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Evaluacion de la toxicidad de proteinas de Bacillus thuringiensis
Berliner sobre el picudo del algodonero Anthonomus grandis Boheman

Evaluation of Bacillus thuringiensis Berliner proteins toxicity on cotton
bollweevil Anthonomus grandis Boheman

Sylvia Gémez', Gustavo Diaz? y Victor Manuel Nunez®

Resumen: El picudo del algodonero, Anthonomus grandis
Boheman (Coleoptera: Curculionidae), es considerado
la principal plaga del cultivo de algodén en Colombia,
no sélo por los danos econémicos y sociales que causa,
sino porque con sus apariciones tempranas altera e in-
terrumpe el desarrollo de los programas de manejo in-
tegrado de plagas. La importancia de un manejo inteli-
gente radica en el hecho de que este insecto se comporta
como plaga ‘clave’, con una capacidad de dafio en el
cultivo entre 50% y 90%, si no se controla. En el presen-
te estudio se estableci6 una metodologia de bioensayo
que determino la actividad toxica de proteinas cry3aay
crylia de cepas de B. thuringiensis sobre larvas de primer
mstar de A. grandis. En los bioensayos se emple6 una die-
ta artificial mezclada con los extractos bacterianos que
contenian el complejo espora-cristal de cada cepa. Los
resultados indicaron que la cepa de referencia variedad
san diego presentd toxicidad sobre larvas de primer ins-
tar de A. grandis, en condiciones de laboratorio, con una
concentracion letal 50 (cr, ) de 147,6143 pg de proteina
total por mililitro de volumen final de dieta artificial, re-
presentando una alternativa potencial para el manejo de
este insecto plaga del cultivo de algodon.

Palabras claves adicionales: control biologico
de plagas, genes ¢r), coledptero, bioensayo

Abstract: The cotton bollweevil, Anthonomus grandis
(Coleoptera: Curculionidae), is considered one of
the principal pests of cotton crop, not only for the
economical and social damages, but also for its early
appearance that interrupts the proper pest man-
agement. The importance of an intelligent control
consist in the fact that this insect behaves a key pest
with a damage capacity between 50-90% to the crop
if not controlled. In the present study, it was estab-
lished a bioassay to determine the toxic activity of
the proteins cry3aa and crylia (produced by Bacillus
thuringiensis) on bollweevil populations. For the bio-
assay, an artificial diet with bacterial extracts with-
complex spore-crystal was used. The results showed
that the strain var. san diego was toxic to the larvae
at the first instar under laboratory conditions, us-
ing a lethal concentration of 50 (cL,) equivalent to
147.6143 pg total protein per mL in the final volume
of the artificial diet. Therefore, this result suggests a
potential alternative for the control of this pest of
cotton culture.

Additional key words: pest biological control, ¢ry
genes, coleoptera, bioassay

Introduccién

BACILLUS THURINGIENSIS ES UNA BACTERIA gram positiva es-
porulada, nativa del suelo, caracterizada por producir
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inclusiones paraesporales de constitucion proteina (1CP),
también denominadas d-endotoxinas, con actividad
toxica sobre algunas especies de insectos de los orde-
nes Lepidoptera, Diptera, Coleoptera Hymenoptera,
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Homoptera, Orthoptera y Mallophaga y contra otros
organismos, como dacaros, nematodos y platelmintos
(Feitelson et al., 1992). Desde su descubrimiento en el
siglo pasado, B. thuringiensis se ha convertido en el ento-
mopatogeno mas utilizado a nivel mundial, con ventas
que representan mas de 90% del mercado de bioplagi-
cidas, y ademas es aprovechado para obtener plantas
resistentes a insectos (Schnepf et al., 1998).

Hasta la fecha, entre la extensa lista de proteinas cry
conocidas, varias se han reportado por mostrar actividad
toxica contra insectos coledpteros. Sharpe (1976) reportod
que la 1cps de B. thuringiensis var. galleriae NRRL B-4027 fue
toxica al escarabajo japonés Popillia japonica. Mas tarde,
Krieg et al. (1983) describieron la primera cepa produc-
tora de proteina Cry3 con actividad contra el escarabajo
colorado de la papa, Leptinotarsa decemlineata.

Posteriormente se han presentado nuevos reportes
de cepas y/o variedades de B. thuringiensis que expre-
san proteinas con actividad contra coledpteros: la cepa
£EG2158 y la variedad krustaki, con actividad contra L.
decemlineata (Donovan et al., 1988; Lambert et al., 1992)
y las proteinas cry3aa y cry3ca, respectivamente; la
cepa que contiene la toxina cry3sb, con actividad para
Duabrotica undecimpunctata (Sick et al., 1990); la variedad
wsraeliensis con toxicidad a Hypothenemus hamper (Méndez-
Lopez et al., 2003); las cepas con las proteinas toxicas
cry8c y cry8p y actividad contra Anomala cuerea (Hori
et al., 1994; Asano et al, 2003); la cepa con la protei-
na cryl8aa, con actividad contra Melolontha melolontha
(Zhang et al., 1997); las cepas con las toxinas cry34 y
cry35, con actividad contra Diabrotica virgifera (Ellis et al.
2002) y cepas con proteinas Cry7ab, cry8aa, cry9pa,
con actividad hacia otros coledpteros (Monnerat y Bra-
vo, 2000; Wasano y Ohba, 1998).

También apareci6 el grupo de proteinas con activi-
dad toxica dual contra lepiddptero y coledptero, como
las crylia, cryls, cry2 y cry7aa (Tailor et al., 1992; Bra-
dley et al., 1995; Botelho et al., 2004 y Lambert et al.,
1992, respectivamente), con actividad hacia himenop-
tero y coledptero (crydBa), contra dipteros y coledpteros
(cryl4aa)y contra coledptero y afidos (cry8aa) (Monne-
rat y Bravo, 2000).

A. grandis Boheman, llamado comtnmente picudo del
algodonero, es una plaga perteneciente al orden Coleop-
tera que ataca botones, flores y capsulas; los danos mas
notorios resultan del proceso de alimentaciéon y/o repro-
duccién del insecto, ocasionando la disminucion notoria
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de la produccion por la caida de los botones florales y
la reduccion del nimero de capullos al momento de la
cosecha. En las areas no tratadas, las pérdidas varian de
50% a 90% (Lobaton y Garcia, 1993; Manessi, 1997).

El control de esta plaga se ha realizado de forma cul-
tural, legal, etologica, fisiologica y quimica, siendo ésta
la mas utilizada. No existe un método de control biol6-
gico efectivo en ninguno de los paises donde se ha re-
gistrado esta plaga (Gomez et al., 2000). Hasta la fecha,
sélo un grupo brasilero ha realizado trabajos utilizando
cepas nativas de B. thuringiensis contra A. grandis, obte-
niendo una cr, de 1,8 10~ al utilizar el complejo espo-
ra-cristal (Botelho et al., 2004). Segin esto, es necesaria
la exploracion de este microorganismo como agente de
control biolbgico para el insecto 4. grandis.

En este trabajo se evalu6 en forma rapida y efectiva la
actividad insecticida de las proteinas cry3a y crylia de
las cepas de B. thuringiensis para ampliar las alternativas
de control biologico sobre A. grandis, identificando la o las
toxinas responsables del control de este insecto plaga.

Materiales y métodos

El trabajo se realiz6 en los laboratorios del Programa
de recursos genéticos y mejoramiento vegetal de Cor-
poica, en el Centro de Investigaciéon Tibaitata de Mos-
quera, Cundinamarca.

Material entomologico

Se obtuvo mediante la cria del picudo del algodonero,
A. grandis, bajo condiciones de laboratorio (25 = 2 °C, 60
+ 10% HR y 14 h-luz). Los insectos se alimentaron con
la dieta artificial descrita por Monnerat e al. (2000).

El pie de cria se estableci6 a partir de insectos reco-
lectados en la zona del Espinal (Tolima) y Monteria
(Gérdoba) en estado de adulto, larva y pupa; éstos dos
altimos, contenidos en botones. Los botones se almace-
naron en recipientes plasticos con toallas de papel hu-
medecidas hasta la salida de los adultos.

Los adultos se mantuvieron en recipientes plasticos
de doble fondo: la dicta artificial se coloco en el piso
superior del recipiente y los huevos se recolectaron en
el fondo. Los huevos se pusieron en cajas de Petri que
contenian la misma dieta artificial de los adultos, per-
mitiendo que las larvas eclosionaran y se desarrollaran
hasta convertirse en adultos; posteriormente, éstos se
colectaron y se transfirieron a los recipientes plasticos
de doble fondo para mantener el pie de cria.
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Obtencion de las proteinas

Las proteinas cry evaluadas se obtuvieron de cepas de
B. thuringiensis del Banco de microorganismo de Corpoi-
ca (tabla 1). Las cepas se cultivaron en medio agar LB a
28 °C por 7 d. La biomasa se recolect6 y se resuspendio
en agua para utilizarla en los bioensayos. La cantidad de
proteina total presente en las muestras se cuantific6 em-
pleando la metodologia descrita por Bradford (1976).

Tabla 1. Caracteristicas generales de las cepas de B. thurin-
giensis empleadas en los bioensayos (Diaz, 2004).

Tamaiio

Variedad y/o cepa aproximado de Amplificacién Proteina
cada banda (kDa) por Pk
san diego 70y 80 cry 3A (ry3A
tenebrionis 70y 80 cry 3A (ry3A
kurstaki 70y 80 cry Tla (rylla
3027 80 cry Tl Cylla
1710 70 cry 3A (ry3A
Bioensayo

Un bioensayo selectivo fue realizado con cinco cepas
de B. thuringiensis a una concentracion de 152,125 pg de
proteinas totales por mililitro de volumen final de dieta
artificial, correspondientes a 700 pg - mL de proteinas
totales, de acuerdo con la cuantificacion segin Bradford.
Posteriormente se determiné la concentracion letal 50
(cL,,) de la cepa escogida en el ensayo preliminar (tabla
2), utilizando cinco concentraciones seriadas.

Tabla 2. Conversion de la concentraciéon de proteina total
por mililitro, determinada por el método de Bradford, a mili-
litro de volumen final de dieta artificial con la cepa B. thurin-
giensis var. san diego.

Concentracion final de proteina por
mililitro de volumen final de dieta
artificial (ug - mL")

Proteina total (ug - mL")

300 65,62
500 109,37
700 153,12
900 196,87
1100 240,62

En ambos ensayos se mezclo la dieta artificial (25 mL)
con la suspension bacteriana (7 mL) y se coloco en cajas
de Petri con una altura de 0,7 cm. En cada caja se hi-
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cieron 60 agujeros en los que se colocaron las larvas de
primer instar, con ayuda de un pincel de pelo de marta
de 0,01 mm y un estereoscopio. Las cajas de Petri con
las larvas se llevaron al cuarto de cria y se tuvieron a las
mismas condiciones ambientales de la cria.

La toxicidad se evalu6 sobre un disefio completamen-
te al azar. Se utilizaron por triplicado 20 larvas para
cada tratamiento y se contemplé un testigo tratado
(dieta-larva y agua). La mortalidad de las larvas se eva-
lud con el esteroscopio, contando el nimero de larvas
muertas —larvas que presentan inmovilidad y cambio de
color— al quinto dia del tratamiento .

Para el ensayo selectivo se realiz6 un analisis de varian-
za con los datos obtenidos, calculando los coeficientes de
variacion en cada ensayo y los porcentajes de mortalidad
corregida segin Abbot (Ciba-Geigy, 1978); los datos ob-
tenidos en el segundo ensayo se sometieron a un analisis
Probit (Finney, 1971) para determinar la cr. .

Resultado y discusion

En los bioensayos con los extractos bacterianos que
contenian el complejo espora-cristal de cepas de B. thu-
ringiensis sobre larvas de 4. grandis, se observo que el por-
centaje de mortalidad de las larvas utilizadas en el con-
trol negativo (agua) no fue mayor de 10%, mientras que
para las cepa evaluadas estuvo entre 10% y 90%, con
resultados positivos del bioensayo (Galan e al., 1993).
Los resultados del bioensayo selectivo se muestran en
la figura 1. Al comparar el porcentaje de mortalidad
corregida entre las cepas var. kurstaki (38,88%) y 3027
(33,3%), que expresan la proteina crylia, no se encon-
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Figura 1. Evaluaciéon de la mortalidad corregida de las ce-
pas de B. thuringiensis sobre larvas de 4. grandis, segn Abbot
(Ciba-Geigy, 1978).

Agronomia Colombiana Vol. 24 - No. 2



traron diferencias estadisticas significativas, segin la
prueba de comparacion multiple (LSD) (tabla 3); pero si
se observaron diferencias significativas al comparar con
las cepas que expresan la proteina cry3aa. Esto podria
deberse a que en las microvellosidades de la membrana
del intestino de las larvas A. grandis hay mas receptores
para las proteinas cry3aa que para las crylia, teniendo
en cuenta que en un mismo insecto pueden coexistir
diferentes receptores (Gill y Pietrantonio, 1995) y/o a
que el pH y las proteasas en el intestino de este insecto
pudieron favorecer la solubilizacién y la mayor o mejor
actividad proteolitica de la proteina cry3aa (Carroll e/
al., 1997; Rausell et al., 2004).

Tabla 3. Andlisis de varianza de las cepas de B. thuringiensis.
Programa estadistico sas. Variable dependiente: mortalidad.

Fuente GL cz:ﬁ';::s c‘::&?;io valor F Pr>F
Tratamientos 5 222,666667  44,5333333 400,8 < 0,001
Error 12 0,3333333  O,1111111
Total 17 224

R Cocficente de RootMSE  Media mortalidad
0,993802 3,797468 0,333333 8,333333

Prueba de comparacién miltiple segin Lsp

Prueba (sp) para mortalidad

Agrupamiento por

tratamiento Repeticiones Media Tratamientos
A 3 13.0000  B. thuringiensis var. san diego
B 3 113333 B. thuringiensis var. tenebrionis
( 3 8.0000 B. thuringiensis, cepa 3027
( 3 9.0000 B. thuringiensis var. kurstaki
D 3 6.6666 B. thuringiensis, cepa 1710
E 3 2.0000 testigo absolufo

Las tres cepas seleccionadas que expresaron la pro-
teina cry3aa muestran diferencias estadisticas significa-
tivas entre ellas, segun la prueba de comparaciéon mal-
tiple (LsD) (tabla 3), presentando el mayor porcentaje
de mortalidad corregida la cepa variedad san diego, con
61,11%, seguida por la variedad tenebrionis, con 51,85%,
ylacepa 1710, con 27,7%. Esto puede deberse a que la
toxicidad depende no sélo de la actividad de la proteina
cry sino también de las posibles interacciones con otras
proteinas, las esporas producidas y otros factores de vi-
rulencia, como fosfolipasas, proteasas, quitinasas y VIP
(Ellar et al., 1996; Lereclus et al., 1996).
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Los resultados obtenidos en este estudio, permitie-
ron seleccionar a la cepa B. thuringiensis var. san diego
como la de mayor toxicidad sobre larvas de primer
instar de 4. grandis. Se diferencia de la cepa usada por
Mateus (1998), con la que se encontré6 mayor morta-
lidad con la cepa var. tenebrionis para Premnotrypes vorax
Hustache —también un coleéptero (Curculionidae)—;
esto puede ocurrir porque los sitios de uniéon de las
enzimas en una especie pueden no ser los mismos para
la otra (Feitelson et al., 1992) y porque existen diferen-
cias en ¢l ambiente del intestino de los insectos -pH 'y
proteasas especificas— que influyen en la efectividad y
especificidad de las toxinas (Koller ez al., 1992; Bradley
et al., 1995; Rausell et al., 2004).

Para el segundo ensayo se escogi6 la cepa B. thurin-
glensis var. san diego por mostrar mayor toxicidad sobre
larvas de primer instar de 4. grandis, y se le determiné

la cr, (tabla 4).

Tabla 4. Determinacion de la concentracién letal media (cr. )
de la cepa var. san diego, segun el programa estadistico Probit.

Concentracion de proteina por mililitro de

Concentracién letal volumen de dieta artificial (ug - mL")

a, 19,30167
Q, 147,6143
Q 1128,91688

Como se observa en la tabla 4, las tres primeras con-
centraciones presentaron una tendencia a aumentar la
mortalidad de las larvas, pero a concentraciones ma-
yores de 153,125 pg de proteina final por mililitro de
volumen final de dieta artificial la mortalidad tiende a
disminuir; esto se podria comparar con el modelo en-
zima-sustrato, que es también una union especifica y
estable. Cuando hay un exceso de enzima, los sitios de
uniéon se saturan, causando un efecto inhibitorio por
competencia de estos sitios y llevando a la caida de la
actividad. Este mecanismo de unién e inhibicién se po-
drfa extrapolar a la union receptor 8-endotoxina, lo que
explicaria la baja de toxicidad cuando se pasa del um-
bral de actividad maxima (Lehninger ez al., 1993).

Al comparar los resultados de este trabajo, en el que
se determiné la toxicidad de las proteinas cry3aa y
crylia, con los de Botelho et al. (2004), realizado con
las proteinas cry2 y crylB y con una cr, de 1,8 - 107
para una cepa nativa brasilera sobre larvas de primer
instar de A. grandis, se puede concluir que este insecto

299



muestra mayor susceptibilidad a estas altimas protei-
nas. Esta diferencia podria tener varias explicaciones:
la utilizaciéon por parte de Botelho et al. (2004) del
complejo espora-cristal concentré mas el contenido de
las proteinas insecticidas; la posible presencia de una
mayor cantidad de receptores y/o la mejor solubiliza-
cién y activacion de las proteinas cryls y cry2 en el
ambiente del intestino del 4. grandis (Gill y Pietranto-
nio, 1995; Bradley et al., 1995).

Bradley e al. (1995) realizaron estudios con otras pla-
gas pertenecientes al orden Coleoptera y encontraron
que la proteina cry3a muestra mayor toxicidad para
Leptinotarsa decemlineata que la cryls, mientras que la
crylB es mas activa para Chrysomela scripta. 'Todos estos
estudios confirman la premisa de que hay que deter-
minar la proteina cry de mayor toxicidad para cada
insecto plaga, ya que la especificidad depende de los
diferentes ambientes del intestino de los insectos y de las
diferentes interacciones receptor-toxina.

Se puede concluir que entre las cepas de B. thurin-
giensis evaluadas que contienen los genes ¢7p3a 'y ¢rylia,
la cepa var. san diego representa una alternativa para
el control de A. grandis. La metodologia de bioensa-
yo empleada en este trabajo puede ser utilizada para
otras cepas de B. thuringiensis que presenten genes con
actividad en coledpteros.
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