzimas quitinoliticas se ha detectado en una gran variedad de
organismos, incluyendo aquellos que contienen quitina, como insectos, crusticeos,
levaduras y hongos, asi como en seres que carecen de dicho polisacdrido, como bacterias,
plantas virus y vertebrados (Sampson y Gooday, 1999). En cada uno de ellos las quitinasas
cumplen una funcién particular de acuerdo a las caracteristicas y necesidades propias de
antagénicos para hongos e insectos que constituyen plagas para cultivos. A pesar de que los
insectos producen quitinasas como parte de su ciclo de vida, la exposicién ante estas
enzimas en etapas en las que no son necesarias les resulta perjudicial. Ding y colaboradores
en 1998 demostraron que plantas de tabaco transgénicas que expresaban constitutivamente
un gen de quitinasa adquirfan una mayor resistencia ante ciertos insectos plaga. Sin
embargo, el mayor potencial de las enzimas quitinoliticas para el control biolégico de
insectos proviene de su actividad sinérgica con las toxinas insecticidas de Bacillus

thuringiensis (Smirnoff, 1977).

Las primeras evidencias experimentales de un efecto sinérgico entre las quitinasas
y las proteinas Cry de Bt provienen del trabajo de Smimoff en los afios 70. Este
investigador demostré un aumento en la actividad insecticida de Bt contra larvas de
Choristoneura fumiferana en presencia de enzimas quitinoliticas bacterianas (Smirnoff,
1977). Bste efecto sinérgico se debe a una alteracion en la membrana peritréfica del
insecto, Dicha membrana es una cubierta cilindrica que separa el epitelio de la luz del
intestino, estd conformada por una red de quitina embebida en una matriz de proteinas y

carbohidratos y constituye una barrera fisica contra el dafio mecénico y la invasién por
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microorganismos (Dow, 1986). Se ha demostrado in vitro que la membrana peritréfica
limita la penetracién de proteinas Cry disueltas (Dow, 1986). Por lo tanto el sinergismo
entre las quitinasas y las proteinas Cry se debe a que las primeras degradan parte de la
membrana peritréfica, facilitando el acceso de las segundas a las células epitaliales
(Sampson y Gooday, 1998).

1.1.2 Mecanismo de accién de las S-endotoxinas

Estructura de la toxina y clasificacién

Uno de los sistemas oficiales de clasificacién para Bt es manejado por el Instituto
Pasteur de Paris, Francia en donde la clasificacién estd basada en las caracteristicas
antigénicas del flagelo “antigeno H”. Este Instituto tiene un cepario internacional con
aproximadamente 45 grupos serologicos “H” y 59 variedades diferentes aisladas de

diversos hébitat en todo el mundo (Rodriguez et al., 1996).

Un sistema de clasificacién diferente al anterior fue establecido en 1989 por
Hofte y Whiteley, quienes clonaron, secuenciaron y compararon los genes que codifican
para las proteinas del cristal. Sin embargo, dicha clasificacién empezd a presentar
problemas cuando se encontraron protefnas Cry muy semejantes pero con diferente
especificidad, o toxinas Cry con actividad dual hacia dos 6rdenes de insectos diferentes.
Por lo tanto en Setiembre de 1996 Neil Crickmore publicé una actualizacién de esta
clasificacién, cuya nueva nomenclatura se bas6é exclusivamente en la similitud de la
secuencia de aminoacidos de las protefnas Cry (Crickmore ef al., 1998). Hasta la fecha se
han clonado y secuenciado 166 genes cry diferentes y 16 genes cyt. Basindose en esta
clasificacién la mayoria de las toxinas de Bt se clasifican como protefnas "Cry" altamente

especificas para células de insectos in vivo € in vitro.
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Alternativamente, se ha propuesto que la especificidad de los aislamientos se
relaciona muchas veces con la morfologia de los cristales, lo cual significa que las cepas
que contengan cristales de morfologia diferente a las descritas, posiblemente contengan
también proteinas novedosas, de manera que se puede utilizar la forma del cristal como un
primer criterio para luego analizar mediante técnicas moleculares y por bioensayos, la

toxicidad de los aislamientos.

Se ha demostrado por estudios de protedlisis in vitro y andlisis de delecién que el
fragmento téxico de las S-endotoxinas esti localizado en el extremo N-terminal de las
proteinas. En tanto que, el extremo C-terminal no se requiere para la actividad téxica
(Glare and O’Callaghan, 2000). A la fecha se han reportado las estructuras tridimensionales
de tres toxinas Cry, la toxina CrylAa especifica para lepiddépteros, la toxina Cry3A
especifica para coledpteros y la toxina Cry2Aa con actividad dual para dipteros y
lepidépteros (Li ef al., 1991). A pesar de que estas toxinas, no comparten un porcentaje
alto de identidad a nivel de secuencia de aminoacidos, existe entre ellas un plegamiento
estructural similar compuesto por tres dominios. El dominio I estd formado por siete alfa-
hélices anfipatricas que desempefian un papel relevante en la formacién del poro en la
membrana, El dominio II estd formado por tres laminas beta antiparalelas que terminan en
asas en el vértice de la molécula y participan en el reconocimiento y unién a un receptor o
receptores localizados en las microvellosidades de las células epiteliales del intestino medio
de insectos susceptibles. Por tltimo el dominio III, se caracteriza por una estructura de B3-
emparedado. Existe mucha controversia en cuanto a la funcién que desempefia el dominio
I, asocidndolo con diferentes funciones: estabilidad de la estructura de la protena y
proteccién contra la protedlisis, participacién en la formacién del poro, asi como el
reconocimiento del receptor (Li ef al., 1991). Es importante mencionar que el alineamiento
de las secuencias de amino4cidos entre miltiples toxinas Cry ha indicado la existencia de
cinco bloques conservados que se localizan en las regiones centrales y de contacto entre los
dominios, lo cual hace suponer que la estructura tridimensional estd muy conservada (Hofte

v Whiteley, 1989).



14

Efectos histopatoldgicos y analisis de unién

La elucidacion del modo de accidn de las protefnas del cristal de Bf comenzo a
partir de estudios de histopatologia. Poco después de que la larva ha ingerido los cristales
de Bt, las células epiteliales del intestino medio del insecto susceptible, comienzan a
vacuolizarse y son arrastradas hacia el lumen. Consecuentemente ocurre pardlisis del
mtestino medio y finalmente pardlisis completa del insecto (Honée y Visser, 1993). La
respuesta fisioldgica al ingerir los cristales de Bt incluye un aumento en el pH y
concentracion de K+ en la hemolinfa, lo que aparentemente provoca que el insecto deje de
comer. Asimismo, el insecto presenta vomito, diarrea, y muerte por septicemia (Aronson ef
al., 1986).

La unién de las &-endotoxinas a su receptor, se ha demostrado mediante
experimentos in vivo e in vitro en el tejido intestinal de insectos plaga. Empleando
métodos inmunocitoquimicos se ha demostrado que las §-endotoxinas se unen in Vivo
solamente a Jas microvellosidades apicales (MVA) de las células epiteliales del intestino
medio de los insectos susceptibles y no se ha observado translocacion de las toxinas hacia
otros 6rganos del insecto, por lo que se concluye que esta membrana es donde la toxina
ejerce sus actividad ( Bravo ef al., 1992 a y b). En insectos no susceptibles, las toxinas se

localizan en el lumen intestinal y en la membrana peritréfica.

Mecanismo

El mecanismo de accidn de las S-endotoxinas de Bf en las especies de insectos

suceptibles es todavia motivo de investigacion. El modelo propuesto hasta ahora para
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larvas de lepidopteros y algunos coledpteros es el siguiente: los cristales proteicos liberados
durante la esporulacién de Bf son ingeridos por el insecto. Posteriormente, son
solubilizados en las condiciones de pH extremo del intestino medio, y las proteasas del
intestino del insecto transforman los monémeros de protoxina en toxina activa. La toxina
activa se une a receptores presentes en las microvellosidades apicales de las células
epiteliales intestinales para posteriormente insertarse en la membrana celular y formar
canales i6nicos, que permiten el libre flujo de liquido y iones, causando la muerte del

insecto por paralisis intestinal y septicemia (Aranda, 1996).

Solubilizacién v _procesamiento de las protoxinas Cry Los cristales producidos por las

diversas cepas de Br son insolubles, excepto a pH altos, la insolubilidad es parcialmente
conferida por puentes de disulfuro. Estas proteinas Cry depositadas como cristales deben
ser ingeridas por el insecto susceptible para causar efecto letal. El intestino medio las larvas
de lepiddpteros se caracteriza por su alto pH y condiciones reductoras, requerimientos
mdispensables para la pronta disolucién de las 8-endotoxinas. Diferencias en el grado de
solubilizacion algunas veces explican diferencias en el grado de toxicidad de las proteinas
Cry (Aronson ef al., 1991). Por otra parte se cree que una disminucion en la solubilidad de
la protoxina es un mecanismo potencial en la resistencia de insectos (Aronson ef al., 1991).
La estructura de la toxina Cry3A reportada por Li y colaboradores revelé que carece de
puentes disulfuro, sin embargo existen por lo menos cuatro puentes salinos que estabilizan
dicha estructura. Esto podria explicar las propiedades de solubilidad de la toxina, la cual se
disuelve tanto a pH 10 como a pH 4 (Knowles, 1994). La mayoria de las -endotoxinas se
producen como protoxinas que para ser activas deben ser procesadas por las proteasas del
imntestino de los insectos. La mayoria de proteasas del intestino medio de lepidépteros son
del tipo tripsina. Las protoxinas de 130 a 135 kDa ejemplificadas por las CrylA se
digieren progresivamente del extremo carboxilo hacia el extremo amino, dando como
producto un fragmento resistente de aproximadamente 55 a 65 kDa. Se cree que como el
extremo carboxilo no es esencial para la toxicidad del insecto y como contiene muchos
residuos de cistefna podria participar en la cristalizacion de la protoxina y la proteccion de

la toxina del procesamiento proteolitico (Knowles, 1994).
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Unién al receptor La toxina activada, se une a receptores especificos en las

microvellosidades de las células columnares de las microvellosidades del epitelio intestinal
del insecto susceptible. La unién de la toxina a su receptor es un evento bifasico, que
involucra primero la unién de acercamiento inicial de la 8-endotoxina a la membrana de la
célula epitelial intestinal (uni6én reversible) y un paso posterior irreversible donde la toxina,
por medio de uno o mas dominios especificos, se integra o inserta en la matriz membranal
para formar un poro o canal idnico. Se cree que en Manduca sexta, €l receptor de la toxina
CrylAb es una proteina de membrana tipo cadherina, de 210 kDa (Schnepht, 1998). Sin
embargo, los receptores de las toxinas CrylAc y CrylC se han identificado como
aminopeptidasas con pesos moleculares de 120 y 160 kDa respectivamente (Schnepht,
1998). Asimismo se ha propuesto a la fosfatasa alcalina como un posible receptor de
CrylAc (Sangadala ef al., 1994). Es importante mencionar que los patrones de unién de las
toxinas son bastante complejos, ya que una toxina puede tener mdas de un sitio de unién en

un mismo insecto y mas de un tipo de toxina puede competir por un mismo sitio de unién
(Knowles, 1994).

Insercién a la membrana y formaciéon de poro A partir de estudios in vitro se ha
comprobado que las proteinas forman oligémeros, asimismo la formacién de éstos
constituye una parte importante del mecanismo de la formacién del poro. Bravo y Guereca
(1999), demostraron que las toxinas CrylAa, CrylAc, CrylC, CrylD y Cry3A forman en
solucién oligbmeros de no menos de 10 subunidades, asimismo, la investigacién sugiere
que la formacién de oligémeros ocurre después de que la toxina se une al receptor y se
inserta en la membrana La hipétesis que se ha planteado en relacién al mecanismo a partir
del cual las toxinas de Bt inducen la formacién del poro y dafian las células intestinales se
basa en que las 8-endotoxinas causan la muerte de las células epiteliales al inactivar el

sistema que mantiene el gradiente de pH o por cit6lisis osmética (Glare y Callaghan, 2000).

1.1.3 Uso de Bacillus thuringiensis como controlador biolégico
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La utilizacién de los insecticidas sintéticos, dio inicio alrededor de la década de
1940, con el propésito de controlar plagas de insectos. Sin embargo, el uso desmedido de
estos compuestos ha tenido consecuencias graves sobre la salud humana, la alteracién de
los ciclos biol6gicos en los ecosistemas al perjudicar su fauna y ha propiciado la aparicién
de plagas resistentes. Esto ha impulsado la bisqueda de alternativas de control biolégico,
basadas en su mayoria en microorganismos entomopatégenos. En los ultimos afios se ha
generado una creciente preocupacién por desarrollar procesos productivos menos dafiinos
lo cual ba favorecido el desarrollo de tecnologias mas favorables al ambiente y al
surgimiento de formas de produccién alternativas como la agricultura organica y la

produccién de plantas transgénicas resistentes a insectos.

Bt se ha utilizado en las ltimas décadas en la formulacién de biopesticidas para el
control biolégico de plagas de importancia econémica en la agricultura (Aronson et al.,
1986). En la actualidad, la tecnologia de Bt se encuentra disponible en forma de
bioinsecticidas basados en formulaciones de esporas v cristales (Dipel®, Thuricide®). Las
cepas de Bt utilizadas en estos productos son las variedades israelensis, kurstaki y berliner,
las cuales resultan efectivas inicamente para el control de ciertas especies como mosquitos,
lepidopteros y coledpteros respectivamente. La Agencia de Proteccién Ambiental de los
Estados Unidos (EPA), formulé 182 productos de Bf, en 1995. Sin embargo, las
formulaciones de Bt constitufan menos del 2% del total de ventas de todos los insecticidas
en 1999. No obstante, el uso de estos productos se ha incrementado recientemente debido a
la aparicion de insectos resistentes a los insecticidsd sintéticos y al auge de la produccién
de cultivos organicos. En 1987, hubo reportes que demostraron que los genes que codifican
para las proteinas insecticidas de Bt podian ser introducidos y expresados en tejidos de
planta, dando como resultado plantas transgénicas resistentes a plagas. Un reflejo de esto es
que un 69% del algoddn, 26% del maiz y 68% de la soya cultivados en Estados Unidos han
sido modificados genéticamente con genes de B, en el afio 2001 (Estruch ef al., 1996)

El uso de Bt reduce problemas de gran magnitud como la contaminacién
ambiental con plaguicidas sintéticos, el desarrollo de resistencia y los efectos negativos en

la salud humana. Asi mismo, es un recurso para la expresién de nuevos genes de resistencia
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a ciertas plagas y su expresion transgénica en plantas (Glare y Callaghan, 2000). Ademis,
la diversidad genética de Bt ofrece la posibilidad de clonar sus genes o producir proteinas

hibridas que constituyen ventajas importantes para prevenir el desarrollo de resistencia
(Aranda, 1996).

1.2. Caso de homépteros y insectos susceptibles

La mayoria de cepas de Bt son activas contra lepiddpteros, y en menor proporcién
contra coledpteros y dipteros; recientemente, se ha informado de toxicidad contra érdenes
como: Hymenoptera, Orthoptera, Homoptera y Mallophaga (Schnepf ef al., 1998). Debido
a la poca diversidad de proteinas cry formuladas como bioinsecticidas hasta ahora, es
necesaria la bisqueda de toxinas con nuevas especificidades ya que una gran cantidad de
msectos plaga (por ¢j. homépteros e himendpteros) no han sido controlados con los
bioinsecticidas disponibles en el mercado. Posiblemente esta falta de informacién se deba a

la dificultad de optimizar un bioensayo para insectos chupadores.

En el caso de los homopterous, en general existe una falta de informacién acerca
de la composicion del lumen del intestino, como por ejemplo, la composicién enzimatica y
el pH, informacién que es conocida para las larvas de lepidopteros y coledpteros. Sin
embargo, se han descrito ciertas enzimas salivares como esterasas y algunas enzimas
provenientes de las glandulas accesorias como amilasas, maltasas, invertasas y proteinasas
en chinches, en donde el pH intestinal es de 6,8 a 7y de 9 dependiendo de la especie (A.T.
Dow, 1986). La falta de dicha informacién en homépteros hace dificil predecir si las
enzimas digestivas del insecto son capaces de procesar la protoxina a toxina activada, para

que esta forme el poro y consecuentemente inicie su efecto toxico en el epitelio intestinal.
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1.2.1 Generalidades de los delfacidos

La familia Dephacidae perteneciente a la super familia Fulgoroidea, es la mas
grande y estudiada del orden Homoptera, incluye més de 20.000 especies clasificadas en
300 géneros. La identificacién a nivel de familia se basa en la presencia de un espolén
mévil en la base de cada metatibia; asimismo, la genitalia del macho constituye una
herramienta importante para su clasificacion (Wilson y Claridge, 1991). Los delfacidos
son insectos exclusivamente fitofagos que se alimentan generalmente de gramineas
cultivadas y silvestres (Wilson er al., 1994). Dentro de esta familia se encuentran
numerosas especies vectores de enfermedades virales como Tagosodes cubanus; transmisor
del virus de la hoja blanca de Echinochloa (Madriz, 1998); Peregrinus maidis; transmisor
del virus del estriado del maiz; Laodelphax striatellus; transmisor del virus estriado del
arroz, Tagosodes orizicolus; transmisor del virus de la hoja blanca del arroz (Falk ef al.,
1987). Los delfacidos causan dafio directo al succionar la savia del floema y al ovipositar
en el tejido foliar de la planta atacada. Dentro de la familia Delphacidae, el género
Tagosodes relne aproximadamente 20 especies distribuidas en 4reas tropicales y
subtropicales del mundo, de las cuales 9 pertenecen al Neotropico. Dos especies viven
sobre cultivos de arroz (Oryza sativa): T. orizicolus (Muir, 1926) en América y T. pusanus

(Distant, 1912) en Asia (Wilson y Claridge, 1991).

1.2.2 Tagosodes orizicolus, plaga del arroz y vector del RHBY

Esta investigacién involucra al homéptero Tagosodes orizicolus, cominmente
conocido como sogata. Nuestro interés radica en que este insecto es el vector natural del

RHBYV, virus de la hoja blanca del arroz y produce dafio directo al ovipositar y alimentarse
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de la planta de arroz. Por ende, representa uno de los principales factores limitantes de la
produccidn arrocera en Amérina Tropical. Ademds, las estrategias de control utilizadas
para mantener bajas las poblaciones de este insecto en el campo incluyen la utilizacién de
msecticidas sintéticos de alta toxicidad. Por lo tanto, siendo Bacillus thuringiensis una
estrategia mundialmente utilizada en el control de plagas, pretendemos buscar cepas

toxicas contra T. orizicolus. Esto ademds ayudaria a esclarecer las interacciones de Bt con
los homopteros, siendo hasta el momento totalmente desconocidas debido a las ausencia de

cepas toxicas para los insectos chupadores dentro de este orden.

1.2.3. Importancia de T. orizicolus

T. orizicolus es el vector natural del “virus de la hoja blanca™ del arroz (RHBYV)
en el tropico y subtropico americanos y representa ademas uno de los principales factores
limitantes de la produccién arrocera por los dafios mecanicos que causa a la planta al
alimentarse y ovipositar. Mora y colaboradores (2001) describieron al ovipositor de esta
especie como una estructura esclerotizada con bordes aserrados y de forma lanceolada,
caracteres especializados para romper el tejido de la planta e insertar los huevos. La
enfermedad que transmite, conocida como “hoja blanca”, se ha registrado en Cuba,
Venezuela (Atkins y Adair, 1957), Panama (Cralley, 1957), Colombia (Bernal, 1939),
Estados Unidos (Atkins et al., 1958), Surinam (Van Hoof, 1959), El Salvador (Atkins y
Lamey, 1959), Honduras (Anénimo, 1959), Guatemala (Schieber y Sosa, 1960), México
(Jennings y Beachell, 1960), Puerto Rico (Everet y Lamey, 1969), Ecuador, Brasil (Elias,
1963), Nicaragua, Repiiblica Dominicana, Pert (Atkins, 1966), Belice (Davalos, 1997) y en
Costa Rica se conoce desde 1954 (Atkins y Adair, 1957). Todos los cultivares comerciales
de arroz, que se siembran actualmente, son susceptibles al RHBYV y a su insecto vector. Lo
anterior favorece la diseminacién de T, orizicolus y del RHBV, al no existir cultivares con

resistencia o tolerancia que actiien como barrera genética (Hernandez et al., 1989).
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1.2.4 Consideraciones taxonémicas

T. orizicolus, fue descrita por Muir en 1926 como Sogata orizicola baséndose en
10 ejemplares machos y dos hembras provenientes de Guyana, destacando como caracter
diagnéstico la coloracion del cuerpo y la conformacién del segmento genital del macho
(Mariani y de Remes Lenicov, 2001). El investigador Fennah en el afio 1936 lo trasladé al
género Sogatodes y los investigadores Ishihara y Nasu cambiaron el nombre de la especie
orizicola por oryzicola, debido a su relacién con el arroz. El mismo Ishihara retoma el
nombre Sogatodes orizicola respetando la descripcion inicial, debiendo tenerse claro que el
mnsecto se denomind también Sogata brasilensis (Muir) hasta 1965 (O'Brien and Wilson,
1985). Asche y Wilson en 1990 comprobaron que el género Sogatodes (Fennah) era
sinénimo del género Sogatella, por lo que varias especies hasta el momento clasificadas
como Sogatodes fueron trasladadas a otros géneros, utilizando como criterio la genitalia del
macho. De la misma manera, estos autores describieron el género Tagosodes para incluir en
él a un grupo de especies anteriormente ubicadas en Sogatodes. En consecuencia, la especie
conocida como Sogatodes orizicola pasdé a denominarse Tagosodes orizicolus (Muir)

(O'Brien and Wilson, 1985).

1.2.5 Caracteristicas generales de la especie

Dentro de esta especie existen formas macrdpteras y braquipteras, las dltimas son
usualmente hembras. Las ninfas y las hembras se alimentan de las partes basales de la
planta, mientras, los machos, que son alados y mas activos, usualmente se encuentran en
las partes superiores de la planta(Everett, 1969). Las hembras miden de 3 a 4 mm d¢
longitud, son de color amarillo claro, y sus alas son translicidas con un tono cafesuzee Los

machos miden de 2 a 3 mm y su coloracién es més oscura, ademas, presentan una mancha
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oscura en la parte distal de las alas anteriores (Mora et al., 2001). El macho adulto es fértil
16 horas después e inicia el cortejo que consiste de la emisién de pulsos repetidos que
presentan patrones temporales y velocidad distintivos para la especie. Las hembras
copuladas ovipositan al tercero o quinto dia de alcanzar la madurez y colocan diez huevos
por dia dando como resultado una produccién total de aproximadamente 161 huevos
(McMillian, 1960). El periodo de incubacién de los huevos varia en los diferentes meses
del afio, influido por las temperaturas de cada época, oscilando entre los 15 a los 30 dias.
Los huevos son blancos casi transparentes y curvos. Su tamafio es de 0,7 mm de largo
aproximadamente. T. orizicolus presenta cinco estadios ninfales, cada estadio dura de tres a
siete dias dependiendo de la temperatura y humedad (Everett, 1969). Las ninfas son
apteras de color blanco con dos franjas dorsales, las cuales se oscurecen con la edad (Mora
et al., 2001). La longevidad difiere en las hembras y los machos, el tiempo de vida de las
hembras es de 20 a 40 dias y el de un macho es de 14 dias (O'Brien and Wilson, 1985).
Una temperatura promedio entre 25°C a 30°C, representa las condiciones mas favorables
para el mcremento de la densidad de la poblacién de 7. orizicolus. Las temperaturas
inferiores a 25°C, asi como las grandes oscilaciones térmicas, tienen influencia negativa

sobre el crecimiento y desarrollo del insecto.

1.2.6 Plantas hospederas

T. orizicolus solo afecta el arroz, su principal planta hospedera es Oryza sativa.
Sin embargo, Hernandez y Espinoza (1998, no publicado) comprobaron que la otra planta
hospedera es O. glumaepatula, en donde el insecto realiza exitosamente todo su ciclo de

vida, bajo condiciones de invernadero.

1.2.7 Enemigos naturales
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Existen pocos estudios referidos al desempefio de los enemigos naturales de esta
especie. Se ha demostrado la eficiencia de Haplogonatopus hernandezae (Olmi) como
parasitoide y depredador de esta especie (Heméandez y Belloti, 1984). Como depredadores
se han reportado representantes de las familias Reduvidae (Hemiptera), Syrphidae
(Diptera), Coccinellidae y algunas especies de arafias como Paramagrus perforador. El
género Elenchus (familia: Elenchidae) se ha reportado parasitando ninfas y adultos y el
género Anagrus de la familia Mimaridae parasitando huevos.

1.3. El virus de la hoja blanca del arroz (RHBY)

El RHBYV, pertenece al grupo de los tenuivirus y fue descrito en 1983. Todos los
miembros del grupo, infectan gramineas y son transmitidos por delfacidos (Gyngery et al.,
1981), por lo que su distribuciéon geografica se relaciona estrechamente con la de sus
vectores. El RHBV constituye una de las principales limitantes en la produccion de
este cultivo, debido a que reduce la produccién y puede provocar pérdidas de hasta el 100%
si las variedades sembradas son muy susceptibles al virus (Orellana, 1981). El RHBV es
transmitido en forma circulativa propagativa por el delfacido 7. orizicolus. Ademas, estos
virus logran invadir los ovarios de las hembras, por lo que cerca de un 80% de las ninfas
son infectivas al nacer ( Showers y Evertt, 1967). Se ha comprobado que el virus provoca
en el msecto una disminucién en la fertilidad y en la longevidad (Lobatén y Martinez,
1976).

1.3.1 Sintomas inducidos por el virus

La severidad de la enfermedad depende de la edad de la planta en el momento de
la infeccion, de la variedad, de las poblaciones del vector en el campo y de su eficiencia de

transmision (Heréndez et al. 1989). La enfermedad se manifiesta como pequefias estrias
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cloréticas discontinuas a lo largo de las venas, vainas y lamina foliar. Asimismo las
paniculas de las plantas infectadas producen poca o minguna semilla (Ziegler et al., 1994).
Cuando la infeccidén ocurre en los primeros estadios de desarrollo, las plantas pueden morir
(Morales y Niessen, 1985).

1.3.2 Técnicas de control del RHBYV y de su insecto vector

Uno de los métodos mas utilizados para el combate de esta virosis, es la
aplicacién de insecticidas quimicos para disminuir las poblaciones del vector. Dependiendo
de la din&mica poblacional del insecto asi es el nimero de aplicaciones durante el ciclo del
cultivo. Los insecticidas mas comunmente usados son: organofosforados y carbamatos
(Etophenprox, Imidacloprid, Acetamiprid, Monocrotofos, Vamidothion). Sin embargo, este
método de combate de la enfermedad es poco efectivo ya que se requieren pocos vectores
para diseminar el virus en el campo. Ademds, una vez que el cultivo ha macollado, las
ninfas y las hembras no son afectadas por el insecticida, por ubicarse en sitios en donde
este dificilmente llega. Los insecticidas sintéticos no son especificos por lo que afectan a
msectos benéficos v a enemigos naturales del insecto blanco. Ademads, son altamente
toxicos y tienen efecto residual lo que contribuye negativamente en la alteracién y deterioro

del agroecosistema y sus alrededores.

1.4 Bioensayos

Una revision de la literatura relacionada con los aspectos teéricos del bioensayo,
método indispensable para determinar la toxicidad de las d-endotoxinas de Bt contra T.
orizicolus. En virtud de la importancia que tiene el bioensayo, se desarrollaron temas como
descripciones de metodologias de bioensayo, factores que afectan la mortalidad en el

bioensayo y tiempo de exposicién de las toxinas.
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Banki (1978), sefialé al bioensayo como un procedimiento experimental para
determinar la efectividad bioldgica de una sustancia, en este caso las 3-endotoxinas de Bt.
El bioensayo estima el nivel del estimulo necesario para obtener una respuesta en
determinada proporcion de los individuos tratados. Busvine (1971) sefialé que por razones
estadisticas, el problema se reduce a determinar el estimulo necesario para obtener una
respuesta de 50% de los organismos de prueba, este valor se denomina “dosis letal
media”(DL50) y es una expresion cuantitativa de la tolerancia de una espécie a un toéxico
bajo ciertas condiciones experimentales. Existen expresiones alternas a la DL50, como
CL50 (concentracion letal media) y TL50 (tiempo letal medio) cuyo empleo varia de
acuerdo con el procedimiento de biocensayo empleado. Con respecto a lo anterior Busvine
(1971) sugiri6 utilizar el término dosis solo en aquellos ensayos en los que exista
certidumbre en la cantidad exacta de toxina que consume el msecto, dejando el término
concenfracién para aquellos casos en los que el insecto se expone a un ambiente

contaminado con el téxico.

En el caso de los bioensayos reportados con Bt usualmente no se determina la
DL50 ya que es muy dificil determinar qué dosis exactamente consumi6 el msecto. Por lo
tanto, generalmente se mezcla la dieta a utilizar con el indculo (mezcla de esporas y
cristales o cristales purificados de Bf) o se coloca este sobre la superficie de una dieta
solida con el fin de determinar la CL50. Ambos parametros se determinan tnicamente
mediante la realizacion de bioensayos finos. Esto nos lleva a mencionar que existen dos
tipos de bioensayos: los burdos, que son cualitativos y se utilizan para tamizar
preliminarmente cepas de Bt usando una concentracion alta de imdculo. Por otra parte, los
bioensayos finos determinan la concentracion del indeulo necesaria para matar el 50% de la

poblacion (CL50) usando rangos de concentracién delimitados (Tejeda y Navarro, 1994).

La respuesta a un téxico puede variar entre razas, estadios y sexos de una misma
especie, v depende del procedimiento experimental o del método empleado para medir la
respuesta (Tejeda y Navarro, 1994). Las diferencias en la susceptibilidad de los diferentes

estadios del ciclo de vida de los insectos se deben presumiblemente a los cambios
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anatomicos, fisiolégicos y de tamafio. Por esta razén, las diferencias en suceptibilidad se
manifiestan mas en individuos con metamorfosis completa que en los que presentan
metamorfosis parcial (Tejeda y Navarro, 1994). Del mismo modo, la susceptibilidad en
cada etapa de la vida del insecto, estd afectada por diferentes causas: desarrollo y cambios
asociados a la muda en larvas y ninfas, reorganizacion anatomica y cambios en el
metabolismo en huevecillos v pupas; y finalmente cambios en el habito alimenticio,
madurez sexual y edad del adulto (Busvine, 1971). Champ y Dyte (1976) sefialan que los

estados de reposo metabdlico, afectan la respuesta de los insectos al indculo.

Busvine (1971) indica que la temperatura y humedad relativa tienen efecto sobre
los resultados de bioensayo. Este autor menciona que la iluminacién puede modificar el
comportamiento del insecto, lo que puede influir en la sobrevivencia directamente al
afectar la tasa metabdlica, o bien influir indirectamente en los bioensayos en que el msecto
incremente la dosificacion recibida al desplazarse sobre una superficie tratada. Con
respecto a la dieta, el citado autor sefiala que la cantidad y calidad de esta puede afectar la
capacidad de sobrevivencia del insecto; ademés de que puede existir una diferencia en la
tolerancia entre individuos recién alimentados y aquellos que se han mantenido sin alimeto

por un tiempo (Tejeda y Navarro, 1994).

La eleccién de la respuesta a medir en un bioensayo es discrecional, tiene la inica
condicién de que esté relacionada con la medicién de la tolerancia al toxico. Entre los
criterios empleados podemos encontrar: muerte, ausencia de movimiento, “derribo”
definido por Champ y Dyte (1976) como la incapacidad de ponerse de pie o caminar
normalmente, cambio de peso, incapacidad de la larva de desplazarse una distancia
equivalente a la longitud de su cuerpo (Magaro y Edelson, 1990), o respuestas tan exéticas
como el habito tejedor de las arafias o tan complejas como el comportamiento de larvas

tratadas.

El tiempo que transcurre entre el inicio de la exposicién o tratamiento, y la
evaluacién de la respuesta influye en el tipo y grado de esta wltima. La exposicion al

insecticida puede ser continua o puede estalecerse un periodo limitado de exposicién
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(Champ y Dyte, 1976). El tiempo de exposicién depende del tipo de bioensayo y de las
caracteristicas de accién del bioinsecticida; por ejemplo, seis horas en ensayos de
insecticidas convencionales con Plutella xyllostela (Magaro vy Edelson, 1990) o varias

semanas en ensayos de huevecillos de curculionidos con hongos entomopatégenos (Magaro
y Edelson, 1990).

A pesar de que no se han reportado bioensayos con Tagosodes orizicolus y
delfacidos en general utilizando cepas de Bt, hay algunos reportes de bioensayos con
Bemisia tabaci (Homoptera: Aleyrodidae) y  dfidos  para probar resistencia y
susceptibilidad de los inmsectos hacia insecticidas formulados. Por ejemplo, la FAO
establecié un método para la deteccién de resistencia en ninfas de Bemisia tabaci, el
procedimiento consiste en sumergir plantas de frijol en una solucién insecticida (Busvine,
1980). Asimismo, Prabhaker el ar, 1985 evaluaron la susceptibilidad de Bemisia tabaci a
varios insecticidas confinandolas en plantas tratadas por inmersién. La FAO establecién en
1970 un método tdépico para la determinacion de resistencia de Myzus persicae
(Aphididae), sin embargo el experimento se consideré muy laborioso y impréactico para
usarse con especies pequefias, por lo que para insectos dentro de la familia Aphididae la
mmersion de hojas de la planta hospedera en soluciones insecticidas es el método mas
usado (Navarro y Tejeda, 1994). Por otra parte, a diferencia de los métodos de inmersion
Davidson et al (2000) patenté un sistema de alimentacién para la crnianza de Bemisia
a}éentzfolii, el cual consiste en un sistema formado por un conjunto de platos unidos por
prensas los cudles atrapan en el medio una membrana porosa autoclavable a través de la
cudl las ninfas recién eclosionadas se alimentan de una dieta basada en extracto de levadura

y sacarosa.
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ABSTRACT

Numerous strains of the entomopathogenic bacteria Bacillus thuringiensis are
known to have a toxic effect on many insect larvae of the orders Lepidoptera, Diptera and
Coleoptera. However, very few reports exist that involve effective strains against
homopterans. Based on the premise that there is a coevolution between the bacteria and the
msect hosts, Bt strains have been isolated from homopteran insects, to test their
effectiveness through bioassays against the plant hopper Tagosodes orizicolus Muir
(Homoptera: Delphacidae), an important rice pest and vector of the rice hoja blanca virus.
A collection of 44 Bt strains were obtained from live and dead homopterans from
agroecosystems and nearby areas. This collection was evaluated through the crystal
morphology, molecular weights of the 8-endotoxins and the genetic profiles of the cry, cyt
and vip genes they contained. Most Bt isolates presented diverse patterns of the crystal
morphology: 37 strains had pleomorphic crystals (80%), four strains presented a
combination of pleomorphic, bipyramidal and oval crystals (9%), one showed pleomorphic
and bipyramidal, another pleomorphic and oval and two strains showed oval and
bipyramidal crystals. Furthermore, the analysis of the §-endotoxins through SDS-PAGE

showed very diverse electrophoretic patterns.  Sixteen strains showed two main
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polypeptides. The low molecular weight proteins fluctuated between 40 and 100 kDa
whereas those with high molecular weight oscillated between 70 and 175 kDa. In contrast,
28 strains showed a single band in the SDS-PAGE gel, 12 of them had a 45 kDa protein
and 16 had proteins of molecular weights from 60 to 175 KDa. As a result of the PCR
analyses, 20 strains amplified with one or more cry genes (cryl, cry3, cry7, cyt and vip3),
whereas 25 strains (60%) did not amplify with any of the primers tested. Furthermore, 14
presented two or more genes and four strains amplified with the primer for the cryl gene.
No strains amplified with the primers for the genes crylAd, crylB, crylC, crylD, crylF,
crylE, cry8, cryll, cryl2, cryl4, vipl and vip2. The high diversity of crystal morphology,
electrophoretic patterns and the absence of ampiiﬁcation with several known cry, cyt and

vip genes suggests that some of the strains could contains novel insecticidal proteins.

KEY WORDS

Bacillus thuringiensis, 3-endotoxins, cry, vip, cyt genes, crystal, Tagosodes orizicolus.

INTRODUCTION

Rice is one of the most important food sources in the diet of many developing
countries. In Costa Rica, annual rice consumption is approximately 45 Kg per capita
(Oficina Nacional de Semillas, 1991). The rice hoja blanca virus (RHBV) constitutes one
of the main constraints in rice production, causing losses up to 80%, if the varieties used
are highly susceptible to the virus (Orellana, 1981). The RHBV is transmitted in a
circulative propagative fashion by the delphacid Tagosodes. orizicolus Muir (Homoptera:
Delphacidae). In addition, 7. orizicolus is considered a rice pest since, while feeding and

ovipositing, it causes severe damages to the rice plant.

One of the methods more commonly used for the control of the RHBV disease is
the application of organophosphorate insecticides to diminish the populations of T
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orizicolus. Depending on the insect population dynamics, as much as ten insecticide
applications are performed during the crop cycle (Morales and Niessen, 1985). However,
this control method is not very effective to control the virus since just few vectors are
required to disseminate the virus in the field. In addition, once rice tillering has occurred,
contact insecticides can no longer reach nymphs and females, due to the fact that the
insects lodge mainly in the culm base, protected from insecticide applications. On the other
hand, synthetic insecticides also present numerous inconveniences: broad insecticidal
action affecting in turn beneficial insects, high toxicity to mammals and prolonged residual

effect contaminating rivers and underground water.

The use of bioinsecticides based on the entomopathogenic bacteria Bacillus
thuringiensis (Bt) represents an altemative for the sustainable control of economically
important insect pests (Schnepf et al, 1998). These bioinsecticides are innocuous to
mammals, have a short persistence and their spectrum of action is very specific. In
addition, Bt is an important source of insecticidal genes that can be introduced in the crop

genome by genetic engineering.

Bt forms parasporal crystalline inclusions that are composed of insecticidal
proteins known as 8-endotoxins during the sporulation phase (Schnepf ef al., 1998). The
difference in the toxicity of the Bt strains depends on the type of the 3-endotoxin they
contain. Presently, more than 170 sequences of different -endotoxins are known, and
based on sequence similarity, they constitute 28 different groups of Cry proteins (Schnepf
etal, 1998).

Because a coevolution between Bt strains and susceptible insects has been
proposed (Apoyolo et al., 1995), this research involves the isolation of Bt strains from live
and dead homopterans, followed by their morphological and molecular characterization.
This Bt collection will be later evaluated using a novel feeding bioassay system (Mora and

Espinoza, 2003, in press) for their toxicity towards the delphacid Tagosodes orizicolus.
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MATERIAL AND METHODS

Insect collection:  Insects of the families Aphididae, Cicadellidaé, Delphacidae,
Membracidae and Aleyrodidae were collected in different agricultural ecosystems of Costa

Rica. The insects were obtained from different host plants, such as rice, lettuce, broccoli,
pepper, Luffa sponge (Luffa cylindrical), beans, and coffee, as well as from different
nearby wild areas (Table 1). The search and collection of dead insects was centered in
gregarious families where it is easier to detect dead insects. These families mainly
included aphids and the white fly Bemisia tabaci, where the insects were collected
manuallly or using a suction trap. In non-gregarious families both live and dead msects
were collected using a motor suction pump (Craftzman 32 cc, USA, modified). The
collected insects were later preserved at 4°C in Eppendorf® tubes with 70% ethanol.

Isolation of Bacillus thuringiensis strains: Homopteran insects were separated in dead and

live groups and later they were classified according to family or species. Groups of 10 to
20 insects from a same family and collecting site were homogenized in LB (Luria Bertani,
SIGMA) medium and incubated overnight at 30°C. The next day, samples were inoculated
m Petri dishes with solid agar (Bacteriological Agar, SIGMA) medium and incubated at
30°C for 4-5 days. The isolation protocol by Travers et al. (1987) was also used.

Crystal microscopic analyses: The bacterial colonies that presented the typical colony

morphology for Bt were individually inoculated in Petri dishes with solid agar medium. A
sample - of- these - purified- strains- was then-collected, from approximately four-day-old
cultures, and light microscopy observations were performed (Nikon eclipse E-200), using
slides stained with crystal violet or Coomasie blue. For scanning electron microscopy,
diluted suspensions of spore-crystal were placed on aluminium stubs and air-dried.
Samples were coated with gold in a Fullam EMS-76M evaporator for 5 min, and examined
and photographed with a Hitachi S-2360N at 10-15 kv and observed at magnifications
between 2000 and 24000X.

Sample preservation: The sporulated Bt strains were frozen at —70°C in sterile glycerol (1
part glycerol and one part of LB medium). A loop of this culture was taken and

resuspended in 100 pl sterile destille water, and sterile filter paper strips were impregnated
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with the suspension of spores and crystals. These were later air dried and stored at room
temperature for long-term conservation,

Protein electrophoresis: The spore and crystal suspensions were analyzed in 10%
polyacrylamide gels (SDS-PAGE). The molecular weight of the proteins was estimated
using known molecular weight markers (BIORAD 161-0304).

PCR and product analysis: For DNA extraction, the protocol described by Chen and Kuo

(1993) was used. DNA concentration was estimated by fluorometry (Quantech®, model
FM1 109535). The primers used were those reported for the following gene families: cryl
(crylAa, cryldb, crylAc, crylAd, crylB, crylC, crylD, crylE and crylF), cry3-cry7, cry8,
cryll, cryl2, cryl4, cyt (Bravo et al, 1998), vipl, vip2 and vip3 (Bravo, personal
communication). For PCR analysis, the following reaction mixture was used: 25mM
MgCl,, 10mM dNTPs, 20uM primers and 2,5 U Taqg polymerase in a total volume of 25
pL. Four microliters of sample DNA (10ng/ul) were also used. The amplification program
consisted of the following conditions: a denaturing step of 2 min. at 95°C, followed by 30
cycles of 1 minute at 95°C, 1 minute at 72°C and 1 minute at 72°C, and a final extension

step at 72°C for 5 minutes. The PCR products were analyzed in 1% agarose gels.

RESULTS

In a preliminary experiment to compare the isolation protocol of Travers and
collaborators (1987) with the one described in Materials and Methods, 2% Bt recovery was
obtained using the Travers procedure, whereas 30% was obtained using the second
protocol. Both experiments were done from a total of 15 samples of insects belonging to
the homopteran families Cicadellidae and Delphacidae. Approximately 1300 insects from
different families of the order Homoptera were collected. Bacillus thuringiensis was
isolated from 44 (40%) out of 120 insect groups using the isolation protocol of Travers and
collaborators (1987).

The microscopic analysis of Bt strains showed high diversity in crystal
morphology as well as in crystal size (Table. 1). Thirty seven strains showed pleomorphic
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crystals (80%), four a combination of pleomorphic, bipyramidal and oval crystals (9%),
one pleomorphic and bipyramidal, another pleomorphic and oval, whereas two strains
presented oval and bipyramidal crystals (Fig.1). Crystal diversity was confirmed using
scanning electron microscopy, showing that some strains presented among others,

bipyramidal, oval and pleomorphic crystals (Fig.2).

The SDS-PAGE analyses of the 8-endotoxins showed diverse electrophoretic
patterns.  Sixteen strains showed two main polypeptides: The proteins with lower
molecular weights fluctuated between 40 and 60 KDa, whereas those with high molecular
weights oscillated between 70 and 175 Kda. In addition, 28 strains showed a single band,
12 of which presented a protein 45 KDa and the remaiming 16 strains had one band with
molecular weights between 60 and 175 KDa (Table. 1).

As a result of the PCR analyses, 23 strains did not amplify with any of the primers
used, whereas 20 amplified with one or more primers for the cryl, cry3, cry7, cyt and vip3
genes (Table 1). The collection presented 8 different genetic profiles (Table. 2). It was
also observed that 14 strains amplified with primers for two or more genes, whereas six
strains amplified with one gene. Only four strains amplified with the cryl gene: these
were also analyzed with specific primers for the genes crylda, cryldb, crylAc, crylAd,
crylB, crylC, crylD, crylE and crylF, of which amplification was observed only with the
primers corresponding to crylda, crylAb and cryldc. Of four strains that amplified with
crylda, two of these also amplified with the cryldb and cryldc genes, and one strain
amplified with both cryldc and vip3. No strains contained the cryldd, crylB, crylC,
cryID, crylE, crylF, cry8, cryll, cryl2, crl4, vipl and vip2 genes.

DISCUSSION

A collection of forty-two Bacillus thuringiensis strains was obtained. These were

isolated from live and dead insects of the order Homoptera from different ecosystems and
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crops that were not subjected to insecticide applications, with an efficiency of Bt isolation
of 40%. This efficiency was inferior to the isolation percentages reported for
environmental samples, such as soil, foliage or fallen leaves (50-60%) (Personal
communication, G. Arrieta). The sampling method used was directed toward the isolation
of Bt strains from homopterans, in hope that some of the insects were infected with Bt
strains. However, not all Bt strains isolated are pathogenic to homopterans, since spores

could be externally carried in the exoskeleton of the insect.

A lower Bt isolation efficiency was obtained with the isolation protocol of Travers
and collaborators (1987) (2%) compared with the one described in Materials and Methods
(40%). This result could be due to the many selective steps of the Travers protocol that
mcludes acetate-LB medium that inhibits Bacillus spp. spore germination) and T3 medium
that promotes Bacillus spp. spore germination. These selective steps apparently do not
facilitate the recovery of the bacteria that were present in the samples collected, and

instead, the loss of some Bt strains may have happened during this procedure.

Although homopterans were collected from organic farms or neighboring
agricultural areas, with less msect diversity than m protected ecosystems, a high variation
was observed in Bt crystal morphology, molecular weights of the §-endotoxins and in the
genes they contained. This represents a promising condition in the search for specific

strains for different species of insects.

One particularity of this collection is that the most abundant crystal was
pleomorphic and not bipyramidal, as reported for other Bt collections (Viquez, 2000, Bravo
el al., 1998). Furthermore, cryl genes associated with bipyramidal crystals in the literature
(Shneft et al, 1998) were not frequent in this collection. In addition, the presence of
pleomorphic crystals has been mainly related to the toxic effect against Diptera and
Coleoptera (Shneft et al, 1998). Therefore, it is important to determine if these strains have

toxic effects against other insect orders such as Homoptera.



45

The abundance of pleomorphic crystals, as well as the diversity observed in the
molecular weights of the 6-endotoxins of the strains from this collection contrasts with the
prevalence of bipyramidal crystals and homogeneity of the molecular weights of the §-
endotoxins of Bt strains isolated from other agroecosystems (Viquez, 2000). It is possible
that this difference is due to the fact that the sampling sites in this case were organic farms
with a higher insect diversity than those exposed to frequent synthetic insecticide

applications, in which insect diversity is lower.

Regarding the detection of one or two polypeptides, when the 8-endotoxins of the
strains from the collection were analyzed in SDS-PAGE gels, it is important to remember
that the presence of a single protein in the gel represents either the protoxin or activated

toxin, whereas two bands correspond to the precursor and product in the same sample.

The 25 strains that did not amplify with the primers tested represent a promising
sample for the search for novel §-endotoxins for the control of homopterans or other insect
orders of economic importance since of all them showed bands when analized by SDS-
PAGE. These strains could contain other cry genes that have already been described
previously, but that were not analyzed in this research. In addition, this collection
presented strains with vip3 genes that would be interesting to test in bioassays involving
Homoptera. It is important to stress that in broad bioassays using a subsample of the
collection of Bt strains described in this research, six exhibited a toxic effect on T

orizicolus, when tested with a novel bioassay for this species (Mora y Espinoza, 2003).

Thus, the discovery of toxic Bt strains for Tagosodes orizicolus is highly
important, because it opens the possibility of conducting basic studies that could help
understand the interaction of the Bt §-endotoxins with the gut of phloem-feeding insects. It
would also provide an environmental-friendly alternative for the control of agronomically
important pests. In addition, the 8-endotoxins of these strains could also be a valuable
source for the formulation of bioinsecticides and for obtaining genes that could be used in

plant genetic transformation.
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LEYENDS TO FIGURE

Table. 1 Crystal morphology, molecular weights of the 8-endotoxins and genetic profile of
a collection of forty-four strains of Bacillus thuringiensis isolated from homopterans in

Costa Rican agroecosystems.

Table. 2 Genetic profile of forty-four Bacillus thuringiensis strains.

Figure. 1 Diversity in the crystal morphology of forty-four Bacillus thuringiensis strains.

Figure. 2 Scanning electron micrographs of crystals of Bacillus thuringiensis strains A.
Strain 40-X-m with crystals of pleomorphic and oval morphology (bar=1.76um) B. Strain
40-X-m with different types of crystal morphology (bar=1.50um): pleomorphic, oval,
bipyramidal. C. Strain 8-S-mb with oval crystal morphology (bar=1.50um



Code Molec. weight (kDa) Crystal morphology Genetic profile
1-O-to 45 Pleomorphic Did not amplify
2-F-d 45 Pleomorphic and bipyramidal Did not amplify
3-G-c 45 Pleomorphic Did not amplify
4-I-To 45 Pleomorphic cry3yery7
5-X-m 45 Pleomorphic cry 14a, crylde, vip3
6-A0-C 45 Pleomorphic Did not amplify
7-Ao-a 45 Pleomorphic Did not amplify
8-S-mb 150 Pleomorphic Did not amplify
9-F-m 45 Pleomorphic Did not amplify
10-F-¢ 45 Pleomorphic vip 3
11-S-d 45 Pleomorphic Did not amplify
12-F-c 45 Pleomorphic Did not amplify
13-F-c 58 Pleomorphic Did not amplify
14-F-¢ 79 Pleomorphic vip 3
15-P-To 86 Pleomorphic Did not amplify
16-O-to 95 Pleomorphic cry3yery?7
17-S-d 83 Pleomorphic Did not amplify
18-F-¢ 101 Pleomorphic oyt
19-F-c 108 Pleomorphic crylda, cryldb, cryldc
20-F-c 142 Pleomorphic Did not amplify
21-X-m 142 Pleomorphic erylda, crylde, cryldb
22-X-m 146 Pleomorphic and oval eyt, vips (vip3)
23-0-To 150 Pleomorphic, oval and bipyramidal Did not amplify
24-P-To 150 Pleomorphic cyt, vips (vip 3)
25-0-d 150 Pleomorphic, oval and bipyramidal oyt
06-0-to 176 Pleomorphic cyt, vips (vip3)
R7-S-mb 176 Pleomorphic vip 3
28-F-c 176 Pleomorphic Did not amplify
9-F-c 47,70 Pleomorphic Did not amplify
30-S-d 83, 64 Pleomorphic Did not amplify
B31-F-m 84, 40 Pleomorphic oyt
32-F-d 85,75 Pleomorphic Did not amplify
33-0O-to 93,58 Rhomboid and oval cry 3y cry7
B34-S-d 92, 64 Pleomorphic cry 3y cry 7, vips (vip 3)
35-X-m 103, 98 Pleomorphic Did not amplify
B6-G-e 112,104 Pleomorphic Did not amplify
B37-X-m 115,95 Pleomorphic cry 3y cry 7, eyt, vips (vip3)
38-O-to 119, 86 Pleomorphic Did not amplify
39-G-mb 131, 64 Pleomorphic Did not amplify
40-X-m 134, 84 Pleomorphic, oval and bipyramidal erylda, crylAb, crylac
41-Aoc-a 139,107 Pleomorphic ayt, vips (vip 3)
42-Ao-a 139,113 Pleomorphic and oval Did not amplify
43-S-d 176, 95 Pleomorphic Did not amplify
44-0O-to 176,116 Pleomorphic and oval ey, vips (vip 3)

Table. 1
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Number of Strains Genetic profile
1 cry3, cry7, cyt, vip 3
1 cry3, cry7, vip3
1 crylda, cryldc, vip3
3 crylda, crylAb, crylde
3 cry3, ery7
S cyt, vip3
3 cyt
3 vip3
23 Did not amplify

Table. 2
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O Pleomorphic

M Pleom +bipyr.+oval.
O pleom.+bipyr.

O pleom.+oval.

\Boval.+bipyr.
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Analisis del modo de accién de la 3-endotoxina GP3 de Bacillus thuringiensis en

tejidos del intestino de Tagosodes orizicolus (Homoptera:Delphacidae) (Muir)

Rebeca Mora', Ana M. ESpinoza1 2 Jorge Séanchez’ y Alejandra Bravo®

'Centro de Investigacion en Biologia Celular y Molecular (CIBCM), Ciudad de la
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Mnstituto de Biotecnologia de la UNAM, México.

RESUMEN

La mayoria de estudios de umidn in vitro de las 8-endotoxinas de Bacillus
thuringiensis se han realizado en tejidos del tracto intestinal de larvas del orden
Lepidoptera. Estas larvas presentan intestinos relativamente grandes y féciles de manipular,
asimismo la mayoria de 8-endotoxinas descritas son especificas para larvas de este orden.
En contraste, existen muy pocos reportes de d-endotoxinas con especificidad para insectos
chupadores pequefios pertenecientes al orden Homoptera. Esta investigacién, pretende
analizar mediante el uso de técnicas inmunohistoquimicas, la wnién in vitro de la 8-
endotoxina GP3 de Br efectiva para el control de mosca blanca (Bemissia tabaci)
(Homoptera:Aleyrodidae) a las microvellosidades apicales del epitelio intestinal medio de
Tagosodes orizicolus (Homoptera:Delphacidae). La metodologia que se utilizé en el
analisis de la unién in vitro de las ICPs (proteinas insecticidas del cristal), se estandarizé
preliminarmente en intestinos de Manduca sexta (Lepidoptera:Sphingidae) utilizando la 8-
endotoxina CrylAb y posteriormente se realizaron los ensayos de unién de la 3-endotoxina

GP3 al epitelio intestinal de 7° orizicolus. Se utilizaron anticuerpos especificos contra la
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proteina CryIAb no biotinada (en el caso de M. sexta) y streptavidina-peroxidasa para la
GP3 (en el caso de T orizicolus). Observaciones mediante el microscopio de luz mostraron
que en un 40% de los casos, se observd una union leve de la toxina GP3 en el epitelio de
las células intestinales de Tagosodes orizicolus. Los resultados obtenidos demuestran una

interaccién positiva de la toxina GP3 con el epitelio intestinal de T. orizicolus.

DESCRIPTORES
Bacillus thuringiensis (Bt), d-endotoxinas, inmunohistocitoquimica, ensayos de umidn,

Homoptera, Tagosodes orizicolus, Bemissia tabaci

INTRODUCCION

Bacillus thuringiensis (Bf) pertenece al grupo de bacterias Gram positivas. Esta
bacteria tiene como caracterisica sobresaliente la formacién de inclusiones cristalinas
compuestas de protefnas insecticidas conocidas como &-endotoxinas durante la fase de
esporulacion (Schnepf et al, 1998). La actividad insecticida que caracteriza estos cristales
conllevd al desarrollo de bioinsecticidas basados en Bt para el control de ciertas plagas de

importancia en la agricultura (Honée and Visser, 1993).

El modo de accion de las 8-endotoxinas en especies susceptibles dentro del orden

Lepidoptera es el siguiente: los cristales proteicos son ingeridos por las larvas del insecto,
posteriormente, son solubilizados en el intestino medio. Aqui, las proteasas transforman los
monémeros de protoxina en toxina activa. La toxina activa se une a receptores en las
microvellosidades apicales de las células epiteliales intestinales para posteriormente
insertarse en la membrana celular y formar canales i6nicos. Estos canales permiten el flujo
libre de liquido y iones; lo que constifuye finalmente, la causa de la muerte del insecto
(Guy Honée y Bert Visser, 1993, Knowles, 1994).
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Es importante resaltar que la unién de la toxina a su receptor es un evento
complejo y bifasico: primero, la unién inicial de acercamiento de la 3-endotoxina a la
membrana de la célula epitelial intestinal (unidén reversible) y un paso posterior donde la
molécula de la toxina, por medio de uno o més dominios especificos, se integra o inserta en
la matriz membranal (unién irreversible) para formar un poro o canal idnico (Masson et al.,
1995). Asimismo, se ha comprobado que la toxicidad propiamente est4 determinada por la
unién frreversible de la toxina, es decir la eficiencia con la cual se inserta en la membrana y

pueda formar canales i6nicos.

Debido a que la unién de las d-endotoxinas de Bt a receptores especificos juega
un papel muy importante en el modo de accion de estas proteinas, se ha demostrado la
unién de las 3-endotoxinas a sus receptores en experimentos in vitro € in vivo en el tejido
intestinal de insectos (Bravo et al. 1992 ay b, Hofmann et al. 1988 a y b, Bauer y Pankratz,
1992). Estos experimentos emplean métodos inmunocitoquimicos en los cuales se observa
al microscopio de luz la unién de las 3-endotoxinas a la membrana peritréfica y a las
microvellosidades apicales de las células epiteliales del intestino medio de insectos

suceptibles.

La mayoria de cepas de Bt descritas son activas contra lepidopteros. Sin embargo,
algunas cepas son toxicas a coledpteros y dipteros. Més recientemente, se ha informado de
cepas activas contra otros o6rdemes como: Hymenoptera, Orthoptera, Homoptera y
Mallophaga (Schnepf et al, 1998). Asimismo, la mayoria de los ensayos de unién in vitro y
los posteriores efectos histopatologicos de las 8-endotoxinas de Bt se han descrito
detalladamente para especies como Manduca sexta, Plutella xyllostella, Leptinotarsa
decemlineata, Bombyx mori, Heliothis virescens (Bravo et al., 1992a y 1992b, Endo y
Nshiitsutsuji-Uwo 1980), la mayoria, especies pertenecientes al orden Lepidoptera. Sin
embargo, dentro del orden Homoptera existen pocos reportes de 3-endotoxinas toxicas
(Rhopalosiphum maidis suceptible a una delta-endotoxina Cry, (Aranda, 1996) y un
aislamiento de Bt con toxicidad para insectos de la familia Aphididae (Payne y Cannon,
1993) por lo tanto, se han realizado pocos estudios de unidén in vifro. Este orden, se

caracteriza por incluir insectos chupadores pequefios, de gran importancia como insectos
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plaga y vectores de virus. Entre ellos Tagosodes orizicolus (Familia: Delphacidae), plaga

del arroz y vector del virus de la hoja blarica.

La cepa GP3, aislada a partir mosca blanca muerta presenta toxicidad para
Bemissia tabaci (Homoptera:Aleyrodidae) y presenta los genes crylAa, crylAb, crylAc y
cryIAd. Debido a que la cepa GP3 presenta una fuerte actividad toxica en Bemissia tabaci,
se espera que esta toxina interaccione con los receptores especificos en el intestino de
mosca blanca, tal y como se ha descrito para otros insectos. Asimismo, dado que B. tabaci
es un homéptero al igual que 7. orizicolus se propone que la toxina GP3 puede ser también
activa contra 7. orizicolus. El objetivo de esta investigacion es analizar mediante técnicas
inmunohistoquimicas la posible unién in vitro de la toxina GP3 a las microvellosidades del

epitelio intestinal de Tagosodes orizicolus.

MATERIALES Y METODOS

Obtencidn de msectos Manduca sexta fue criada en el laboratorio de la Dra. Bravo usando

una dieta sustituta. Las larvas utilizadas para realizar las disecciones fueron del quinto
estadio. Adultos y ninfas de T orizicolus, se obtuvieron de las colonias prestablecidas en el
insectario del CIBCM.

Cepas de B. thuringiensis Las cepas GP3 y CrylAb son propiedad del laboratorio de la
Dra. Bravo, en el Instituto de Biotecnologia de la UNAM, Cuemavaca. Las cepas 40-X-m

y 5-X-m pertenecen al CIBCM y ambas fueron aisladas a partir de insectos del orden
Membracidae muertos. Estas cepas se inocularon en platos con agar y se incubaron por
aproximadamente cuatro dias a 30°C.

Microscopia de los cristales Se realizaron observaciones al microscopio de luz con ldminas

tefiidas con cristal violeta o azul Coomasie, a partir de cultivos de aproximadamente cinco
dias. También se realizaron observaciones al fresco de cultivos de 24 a 48 horas, utilizando
un microscopio de contraste de fases.

Electroforesis de proteinas Se tomé una asada densa de una colonia de alrededor de 5 dias
y se resuspendié en 50 ul de tampén (10mM Trs-HCL, pH 7,2 y 5SmM EDTA, pH 7,2). Las
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muestras se agitaron en Vortex, tomandose 7,5 ul de muestra y adiciondndose a 7,5 ul de
tamp6n muestra (1M Tris-HCl, 2% SDS, 20% glicerol, 5% mercaptoetanol y azul de
bromofenol). La mezcla se calentd por tres minutos en un bafio de agua hirviendo. Las
proteinas se analizaron en geles de SDS-PAGE al 10%, a 100 voltios por 3 horas. Los geles
se tifieron con azul de Coomassie y el peso molecular de las proteinas se estim¢ utilizando
marcadores de peso molecular conocido (marcador de bajo peso molecular 77-14 kDa y
marcador de alto peso molecular 200-45 kDa, BIO-RAD).

Purificacién de los cristales La cepa se crecid en medio de cultivo SP (cual) hasta la

esporulacion. Posteriormente se recuperd el cultivo y se lavé con 0,3M NaCl y 0.1 M
EDTA, pH 8. Se centrifugd 3 veces a 10.000 rpm por 10 min y se elimin6 el sobrenadante.
Seguidamente se resuspendid y se lavé el precipitado en agua con 1mM PMSF tres veces,
centrifugando bajo las mismas condiciones. El precipitado resultante se resuspendié en un
tampdn TTN (20 mM Tris-HCI, 300mM NaCl y 1% Tritén X-100, pH 7.2). Se agité en
Vortex y se sonicéd (3 pulsos de 50 seg. a 20 watts por 1 min. de descanso) para después
colocar la muestra en un gradiente de sacarosa (84%, 79%, 72%, 67%). Para preparar los
gradientes se agregé a cada una de las concentraciones, 400 ul de 1%Tritén, 2 ml de 1M
Tris-HCI, pH 8 y 80ul de SM NaCl. Se centrifugé a 23000 rpm por 20 min a 16°C y se
colectaron las bandas que se observaron. Para eliminar la sacarosa, las fracciones se
lavaron con agua bidestilada y 0.1% Tritén y se centrifugaron 3 veces a 10000 rpm por 10
min. Finalmente, se resuspendi6 el precipitado en S0mM Tris-HCI, pH 8 o agua con ImM
PMSF y se conservaron a 4°C.

Solubilizacién y tripsinizacién Los cristales purificados en agua se precipitaron por

centrifugaciéon por 10 min a 10000 rpm. La solubilizaciéon se realizd utiizando dos
metodologias: la primera utilizando tampoén de carbonatos. Se agregd a cada banda del
gradiente, tampdn carbonatos (solucién A: 0,5 M carbonato de sodio y solucién B: 0,5 M
bicarbonato de sodio), se disolvié la soluciéon B en 50 ml de agua y luego se agregd la
solucién A hasta llegar a un pH de 10,2. Se afor6 a 100 ml y se diluyd 5 veces en agua con
0.2% mercaptoetanol y se incubd a 37 °C por 2 horas en agitacion suave). Posteriormente,
se centrifugd a 10000 rpm por 10 min y se tomé el sobrenadante para determinar la
concentracién de la proteina mediante el método de Bradford. Seguidamente, se agregd

tripsina en una relacién 1:50 y se incubd por dos horas a 37 °C (antes de tripsinar, se ajustd
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el pH a 8.05 utilizando 50mM Tris-HCI). Se agreg6 PMSF y se centrifugd a 10000 rpm
durante 10 min, para posteriormente guardar el precipitado en agua destilada. La segunda
metodologia utilizé tampén CAPS: se resuspendié la banda en 500 ul de tampédn, se agregd
tripsina en una relacién de 1:20 y se incubd a 20 °C por toda la noche. Posteriormente, la
tripsina se inactivé con 1mM PMSF, se centrifugd por 10 min. a 10000 rpm y se recuper6
el sobrenadante, analizindose en geles de SDS-PAGE al 10%.

Determinacién de la concentracién de proteina La determinacién de la concentracidn

proteica se hizo mediante el método de Bradford. Este método determina la concentracion
de las proteinas en solucion y depende de el cambio en la absorbancia en el azul de
Coomassie al unirse con la proteina. Se prepard una curva de calibracién con suero de
albimina bovino (BSA) sobre la cual se determind la concentracion proteica de la
incégnita. Se tomaron 0, 25, 50, 200ul de (BSA) y se les agregd un determinado volumen
de la muestra de interés, finalmente se agregd 40 pl de reactivo de Bradford y agua hasta
llegar a un volumen final de 1000ul. Se determiné la absorbancia a 595 nm.

Marcaje de las §-endotoxinas con biotina El marcaje de las 8-endotoxinas purificadas se

hizo con éster de biotina (20 ul de biotina en 0,6 mg/ml de toxina) incubando por una hora
a temperatura ambiente. Con el objeto de remover el exceso de biotina, se pasé la mezcla
toxina-biotina por una columna Sephadex G-25 previamente equilibrada con 20 ml de
tampo6n fosfatos (solucion 1: 0,01 M NaH2PO4 y 0.145 M NaCl y solucién 2: 0.005 M
Na2HPO4 y 0.145 M NaCl). Posteriormente, se agrega PBS para lavar la columna. A la
columna equilibrada se aplicaron 200 pl de la mezcla toxina-biotina y finalmente se
colectaron todas las fracciones para determinar Iuego la concentracion de proteina por el
método de Bradford. Posteriormente se analizaron los resultados por Western Blot usando

anticuerpos especificos o streptavidina-peroxidasa conjugada revelada con luminol.

Diseccién de intestinos Se colocaron adultos y las ninfas de Tagosodes orizicolus en una
pequefia base y se embebi6 cada uno en una gota de alcohol al 70%. Bajo el esteréoscopio
y utilizando pinzas finas se disecté el intestino manipuldndolo lo menos posible y
rapidamente. Esto con el fin de evitar provocar dafio al tejido intestinal y la entrada de aire
en la cavidad intestinal.

Preparacién de los cortes Los intestinos se fijaron en Bouin Hollande (para 100 ml de

solucién de fijador: 2.5g acetato ctprico, 4g acido picrico, 10 ml formaldehido al 40% y
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solucién saturada de HgCl, al 10%) por 30 min a temperatura ambiente para después
transferirlo a otro cambio de fijador donde permanecié por 24 horas. Posteriormente, el
tejido se enjuagod rapidamente tres o cuatro veces con agua para luego dejarlo 12 horas en
agua destilada. El tejido se conservé en etanol al 70%. Para infitrar €] tejido en parafina
histolégica, se deshidraté de la siguiente manera: 1h en etanol al 70%, 1h en etanol al 96%
y dos veces 2h en etanol al 100%. La infiltracién del tejido se inicid con una mezcla de
xileno/ etanol, 50/50 (v/v) por 1 h, 1h en xileno al 100%, 12 h a 58°C en xileno/Paraplast,
50/50 (v/v) y dos cambios de 24h en Paraplast 100%. Fmalmente el tejido se embebié en
Paraplast 100% y se endureci6 rdpidamente en hielo. Se realizaron cortes histologicos de 5
micrémetros de grosor cortados con un micrétomo. Posteriormente se adhirieron a
portaobjetos previamente inpregnados de una solucién de albimina 1:10 (10 ml agua
destilada, 5 ml de glicerina y 5 g de ovoalbiimina). Posteriormente, los cortes se estiraron
sobre una plancha caliente a 40°C y se secaron durante 72h en una estufa a 40°C. Los
cortes histologicos se desparafinaron e hidrataron (dos veces 5 min en xileno 100%, tres
veces 5 min en etanol 100% y una vez 2 min. en agua destilada). El HgCl, (contenido en el
fijador) se elimind incubando los tejidos dos veces en solucién de lugol (0,5% 12 y 1%KI)
por 3 minutos, y una vez por tres minutos en 5% tiosulfato de sodio. Los tejidos se lavaron
una vez 3 min. en agua destilada y se equilibraron durante 5 min en tampon BTST (10mM
Tris-HCI pH 7.6, 150mM NaCl, y 0.1% Tritén X-100).

Localizacién inmunocitoquimica de las toxmas Cada laminilla con tejido se cubrié con

0.35 ml de solucion de las toxinas y se incubd por una hora a temperatura ambiente en una
camara himeda. Después de 1 h se lavé con BTST. Los cortes con toxina no biotinada se
incubaron toda la noche con 0.35 ml de anticuerpo primario diluido 1:1000 con BTST vy los
cortes con toxina biotinada se incubaron con streptavidina diluida 1:100 con BTST.
Posteriormente se lavé con BTST y se incubd por una hora con un anticuerpo secundario
antiratén de conejo acoplado a peroxidasa (Gnicamente los portaobjetos con toxina no
biotinada) diluido 1:200 en BTST. Posteriormente se lavo el exceso en ambos tratamientos
durante un minuto con BTST. Seguidamente, se reveld (10-15min) la peroxidasa con una
solucién de diaminobencidina (25 mg en 200 ml de 0.5 M Tris HCI, pH 7.6) con 0.03 % de
H202. Finalmente los cortes se deshidrataron, clarificaron y posteriormente se sellaron

usando resina Entelldn como medio de montaje.
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RESULTADOS

Se observd que ambas cepas 40-X-m y 5-X-m (Cuadro.l) contenfan dos tipos de
cristales: ovalados pequefios y bipiramidales grandes. Debido a la semejanza de los
cristales, ambas cepas presentaron el mismo patrén de separacién en los gradientes de
sacarosa (Fig.1). Es importante tomar en cuenta que dependiendo de la forma y el tamafio
del cristal variard la fraccién del gradiente en donde se ubique, asi como el tiempo

requerido para su separacion por ultracentrifugacion.

Como resultado de la solubilizacion utilizando el tampdn carbonatos de las
fracciones de los gradientes correspondientes a las cepas anteriormente mencionadas se
observa en la Fig.2 una buena solubilizacién de la segunda banda de los gradientes
correspondiente a los cristales bipiramidales grandes (carril 3). En los carriles # 6,7,8.9 se
observa que la pastilla arrastré poca proteina lo que indica una adecuada solubilizacién de
los cristales. Sin embargo, en la Fig.3 que muestra el resultado de la solubilizacién
utilizando el tampdn CAPS se observa mucha proteina no solubilizada en los carriles #
6,7,8,9. Al igual que en el gel anterior, hay una adecuada solubilizacién de los cristales
bipiramidales grandes. En las mismas figuras. 2 y 3 la tripsinisacién de las proteinas di6
como resultado productos diferentes, vemos como en la Fig. 2, en los carriles #2 y 3 se
muestra la solubilizacién en buffer carbonatos de los cristales ovalados y bipiramidales
respectivamente de la cepa 40-X-M y en los carriles # 4 y 5 se muestra lo mismo para los
cristales de la cepa 5-X-m. Ambas cepas dieron un resultado semejante en cuanto que los
cristales bipiramidales mostraron una solubilizaciéon muy efectiva de una proteina de 65
Kda y los cristales ovalados presentaron una solubilizacién muy pobre bajo las mismas
condiciones. Sin embargo se puede observar que en ambas cepas los cristales ovalados
presentan una proteina de 63 Kda. Posteriormente, se intenté solubilizar las cepas en
tampon CAPS con la finalidad de buscar una condicién mejor en donde también se
solubilizaran los cristales ovalados. En la Fig.3 se puede observar que la solubilizacion de
ambos tipos de cristales de las dos cepas fue menos eficiente en este tampdn. En estas

condiciones, es evidente que el cristal bipiramidal se resuelve en dos bandas de peso
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molecular muy cercano (65 y 60 Kda). La segunda banda de 60 Kda podria ser un producto
de degradacién de la primera banda ya que las cepas de Bt producen una gran cantidad de
proteasas durante la esporulacion y también debido a que este cristal estd formado por una
sola banda que comresponde a la de mayor peso observada al solubilizar con buffer
carbonatos (Fig.2). Posterior a la solubilizacién, se realizd la cuantificacién de
concentracién de las proteinas mediante el método de Bradford (Cuadro 2) y se determind

la cantidad de tripsina necesaria por tratamiento (Cuadro 3).

En la Fig. 4 se observan el marcaje de las §-endotoxina CryIAb con biotina. Estas
proteinas se utilizaron para realizar los ensayos de unidn in vifro. Se obtuvo un patrén
caracteristico de la protefna CryIAb en donde se observa una banda fuerte de
aproximadamente 130 KDa que pertenece a la protoxina y una banda de aproximadamente
70 KDa perteneciente a la toxina. La proteina CryIAb no se observd completamente pura
va que predomind una banda contaminante de 35 Kda. Debido a la presencia de bandas
contaminantes, algunas veces se recomienda purificar las proteinas a homogeneidad por
medio de mtercambio iénico. Sin embargo, para el fin de esta investigacién no fue
problematico usar protefnas con bajos niveles de contaminantes como en este caso ya que
lo que se busca es ver si hay unién o no. En la Fig.5 se decidié realizar un nuevo marcaje
de otra proteina CrylAb conjuntamente con el marcaje de la proteina GP3. Como resultado
de este marcaje, se observa un barrido completo en donde las bandas predominantes para la
toxina GP3 se esperarfa que fueran de 130 y 60 Kda (comunicacién personal, Dra. A.
Bravo) pero en este caso no se lograron observar. En este caso, si era recomendable
purificar por la columna de imtercambio para eliminar el exceso de contaminantes.
Posterior al marcaje de la proteina CrylAb con biotina se determiné la concentracién de la
proteina mediante el método de Bradford (Cuadro 4 y Fig 6). La concentracion final de la
proteina fue de: 0,098 mg/ml. En las Figs. 7A, 7B y 7C se observan cortes de 5Sum del
intestino de M. sexta y T. orizicolus. En ambos cortes se observan las microvellosidades
(mv) apicales del intestino medio en donde usualmente se observa la unién de la toxina en
insectos suceptibles. Se observé ademés la unién de la toxina CryIAb (flecha) a las
microvellosidades del epitelio intestinal de Manduca sexta (Fig. 7A), observandose en

todos los cortes analizados. La toxina CryIAb se uni6 uniformemente a lo largo de las
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microvellosidades del epitelio intestinal del intestino medio de M. sexta. Por el contrario,
en la Fig. 7B la unidn positiva de la toxina GP3 al epitelio intestinal de I° orizicolus fue
leve y no fue uniforme a lo largo de todo el epitelio intestinal del insecto.

DISCUSION

En el caso de Tagosodes orizicolus y homdpteros en general, existe una falta de
informacién acerca del ambiente luminal del intestino, como por ejemplo, la composicidén
enziméatica y el pH. Se han reportado enzimas salivares como esterasas y enzimas
provenientes de las glandulas accesorias como amilasas, maltasas, invertasas y proteinasas
en chinches, en donde el pH intestinal es de 6,8 a 7 y de 9 dependiendo de la especie (A.T.
Dow, 1986). Sin embargo, la falta de informacién en homopteros causa una mayor
mcertidumbre a la hora de determinar si las enzimas digestivas del insecto son capaces de
procesar la protoxina a toxina activada, para la formacién del poro y consecuentemente la

iniciacion efecto toxico en el epitelio intestinal.

Asimismo, existen pocos reportes de §-endotoxinas toxicas para homdpteros. Esta
falta de informacion sumada a los habitos alimenticios del insecto (chupador) conlleva a la
realizacién de bioensayos mas elaborados en donde se podria requerir solubilizar la toxina,
para suplir asi, la posible falta de las enzimas proteoliticas del intestino de 7. orizicolus.
Ademas, se debe optimizar el bioensayo para poner en contacto el insecto con la solucién
téxica. Por lo tanto de ser requeridas la solubilizacion y en algunos casos la tripsinisacién
de las toxinas, ambos procesos deben optimizarse con cada cepa en particular y no se puede
generalizar la metodologia para todo tipo de cristal. Se debe ademas calibrar la cantidad de
tripsina que se va a utilizar. Si la solubilizacién de los cristales de algunas cepas de Bt es un
factor clave para la realizacién de los bioensayos con Tagosodes orizicolus, es
recomendable establecer las condiciones dptimas de solubilizacién para cada una de ellas.
En esta investigacion se observd que una buena solubilizacion para un determinado cristal

de una cepa determinada no garantizé una buena solubilizacién para otros cristales.
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Debido a que Bemissia tabaci y Tagosodes orizicolus pertenecen al mismo orden,
se decidi6 utilizar la cepa GP3 para los ensayos de unidén. Esto debido a que consideramos
que existe una mayor posibilidad de que una cepa téxica para mosca blanca resulte mas
afin a los receptores de Tagosodes orizicolus que otras cepas efectivas para otros ordenes
como Lepidoptera. Sin embargo, en una investigacion posterior y como resultado de la
realizacién de bioensayos burdos preliminares con esporas y cristales liofilizados de la cepa
GP3 (no se muestran en esta investigacién) no se obtuvo un efecto téxico contra Tagosodes
orizicolus (Homoptera:Delphacidae). Sin embargo, resultaria interesante analizar en futuros
bioensayos si el cristal solubilizado y tripsinizado produce el mismo efecto. Este resultado
parece apoyar los observados en numerosos estudios que demuestran que la toxicidad de Bt
en una especie en particular no garantiza la toxicidad en especies relacionadas (Glare and
Callaghan, 2000). Por lo que se concluye que la susceptibilidad de insectos hacia cepas de
Bt debe ser estudiada caso por caso (Glare and Callaghan, 2000).

En varios de los casos estudiados, las caracteristicas de la unién de la toxina
correlaciona con su toxicidad. Sin embargo, estas correlaciones no siempre se dan.
Resultados similares han sido reportado en la literatura en donde se ha demostrado que
toxinas poco potentes se unen con una afinidad smmilar o mayor que toxinas mds potentes
(Peyronnet, 1997). Esto se debe principalmente, a que la unién si es necesaria pero no
suficiente para la toxicidad, por lo que no provee un indice de la potencia de la toxina. Sin
embargo, la unidén observada de la cepa GP3 demuestra que si hay una interaccién de la
toxina, probablemente con los receptores en las microvellosidades del epitelio intestinal,
sin embargo constituye un caso de interaccién inespecifica, en donde el segundo paso en el
proceso de unioén de las toxinas (union irreversible), no se lleva a cabo por lo que no hay

efecto toxico notable.
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LEYENDAS DE FIGURAS

Cuadro. 1 Procedencia de las cepas 5-X-m y 40-X-m de Bacillus thuringiensis utilizadas en

el estudio.

Cuadro. 2 Determinacién mediante el método de Bradford de la concentracién (mg/ml)
proteica de las diferentes fracciones de los gradientes de sacarosa realizados con las cepas
5-X-m y 40-X-m solubilizadas.

Cuadro. 3 Determinacion de la cantidad de tripsina requerida por tratamiento.

Cuadro. 4 Determinacion de la concentracién (mg/ml) de la proteina CrylAb mediante el

método de Bradford.

Fig. 1 Gradientes de sacarosa con las cepas 40-X-m y 5-X-m.

Fig2 Gel de poliacrilamida al 10% con las cepas 40-X-m y 5-X-m. Se observan las
diferentes fracciones de los gradientes tratadas con buffer carbonatos. Carril #1 Marcador
de alto peso molecular, carril#2 fraccién 1. del gradiente de sacarosa correspondiente a los
cristales pequefios ovalados, carril#3 fraccion 2. del gradiente de sacarosa correspondiente
a cristales bipramidales grandes, camril#4  fraccion 1. del gradiente de sacarosa
correspondiente a los cristales pequenos ovalados, carril#5 fraccién 2. del gradiente de
sacarosa correspondiente a cristales bipramidales grandes. Carriles #6,7,8,9, pastillas

correspondientes a las diferentes fracciones solubilizadas.

Fig.3 Gel de poliacrilamida al 10% con las cepas 40-X-m y 5-X-m. Se observan las
diferentes fracciones de los gradientes tratadas con buffer CAPS. Gradiente de sacarosa
correspondiente a los cristales pequefios ovalados carril#1, carril#2 Marcador de alto peso
molecular, carril#3 fraccién 2. del gradiente de sacarosa correspondiente a cristales
bipiramidales grandes, carril#4 fraccion 1. del gradiente de sacarosa correspondiente a los

cristales pequenos ovalados, carril#5 fraccion 2. del gradiente de sacarosa correspondiente
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a cristales bipramidales grandes. Carriles #6,7,8,9, pastillas correspondientes a las

diferentes fracciones solubilizadas. solubilizadas.

Fig.4 Western Blot utilizando la protefna CrylAb utilizando como sustrato luminol. Pozo
#1:Marcador de amplio rango biotinado, pozo #2: Toxina CrylAb biotinada.

Fig.5 Western Blot de la proteina CrylAb y la cepa GP3 utilizando como sustrato uminol.
Carril#1 Marcador de amplio rango biotinado, carril #2 proteina CrylAb biotinada, carril
#3 Proteina GP3 biotinada.

Fig.6 Determinacion de la concentracién de la proteina CrylAb mediante el método de

Bradford. Cn final de proteina CrylAb:0,098 mg/ml *, pendiente: 0,057, n:5.

Fig. 7 Localizacién inmunocitoquimica de las d-endotoxinas GP3 y CrylAb. A Se presenta
un corte del tejido intestinal de Manduca sexta en donde se observa la unién uniforme
(flecha) de la toxina CryIAb al epitelio intestinal de las microvellosidades del intestino
medio. B y C Se observan cortes de los tejidos del intestino de Tagosodes orizicolus. B
control (tejido sin toxina). C Se observa la unién no uniforme (flecha) de la toxina GP3 al

epitelio apical de las microvellosidades del intestino medio de Tagosodes orizicolus.
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Cédigo Lugar de colecta Insecto Fecha de colecta
40-X-m San Pedro, Sabanilla ~ Membracidae Abril, 2001
5-X-m San Pedro, Sabanilla ~ Membracidae Abril, 2001
Cuadro. 1
Cepa  H20+Muestra+ Fraccién Tamp6én  Concent. Absorbancia
React. de Bradfod (grad.) 600 nm
40-X-m  795pl+5pl+200u 1 CAPS 0.04 mg/ml 0,011
40-X-m  795pd+5pl+200pl 2 CAPS 0.1mgml 0,036
40-X-m  795pd+5p1+200p1 1 CAPS 0.056 mg/ml 0,023
40-X-m  795pd+5pl+200pl 2 CAPS 0.15 mg/ml 0,047
5-X-m 790ubH10p0+200p1 1 Carbonat. 0,009 mg/ml 0,059
5-X-m  790pl+10pd+200d 2 Carbonat. 0,49 mg/ml 0,349
5X-m  790pb10p+200id 1 Carbonat. 0,1 mg/ml 0,038
5-X-m  790ul+10p+200ul 2 Carbonat. 0,61 mg/ml 0,416
Cuadro. 2
Cepa Fraccidén tratamiento  pgtotales de  pg de tripsina
Gradiente proteina 1pg trip./20pg prot.
40-X-m 1 CAPS 20 ug Iug
40-X-m 2 CAPS 50 ug 2.5ug
40-X-m 1 CAPS 28 ug l4pg
40-X-m 2 CAPS 75 pug 3.75ug
5-X-m 1 Carbonat. 4.5 ug 0.22ug
5-X-m 2 Carbonat. 245 g 12.25ug
5-X-m 1 Carbonat. 50 ug 2.5ug
5-X-m 2 Carbonat. 305 ug 15.5ug

Cuadro. 3
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Volumen de BSA/toxina+H20+ Cepa Concent. Absorbancia
React. de Bradford 600 nm
Opl+-800p+200pd CrylAb 0 mg/ml 0
25ul+775ud+200pd CrylAb 2.5 mg/ml 0.229
50ul+750ul+200pd CryIAb 5 mg/ml 0.441
100u1+700p0+200pd CrylAb 10 mg/ml 0.774
200pd+650pd-+200u1 CryIAb 20 mg/ml 1.173
10ul tox. CryIAb +790u1+200u1 CryIAb  0.098 * mg/ml  0.090
Cuadro. 4
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ABSTRACT

A reliable bioassay procedure was developed to test putative ingested toxins on
the rice delphacid Tagosodes orizicolus. Initially, several colonies were established under
greenhouse conditions, to provide enough healthy test individuals during the bioassay
standardization. For this purpose, a rearing system was established, using rice plants to
nurture the insect, kept in cages at 18-30°C and 80% RH. The procedure efficiently kept
the colony free of predators and parasitoids for more than 12 generations. For the bioassay,
an in vitro feeding system was developed for third- and fourth-instar nymphs. Insects fed
through parafilm membranes on sugar (10% sucrose) and honey bee (1:48 vol/vol)
solutions, observing a patural mortality of 10-15% and 0-5%, respectively, for a period of
12 days. Results were reproducible under controlled temperature, humidity and
photoperiod conditions during the bioassay (18 £ 0.1 °C at night and 28 + 0.1 °C during the
day, 80% RH and a 12:12 day:light photoperiod), in contrast to the results observed when
these variables were not controlled. In addition, natural mortality was quantified on insect
colonies, originally collected from three different geographic zones in Costa Rica, with no

significant differences between colonies. This bioassay procedure may provide a bases for
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screening a large number of toxins, such as those found m a great diversity of Bacillus

thuringiensis strains, and eventually develop transgenic rice resistant to this pest.

KEY WORDS

Tagosodes orizicolus, Homoptera, rice delphacid, bioassay, rearing, sugar diet

INTRODUCTION

The rice delphacid (RDel) Tagosodes orizicolus Muir (Homoptera: Delphacidae)
1s a monophagous isect pest of rice (Oryza sativa), with a wide distribution in the
neotropics of the American continent. RDel is an insect pest of high economic importance
not only because it is the vector of the rice hoja blanca virus (RHBV), but also because it
causes mechanical damage through feeding and oviposition on the host plant. The use of
chemical insecticides such as endosulfan, fenitrotion and fenucarb, which are highly toxic
to mammals, is the most common control strategy against this pest (Saunders et al, 1998).
Therefore, alternative control measures should be developed, which may prove to be
mnocuous to human beings, less harmful to the environment and with a minimum effect to

agroecosystem biodiversity, including natural enemies.

One of such alternatives may be provided by the entomopathogenic bacterium
Bacillus thuringiensis (Bf). During sporulation, Bt synthesizes crystalline parasporal
inclusions composed of insecticidal proteins, known as 8-endotoxins (Crickmore et al.,
1998), which are innocuous to humans and highly toxic and specific to pests. Based on the
insecticidal activity of Bt, many commercial bioinsecticides have been developed for the
control of lepidopteran, dipteran, and coleopteran larvae of economic importance (Glare
and O’Callahan, 2000). Additionally, the use of Bt genes to develop insect resistant
transgenic plants has proven to be highly effective, and may be an important alternative for

the control of sucking insect pests, such as RDel.
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Either a toxin from Bt or any other proteinaceous toxin active against RDel,
should be the result of extensive screening projects, where test individuals are subjected to
a number of different toxic agents, under controlled bioassay conditions. Those conditions
must be previously standardized, in order to obtain repetitive, reliable results. Healthy
individuals should be used in the bioassay and no more than 10% mortality should be
allowed in the control population (Ibarra and Del Rincén, 2001). Evaluation of stomach
poisons must rely on an effective feeding technique that ensures the ingestion of sufficient
doses, which is the bases for a reliable screening program of toxins (in coarse or qualitative
bioassays), and also to determine dose-mortality relationships, directed towards the
estimation of LCsos (in quantitative bioassays) (Ibarra and Del Rincén, 2001).

So far, no biocassay procedure has been published for RDel neither for any
homopteran species, to test per os toxicity, in contrast to the abundant information
available for lepidopteran, coleopteran, and dipteran larvae (De Leén and Ibarra, 1995;
Ibarra and Federici, 1987; McLaughling et al. 1984) However, feeding systems for virus
acquisition by homopteran species have been reported before (Espinoza, 1989). These
systems are based on the sucking of sugar solutions through Parafilm membranes that
imitate, to some extent, the penetration of plant tissues and the sucking of sugar-rich

content in phloem sieve elements, with a high turgor pressure (Benrey and Lamp, 1994).

In this report, we present the development of a procedure to establish a healthy
and stable RDel colony that may provide enough test individuals for bicassay. Also, an in
vitro feeding procedure was developed to test per os toxicity on RDel nymphs which
showed natural mortality rates lower than 10%, during a period of 12 days. These
procedures may provide a basis for a reliable screening program of B. thuringiensis toxins,

or any other stomach poisons.
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MATERIAL AND METHODS

Field collection of 7% orizicolus Native populations of RDel were collected in three rice

growing regions of Costa Rica: Turricares, Tejar de Alajuela and Bagaces, using a D-Vac
device (Craftsman 32 cc, USA), modified to trap the insects in a soft mesh cloth located
between two extensions of the suction duct. Twelve transects were sampled on each field
for four minutes per transect, on randomly selected zones, during the moming and in
absence of rain. The collected material was transferred to plastic bags and then sorted out
for RDel nymphs and adults in the laboratory. The selected insects were then transferred to
sealed cages (30 X 40 X 40 cm) covered with fine mesh, which contained four three-
month-old rice plants each (cultivar CR 5272). Cages were kept under insectary conditions
(80% relative humidity and temperatures ranging from 18°C to 35°C).

Establishment of 7% orizicolus colonies In order to eliminate any parasitoids, predators and

entomopathogenic fungi coming along with the field collections, insects were subjected to
a quarantine period of two life cycles. Cages were monitored every other day to eliminate
spiders, ants, beetles and parasitoids that could affect the progeny of T° orizicolus. Each
cage contained a maximum of six four-month-old rice plants, growing in 250 ml plastic
pots with fertilized soil (1/3 Vermicompost and 2/3 rice bran). Pots were weeded weekly
and old leaves were manually removed. Younger, more vigorous plants were introduced
regularly to replace old plants. Plants were watered every other day and kept under field
capacity. New colonies were established by taking 30 fourth- or fifth-instar nymphs from
the original cages, and transferred to 250 ml pots containing four four-month-old plants
covered by plastic cylinders with air openings sealed with fine mesh. These cages were
kept for approximately 22 days until progeny was observed. When progeny reached the
third instar, it was transferred to cages with the dimensions and conditions mentioned
above.

Feeding assays Several approaches were tested to induce feeding of RDel nymphs on
artificial solutions. All used fully stretched parafilm membranes to seal the different vials
tested. First, Eppendorf tubes (1.5 ml) were tested, by perforating three holes in the cap,
filling the tube with sugar solution, and sealing the holes with parafilm. Each tube was then
introduced in a vial with RDel nymphs (Fig.1A). In a second trial, 10 ml glass vials were
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tested. These were filled with 2 ml sugar solution, sealed with Parafilm and inverted over a
20 ml plastic cup, through an opening in the cover. Insects were introduced through an
opening that was later sealed with cotton (Fig.1B). Finally, 6-cm Petri dishes were tested.
These were filled to the top with sugar solution and covered with Parafilm. Each Petri dish
was then introduced into a larger dish (15 cm in diameter) with a filter paper on the floor.
Insects were then introduced using a mouth aspirator (Fig.1C).

Vanants within each experimental assay included the use of 5, 10 and 20% sucrose
solutions, previously autoclaved, as well as a 1:48 dilution of bee honey in sterile water.
Also, the adaptability of different growth stages of T. orizicolus was evaluated in each
feeding system, by recording the mortality during the 12-day assay period. Also, the effect
of perforating the Parafilm membranes with a N° 0 dissection needle was evaluated, as well
as the direct feeding on the sugar solution, without the use of parafilm. For this purpose,
twenty fifth-instar RDel nymphs were placed in a Petri dish, with droplets of sugar diet
stained with a blue baking dye, to detect active feeding. All the experiments were carried
out in an environmental chamber (White Westinghouse model 624) preset at a temperature
of 18°C + 0.1 at night and 28°C + 0.1 during the day, 80% humidity and a 12:12 h
photoperiod.

Effect of the colony origin on the natural mortality of 7. orizicolus RDel populations from

Turrtcares, Tejar and Guanacaste were separately subjected to feeding bioassays, in order
to determine differential adaptability to the artificial feeding system. Each bioassay
included six fourth-instar nymphs and four replicates per population, feeding on 10%
sucrose diets and using the Petri dish feeding system. Mortality was recorded 72 hours after
the experiment started. Four of the bioassays were performed in a growth room where only
the photoperiod (12:12 h) and the luminosity (592 + 2.76 lux) were controlled. The
remaining bioassays were carried out in an environmental chamber under the conditions

mentioned above.
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RESULTS

Establishment of T. orizicolus colonies. Three colonies of T. orizicolus from
Bagaces, Turricares and Tejar de Alajuela were established in the insectary. The colony
from Bagaces started on May, 2001 and has been continuously maintained for
approximately ten generation. The Tejar de Alajuela’s colony began on August, 2001 and
was maintained for about five generations, whereas the colony from Turricares initiated a
month later and was maintained for four generations. Quarantine of field collected insects
was necessary as parasitization by Haplogonatopus hernandezae (Hymenoptera:
Dryinidae) on nymphs and adult females was observed (Fig.2A and B). Presence of
assassin bugs (Hemiptera: Reduviidae), predators of immature stages and adults of T
orizicolus, was also frequent. Both natural enemies were eliminated from the cages by

manually removing adult predators and parasitized delphacids.

After the quarantine period, colonies also suffered from predation caused by ants
and by Cyrtorhinus lividipennis Reuter (Hemiptera: Miridae). Ants were eliminated from
the rearing cages by immersing the supporting cage feet into soap water-filled containers,
and by spreading boric acid near the cages. About C. lividipennis, apparently seedlings
coming from the greenhouse were originally infested with this insect and manual removal
from cages eventually was ineffective, as predation of RDel eggs was observed from newly
emerged C. lividipennis nymphs (Fig. 3A, B and C). Exclusion of this insect from rearing
cages was efficiently achieved by covering the emerging seedlings with plastic bags. In
addition, the fumagin fungus, although an indirect nuisance to the RDel colonies, was
detected, but only in highly dense colonies.

Feeding assays. From the three feeding systems tested, the most successful
solution container was the Petri dish. In the Eppendorf tube system, no feeding behavior
was observed at all, and test insect died in less than 24 hs. In the inverted tube system,
occasional feeding was observed, with a mean survival of 48 hs. In the Petri dish system,

frequent feeding was observed and most test insects survived for 14 days. In an attempt to
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increase the efficiency of this system, turgor pressure of the sugar solution within the Petri
dish was increased by injecting a higher volume; however, no significant difference was
observed between both Petri dish feeding systems (X*=0.827, P=0.363, d.f=1, N=80).

Optimal sucrose concentration (5%, 10% or 20%) for the Petri dish feeding
system was determined through a series of bioassays, using 12 fifth-instar nymphs per
concentration and four replicates each. Mortality, recorded at the sixth day, indicated that
the 10% sucrose solution showed the lowest rate (Fig. 4). Still, mortality was lower or
equal to 10% in all the bioassays (X*=15.223, P=0.000, d.f=3, N=120). Alternatively to the
sucrose diet, a diluted bee honey solution was tested. Sucrose and honey treatments were
repeated four times on 20 third- and fourth-instar RDel nymphs, each. Mortality, recorded
after 72 hs, indicated that three out of four replicates showed less that 5% mortality and the
fourth replicate showed no mortality, when diluted honey was tested; whereas two
replicates showed 10% mortality, and the third and fourth replicates showed 15 and 20%
mortality, respectively, when sucrose solution was tested (Fig. 5). Additionally, sucrose
solution was colored with green cooking dye to test any possible attraction, but no
difference was observed between the colored and non-colored diets (X2=2.857, P=0.091,
d.f=1, N=60). Rather, fungal contamination was observed in the colored solution.

Three long-term bioassays were carried out, recording the mortality for 18 days.
Both sucrose and honey solutions were tested on 15 third- and fourth-instar RDel nymphs
per each of three replicates. Although similar, mortality was lower on insects fed with
honey diet, especially on the first and the last three days of the bioassays (Figures 6 and 7).
Still, by the 14® and 15% days, 50% mortality was observed in both treatments; however,
and most importantly, less than 10% mortality was recorded during the first 12 days of the

bioassays.

To determine the optimal developmental stage of T. orizicolus for the bioassay,
three different groups were tested: a) first- and second-instar nymphs, b) third- and fourth-
instar nymphs, and c¢) fifth-instar nymphs. Both, sucrose and honey diets were tested in two
replicates, and mortality was recorded at the sixth day. Practically 100% mortality was
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recorded by the second day of the experiment, in both sucrose and honey diets, when first
and second instars were tested (Fig. 8). In contrast, third and fourth instars showed less that
10% mortality, whereas fifth instars showed mortalities below or equal to 10%. That is,
third and fourth instars showed the highest survival rate in the bioassays (X*=76.312,
P=0.000, d.f=3, N=150). Noticeably, all the surviving nymphs from the last two groups
became adults. Mortality was always lower when honey diet was used (X*=8.665, P=0.003,
d.f=1, N=200).

Interestingly, when RDel nymphs were exposed to 10% sucrose droplets stained
with blue cooking dye (no Parafilm mediated), they survived for one week (Fig. 9A, 9B
and 9C), and feeding was corroborated by direct microscopic observations of the nymph
abdomens. Based on this idea, Parafilm from the Petri dish feeding system was perforated
with dissecting needles, effectively decreasing the RDel nymph mortality (X*=13.636,
P=0.000, d.£=3, N=150).

Effect of the colony origin on the natural mortality of T. orizicolus. The
adaptability of three different RDel geographical populations to the artificial feeding
system was evaluated in six replicates. Figure. 10 shows that natural mortality was always
close to 10% and no significant difference was observed among the populations. When the
same series of bioassays were carried out without controlling temperature and humidity, the

recorded mortality was much higher and variable among the populations.

DISCUSSION

A rearing system for 7. orizicolus was developed under insectary conditions
which allowed to maintain the insect colony for 12 generations and provided sufficient
material to perform numerous bioassays. Furthermore, a feeding system through Parafilm
membranes for nymphs of third and fourth instars was established, using sucrose and honey
solutions, in which the mortality was lower than 10% for up to 12 days. In addition, no
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difference in the adaptability to insectary conditions was observed when insects from

different localities of Costa Rica were used.

It is worth noticing the importance of frequent replacement of old plants for
young, vigorous rice plants to maintain a healthy RDel colony in the insectary. Reduction
of nutrients in older plants affects the insect’s reproductive performance and also
accumulates sugar secretions which attracts natural enemies (i.e. ants) and reduces the
photosynthetic surface when the fumagne fungus grows on them. However, very young
plants (less than two months old), although more nutritious, show less oviposition as it

occurs mostly in the well-developed central veins of the leaf blades.

Among the artificial feeding systems tested, the most successful proved to be the
Petri dish filled with a sugar or bee honey solution and covered by Parafilm. Other systems
were significantly less efficient. According to the observations made during the series of
tests, the success of the Petri dish system was apparently based on the availability of an
extensive feeding surface and a more open environment (the larger Petri dish).
Additionally, the use of filter paper in the bottom of the larger Petri dish facilitated the
mnsect movement throughout the feeding system. Another positive addition was the
perforations to the Parafilm membrane which may attract the insects towards the diet.
Limited feeding surface and available space, as well as interference among individuals,

tend to affect negatively their feeding behavior.

The increase of feeding on perforated Parafilm as well as the direct feeding of T.
orizicolus on “open” sugar solutions (in absence of a membrane) may indicate that RDel
actually feeds on nectar and water droplets in nature. It is important to remember that RDel
is a monophagous species (Benrey and Lamp, 1994) and that isolated rice fields are readily
infested, suggesting that RDel may survive for extended periods only on nectar and other
liquid food sources. Of course, hibernation as well as estivation may also play a role in

these particular situations.



87

It was obvious that, even if less than 10% of natural mortality during a period of
12 days was achieved, artificial feeding on sugar or honeybee solutions affected the RDel
normal development and behavior. Maintenance under such artificial conditions made the
insects more susceptible to temperature and humidity stress. Mortality was higher and more
variable when feeding tests were conducted under uncontrolled conditions, than when they
were conducted in the environmental chamber. Certainly, mortality was much lower and

for longer periods of time when RDel was reared on rice plants (data not shown).

Other abiotic factors may influence the adaptability of RDel to insectary
conditions, and that was the reason to test populations from several locations. Insects
collected in Bagaces and Turrcares are adapted to the lowlands, with temperatures
between 18°C and 35°C. These colonies were brought to Sabanilla de Montes de Oca
(1,100 meters above sea level) where night temperatures can be as low as 14°C. Differences
m survival and life cycle length were observed (data not shown) during the establishment
of the colonies, suggesting that both climate change and genetic variability between
populations (Herndndez er al., 2003) may influence the adaptability of each population to
the insectary in a new geographic area. Therefore, standardization of the rearing techniques
as well as the strict control of temperature, humidity and photoperiod is essential to
optimize the maintenance of the colony. In spite of these differences, all colonies showed
mortality values below 10% when tested with the Parafilm feeding system and under
climatic controlled conditions in an environmental chamber. Susceptibility was readily

revealed when these conditions were not controlled.
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LEYENDS TO FIGURES

Table 1. Mortality percentage of Tagosodes orizicolus in coarse bioassays using three
loops of fully sporulated cultures (0.444mg/ml-0.666mg/ml solution) in twenty seven

strains of Bacillus thuringiensis.

Table 2. Mortality percentage of Tagosodes orizicolus in coarse bioassays using liofilized

spores and crystals (1mg/ml solution) observed in eight strains of Bacillus thuringiensis.

Figure. 1 Vials used for optimizing feeding conditions on bioassays with 7. orizicolus. A.
1.5 ml Eppendorf B. Glass vial C. Petri Dish.

Figure. 2 A. Pupae of H. hernandezae in a rice leaf B. T. orizicolus female parasited by H.

hernandezae.

Figure. 3 A. Cytorhinus lividipennis Reuter nymph (HemipteraMiridae) feeding on T.

orizicolus eggs. B. T. orizicolus eggs C. Cytorhinus lividipennis eggs.

Figure. 4 Mortality percentage of T. orizicolus fifth instar nymphs after six days of feeding

on different concentrations of sucrose solutions throught stretched Parafilm membranes.

Figure. 5 Mortality percentage at 72 hours of T. orizicolus third and fourth instar nymphs
after feeding on two types of liquid diet through perforated Parafilm membranes.

Figure. 6 Observed average distribution of the mortality of T© orizicolus in three bioassays,
after feeding on 1:48 honeybee dilution through perforated Parafilm membranes.
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Figure. 7 Observed average distribution of the mortality of 7. orizicolus in three bioassays,
after feeding on 10% sucrose through perforated Parafilm membranes.

Figure. 8 Mortality percentage of 7. orizicolus different instars after six days of feeding on
two liquid diets through Parafilm membranes. .

Figure. 9 A. Glass slides with drops of stained sucrose diet on which 7. orizicolus is
feeding. B. T orizicolus feeding on drops of the stained diet. C. T° orizicolus nymph with
traces of stained diet in its abdomen.

Figure. 10 Mortality percentage of 7. orizicolus from three Costa Rican rice producing
regions after feeding on a 10% sucrose diet through Parafilm membranes under controlled
temperature and humidity conditions.



92

Figure. 2
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CAPITULO 5

Toxicity of Bacillus thuringiensis Costa Rican strains toward the
rice pest, Tagosodes orizicolus Muir (Homoptera:Delphacidae),

using a novel feeding bioassay system

Rebeca Mora' and Ana M: Espinoza'~

!Centro de Investigacién en Biologfa Celular y Molecular (CIBCM), Ciudad de la
Investigacion, Universidad de Costa Rica, Sabanilla de Montes de Oca, San José, Costa
Rica.

*Bscuela de Agronomia, Facultad de Ciencias Agroalimentarias, Universidad de Costa
Rica, San Pedro de Montes de Oca, San José, Costa Rica.
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Toxicity of Bacillus thuringiensis Costa Rican strains toward the rice pest, Tagosodes

orizicolus Muir (Homoptera:Delphacidae), using a novel feeding bioassay system
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'Centro de Investigacién en Biologia Celular y Molecular (CIBCM), Ciudad de la
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ABSTRACT

Tagosodes orizicolus (HomopteraDelphacidae) is an important rice pest that
causes severe damage to the plant by feeding and oviposition. The most common method
of control is the use of synthetic insecticides that are highly toxic to humans and hazardous
to the environment, particularly to natural enemies of 7. orizicolus. Therefore, it is
necessary to explore alternative methods to diminish the populations of this msect, based
on the entomopathogenic bacteria Bacillus thuringiensis, which is innocuous to humans
and to the environment. The purpose of this research is to perform bioassays to evaluate
the toxic effect of a collection of Bt strains, isolated from Costa Rican natural and

agricultural ecosystems, on the planthopper 7. orizicolus. Twenty-seven Bt strains were
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evaluated on coarse bioassays, using as the inoculum, three bacterial loops of fully
sporulated cultures (approximately a 0.444-0.666 mg/ml concentration): two stramns from
protected areas, 18 isolated from homopteran species from agroecosystems and the strains
HD1, HD125, HD137, Bti, Btt, as well as the Mexican stains GP3 and GP43. Eight of these
strains showed higher mortalities from the one observed in the control. When coarse
bioassays using lyophilized spores and crystals (1mg/ml solution in a final volume of 9ml)
were performed with these eight strains, six presented mortalies over 70% (Bti, HDI,
GP43, 40-X-m, 26-O-To and 23-O-To). Of these, the latter two strains were isolated from
homopterans. The cryl, cyt and vip genes were present in those strains that exhibited
higher toxicity, with the exception of Bfi. Mortalities of 10% were observed in all the

controls.

INTRODUCTION

Most Bacillus thuringiensis strains are active against insects of the orders
Lepidoptera, Diptera and Coleoptera. However, a few Bt strains have been found to be
toxic to Hymenoptera, Orthoptera and Mallophaga (Glare y Callaghan, 2000). In addition,
in vitro union assays and histopathological studies of Bt 8-endotoxins have been performed
on nsects with chewing mouthparts, such as the lavae of the lepidopterans, like Manduca
sexta, Plutella xyllostela, Bombix mori, Heliothis virescens (Bravo et al., 1992a and 1992,

Endo and Nshiitsutsuji-Uwo, 1980).

However, there are only two reports of toxic 3-endotoxins for Homoptera, both of
them in Aphididae, such as Rhopalosiphum spp. and Myzus persicae (Walters and English,
1995). In addition, there are apparently two highly toxic Bt strains against the white fly
Bemissia tabaci (Homoptera:Aleyrodidae) (Bravo, personal communication). The order
Homoptera includes small sucking insects, and within this order, the family Delphacidae

mncludes more than 20000 species classified in 300 genera. The feeding preferences, sap
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sucking habit, oviposition behavior and virus transmission ability have contributed to
makingthis family among the most economically important pests of crops like maize, sugar

cane, rice and other cereals.

The monophagous rice species Tagosodes orizicolus Muir
(Homoptera:Delphacidae) is distributed in the tropics and subtropics of the American
continent.  This insect causes direct damage to the rice plant during feeding and
oviposition, and it is the vector of the rice hoja blanca virus (RHBV) (Orellana, 1981). T.
orizicolus feeds through its stylets, specialized mouthparts that allow the insect to reach the
phloem of the vascular bundles. However, this feeding habit makes it difficult to perform
bioassays to evaluate the toxicity of suspensions of spores and crystals of Bacillus
thuringiensis (Bf). Nevertheless, a reproducible bioassay was developed for 7. orizicolus
that consists of a feeding system through Parafilm membranes using sugar solutions (Mora
and Espinoza, 2003. Unpublished).

For the analysis of a collection Bt strains of unknown toxicity, it is necessary to
perform first coarse bioassays with the species of interest, using a non-purified inoculum to
analyze qualitatively the toxicity of the Bt strains (Glare and Callaghan, 2000). This
methodology allows one to discard the strains with no toxic effect and select those with
positive effect. Later, these strains can be re-analyzed through semi-fine bioassays using
more than one concentration of spore and crystal lyophilized suspensions. Finally, fine
bioassays should be done with purified crystals of the strain.

In this research, the toxicity of Bacillus thuringiensis strains isolated from
different Costa Rican ecosystems, was evaluated using 7. orizicolus coarse bioassays in a
sugar feeding system, through Parafilm membranes. The bioassays demostrated that

several Bt strains showed toxicity against 7. orizicolus.
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MATERIAL AND METHODS

Inoculum preparation: The following Bacillus thuringiensis strains were tested: Bti, B,
HD1, HD125, H137 (strains provided by Daniel R. Zeigler, The Bacillus Genetic Stock
Center; Department of Biochemistry, Ohio State University), GP3 and GP43 (strains

provided by Alejandra Bravo, Institute of Biotechnology, Cuernavaca, México) and the
following 20 native Costa Rican strains: CIBCM166, CIBCM376 (isolated from protected
areas) and 24-P-t0, 1-O-to, 23-O-to, 20-O-to, 18-O-to, 26-O-To, 38-O-to, 44-O-to, 33-O-to,
31-F-c, 14-F-c, 37-X-m, 40-X-m, 22-X-m, 5-X-m, 4-I-to, 43-S-d and 34-S-d (isolated
from homopteran insects). These strains were inoculated on Petri dishes with solid Agar-
LB medium and incubated for approximately four days at 30°C until autolysis was reached.

Bioassays: The liquid diet consisted of a 1:48 vol/vol dilution of honeybee in sterile water.
The inoculum of the first coarse bioassay consisted of three bacterial loops of the bacterial
culture fully sporulated added to 9 ml of the diet solution (approximately a 0.444-0.666
mg/ml concentration) and homogenized using a vortex. The inoculated diet was placed
into sterile Petri dishes of 6cm in diameter and covered by a stretched Parafilm membrane
that was perforated 50 times using a sterile dissection needle (N°0). The sealed plate was
then mtroduced in to a larger Petri dish (10 cm diameter) and the insects added using a
manual suction trap. The second coarse bioassay was performed using the same conditions,
but, the inoculum consisted of lyophilized spores and crystals used to make a lmg/ml
solution in a final volume of 9ml. These were obtained by collecting three four-day-old
fully sporulated bacterial cultures from Petri dishes, then adding sterile cold distilled water
and by centrifuging three times at 7000 rpm in a clinical centrifuge (IEC). The pellet was
stored at -20C for two hours and lyophilized (model LABCONCO, Lyph-Lock 12). All the
bioassays consisted of three repetitions per treatment and, according to insect availability,
each treatment included between 20 and 30 third and fourth instar nymphs. A negative
control was also included, which consisted of only sugar diet. The biocassays were
performed in a growth chamber (White Westinghouse, model 624) with temperatures
between 29°C+0.1 during the day and 19°C#0.1 at night, a relative humidity of 80%+0.1
and 12 hours light photoperiod. The mortality percentage of all the strains in all the
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bioassays made, was corrected using the Abbott Formula (corrected mort. %=strain mort.
%-neg. control mort.%/100-neg. control mort.%) according to the mortality percentage
observed in the controls.

PCR and product analysis: For DNA extraction, the protocol described by Chen and Kuo (1993)
was used. DNA concentration was estimated by fluorometry (Quantech®, model FM1 109535).
The primers used were those reported for the following gene families: cryl (crylda, crylAb,
crylAc, crylAd, erylB, cryIC, crylD, crylE and crylF), cry3-cry7, cry8, cryll, cryl2, cryl4, cyt
(Bravo et al., 1998), vipl, vip2 and vip3 (Bravo, personal communication). For PCR analysis,
the following reaction mixture was used: 25mM MgClp, 10mM dNTPs, 20uM primers and 2,5 U
Tag polymerase in a total volume of 25 plL. Four microliters of sample DNA (10ng/ul) were also
used. The amplification program consisted of the following: a denaturing step of 2 min. at 95°C,
followed by 30 cycles of 1 minute at 95°C, 1 minute at 72°C and 1 minute at 72°C, and a final
extension step at 72°C for 5 minutes. The PCR products were analyzed in 1% agarose gels.

RESULTS

In every coarse bioassay performed with the strains of Bf 50 untreated insects
were included as controls. A total of approximately 2000 insects were tested as negative
controls, in which mortalities of 10% or less were obtained (4.85+1.86). In Table I, it is
shown that as a result of the first coarse assay (using three bacterial loops of the bacterial
culture fully sporulated added to the 9 ml of the diet solution, approximately a 0.444-0.666
mg/ml concentration) the strains GP3, Btt, D125, CIBCM166, CIBCM376, 34-S-d, 4-I-
to, 18-O-to, 20-O-to, 15-P-to, 38-O-to, 44-O-to, 22-X-m, 33-O-to, 1-I-to, 37-X-m, 24-P-to,
5-X-m and 31-F-c¢ do not have an effect on 7% orizicolus. These strains showed mortality
percentages between 0% and 8.8%, similar to that of the controls. In addition, the strains
26-O-to, 40-X-m, HD137, HD1, GP43 and Bti, showed mortality percentages of 12.2%,
16.6%, 17.7%, 22.2%, 22.2%, 22.2%, respectively, whereas the strains 43-S-d and 23-O-to,
presented mortalities of 33% and 44%, respectively. The first group described showing
mortalities between 12.2% to 22.2% included predominantly strains with cryl, cyt and vip



104

genes. Furthermore, the second group with the higher mortalities (33%-44%) contained
strains that did not amplify with any of the primers used. It is important to mention that the

strains that did not have an effect on 7. orizicolus presented mostly cry 3 and cry 7 genes.

Eight strains were evaluated in coarse bioassays using lyophilized spores and
crystals (Img/ml solution in a final volume of 9ml) (Table 2). Six out of eight strains
evaluated: GP43, Bti,23-O-to, HD1, 26-O-to and 40-X-m, showed a toxic effect to T.
orizicolus resulting in mortality percentages above 74%.

DISCUSSION

The mortality percentages of the controls observed in the coarse bioassays, show
that the results among bioassays are highly reproducible. This reproducibility indicates that
any increase in mortality above ten percent, in the semi-fine bioassays, is due to the toxic
effect of the Bacillus thuringiensis crystal proteins or to a synergistic effect of the spore
and the crystal proteins. However, the latter should be analyzed in semifine bioassays and
later in fine bioass$ays using purified crystals. It is important to mention that in order to
eliminate the toxic effect of the f-exotoxin (since it could be present in some of these
strains) in the coarse bioassays, the spore and crystal suspensions were centrifuged before

mcorporating them into the diet.

It is important to stress that most of the cryl genmes described are toxic to
Lepidoptera; however, there are strains that have cryl genes that show toxicity to
homopterans. Such is the case of the Mexican strain GP3, which has the genes crylA,
crylB, crylC and crylD, and apparently shows toxicity to Bemissia tabaci (Bravo,
personal communication). Also, in this investigation we report that the strains 40-X-m,
HDI1, and GP43 presented mortality percentages above 80% and amplified with the
crylAa, crylAb, crylAc and crylAd genes. In addition, there are other genes within the



105

cryl family, such as cryll and crylK, which have a dual effect against Lepidoptera and
Coleoptera (personal comunication A. Bravo). Due to the fact that there are no known
toxic Bt strains against 7% orizicolus, the selection of the strains that were evaluated in the
bioassays with this species was not oriented towards strains with a particular genetic
profile, but involved a wide diversity of Bt genes, since any strain could be potentially
toxic.  For example, mortality close to 100% observed with the Bfi strain in coarse
bioassays, show that a mosquitocidal strain was toxic to 7. orizicolus. This toxicity could
be due to the effect of one or several Cry proteins that have been reported in this strain:
Cry4a, Cry4b, Cry 11, Cytla and Cyt2a (Crickmore ef al, 1995). In addition, aside from the
Bti strain, it was observed that the strains with high toxicity predominantly had the genes
cryl, cyt, vip or other unknown genes, in contrast to the strains that contained the cry3 and
cry7 genes, which did not show toxic effect.

The coarse bioassay proved to be effective for a rapid screening of the strains. It is
important to mention that, although a relatively high bacterial inoculum was incorporated
in the coarse bioassay using three bacterial loops, the mortality values, between 90% and
100%, expected in this type of assay using the concentrations that we incorporate (0.444
mg/ml-0.666 mg/ml) were not observed. In this case, the mortality percentages did not
exceed 44%. If these results were obtained in coarse bioassays using mosquitoes, these
strains would have been rejected, since mosquitoes, in similar bioassays, are very
susceptible and require lower concentrations of inoculum (0.111 mg/ml) to obtain 100%
mortality (personal communication Dr. Ibarra). However due to the sucking feeding habit
of T" orizicolus, the unknown interactions of Bt with this species and lack of information
about the activation process within the homopteran digestive tract, it is possible that this
homopteran can not adequately process the crystal and dissolved and tripzinized toxins
should be tested. There is also the probability that this species has the ability to process the
crystal, but due to its sucking feeding behaviour and the fact that many sucking insects
ingest and rapidly excrete large volumes of their liquid diet, reducing midgut residence of

toxins (Walters and English, 1995), greater concentrations of toxin may be needed.
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The fact that the strain GP3, which is apparently toxic to B. tabaci
(Homoptera:Aleyrodidae), did not exhibit toxicity on Tagosodes orizicolus
(Homoptera:Delphacidae), supports the results observed in numerous studies which have
demonstrated that Bt toxicity on a particular insect species does not ensure a toxic effect on
related species (Glare and Callaghan, 2000). On the other hand, strains that have been
reported to be active against a particular insect order could also be toxic against other
orders. Furthermore, most Bt strains show toxicity against a few insect species (Glare and
Callaghan, 2000), thus insect susceptibility towards Bacillus thuringiensis should be
studied case by case.

Due to the feeding habit of the sap-sucking insects, it was interesting to discover
Bt strains toxic to homopterans. When feeding behaviour is analyzed, questions on how
the insect comes in contact with the bacteria in the environment are raised. Significant
differences exist with chewing insects, which constantly ingest large quantities of leaves,
which can be contaminated externally with Bt Insects like 7. orizicolus, in contrast, only
feed on phloem sap of the plant. It is interesting to mention that in a previous study, it was
observed that 7. orizicolus is able to ingest solutions without the need of perforating
artificial membranes, suggesting this feeding behaviour as a possible route for ingesting Bt
contaminated liquids (Mora and Espinoza, unpublished).

It is important to analyze, in fine bioassays the toxic effect of the purified cry
proteins. For plant transformation it would be interesting to determine which Cry protein
(s) are responsible for the toxic effect and then select the gene(s) that code for the &-
endotoxins in the strains 26-O-to, 40-X-m, GP43, 23-O-to, HD1 and Bti. Also, if the
majority of strains showed mortality percentages near 100% using only very high
concentrations, as the five strains reported in this investigation, chloroplast transformation
could be considered, since expression of foreign genes via plastid genomes dramatically

enhances the level of expression (Daniell ef al., 2002).

It is important to increase the toxicologic characterization of the remaining strains

of the Bt collection, especially those that present the cryl, vips and cyt genes to find other
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effective Bt strains against 7. orizicolus. The discovery of Cry and Vip proteins that are
toxic to Homoptera is important in understanding the interaction of the Bt 8-endotoxins
with the gut of the sap-sucking insects, as well as in generating potential strategies for
biological control, such as the obtaining of useful genes for plant genetic transformation.
These strategies do not exclude the use of other control methods that are currently used for
the biological control, such as the use of different species of parasitoids. The use of
transgenic plants involves a significant reduction of synthetic insecticides, and thus the
conservation of natural enemies, which are important controlling agents of 7. orizicolus

populations.
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LEYENDS TO FIGURES

Table 1. Mortality percentage of Tagosodes orizicolus in coarse bioassays using three

loops of fully sporulated cultures of twenty seven strains of Bacillus thuringiensis.

Table 2. Mortality percentage of Tagosodes orizicolus in coarse bioassays using liofilized
spores and crystals (1mg/ml solution) of eight strains of Bacillus thuringiensis.
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Strain Order/species of insect Gene profile Mortality | Mortality Mortality
from which strain was percentage, | percentage, |percentage Abbott
isolated strain negative formula
control
Btt *1 X cry3 10% 10% 0%
34-S-d *3 Delphacidae, alive cry 3, cry 7 and vip 3 10% 10% 0%
4-I-to *3 T. orizicolus, dead cry 3 and ery 7 10% 10% 0%
18-O-to *3 [T. orizicolus, alive Did not amplified 10% 10% 0%
20-O-to *3 L. orizicolus, alive Did not amplified 10% 10% 0%
1Aa , crylAb, crylAc
GP3 *2 \B. tabasst, dead d cryIAD 13% 10% 3.3%
HD125 *1 X crylE 13% 10% 3.3%
15-P-to *3 T orizicolus, alive Did not amplified 15% 10% 5.5%
38-O-to *3 L. orizicolus, alive Did not amplified 15% 10% 5.5%
44-O-to *3 T, orizicolus, alive cyt and vip3 15% 10% 5.5%
22-X-m *3 Membracidae, dead cyt and vip3 15% 10% 5.5%
B3-O-to *3 T. orizicolus, alive kry 3 and cry? 15% 10% 55%
1-O-to *3 L. orizicolus, alive Did not amplified 15% 10% 5.5%
Cibem-376 *3 Protected areas ory3 and vip3 18% 10% 8.8%
B7-X-m *3 Membracidae, dead cry 3 y ery 7, cytand vip 3 18% 10% 8.8%
P4-P-to *3 I, orizicolus, alive cyt, vip3 18% 10% 8.8%
D-X-m *3 Membracidae, dead crylAa, crylAc and vip 3 18% 10% 8.8%
B1-F-c *3 IAphididae, dead Cyt 18% 10% 8.8%
crylAa, crylAb, crylAc,
ICibem-166 *3 X crylE and crylD 20% 10% 8.8%
[26-O-to *3 [T, orizicolus, alive cyt and vip3 21% 10% 12.2%
40-X-m *3 Membracidae, dead cry IAa, cryTAb and crylAc 25% 10% 16.6%
HD137 *1 X crylAa, crylB and crylD 26% 10% 17.7%
' crylAa, crylAb, cryLAc
[HD1 *1 X d cry2A 30% 10% 22%
crylAa , crylAb , crylAc

GP43 *2 B, tabassi, dead jand cryJAD 30% 10% 22%
Bti *1 X cry4 and cryll 30% 10% 22%
¥3-S-d *3 Delphacidae, alive Did not amplified 40% 10% 33%

3-O-to *3 T. orizicolus, alive Did not amplified 50% 10% 44%
Table. 1

*1 Provided by The Bacillus Genetic Stock Center, *2 Provided by Institute of
Biotechnology (IBT), México, *3 CIBCM collection
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Strains Mortality percentage | Mortality percentage | Mortality percentage,
(lmg/ml), liophilized Abbott formula negative control
spores and orystals | (1mg/ml), liophilized
spores and crystals
26-0O-to T7% 74% 10%
40-x-m 97% 96% 8%
HD137 25% 18.6% 8%
HD1 84% 83% 8%
GP43 92% 91% 8%
Bti 96% 95% 8%
43-S-d 50% 44% 10%
23-O-to 84% 82% 8%

Table 2.
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CAPITULO 6

RESUMEN DE LA METODOLOGIA Y LOS RESULTADOS
DE LOS CAPITULOS II, IV y V EN ESPANOL
Y
DISCUSION GENERAL
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RESUMEN DE METODOLOGIA Y RESULTADOS DE LOS
CAPITULOSII, IV y V EN ESPANOL

CAPITULO II

MATERIALES Y METODOS

Colectas de insectos. Se colectaron insectos de las familias Aphididae, Cicadellidae,

Delphacidae, Membracidae y Aleyrodidae en diversas regiones agricolas del pais. Estas
familias se obtuvieron de diversas plantas hospederas como arroz, lechuga, brocoli, chile,
paste, frijol y café ademas de diferentes zonas aledafias silvestres. La biisqueda y colecta de
insectos muertos se centrd en familias gregarias. Estas familias incluyeron principalmente
afidos y mosca blanca en donde los insectos se colectaron manualmente o utilizando una
pajilla succionadora. Con respecto a familias no gregarias, en donde la blsqueda de
insectos muertos fue mdas dificil, se colectaron tanto insectos vivos y muertos con una
bomba de succién (Craftzman 32 cc, USA, modificada). Posteriormente, los insectos
colectados fueron preservados individualmente en tubos Eppendorf con etanol al 70% a
4°C.

Aislamientos de cepas de Bacillus thuringiensis. Se seleccionaron los imsectos

pertenecientes al 6rden Homoptera vy se clasificaron a nivel de familia o especie de ser
posible. Posteriormente, grupos de 10 a 20 insectos de la misma familia y provenientes del
mismo sitio de colecta se maceraron en medio LB. Al siguiente dia, se inocularon en platos
Petri con medio agar solido y se incubaron a 30°C durante 4 a 5 dias. Se utilizé6 ademads el
protocolo de aislamiento de Travers ef al (1987).

Microscopia de los cristales. Las colonias que presentaron una morfologia tipica de Bt se

inocularon individualmente en platos con agar-LB solido. Posteriormente, se tomé un
moéculo de estas cepas purificadas (a partir de cultivos de aproximadamente cuatro dias) y
se realizaron observaciones al microscopio de luz (Nikon eclipse E-200) utilizando léminas
tefiidas con cristal violeta o azul de Coomasie. Para realizar las observaciones en

microscopio electrénico, suspensiones diluidas de esporas y cristales se colocaron en bases
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de aluminio y se secaron a temperatura ambiente. Las muestras se cubrieron con oro
(Fullam EMS-76M) por 5 minutos. Se analizaron en un microscopio Hitachi S-2360N a
10-15 KV y se observaron a 2000 y 24000X aumentos.

Conservacién de las muestras. Las cepas de Br esporuladas se congelaron a -70°C con

glicerol estéril (1 parte de glicerol y 1 parte de LB). Ademas, se tomd una asada y se
resuspendié en 100 pl de agua estéril, impregnindose papeles de filtro estériles con esta
suspension de esporas y cristales. Posteriormente, se dejaron secar y se guardaron a
temperatura ambiente para su conservacion a largo plazo.

Electroforesis de proteinas. Las suspensiones de esporas y cristales se analizaron en geles
de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 10%. El peso molecular de las proteinas se estimé
utilizando marcadores de peso molecular conocido (BIORAD 161-0304).

Reaccion de PCR y andlisis de los productos. Para la extraccién de ADN se utilizé el

protocolo descrito por Chen y Kuo (1993) modificado. La concentracién de ADN se estim6
mediante un fluorémetro marca Quantech, modelo FMI1 109535. Se utilizaron los
iniciadores para la familia de genes cryl (crylda, crydb, cryldc, crylAd, crylB, crylC,
crylD, crylE y crylF), cry3-cry7, cry8, cryll, cryl2, cryl4, cyt, vipl, vip2 y vip3 (Bravo,
comunicacién personal). Para el PCR se utilizaron las siguientes condiciones: 25mM
MgCL2, 10mM dNTPs, 20uM de cada iniciador y 2,5 U de Taq polimerasa. Se agregd 4pl
de ADN en muestras con una concentracién 10ng. Se utiliz6 el siguiente programa para el
termociclador: un primer ciclo de 2 minutos a 95°C, 30 ciclos de 1 minuto a 95°C, 1
minuto a 52°C, 1 minuto a 72°C, y un tltimo ciclo de 5 minutos a 72°C. Los productos de

PCR se analizaron por electroforesis en geles de agarosa a 1%.

RESULTADOS

Se colectaron aproximadamente 1300 insectos de diferentes familias del orden
Homoptera a partir de 10 ecosistemas diferentes: plantaciones de arroz, lechuga, brécoli,
frijol, paste, café, chile, ademds de algunas zonas silvestres y a partir de las colonias en el
invernadero del CIBCM. A partir de 120 grupos de insectos macerados se aisl6 Bt de 44 de

ellos, obteniéndose una frecuencia de aislamiento del 40%. Al comparar el protocolo de
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aislamiento de Travers et al. (1987) con el descrito en la metodologia, se obtuvo un 2% de
recuperaciéon de Bt utilizando el protocolo de Travers, mientras que con el segundo

protocolo el porcentaje de aislamiento fue del 30%.

El andlisis de las inclusiones cristalinas de las cepas mostré una gran diversidad en
la morfologia, y en el tamafio de los cristales: 37 cepas presentaron cristales pleomérficos
(80%), cuatro mostraron cristales pleomérficos, bipiramidales y ovalados (9%), una cepa
cristales pleomorficos y bipiramidales (2%), otra pleomérficos y ovalados (2%) y dos
cepas ovalados y bipiramidales (4%).

El andlisis mediante SDS-PAGE de las &-endotoxinas mostré un patrén
electroforético muy diverso. Dieciseis cepas mostraron dos polipéptidos prominentes.
Ciertas cepas mostraron proteinas de bajo peso molecular entre 40 y 100 KDa mientras
que otras cepas mostraron proteinas de alto peso molecular las cuales oscilaron entre 60 y
175 KDa. Por el contrario, 28 cepas mostraron una sola banda, 12 cepas con proteinas de

45 Kda y 16 con pesos moleculares entre los 60 y 175Kda.

Como resultado de los PCRs 23 cepas no amplificaron con los imprimadores
utilizados y 21 amplificaron con uno o mas de los imprimadores para los genes cryl, cry3,
cry7, cyt y vip3. En total la coleccién presenta un total de 8 perfiles genéticos. Se observa
que 14 cepas amplificaron con los imprimadores para dos o mds genes y seis contienen
inicamente un gen. Unicamente cuatro cepas amplificaron con genes cryl, estas se
analizaron ademds con imprimadores especificos para genes crylda, cryldb, cryldc,
crylAd, cryIB, cryIC, cryID, cryIF y crylE, de los cudles inicamente amplificaron con
crylda, cryldb y cryldc. En la Fig. 3 se observa que de las cuatro cepas que amplificaron
con crylAa, dos de estas también lo hicieron con los genes cryldb y cryldc y una en
combinacién con crylAc y vip3. Ninguna cepa amplificé con los genes cryldd, crylB,
crylC, crylD, crylF, crylE, cry8, cryll, cryl2, cryld, vipl y vip2.
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CAPITULO 4

MATERIALES Y METODOS

Colectas en campo. Se efectuaron colectas de T’ orizicolus en tres zonas arroceras del pais:

Turrtcares, Tejar de Alajuela y Bagaces con una bomba de motor de succién (Craftzman
32 cc, USA) modificada, de forma que los insectos quedaron atrapados en un trozo de tela
de tergal colocado entre las dos extensiones del ducto de succidn. Se muestrearon al azar
doce transectos de la plantacién. El material se traslado a bolsas plasticas, seleccionandose
las ninfas y adultos de T. orizicolus. Posteriormente, los insectos se colocaron en jaulas
(30x40x40 cm) con tres plantas de arroz de tres meses (cultivar CR 5272), provenientes de
semilleros y se mantuvieron en el insectario del CIBCM (80% humedad relativa, 18°C a
35°C de temperatura).

Establecimiento de colonias de T. orizicolus. Los insectos se mantuvieron en jaulas de 30

cm de ancho, 40 cm de altura y 40 cm de profundidad, cubiertas por un cedazo fino para la
obtencién de progenie. Se sometieron a un periodo de cuarentena durante al menos dos
ciclos de multiplicacién, con el fin de eliminar parasitoides, depredadores y hongos
entomopatdgenos. Las jaulas se monitorearon de dia por medio para eliminar arafias,
hormigas, chinches y parasitodes que pudieran afectar las crias. Cada jaula contenia un
maximo seis plantas de las variedades CR-5272 y CR-1821 de 4 meses de edad, sembradas
en macetas de pldstico de 250 mL con suelo abonado (1/3 de Vermicompost y 2/3 de
granza). Las plantas se deshierbaron semanalmente elimindndose manualmente las laminas
foliares viejas, asimismo sustituyéndose las plantas mds viejas por jévenes y vigorosas. Las
plantas se regaron de dia por medio y se mantuvieron a capacidad de campo. Para la
obtenciéon de réplicas de las colonias ya establecidas se tomaron 30 ninfas de cuarto o
quinto estadio y se colocaron en potes de 250 mL con cuatro plantas de cuatro meses edad
tapadas por una botella de un litro de plastico con entradas de aire selladas con malin hasta

que se observé la progenie (aproximadamente 22 dias). Cuando la progenie estuvo en el
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tercer estadio de desarrollo se trasladd a jaulas con las dimensiones y bajo las condiciones
anteriormente mencionadas.

Alimentacién a través de membranas de Parafilm. Se utilizaron membranas de Parafilm

estiradas cuatro veces en ambos sentidos para sellar los diferentes recipientes a evaluar. Se
utilizaron tubos Eppendorf de 1,6 ml invertidos a los que se les hizo tres agujeros los cuales
se recubrieron con membranas de Parafilm. Posteriormente, estos viales se llenaron con la
solucién azucarada y se sellaron. Finalmente, este tubo se introdujo en un vial con los
insectos. También se probaron viales de vidrio de aproximadamente 10 mL, los cuales se
llenaron con solucidon azucarada, se sellaron con Parafilm y se invertieron sobre un
recipiente de plastico de 20 ml de volumen con un agujero en la tapa. Los insectos se
anadieron por un agujero posteriormente sellado con algoddn. Por dltimo, se utilizaron
platos Petri estériles de 6 cm de didgmetro, los cuales se llenaron con la solucion azucarada
y se cubrieron con Parafilm. Posteriormente, los Petri se introdujeron en otro Petri de 15
cm de didmetro con un papel filtro en la base. Finalmente, los insectos se incorporaron
mediante una pajilla succionadora. Se probaron soluciones de sacarosa al 5, 10 y 20%,
autoclavadas durante 20 min a 121°C. También, se analiz6 el efecto de perforar las
membranas de Parafilm con una aguja de diseccién nimero 0. Asimismo, se evalud el
sistema de membranas anteriormente mencionado pero utilizando como dieta liquida miel
de abeja diluida 1:48 en agua estéril. Todos estos experimentos se realizaron en una
cdmara de crecimiento White Westinghouse, modelo 624 cuyas fluctaciones en las
variables son de 18°C+0,1 de noche y 28°C+0,1 de dia, 80% de humedad relativa y un
fotoperiodo del2 hora luz. Se evaluaron ademas los estadios ninfales de Tagosodes
orizicolus para determinar el porcentaje de mortalidad al alimentarse de las dietas a través
de membranas de Parafilm. Se realizd también un experimento para determinar si el
insecto se alimenta directamente, en ausencia de una membrana de Parafilm.

Efecto del origen de la colonia sobre la mortalidad natural de 7' orizicolus Se realizaron

bioensayos con las poblaciones de Turrticares, Tejar y Guanacaste para observar si habia
diferencias entre la mortalidad de las poblaciones segin su procedencia. Se utilizdé como
dieta liquida sacarosa al 10%. Los bioensayos consistieron de cuatro repeticiones por
poblacién cada una con seis ninfas del cuarto estadio. Se determiné la mortalidad a las 72

horas de iniciado el experimento. Cuatro bioensayos se realizaron en el cuarto de
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crecimiento del CIBCM con un fotoperfodo de 12 horas luz, con una luminosidad de
592+2,76 Lux, sin temperatura ni humedad controladas y el resto de los bioensayos se

realizd en la camara de crecimiento bajo las condiciones antes descritas.

RESULTADOS

Se establecieron tres colonias de Tagosodes orizicolus provenientes de Bagaces,
Turricares y Tejar de Alajuela. La colonia de Bagaces se inicié en el mes de mayo del
2001 y actualmente cuenta con un nimero aproximado de diez generaciones, la de Tejar de
Alajuela se inici6 en agosto del mismo afio con un aproximado de cinco generaciones y la
de Turricares un mes después, con cuatro generaciones. Se encontrd que los insectos
provenientes de campo debian someterse a cuarentena para detectar la presencia de quistes
del parasitoide Haplogonatopus hernandezae (Hymenoptera:Dryinidae) en ninfas y
hembras adultas principalmente. También fue frecuente la incidencia de chinches de la
familia Reduvidae, los que depredaban estadios inmaduros y adultos de T. orizicolus. Las
dos plagas se controlaron eliminando manualmente los adultos del chinche y los delfacidos
parasitados. Posterior a la cuarentena se presentd depredacion por hormigas y por el
chinche Cyrtorhinus lividipennis Reuter. Las hormigas se controlaron poniendo potes con
agua en la base de las jaulas y colocando en las cercanias de las colonias 4cido bdrico.
Preliminarmente, C. lividipennis se elimind manualmente, sin embargo, luego se determiné
que los huevos de T. orizicolus eran depredados por ninfas del chinche recién eclosionadas.
Se observo ademas, que C. lividipennis oviposita huevos de apariencia similar a los de T.
orizicolus en las hendiduras de las venas de las hembra de este delfacido. Por esta razdn, el
control mas eficiente para este hemiptero fue evitar la colonizacidén por C. lividipennis al
cubrir con plastico las plantas del semillero libres de este insecto. Ademés en las colonias
con alta densidad de insectos se observd la presencia del hongo fumagina, sin embargo este

no afecta directamente a T, orizicolus, pero si la calidad nutricional de la planta.

Se realizaron cuatro bioensayos para determinar la concentracién Optima de

sacarosa (5%, 10% y 20%), en un sistema de alimentacién a través de membranas de
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Parafilm. Cada bioensayo consistié de 3 repeticiones con 12 ninfas de quinto estadio,
determindndose la mortalidad al sexto dia. Se observd que la concentracion de sacarosa al
10% registro mortalidad menores que la sacarosa al 5% y 20% en los cuatro bioensayos,
obteniéndose mortalidades iguales o inferioriores al 10% en todos los bioensayos
(X2=15.223, P=0.000, g.1=3, N=120).

En los experimentos para determinar el sistema de alimentacion mas eficiente se
obtuvo que el mejor tratamiento fue el de los platos Petri ya que la mayoria de los insectos
sobrevivieron por 14 dias. En los viales invertidos los insectos se alimentaron
ocasionalmente, sobreviviendo solo 48 horas y en los tubos Eppendorf no se alimentaron y
murieron en menos de 24 horas. En un experimento posterior se determiné el efecto de
aumentar la turgencia de la dieta liquida en el plato Petri, adiciondndose més dieta con una
jeringa, no observandose diferencias entre ambos tratamientos (X2=0.827, P=0.363, g.1=1,
N=80).

En otros experimento se incorpord a la dieta azucarada un colorante natural verde
de cocina como atrayente, sin embargo, no se observaron diferencias entre el tratamiento
con y sin tinte (X2=2.857, P=0.091, gl=1, N=60). Por el contrario, se observd un
aumento de hongos contaminantes en la dieta con colorante. Se probd luego una solucién
diluida de miel de abeja como alternativa a la dieta de sacarosa. Al comparar la dieta de
sacarosa con la dieta que contenia miel se observé que en tres bioensayos el tratamiento
con miel presentd una mortalidad inferior al 5% y en otro fue nula. Por el contrario, con la
dieta de sacarosa en dos bioensayos se observaron porcentajes de mortalidad del 10% y en

dos fue de 15 y 20%.

Al realizar 3 bioensayos cada uno con 3 repeticiones de las dietas de sacarosa y
miel y utilizdindose 15 insectos de tercero a cuarto estadio ninfal, durante 18 dias, se
observa como el patrén de sobrevivencia fue similar para ambos tratamientos, sin embargo,
el porcentaje de mortalidad de T. orizicolus fue generalmente menor al alimentarse con
miel. Esta diferencia fue mas evidente durante los dias 1, 2 y 3 del ensayo y en los dias 16,

17y 18.
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Se realizaron 3 tratamientos para determinar el estadio éptimo de 7" orizicolus para
el bioensayo: un tratamiento utilizé ninfas de primer a segundo estadio, otro ninfas de
tercer y cuarto estadio y el Gltimo ninfas de quinto estadio. En el experimento se probaron
las dietas de sacarosa y miel, utilizdndose de 10 a 14 ninfas, repitiéndose dos veces y
determinandose el nimero de insectos muertos al sexto dia. Con insectos de primero y
segundo estadio se registra casi un 100% de mortalidad desde el segundo dia en ambas
dietas, en el tercer y cuarto estadios al igual que en el quinto, todos los insectos que
sobrevivieron mudaron a adultos. Sin embargo, en el cuarto estadio se observaron
mortalidades mferiores al 10% en ambos bioensayos mientras que en el quinto estadio los
valores de mortalidad son ligeramente menores o iguales al 10%. Por lo tanto, en todos los
estadios el porcentaje de mortalidad es diferente y menor al utilizar la miel (X2=8.665,
P=0.003, g.l=1, N=200). Asimismo, los resultados indican que el porcentaje de mortalidad
es diferente para cada estadio de I. orizicolus (X2=76.312, P=0.000, gl=3, N=150),
siendo las ninfas de tercero y cuarto estadio las de mayor sobrevivencia en el bioensayo

control.

Con respecto a los experimentos para corroborar si 7. orizicolus se alimenta de la
dieta suministrada y si este insecto requiere insertar sus estiletes a través de una membrana
para alimentarse, se obtuvieron los siguientes resultados: 7% orizicolus se alimentd de gotas
de dieta de sacarosa al 10% tefiida, sobreviviendo durante una semana. Surgié entonces, la
idea de perforar con agujas de diseccion el Parafilm con el fin de favorecer la alimentacién
del insecto. Efectivamente, al realizar pequefias perforaciones con la aguja de diseccién
hay una disminucién significativa en el porcentaje de mortalidad de T' orizicolus al

alimentarse de sacarosa al 10% durante el bioensayo (X2=13.636, P=0.000, g.1.=3, N=150).

Se realizaron seis bioensayos para determinar si existen diferencias en el bioensayo
control entre las poblaciones de insectos provenientes de colonias de tres localidades. Con
respecto a los bioensayos realizados bajo condiciones climaticas no controladas, la
poblacién de Guanacaste mostré porcentajes de mortalidad inferiores al 10% en dos

bioensayo, sin embargo en otros dos el porcentaje de mortalidad fue cercano al 30%. La
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poblacién de Tejar mostré mortalidades del 10 v 20% mientras que en el bioensayo tres
presentd valores cercanos al 35%. La poblacién de Turricares mostrd en los bioensayo uno
al cuatro porcentajes de mortalidad del 20%, 30%, 50% y 30% respectivamente. Las
mortalidades mas bajas para las tres poblaciones se obtuvieron en el bioensayo uno y las
mas altas en el bioensayo tres. Debido a que en los bioensayos descritos se observo poca
reproducibilidad en la mortalidad registrada, se utilizd una camara de crecimiento para
controlar las condiciones ambientales. Se logr6 reproducibilidad de los experimentos bajo
condiciones controladas, reduciéndose significativamente la mortalidad a valores cercanos

al 10%, no encontrandose diferencias significativas entre poblaciones.



123

CAPITULO 5

MATERIALES Y METODOS

Preparacién del indeulo bacteriano de las cepas de interés. Se evaluaron las cepas Bti, Bit,
HD1, HD125, HD137 (donadas por Dr. Daniel Zeigler, The Bacillus Genetic Stock Center)
asimismo las cepas GP3 y GP43 (IBT, Cuernavaca Meéxico) y 20 cepas nativas
costarricenses, dos aisladas de zonas protegidas: CIBCM 166, CIBCM 376 y dieciocho
aisladas de homépteros vivos y muertos: 24-P-to, 1-O-to, 23-O-to, 20-O-to, 18-O-to, 26-O-
To, 38-O-to, 44-O-to, 33-O-to, 31-F-¢, 14-F-c, 37-X-m, 40-X-m, 22-X-m, 5-X-m, 4-I-to,

43-S-d, 34-S-d. Las cepas se inocularon en platos con agar sélido incubandose por cuatro
dias a 30°C.

Bioensayos. Se utilizé una dieta liquida que consistié en una solucién de miel de abeja
diluida en agua estéril 1:48 vol/vol. El primer bioensayo burdo consistié en tomar tres
asadas bacterianas del cultivo las cuales se agregaron a 9 ml de la solucidn azucarada de
miel (0.666 mg/ml). Esta mezcla se verti6 en platos Petri estériles de 6 cm de diametro.
Posteriormente, se colocd una ldmina de Parafilm estirada sobre el Petri sellando toda la
superficie. La membrana se perforé 50 veces utilizando una aguja de diseccién estéril
numero 0. El plato sellado se introdujo en un seguno Petri de 10cm de didmetro y se
mtrodujeron los insectos por medio de una pajilla succionadora. El segundo bioensayo
burdo consistié en tomar esporas y cristales liofilizados para obtener una solucién final de
1 mg/ml en un volumen total de 9 ml. Este bioensayo se realiz6 empleando las mismas
condiciones y recipientes que el primer bioensayo. Este liofilizado se obtuvo lavando el
cultivo esporulado de tres platos Petri con agar de 4 dias varias veces con agua destilada
frfa en una centrifuga clinica IEC a 7000 rpm. Todos los bioensayos realizados constaron
de dos repeticiones por cepa y segin la disponibilidad de los insectos cada tratamiento
incluia 20 a 30 ninfas de tercero a cuarto estadio. Ademas, los bioensayos contaron con un
control negativo el cual consistié en utilizar la dieta azucarada sin indculo bacteriano. Los

bioensayos se realizaron en una cdmara de crecimiento marca White Westinghouse,
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modelo 624 cuyas fluctaciones en las variables son de +0,1 para la temperatura (29°C de
dia y 19°C de noche) y de = 0,1% para la humedad relativa (80%) con un fotoperiodo (12
hora luz, 12 horas oscuridad). El porcentaje de mortalidad obtenido al realizar los
bioensayos con las cepas de Bt fue corregido empleando la férmula de Abbott ( mort.
correg.= % mort cepa-% mort control neg/100-% mort cont neg).

Reaccién de PCR v andlisis de los productos. Para la extraccion de ADN se utilizd el

protocolo descrito por Chen y Kuo (1993) modificado. La concentracion de ADN se estimé
mediante un fluorémetro marca Quantech, modelo FM1 109535. Se utilizaron los
iniciadores para la familia de genes cryl (crylda, crydb, cryldc, cryldd, crylB, crylC,
crylD, crylE y crylF), cry3-cry7, cry8, cryll, cryl2, cryld, cyt, vipl, vip2 y vip3 (Bravo,
comunicacién personal). Para el PCR se utilizaron las siguientes condiciones: 25mM
MgCl12, 10mM dNTPs, 20uM de cada iniciador y 2,5 U de Taq polimerasa. Se agregd 4ul
de ADN en muestras con una concentracién 10ng. Se utilizo el siguiente programa para el
termociclador: un primer ciclo de 2 minutos a 95°C, 30 ciclos de 1 minuto a 95°C, 1
minuto a 52°C, 1 minuto a 72°C, y un dltimo ciclo de 5 minutos a 72°C. Los productos de

PCR se analizaron por electroforesis en geles de agarosa a 1%.

RESULTADOS

En esta investigacién todos los bioensayos burdos realizados con las cepas
incluyeron un control negativo, lo que indica que se probaron un total de aproximadamente
1000 insectos de los cudles se obtuvo una mortalidad igual o inferior al 10% (4.85+1.86).
En el bioensayo burdo con tres asadas de indculo, las cepas GP3, Btt, HD125, CIBCMI66,
CIBCM376, 37-X-m, 22-X-m, 33-O-to, 34-S-d, 24-P-to, 44-O-to, 4-I-to, 5-X-m, 31-F-c,
15-P-to, 18-O-to, 38-O-to, 20-O-to y 1-I-to no presentaron un efecto téxico sobre T.
orizicolus. Por otra parte, las cepas HDI, Bti, GP43, HD137, 26-O-to, 40-X-m, 43-S-d y
23-O-to presentan porcentajes de mortalidad mayores al control. Asimismo, las cepas 23-
O-to y 43-S-d presentaron los porcentajes de mortalidad mas altos de 33% y 44%

respectivamente.



125

El grupo de cepas que presentd porcentajes de mortalidad entre 12.2% y 22.2%
incluyé principalmente cepas con los genes cryl, cyt y vip. Por otra parte, el grupo que
exhibi6 mortalidades mas altas (33%-44%) presenta cepas que no amplificaron con
ninguno de los imprimadores usados. Es importante mencionar también que las cepas que

contenian genes cry 3 y cry7 no presentaron efecto téxico contra 7. orizicolus.

Ocho cepas fueron evaluadas en bioensayos burdos utilizando esporas y cristales
liofilizados. Seis de la totalidad de las cepas: GP43, Bti, 23-=-to, HD1, 26-O-to y 40-X-m,
mostraron un efecto tdxico contra 7. orizicolus dando como resultado porcentajes de

mortalidad superiores al 74%.
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DISCUSION GENERAL

Como resultado de esta investigacién se obtuvo un importante avance en cuanto al
establecimiento de una metodologias de bioensayo para Tagosodes orizicolus que podria
probarse para otros insectos chupadores. El sistema in vitro de alimentacién establecido
permitié evaluar la toxicidad de cepas de la bacteria entomopatdgena Bacillus thuringiensis
contra 7" orizicolus. Se obtuvo ademas una diversa colecciéon de cepas aisladas a partir de
homépteros vivos y muertos que se caracterizé en cuanto a la morfologia de los cristales,
pesos moleculares de la toxinas y genes cry que contienen. Seis cepas de Bf presentaron
potencial para el control de 7. orizicolus ya que resultaron téxicas para este delfacido, al
evaluarse mediante bioensayos burdos. Todos los resultados anteriores permitiran la
busqueda de nuevas alternativas de control amigables al ambiente para este importante

msecto plaga del arroz

El control biolégico de insectos de importancia agricola, forestal, doméstica y de
salud publica ha tomado gran auge en los ultimos 20 afios. Las estrategias bioldgicas de
control permiten mantener las poblaciones de insectos a niveles tolerables sin alterar el
equilibrio natural de los ecosistemas. El control microbiano de artrépodos y otros
invertebrados ha adquirido gran importancia entre otros por la factibilidad de producir

dichos microorganismos industrialmente.

Bt contituye una de las alternativas de control bioldgico mas usado a escala
mundial, desafortunadamente ciertas ventajas de esta bacteria como su espectro de accion
limitado y biodegradabilidad en el ambiente, son también desventajas de los productos
formulados a base de esta bacteria. Los bioinsecticidas a base de Bt constituyen asi una
alternativa sostenible e integral por no presentar efectos colaterales en mamiferos, tener
baja persistencia y un espectro de accién muy especifico. Sin embargo, existen varios
inconvenientes reales que se deben mencionar: las &-endotoxinas se inactivan con la luz
ultravioleta y se lavan con la lluvia. Ademds, debido a los héabitos alimenticios de T.
orizicolus, el principio activo del bioinsecticida deberia llegar al floema para que asi sea

mngerido por el insecto al alimentarse de los elementos cribosos.
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Los inconvenientes antes mencionados favorecen la estrategia de introducir
mediante ingenieria genética los genes que codifican por las proteinas insecticidas para
producir plantas de arroz que expresen dichas toxinas. La manipulacién de sus genes ha
permitido producir plantas transgénicas que toleren el ataque por insectos como es el caso
de tomate (Perlak, et al., 1990), algodén (Koziel et al., 1993), maiz (Fujimoto et al., 1993)

y el arroz, enfre otros.

La expresion de toxinas de Bt en el floema de las plantas transgénicas de arroz
requiere del promotores especificos para este tejido, del cual se alimenta 7. orizicolus. Esta
estrategia no depende de aplicaciones constantes del producto biocinsecticida y conlleva
Unicamente a la compra y siembra de semilla modificada genéticamente. Es interesante
mencionar que Bernal y colaboradores (2002) detectaron la presencia de toxinas de Bt en la
mielecilla excretada por Nilaparvata lugens cuando se aliment6 de lineas transgénicas de
arroz. Este resultado, indica que tanto enemigos naturales de N. lugens y otros insectos que
se alimenten de estas secreciones podrian afectarse con dichas toxinas. Lo anterior sugiere
que previo a la liberacion de plantas trangénicas se deben realizar estudios de su efecto

sobre enemigos naturales y otros insectos del ecosistema del arroz.

Se ha informado ademas que algunos homépteros como N. lugens y N.virescens
cambiaron sus habitos alimenticios al alimentarse de las lineas transgénicas al por lo que se
sugiere que pudieron detectar la presencia de la toxina de Bt (Glare y Callaghan, 2000).
Asimismo, en varios estudios se observé un incremento en la secrecién de mielecilla acida,
esto se cree que se debe a que el insecto se esta alimentando del xilema, para los cudles se
ha reportado un pH maés 4cido, o de otros tejidos diferentes al floema, (Glare y Callaghan,
2000). Esto es de importancia ya que el hébito alimenticio de los insectos determinard la
cantidad de indculo ingerido, y por ende su susceptibilidad a las proteinas Cry.

Es importante resaltar que los sembradios de arroz albergan una comunidad
amplia y entrelazada de artrépodos herbivoros, depredadores, parasitoides, detritivoros, por
lo que el control biolégico es de suma importancia para el manejo de las plagas del arroz.
Esta importancia se demostré por el resurgimiento de poblaciomes resistentes de

Nilaparvata lugens (Stal), como resultado del uso indiscriminado de insecticidas sintéticos
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de amplio espectro en los 1970s (Benrey y Lamp, 1994). Por ende, debido a la importancia
del control biolégico en el manejo de plagas de arroz, es importante que las nuevas
tecnologias se evalien tomando en consideracién efectos secundarios sobre insectos

benéficos del ecosistema arrocero.

Para la realizacién de bioensayos con Bt uno de los factores limitantes es la
obtencion de numerosos insectos vigorosos para poder evaluar las cepas de interés. Para
esto se establecieron colonias sanas y estables de 7. orizicolus. Estudios sobre enemigos
naturales de T’ orizicolus han reportado a los érdenes Hymenoptera, Hemiptera y Diptera
(Rey y Garcia, 1980) como los principales controladores bioldgicos de esta plaga tanto en
msectario como en campo. Resultados similares se observaron en las colonias establecidas
durante esta investigacion en el insectario del CIBCM en donde H hernandezae
(Hymenoptera) y C. lividipennis (Hemiptera) fueron los principales enemigos naturales de
las colonias de I. orizicolus. Asimismo, diversas especies de arafias depredaron las
poblaciones de 7. orizicolus durante el establecimiento de las colonias, sin embargo, éstas
son menos especificas (Mora y Mora, 1999). Es importante mencionar que €l uso de
técnicas de control para evitar el incremento de estos enemigos naturales, el
establecimiento de condiciones de temperatura y humedad controladas asi como fuente de
alimento nutritiva, son factores determinantes para disponer de una colonia sana y estable

de T. orizicolus, dptima para realizar bioensayos.

Fue también de gran relevancia documentar el estadio ninfal de 7" orizicolus apto
para realizar bioensayos. Se encontrd asi que los instares primero y segundo no son aptos
ya que son muy susceptibles al dafio mecénico durante la manipulacién, obteniéndose
indices muy elevados de mortalidad en los testigos. Los insectos de tercero y cuarto estadio
ninfal resultaron ser resistentes a la manipulacién, obteniéndose una mortalidad natural
menor al 10%.

Se establecié un método de aislamiento de cepas de Bt a partir de insectos vivos y
muertos con una eficiencia del 40%. Es importante mencionar que Arrieta y colaboradores
(2000); obtuvieron un 65% de aislamiento de Bt a partir de muestras suelo, hojarasca y

otros sustratos de zonas protegidas. Sin embargo, es de esperar que en ecosistemas
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naturales haya mucho mayor diversidad de insectos que en los agroecosistemas
muestreados en este trabajo, lo cual podria relacionarse con un porcentaje menor de
recuperacion de cepas de Bt obtenido. Sin embargo se han reportado eficiencias del 10%
para el coledptero Hypothenemus hampei (comunicacién personal G. Arrieta) y de 4-30% a
partir de intestinos de lepidopteros (comunicacién personal L. Uribe). De los datos
anteriores se desprende que la eficiencia de recuperacién varia dependiendo de la especie

de insecto, de su hébito alimenticio y de los hébitats que frecuenta.

En esta investigacion se utilizaron homépteros vivos y muertos como muestras
ambientales a partir de los cuales se aislé de Bt, ya que T. orizicolus pertenece al orden
Homoptera. En la estrategia anterior se dirige la obtencién de cepas de Bt a partir de
insectos que puedan estar infectados con Bt en el momento de la captura. A. Bravo y
colaboradores (comunicacién personal) lograron aislar cepas de Bf muy efectivas contra los
6rdenes Hymenoptera, Homoptera y Coleoptera, utilizando la estrategia anterior. Es
interesante indicar que dos de las cepas de la coleccién que presentaron efectos toxicos

contra T. orizicolus fueron aisladas a partir de esta misma especie.

Atn cuando la mayoria de cepas se aislaron de insectos de ecosistemas agricolas
el andlisis electroforético mediante SDS-PAGE de las §-endotoxinas mostrd patrones
electroforético muy diversos, con protefnas de diferentes pesos moleculares entre las cepas
de la coleccién. A diferencia de otras colecciones en donde se ha informado de una alta
frecuencia del gen cryl (Bravo et al. 1998), la coleccion caracterizada en esta investigacién
mostrd que solo 4 cepas contenian dicho gen, siendo el cyt el més frecuente (8 cepas). Vale
la pena resaltar que la mayoria de las cepas (25) no amplificaron con ninguno de los
miciadores utilizados, cepas que posiblemente contienen genes novedosos que codifiquen
por protefnas Cry con nuevas especificidades. Esta diversidad conlleva a analizar en un

futuro la toxicidad de estas cepas contra otros insectos plaga.

Los bioensayos burdos resultaron efectivos para el tamizaje inicial de la toxicidad
de las cepas de la colecién. En estos bioensayos se utilizaron concentraciones altas de
moéculo (1 mg/ml), siendo este ensayo valido para iniciar la seleccién de cepas de una

coleccién amplia. Esto permite decidir cudles cepas presentan actividad y cuéles no. La
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toxicidad observada para T. orizicolus de las cepas 26-O-to, 40-X-m, 23-O-to, GP43, Bti y
HD1 fue del 70% y 100% en bioensayos burdos, por lo cual se requiere verificacién
mediante bioensayos finos. Es importante resaltar que la mezclas de esporas y cristales de
las cepas de Bt evaluadas se lavaron y centrifugaron con el fin de descartar la posible
presencia de beta-exotoxina y consecuentemente obtener datos reales de la toxicidad de las

S-endotoxinas.

Debido a que Bemissia tabaci y Tagosodes orizicolus pertenecen al orden
Homoptera, se decidié utilizar la cepa GP3, donada por A. Bravo de la UNAM, México
para los ensayos de unién al epitelio intestinal de 7. orizicolus, detectdndose una leve unién
de la GP3. Es necesario mencionar que estos experimentos se realizaron antes de probar la
toxicidad de la GP3 mediante bioensayos. Sin embargo, no se detectd toxicidad contra este
delfacido en los bioensayos burdos posteriores con esporas y cristales de esta cepa. Este
resultado parece apoyar otros estudios que demuestran que la toxicidad de las proteinas Cry
de Bt hacia una especie dada no implica que se obtengan resultados similares con especies
relacionadas (Glare and Callaghan, 2000). Se concluye entonces que la susceptibilidad de
insectos hacia cepas de Bt debe estudiarse caso por caso (Glare and Callaghan, 2000). Sin
embargo, resultarfa interesante si el cristal solubilizado y tripsinizado de la GP3 es activo

contra 7. orizicolus.

Se ha observado que en algunas ocasiones las caracteristicas de la unién de la
toxina se correlaciona con su toxicidad. Otras investigaciones demuestran que toxinas poco
potentes se unen con una afinidad similar o mayor que toxinas méas potentes (Aranda,
1996). Esto se debe principalmente, a que 1a unidn si es necesaria pero no suficiente para la
toxicidad, por lo que no resulta un indicadors de la potencia de la toxina. En el caso de la
cepa GP3 si demostrd una interaccién de la toxina con las microvellosidades del epitelio
mtestinal de 7. orizicolus, sin embargo podria no darse la unién irreversible, por lo que no
hay efecto toxico notable. Serfa importante analizar la unién de las proteinas Cry de las
cepas 26-O-to, 40-X-m, HD1, GP43, Bti y 23-O-to con el fin de determinar si la toxicidad

que presentaron contra 7. orizicolus correlaciona con un patrén de unidn in vitro.
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