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RESUMEN

En México, como en otras partes del mundo, son frecuentes e importantes los dafios
que causan las plagas de insectos en la vegetacion cultivada y arbérea, siendo las
enfermedades y las plagas las principales causas de estos procesos de disturbios
en los ecosistemas. Entre estos insectos se encuentran los lepidopteros, uno de los
que mas producen pérdidas econdmicas es la polilla de la harina, Plodia
interpunctella, que pertenece a la familia Phycitidae y se encuentra distribuido en

todo el mundo.

Las lectinas son glicoproteinas de origen no inmune presente en casi todos los seres
vivos, estas tienen un efecto nocivo en los insectos gracias a la interaccién no
covalente con los glicoconjugados que se encuentran en superficies celulares de su
intestino medio, uniéndose no covalentemente a la superficie celular, reconociendo
proteinas especificas de las membranas celulares. El objetivo de este trabajo es
determinar el efecto insecticida e insectistatico de una lectina recombinante
proveniente de la levadura Pichia pastoris, en larvas de una especie de Lepidoptero,
Plodia interpunctella; con la finalidad de brindar alternativas sustentables de manejo
de insectos plaga que sean menos agresivos para el medio ambiente y disminuyan
los riesgos para la salud, siendo este control biol6gico un método de control de
plagas mas sensato y respetuoso con el medio ambiente y la salud publica.

Palabras clave: Frijol Tépari, Lectina recombinante, Pichia pastoris, Plodia

interpunctella, insectos plaga



ABSTRACT

In Mexico, as in other parts of the world, the damage caused by insect pests to
cultivated and tree vegetation is frequent and important, with diseases and pests
being the main causes of these disturbance processes in ecosystems. Among these
insects are lepidopterans, one of which causes the most economic losses is the flour
moth, Plodia interpunctella, which belongs to the Phycitidae family and is distributed
throughout the world.

Lectins are glycoproteins of non-immune origin present in almost all living beings.
They have a harmful effect on insects thanks to the non-covalent interaction with the
glycoconjugates found on cell surfaces of their midgut, binding non-covalently to the
surface cell, recognizing specific proteins of cell membranes. The objective of this
work is to determine the insecticidal and insectstatic effect of a recombinant lectin
from the yeast Pichia pastoris, on larvae of a species of Lepidoptera, Plodia
interpunctella; with the purpose of providing sustainable alternatives for managing
pest insects that are less aggressive for the environment and reduce health risks,
this biological control being a more sensible pest control method that is respectful of

the environment and public health.

Keywords: Tepary beans, Recombinant lectin, Pichia pastoris, Plodia
interpunctella, pest insects.
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I. INTRODUCCION

En la actualidad diversos trabajos de investigacion cientifica han puesto su enfoque
en posibles aplicaciones biomédicas y biotecnoldgicas, basadas en compuestos
bioactivos con el propdsito de crear nuevas alternativas, al obtener dichas moléculas
como moldes para su creacién de manera sintética (Araujo y col. 2013; Schnider y
col. 2023). La expresion de proteinas recombinantes a través de sistemas de
expresion bioldgica, se han vuelto muy importantes dentro de la Ingenieria genética;
hoy en dia son utilizados diferentes sistemas de expresion huésped procariéticos y
eucarioticos como bacterias, mohos, levaduras, plantas transgénicas, células de
insectos y mamiferos para la produccién de proteinas recombinantes. (Karbalaei y
col. 2020) Manteniéndose a la vanguardia en el desarrollo de nuevas estrategias
eficientes de bioprocesamiento para la produccién de proteinas recombinantes a
nivel industrial, ya que son de gran importancia terapéutica, profilactica y de
investigacion cientifica (Tripathi y Shrivastava. 2019) Por eso mismo se ha
convertido de forma vital el invertir en la investigacion que se enfoque en la
innovacion de métodos sintéticos promoviendo la relaciéon de las biomoléculas en la
quimica sintética que ayude a desarrollar nuevas ideas y tecnologias que involucren
el descubrimiento de nuevos métodos y estrategias de manera mas rapida (Campos
y col. 2019).

Algunas de estas moléculas de interés son las lectinas, debido a su gran
especificidad han sido ampliamente utilizadas como parte de las herramientas
biotecnoldgicas frecuentemente utilizadas en investigaciones acerca y contra el
cancer, microbiologia clinica, inmunologia, entre otras, por su capacidad para ser
marcadores en la tipificacion celular (Schnider y col. 2023). Encontrandose incluso
hoy en dia, comercializadas para utilizarlas en la investigacion, Bojar y col. 2022
resume al menos 57 lectinas y la actividad de cada una (Bojar y col. 2022).

Las lectinas son proteinas o glicoproteinas de origen no inmune que se encuentran
de forma ubicua conformando a todos los seres vivos, desde microorganismos,

hasta plantas y animales, incluso virus, tienen un papel muy importante en muchos
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procesos que involucran el reconocimiento e interaccion de las células con
diferentes moléculas, asi como en la sintesis y transporte de proteinas, la inmunidad
congeénita, la fertilizacion, en la regulacién de la division celular, entre otros y tienen
la capacidad de unirse reversiblemente a carbohidratos (Casas-Corredor y col.
2016; Hendrickson y Zherdev 2018) ya que las lectinas son proteinas que presentan
un alto grado de estereoespecificidad que les permite reconocer y formar enlaces
reversibles con diversas estructuras de azucar al interactuar con complejos de
glicoconjugados (Yadav y Mishra. 2021) ademas de presentar capacidad
aglutinante celular, por ejemplo, en varios grupos sanguineos al aglutinar los
eritrocitos (Gonzalez y Prisecaru 2005; Ahmmed y col. 2022). Esto y su propiedad
especifica de reconocimiento de carbohidratos han sido estudiadas y utilizadas para
el conocimiento de diferentes funciones bioldégicas en donde se lleva a cabo la
deteccion, aislamiento y caracterizacion de glicoconjugados, el reconocimiento de
proteinas y carbohidratos, entre las cuales se encuentran la histoquimica de células
y tejidos, para el reconocimiento de células tumorales, entre muchas mas (Yadav y
Mishra. 2021), que permite conocer y diferenciar células cancerosas, ya que las
lectinas tienen la capacidad de unirse no covalentemente a la superficie celular,
reconociendo proteinas especificas de las membranas celulares y la interaccién con
los carbohidratos de la superficie celular se une de manera diferente en dichas
células, ya que se ven alteradas con frecuencia en dichas células cancerosas,
porque la transformacion maligna se encuentra especialmente asociada con los
glicanos alterados que estan en la superficie celular (Garcia-Gasca y col. 2012;
Mazalovska y Kouokam 2020)

Diversos estudios han mostrado que las lectinas también pueden causar trastornos
intestinales ya que son factores antinutricionales gracias a la capacidad que tienen
para actuar como alérgenos téxicos y gracias también a su cualidad hemaglutinante
(Simpson y col. 2018) se unen de manera directa a la mucosa intestinal por su
capacidad de interaccion con los enterocitos y de esta manera interfieren con la
absorcion durante la digestién provocando lesiones epiteliales en la parte interna
del intestino (Vikram y col. 2020). Esto sucede no sélo en niveles organizacionales

superiores como en Seres humanos y animales, sino que las lectinas también se
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encuentran dentro de algunas proteinas bioactivas de las plantas que por su
interaccidn con los glicoconjugados de las superficie celular pueden tener un efecto
insecticida atacando la organizacién y funcion del intestino medio de los insectos
que esta involucrado en la digestién, la inmunidad y la osmorregulacién como parte
de sus estrategias defensivas, provocando efectos negativos en el intestino medio
como ejercer interferencia con las proteinas de absorcion y transporte de nutrientes,
efectos dafinos en los simbiontes, asi como, provocar alteraciones en la matriz
peritréfica, en el borde de cepillo y la capa de las células secretoras, provocando
también estrés oxidativo, apoptosis e incluso las lectinas pueden llegar a atravesar
la barrera intestinal y llegar a la hemolinfa de los insectos (Napoleéo y col. 2019;
Lopez-Moreno y col. 2022) .

Por lo tanto, debido a la capacidad de las lectinas de interactuar con glicoproteinas
de membrana han sido posibles diferentes tipos de reconocimiento especifico y
selectivo de glicoproteinas ya sea en el caso de glicoproteinas alteradas en células
cancerosas (Park y col. 2001; Subramaniyan y Veerappan. 2024). Asi como en la
interaccién con los glicoconjugados que se encuentran en superficies celulares del
intestino medio de los insectos, produciendo un efecto negativo o antinutricio en

ellos. (Napoledo y col. 2019; Singh y col. 2023)

La gran importancia de las lectinas por las caracteristicas que presentan en las
investigaciones biolégicas y las futuras posibles aplicaciones biomédicas y de
investigacion, han puesto a las lectinas en gran interés para el desarrollo de
estrategias que permitan la obtencién de la proteina en una forma estable y pura 'y
mejorar las bioactividades de dichas proteinas (Sudheendra y col. 2022; Simpson y
col. 2018) Por eso mismo se ha convertido de forma vital el invertir en la
investigacion que se enfoque en la innovacién de métodos sintéticos promoviendo
la relacién de las biomoléculas en la quimica sintética que ayude a desarrollar
nuevas ideas y tecnologias que involucren el descubrimiento de nuevos métodos y
estrategias de una manera mas rapida que nos permita resolver problematicas
mundiales en el conocimiento cientifico, area de salud, farmacéutica e incluso

agricola (Campos y col. 2019).
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Las pérdidas a causa de plagas en la produccién agricola del mundo van de un 20%
a un 40%, provocando la destruccién de por lo menos un 10% de las cosechas por
insectos y roedores en el grano almacenado; esto segun la region, cultivo,
temporada o tipo de plaga que lo ocasiona, ademas de la pérdida monetaria de
miles de millones de ddlares al afio (FAO. 2011). Rubio Cota (2012), estimé que de
la produccion mundial de granos almacenados se pierde del 5 al 10% a causa de
los insectos plaga que atacan los almacenes, esto estimd que es equivalente a la
cantidad de granos que podrian alimentar anualmente a 130 millones de personas,
considerando que Plodia interpunctella es la causante de al menos un 10% de

pérdida, valor que equivale cientos de millones de ddlares (Rubio Cota. 2012).

Para controlar este tipo de problemas ocasionado por insectos se ha tenido que
recurrir al uso de plaguicidas quimicos sintéticos tales como los clorados,
organofosforados y piretroides, que, al inicio de su uso fueron exitosos en el control
de plagas (Silva y col. 2002). Sin embargo, el uso excesivo de insecticidas sintéticos
hoy dia ha producido un impacto ambiental negativo, generando problemas de
contaminacion de cultivos, agua y aire, asi como danos en la salud publica. Dichos
problemas nos han obligado a buscar nuevas alternativas de manejo de insectos
plaga de una manera menos agresiva para el medio ambiente y con menores
riesgos para la salud, principalmente por medio del control biologico siendo este un
método de control de plagas mas sensato y respetuoso con el medio ambiente y
mas acorde con la filosofia de “desarrollo sustentable” (Gonzalez-Castillo. 2012).
Por lo anterior, el presente trabajo puede considerarse como el inicio para demostrar
las propiedades insecticidas de la Lectina recombinante proveniente del frijol Tépari
como consideracién para su uso en programas de fitomejoramiento contra insectos

plaga y variedades resistentes.
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Il ANTECEDENTES

2.1 Problematicas ambientales

Recientemente las problematicas ambientales han sido de interés no sélo para la
ciencia, sino también a nivel educativo, tecnoldgico, asi como politico, siendo una
cuestion prioritaria en muchos aspectos y debido a su gran complejidad para poder
entender y sobre todo controlar los impactos negativos que generan en muchos
aspectos a nivel ecolégico y socioeconémico (Marquez y col. 2021).

A medida que aumenta la poblacién humana por ende la demanda de la produccién
de productos agricolas se vuelve cada vez mas grande, ya que, es a nivel mundial
la agricultura una de las principales actividades como sustento de la humanidad, sin
embargo se ha visto afectada por diversos factores, uno de ellos han sido los
insectos plaga (Zelaya y col. 2022) Los insectos, forman parte de los artropodos,
uno de los grupos de organismos mas diverso en todo el mundo, pues conforman
el 80% de las especies vivas de animales. Los insectos poseen caracteristicas que
los ayudan a reproducirse en abundancia, tanto que llegan a convertirse en plagas
que pueden dafar en gran manera a los cultivos perjudicando la economia y su
consumo, también pueden afectar bosques acabando con gran parte de ellos de
forma masiva. Algunas de estas caracteristicas importantes son su ciclo
reproductivo corto que les permite tener una alta tasa de reproduccién o su gran
adaptabilidad climatica y en la vegetacion entre otras haciendo mas facil que puedan
volverse plagas rapidamente (Segura e Ifniguez. 2023). De igual manera, son varios
los agentes que inciden en el daino y también diferentes los tipos de insectos plaga
que atacan a los cultivos, entre ellos estan las condiciones ambientales, la fenologia
del cultivo, asi como los habitos alimenticios y caracteristicas biolégicas de los
insectos, pues algunos de ellos pueden tener preferencia a diversos cultivos y
pueden llegar a atacar muchos insectos un mismo tipo de cultivo, como es el caso
del maiz que hasta 70 especies diferentes de insectos plaga pueden dafarlo
(Hernandez y col. 2019) o el caso de la palomilla india de la harina que es afin a
una gran variedad de granos almacenados (Jia X y col. 2018).
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La gran influencia negativa que han tenido a través del tiempo los insectos plaga se
han posicionado como uno de los principales problemas fitosanitarios a nivel
mundial, por lo cual se han visto en la necesidad de usar diversos e innumerables
insecticidas y pesticidas, que elevan los costos a los productores al incrementar el
uso de ellos y en mayor frecuencia para proteger las plantas de estos ataques,
(Contreras-Espinoza. 2019) todo esto genera una baja en los rendimientos
esperados y un incremento en costos y en dafos colaterales a causa de los
quimicos utilizados, generando efectos adversos como la contaminacién ambiental,
intoxicacion de especies y humana, eliminacion de enemigos naturales, asi como

ocasionar resistencia en las plagas (Hernandez y col. 2019).

2.2 Insectos plaga

El término “plaga”, es usado para referirnos a cualquier organismo que represente
una competencia ante algunos recursos necesarios para los humanos, estas se
conforman por un gran numero de organismos como acaros, nematodos, insectos,
garrapatas y otros artropodos, roedores como ratas y ratones, babosas, caracoles,
algunas plantas, bacterias virus y hongos entre otros patégenos y son clasificados
segun su preferencia o especificidad por ejemplo insectos fitéfagos cuando son
plagas de plantas y se pueden considerar plaga cuando incrementan su poblacién
a tal grado que causen dafno significativo, afectando su rendimiento y la calidad de
las plantas, por ejemplo cuando son cultivadas para consumo humano, siendo una
probleméatica actual para la agricultura, por las grandes pérdidas que estas generan
(Khan. 2018).

En México existen altas pérdidas de los granos almacenados por el ataque de
plagas de insectos, sobre todo en regiones del pais en donde se cultivan de manera
principal para autoconsumo, reportando pérdidas de entre el 10% y 25%, de
acuerdo a la FAOQ, las cuales se pueden llegar a elevar hasta un 30% y en ocasiones
pueden llegar a alcanzar hasta el 80%, especialmente en zonas rurales (Salgado y
col. 2006). Asi mismo en México, como en otras partes del mundo, son frecuentes
e importantes los dafnos que causan plagas de insectos en la vegetacién cultivada
y arbérea, siendo las enfermedades y dichas plagas las principales causas de estos
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procesos de disturbio en los ecosistemas deforestados (Alatorre y col. 2000). Los
insectos descortezadores, por ejemplo, son de las plagas que mas afectan a las
especies de arboles, ya que pueden manifestarse de forma epidémica, y cuando es
asi, acaban con grandes superficies de arboles, asi como en las semillas de los
granos almacenados (Salas y col. 2003), siendo reportados estimados mas del 13%
a nivel mundial de dafos por insectos en granos almacenados y mas de 25 especies
de insectos plaga son los que atacan semillas y granos almacenados causando
dafnos econémicos en México, reduciendo asi la calidad fisica y fisiolégica de las
semillas; de éstos algunos estan dentro de los érdenes Coledptera y Lepiddptera
(Mendoza y col. 2016).

Estos gorgojos y polillas actuan siendo plagas de productos almacenados, atacando
el grano de cereales y leguminosas. A su vez pueden encontrarse en troncos secos
o raices, heno, dispersandose y siendo plaga de lugares cerrados pequefnos desde
casas, graneros, hasta grandes como almacenes de alimentos (Hahny col. 2013) y
generando asi un problema fitosanitario grave y de mucha importancia, pues
presentan un régimen alimentario en el cual devoran las semillas, en especial las
leguminosas, las cuales representan un cultivo horticola de los mas importantes a
nivel mundial ya que estos cultivos tienen varios destinos, ya que una parte de estos
granos y semillas va dirigida a la exportacién e industria quimica y farmacéutica,
pero gran parte es para alimentacion humana (Ferraris y col. 2021).

Entre los insectos plaga mas agresivos se encuentran los insectos del orden
Lepidoptera: dentro de este orden se encuentran insectos que tienen una gran
diversidad de diferencias morfolégicas, asi como de tamarnos distintos y esta
compuesto por aproximadamente 120 000 especies en todo el mundo que son
fitéfagas, encontrandose en todos los continentes menos en la Antartica. Un niumero
mas limitado de polillas son las que atacan productos almacenados, variando en su
grado de polifagia y/o estenofagia, es decir, que tal limitada sea su dieta alimenticia
y su capacidad de digerir ciertos alimentos, pudiendo tener un impacto en la
sensibilidad a los insecticidas para su control, sin embargo, no hay informacién
sobre esta relacién en Lepidopteros (Stejskal y col. 2021). Estos Lepiddpteros
ademas de ser insectos plaga en grandes cultivos, plantaciones forestales, asi como
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también en granos almacenados, donde la manera en que habitan en dichos granos,
frutos secos y otros productos; deterioran y dafan el producto, haciéndolo imposible
de consumir o vender, de esta manera producen grandes pérdidas econémicas en

todo el mundo (Urretabizcaya y col. 2010).

2.3 Plodia interpunctella

Plodia interpunctella conocida comunmente como la polilla india de la harina
(Lepidoptera: Pyraloidea, Pyralidae) es originaria de Europa, sin embargo, ahora es
considerada una plaga cosmopolita y se alimenta de toda clase de harinas
productos almacenados, que se encuentran ya procesados como cereales, nueces,
alpiste, frutas secas, chocolate, semillas, leche en polvo, hasta alimento para
mascotas. Ha sido complicado erradicar esta plaga ya que las larvas se encuentran
consumiendo y viviendo en los productos almacenados mezclandose en los
alimentos, haciendo que los insecticidas y plaguicidas convencionales no sean la
mejor de las opciones (Jia X y col. 2018)

Plodia interpunctella ha sido considerada como una plaga mundial importante
atacando tanto granos secos y sanos, por lo que es considerada una plaga
secundaria, asi como harinas, frutos secos y otros productos derivados o
procesados, siendo considerada también como una plaga primaria, por lo que ha
sido de gran importancia econémica, produciendo grandes pérdidas y siendo de
muy alto impacto econdmico ya que ataca una gran cantidad de diferentes
productos, haciéndola posicionarse como la plaga de insectos mas importante en
cuestion de pérdidas econdmicas en dichos alimentos (Jia Xy col. 2018; Mohandass
y col. 2007) ya que consumen el embrién y/o el endospermo de las semillas
contaminadas; como consecuencia de esto, el peso de las semillas tendra una
considerable disminucion, generando una reduccién en la germinacién y sus
reservas nutricionales; bajando su cotizacién en el mercado, dando como resultado

que los consumidores industriales rechacen el producto (Fernandez y col. 2009),
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ademas de generar problemas en la salud humana y animal y tener repercusiones

en la salud alimentaria (Stejskal y col. 2021).

Son de tamano muy pequefo, miden de 15 a 20 mm de envergadura alar, es decir
de largo y son identificadas como palomillas bandeadas por tener una banda de
color marron en la parte final o inferior de las alas, es decir un color mas obscuro
que la parte superior que es de un color grisaceo (Rubio-Cota. 2012). Las hembras
pueden depositar de 50 a 300 huevos, pudiera ser en grupos de 20 o mas
huevecillos en los alimentos de los cuales se alimentan las larvas al eclosionar los
huevos. Una vez eclosionados después de 3 a 15 dias que dura el periodo
embrionario, nacen las larvas blancas, con cabeza poco obscura y presentan placa
anal., pueden permanecer en este estadio de 15 dias, hasta 2 afos si se mantienen
como larvas hibernantes. Las larvas producen una tela densa con su excremento,
entre otras cosas del medio como tierra en los granos que consumen, lo cual
contamina el grano y lo hace poco deseable para consumo y venta, generando
pérdidas. Después de 1 a 4 semanas emergen los adultos, que son de un ciclo de
vida corto, cumpliendo un ciclo completo en aproximadamente 40 dias,
desarrollando normalmente de 5 a 6 generaciones anuales (Urretabizcaya y col.
2010). Como se conoce que la etapa inmadura de estos insectos, es la etapa mas
larga y danina, aproximadamente la mitad de su ciclo de vida y la etapa donde se
alimentan en mayor proporcion de distintos granos y productos almacenados de
manera voraz, destruyendo el embridén de los granos de las semillas que son para
consumo o comercio (Rubio-Cota. 2012); ademas de contaminar el grano con hilos
de seda que esta especie en particular va dejando a su paso cuando se arrastra,
donde se acumulan granulos fecales, dejando también excremento y residuos del
producto o pedazos de insectos a su paso por la superficie de los granos, también
induce la contaminacion por microorganismos y acaros u otros animales que se ven

atraidos por dichos residuos (Milutinovi¢. 2019).

Esta seda, en el quinto estadio de vida de las larvas, les brinda proteccidén para
evitar parasitos, para evitar la pérdida de agua, ademas de servir como almacenaje

de energia, con aminoacidos esenciales en caso de insuficiencia de alimento, entre
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otras cosas. Por lo cual ha sido de interés para fines médicos ya que, en otras larvas,
como en Bombix mori, se han estudiado sus propiedades enfocandose sobre todo
en medicina regenerativa e incluso podria ser un biomaterial con potencial
anticancerigeno, ya que estd compuesto por materiales activos con propiedades
anticancerigenas, al mostrar actividad citotoxica en células de carcinoma colorrectal
(Milutinovic. 2019).

Por lo anterior, el manejo y control de estos tipos de plagas se ha vuelto un reto,
sobre todo en la etapa larvaria para tener un mayor control y reducir en gran manera

las pérdidas econdmicas en productos almacenados (Pérez y col. 2015).

Como método de erradicar las plagas se han usado constantemente y muchas
veces de manera excesiva plaguicidas sintéticos, que son neurotoxicos,
presentando asi consecuencias como la resistencia a los insecticidas por parte de
los insectos plaga, asi como también su acumulacion e impacto negativo en los
alimentos, agua y medio ambiente, presionando a que se busquen nuevas
alternativas de manejo de plagas para poder reemplazar estos métodos por algo
mas ecosostenible. Por lo tanto, se han estado haciendo trabajos de investigacion
a través de compuestos organicos, como plaguicidas botanicos, en los cuales se
han observado ventajas como la alta selectividad, baja o nula toxicidad externa,
bajos niveles de residuos y rapida degradacion, aunque también no se conocen con
exactitud los mecanismos de accion con los que se llevan a cabo y objetivos
fisioldgicos, como para hablar de posibles mecanismos de resistencia (Corzo y col.
2020).

Entre otras estrategias nuevas para el control de este insecto plaga, esta el uso de
feromonas sexuales afectando el comportamiento de Plodia interpunctella (Jia X'y
col. 2018). También se han probado como otras alternativas, compuestos de origen
natural; entre estos compuestos se encuentran los aceites esenciales, donde
también ha sido estudiada la respuesta de Plodia interpunctella indicando en sus
resultados que Lippia turbinata, planta con efectos toxicos en insectos, tuvo cierta
eficiencia causando letalidad y retraso en la ecdisis, es decir la muda y desarrollo
del insecto, Plodia interpunctella (Corzo y col. 2020).
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Normalmente su control y tratamiento se ha estado llevando a cabo mediante
prevencion con constante monitoreo, saneamiento, tratamientos de control de
plagas con enemigos naturales, aerosoles residuales y fumigacién y atmosferas
controladas, manipulaciéon de la temperatura de los lugares donde se encuentran,
asi como sustancias alternativas provenientes de organismos como Bacillus
thuringiensis. También han sido probados reguladores del crecimiento de insectos
(IGR) como el hidropreno y el piriproxifeno, aplicandolo en las superficies para el
control en las larvas de Plodia interpunctella, asi como deltametrina, donde de
encontrd buena respuesta en el control del quinto estadio larvario de Plodia

interpunctella (Stejskal y col. 2021).

En un laboratorio de la Oppert (USDA, Manhatan, KS) se realizaron bioensayos en
dos colonias de Plodia interpunctella con diferentes toxinas, proteinas Cry, de Bt
(Bacillus thuringiensis), con el objetivo de determinar el efecto de B. thuringiensis
en relacion a la susceptibilidad de colonias de Plodia interpunctella con respecto a
la relacion de su actividad enzimatica, la flora microbiana, asi como la expresion de
la proteina hemolina, una proteina de inmunidad, a nivel del intestino medio de los
lepidépteros. Se ha observado propiedad insecticida gracias a proteinas llamadas
Cry, producidas durante la esporulacion de la bacteria, utilizados como método de
control biolégico ante una variedad de insectos de orden diferente, alterando el
equilibrio osmético celular, teniendo efectos nocivos en los insectos, hasta incluso
provocar la muerte Giles y col en el 2000 y Sedlacek y col en 2001, evaluaron
semillas transgénicas con toxinas Cry de B. Thuringiensis en Plodia interpunctella
como método de control (Giles y col. 2000; Sedlacek y col. 2001) ya que se han
puesto como objetivos insectos coledpteros y lepidopteros con esta proteina Cry

(Gryspeirt y Grégoire. 2012).

Sabbour y Abd EI-Aziz en 2019 probaron extractos vegetales en nanoemulsiones
en larvas de Lepidopteros, polillas que también llegan a infestar productos
almacenados como E. kuehniella'y C. cautella, polillas muy parecidas a Plodia
interpunctella y que son pertenecientes a la misma familia, Pyralidae (Stejskal y col.
2021).
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Anteriormente y durante anos se utilizaron fumigantes para el control de estas
plagas de productos almacenados, sin embargo, ahora estan prohibidos en su
mayoria, como el bromuro de metilo y la fosfina, por o que se han buscado nuevas
alternativas, ademas de que se conoce que Plodia interpunctella ha desarrollado
resistencia a la fosfina. Por eso, en esta busqueda de nuevas alternativas para su
control, se han utilizado tratamientos con Bacillus thuringiensis (Berliner)
subespecies kurstaki (Bacillales: Bacillaceae) y azadiractina como bioplaguicidas
para el control bioldgico de esta plaga de productos almacenados (Mohandass y
col. 2007; Nouri-Ganbalani y col. 2016).

En un estudio de Eliopoulus y col (2015) con aceites esenciales de albahaca vy
menta verde contra Plodia interpunctella, reportaron no hubo una actividad
insecticida estadisticamente satisfactoria en larvas y pupas de esta especie,
presentando mas tolerancia, ni contra E. kuehniella, sin embargo, si hubo actividad
insecticida en los adultos de ambas especies, ambas pertenecientes al orden
Lepidoptera: Pyralidae (Eliopoulus y col. 2015).

Stejskal y col (2021) revelaron en su trabajo que la edad de las larvas de E.
kuehniella'y Plodia interpunctella influyen de manera significativa en la eficacia del
plaguicida, siendo las larvas mas jovenes mas sensibles al plaguicida que las larvas
con mas tiempo de vida, también indicaron que los insecticidas hechos a base de
metilo de pirimifés presentaron mayor efectividad en el control de E. kuehniella que
Plodia interpunctella y los hechos a base de deltametrina que presentaron, por el
contrario, mayor efectividad contra Plodia interpunctella que contra E. kuehniella
(Stejskal y col. 2021)

Las larvas son polifagas en extremo, pues se alimentan en gran cantidad y de una
gran variedad de alimentos, especialmente dietas que sean ricas en carbohidratos;
posicionando a esta especie en las principales plagas de alimentos almacenados.

Se ha visto que dietas ricas en grasas y proteinas como las nueces, avellanas,
almendras, entre otras, tuvieron una mayor tasa de crecimiento en las larvas
(Barrera-lllanes y col. 2017; Vukajlovié. 2019). a comparacién de frutos secos por

ejemplo, que tienen menos proteina y grasa y mas azucares >30%, ya que las larvas
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tenian mayor tamano corporal, con una mayor aptitud fisica, asi como una baja tasa
de mortalidad entre ellas, concluyendo que una mala alimentacién en esta etapa de
la vida de Plodia interpunctella produce efectos negativos para la construccién de
su vida en el futuro como adultos, como reduccion en su tamano, en su
reproduccién, teniendo una baja tasa de produccion de descendencia, ademas de
un tiempo de vida corto. Aunado a los alimentos y los macronutrientes que proveen
al alimentarse de ellos, también otras partes de las plantas, como metabolitos,
taninos, fenoles, flavonoides, podrian también tener un importante papel en la tasa
de supervivencia, mortalidad y desarrollo de las larvas, ya que son biomoléculas de

defensa de las plantas (Vukajlovié. 2019).

2.4 Insecticidas convencionales

Segun la FAO (Food and Agriculture Organization) en el cédigo internacional de
conducta sobre la distribucién y uso de plaguicidas, define plaguicida como “una
mezcla de sustancias o una sustancia, que es destinada a destruir o controlar plagas
de cualquier tipo, dentro de los cuales se encuentran vectores de enfermedades,
especies de plantas indeseables 0 animales que provoquen un dafno, que interfieran
en la produccién, en la elaboracion, en almacenamiento, transporte y/o
comercializacién de productos agricolas, alimentos ya sea para humanos o
animales, madera y que pueden ser administrados para control de aracnidos,
insectos, entre otras plagas, ya sea corporales como acaros, entre otros” (FAO.
2012).

Los plaguicidas han tenido un largo historial de uso, hoy en dia se estima que los
humanos llevan en su cuerpo aproximadamente 700 contaminantes, las cuales han
sido inhaladas, absorbidas cutaneamente o puede ser ingeridas a través de agua o
alimentos contaminados, incluso una madre puede pasarla al feto a través de la
placenta o a su hijo en la lactancia. Dichas sustancias quimicas pueden tener
efectos distintos que van a depender de la cantidad de las sustancias quimicas,
duracién de la exposicion a dichas sustancias, entre otras, tanto en las personas

como en la vida silvestre en general (Benitez. 2012). Estas sustancias quimicas van
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a ser clasificados segun su funcién, ya sea por su objetivo a erradicar o controlar,
por ejemplo dentro de los plaguicidas se encuentran los acaricidas, insecticidas,
fungicidas, rodenticidas, herbicidas, molusquicidas, nematicidas, o pudiera ser por
grupo quimico de su ingrediente activo como la familia quimica de los
organoclorados, organofosforados, carbamatos, piretroides, cloronitrofendlicos,
derivados del acidofenoxiacetico, compuestos inorganicos y compuestos de origen
botanico, entre otros, cada uno con sus diferentes compuestos activos, asi como
por su toxicidad aguda, o su persistencia en el medio ambiente (Ramirez vy
Lacasafa. 2001). Los plaguicidas organoclorados, organofosforados y piretroides
son los utilizados convencionalmente como insecticidas Se encuentran
ampliamente en ambientes acuaticos y terrestres ya que se utilizan en grandes
cantidades contra plagas en la industria y agricultura, ya que son resistentes a la
degradacion bioldgica, lo cual también los hace una amenaza contra la salud publica
por mas tiempo. Estos son aplicados en las temporadas de siembra de principales
cultivos como maiz, arroz, trigo, sorgo, soya y cartamo, asi como en frutales de
mango melén, naranja, sandia, pifa y plantaciones importantes como el café y cana
de azucar, esto por sus propiedades acaricidas, insecticidas, fungicidas, herbicidas
(Benitez y Montariez. 2014). Sin embargo, aunque muchos plaguicidas han sido
prohibidos en diferentes paises a través del tiempo, cuando empez6é una
preocupacion en el siglo XX al presentar una amplia toxicidad humana, asi como su
bioacumulacion y persistencia en el medio ambiente, aun se utilizan algunos de ellos
y aun se encuentran en alimentos de consumo humano como la leche (Ferrer. 2003;
Castilla y col. 2012).

En los anos 40 se pensé que habian terminado la pérdida de cosechas por insectos
plaga, gracias a la aparicion de los insecticidas organosintéticos (DDT, paratién,
malation, dimetoato, entre otros) ya que estos estaban teniendo una gran eficacia
ademas de que no eran de costos elevados, de esta manera empezaron a desplazar
a los utilizados en ese tiempo, de origen vegetal. Sin embargo a través del tiempo
se hizo un uso excesivo de ellos, lo cual provocd problemas ambientales, aumentos
en los costos de produccién, peligro en la manipulacion de estos, problemas por los
residuos generados, como de intoxicacién por ingesta de estos residuos en
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alimentos y agua, esto sin mencionar que surgié la resistencia a dichos insecticidas
y por lo tanto aparecieron plagas secundarias, asi como recientes revelaciones de
que dichos insecticidas pueden penetrar los granos almacenados haciéndolos
téxicos, por lo tanto hoy en dia se han ido retomando algunas alternativas de
insecticidas vegetales (Silva y col. 2002; Adebiyi y Tedela. 2012).

2.5 Proteinas de defensa

Diversas investigaciones han revelado una amplia base de conocimientos que nos
han ayudado a comprender cada vez mas las funciones bioldgicas de las plantas
que les permiten relacionarse y mantenerse en un medio ambiente donde deben
defenderse a través de biomoléculas importantes para su supervivencia y desarrollo
como lo son las proteinas. Enfoques protedbmicos han brindado un amplio espectro
de proteinas involucradas en la resistencia y defensa de las plantas hacia los
insectos herbivoros y demas patdgenos. Diversos avances recientes y a lo largo del
tiempo, demuestran dichas caracteristicas importantes de las proteinas, las cuales
son cruciales en el proceso de la defensa oxidativa y la transduccion de senales
(Belete. 2018).

Entre las proteinas mas estudiadas, se encuentran las lectinas, las cuales presentan
una alta entomotoxicidad por su gran resistencia a la degradacién proteolitica por
las enzimas digestivas de los insectos (Tabla 1); dichas proteinas, tienen la
capacidad de interactuar con las glicoproteinas de membrana de las células
epiteliales del intestino medio del insecto o incluso a la membrana peritréfica (PM),
interfiriendo con procesos fisioldgicos principales y dandoles una naturaleza téxica
que ha demostrado en diversos o6rdenes de insectos efectos insecticidas e
insectistaticos (George y col. 2018).
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2.6 Lectinas

Las Lectinas son proteinas que tienen la capacidad de interactuar con carbohidratos
y glicoconjugados de manera reversible, reconociendo proteinas especificas de las
membranas celulares y uniéndose no covalentemente a la superficie celular
(Lagarda-Diaz y col. 2017). Gracias a esta capacidad de interaccion han sido
posibles diferentes tipos de reconocimiento especifico y selectivo de glicoproteinas
para identificar células cancerosas donde las membranas celulares se ven alteradas
(Park y col. 2001; Garcia-Gasca y col. 2012). Ademas de ser de gran utilidad
también en el desarrollo de aplicaciones practicas en el rubro alimenticio,

investigacion sanitaria, agricultura y farmaceéutica (Lagarda-Diaz y col. 2017).

Las lectinas se encuentran conformando a todos los seres vivos, sin embargo, son
proteinas que juegan un importante papel en la defensa y resistencia de las plantas
(Blanco-Labra y col. 2002; Tsaneva & Van Damme. 2020) Las lectinas han sido
relacionadas a un amplio espectro de funciones en la naturaleza (Figura 1).
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Figura 1. Algunas de las funciones que poseen las lectinas en la naturaleza (Ferriz-Martinez y
col. 2015). (Creado con BioRender.com 2024)

Las lectinas de leguminosas aunque varian en sus estructuras cuaternarias y su
especificidad de carbohidratos, son proteinas altamente homadlogas y han tenido un
principal interés gracias a las diferentes caracteristicas que presentan, como
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actividad antimicrobiana, antitumoral, e insecticida, encontrdndose en mayor
cantidad en las semillas, representando un punto muy importante en el estudio y
entendimiento de las interacciones entre proteinas y carbohidratos, a través de la
comprensién de sus bases moleculares (Lagarda-Diaz y col. 2017). Son las lectinas
una de las alternativas de defensa y control de insectos (Camaroti y col. 2018), ya
que presentan su actividad insecticida por la capacidad de union a los azucares que
se encuentran en la superficie de las células epiteliales del intestino medio de los
insectos, pues esta superficie es rica en glicoproteinas que ayudan a una funcion
intestinal correcta, por ejemplo en insectos que carecen de membrana peritréfica,
donde también las lectinas pueden interactuar y ejercer su efecto tdxico en la unién
a dicha membrana (MP), en el gel peritrofico (GP), asi como en las
microvellosidades del borde de las células epiteliales (Lagarda-Diaz. 2017),
produciendo un efecto nocivo en ellos. Esto se ha visto en insectos de diferentes
ordenes y en todas las etapas del desarrollo, presentando estrés oxidativo, la rotura
de la matriz peritrofica, rotura en el borde y la capa secretora celular, interferencia
en la absorcion de nutrientes necesarios para su crecimiento y correcto desarrollo,
la induccién de apoptosis al provocar una reaccién en cascada en contra de las
mitocondrias provocando su muerte programada, hasta incluso el paso a la barrera
intestinal hasta llegar a la hemolinfa, causando efectos sistémicos y de ésta manera
afectar en la nutricion, crecimiento, desarrollo, supervivencia y reproduccién de los

insectos (Franca. 2022; Napoleao y col. 2019).

En la actualidad se tiene conocimiento de los efectos toxicos producidos por la
mayoria de las lectinas en una variedad de insectos fitéfagos, entre estos efectos
esta el efecto insecticida o el efecto insectistatico en el organismo, que es la
inhibicion del desarrollo y crecimiento normal, como se mencioné anteriormente, por
ejemplo las lectinas de las leguminosas, se ha detectado que tienen un efecto
negativo en la ovoposicion, crecimiento, paso de estadios de pupa y larvario,
afectando en la digestion, senalizacion y transporte a través del intestino medio y
asi la supervivencia de diferentes insectos que podrian ser plaga (Celis y col. 2008;
Casas-Corredor y col. 2016; Sadeghi y col. 2006; Liu y col. 2019). Las lectinas de
leguminosas han sido estudiadas por su toxicidad para insectos de diversos

30



ordenes; Lepidbptera, Colebdptera, Diptera, Hymendptera, Isoptera, Homobpera,
Neuroptera, ademas de ser la familia de proteinas con propiedad de reconocimiento
y union a carbohidratos, mas amplia, brindando bases moleculares muy importantes
para el estudio de la interaccidon de proteina-carbohidrato (Lagarda-Diaz. 2017).

2.7 Lectinas de frijol Tépari

Las plantas tienen una gran influencia en la supervivencia de los insectos, ya que
dichas caracteristicas como su valor nutrimental, morfologia, metabolitos
secundarios o biomoléculas de resistencia y defensa, pueden tener efectos en su
desarrollo, fecundidad, crecimiento poblacional, afectando de manera significativa

en los insectos que se alimentan de ellas (Razazzian y col. 2015).

Un tipo de frijol del género phaseolus, familia leguminoseae o fabaceae, conocido
como el frijol del desierto o frijol Tépari es el frijol phaseolus acutifolius; esta
leguminosa es caracteristica por su resistencia a climas aridos, resistencia a
condiciones de baja humedad, altas temperaturas, altas concentraciones de sales
y boro, asi como a plagas de microorganismos como: Pseudomonas phaseolicolay
Xanthomonas phaseoli, insectos y enfermedades del frijol comun, ademas de ser
téxico cuando no se ha sometido a un proceso de coccidn; por estas adaptaciones,
su conjunto de propiedades fisicas y quimicas ligadas con su valor nutritivo lo hacen
un recurso importante de proteinas, fibra, vitaminas y minerales (Valadez-Vega.
2004). A pesar de todas estas caracteristicas, esta especie de frijol ha tenido
escasez de informacion limitando su consumo y a su vez su produccion, sin
embargo, en los ultimos afos se ha puesto un especial interés en ciertas moléculas
presentes en las leguminosas, en especial en las presentes en el frijol Tépari, como
lo son inhibidores de proteasas, lectinas, etc. (Lopez-lbarra. 2018). Ademas de
estudios que confirman su gran potencial nutricional y funcional como en un posible
tratamiento contra el cancer, gracias a las lectinas que tienen la capacidad de union
a carbohidratos de membrana e induccion a apoptosis € inhibicién de crecimiento
tumoral (Garcia-Gasca y col. 2012).
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Lectinas de diferentes especies de leguminosas, entre ellas del frijol comun
Phaseolus vulgaris, P. sativum, probaron en larvas y adultos de insectos tener
efectos adversos en su desarrollo, retrasandolo, en su fecundidad, hasta incluso
aumentando su mortalidad al ser proteinas que presentan actividad insecticida.
Aunque se encuentran conformando a toda la naturaleza, incluyendo virus; las
lectinas de leguminosas han sido las mas estudiadas por sus caracteristicas

antitumorales, insecticidas, antimicrobianas.

Las lectinas tienen una gran cantidad de caracteristicas particulares por su
capacidad de reconocimiento y unién especifica a glicoconjugados presentes en las
superficies celulares, asi como estructuras intracelulares, dandoles un gran
potencial en aplicaciones practicas en agricultura, investigacion sanitaria,

farmacéutica, alimenticia (Lagarda-Diaz. 2017).

2.8 Pichia pastoris

Pichia pastoris tiene la capacidad de producir glicoproteinas en altas
concentraciones y también excretarlas, permitiendo asi la produccion de mayores
cantidades en el medio de cultivo (Martinez-Alarcon y col. 2018) a diferencia de
otros métodos de obtencién de proteinas recombinantes. Las levaduras, como
Pichia pastoris al ser una levadura metilotréfica capaz de emplear el metanol como
Unica fuente de carbono y energia, utilizando su promotor (AOX1) regulado por
metanol, ha mostrado ser una hospedera adecuada para la produccién de proteinas
heterdlogas ya que tienen un rapido crecimiento en medios de cultivo, de bajo costo,
capacidad para hacer modificaciones postraduccionales complejas y son de facil
manipulacion genética (Serano y col. 2016).
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1l. JUSTIFICACION

Las plantas y sus moléculas bioactivas son una alternativa atractiva para el control
de plagas, ya que, al ser moléculas termolabiles, tienen dafios minimos o ningun
efecto en la calidad del grano, sobre la salud humana y/o el medio ambiente, a
diferencia de los insecticidas quimicos y sintéticos.

La Lectina del frijol Tépari ha mostrado efecto dafino en larvas de lepiddpteros en
otros estudios, ademas de en otras especies de insectos. Por lo tanto, gracias a la
generacion de una lectina recombinante utilizando a la levadura Pichia pastoris se
busca generar de una manera masiva y eficaz esta proteina que tenga efectos
nocivos para las larvas de un insecto plaga, que nos permita considerar este método
como una posible forma de contrarrestar dichos insectos plaga y disminuir su
problematica.

V. HIPOTESIS

Una lectina recombinante (rTBL-1) obtenida a través de la levadura Pichia pastoris
presenta efectos insecticidas e insectistaticos en larvas del insecto Plodia
interpunctella.

V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Determinar la toxicidad de una lectina recombinante obtenida a través de la levadura
Pichia pastoris, en larvas de una especie de insecto Lepidoptero; Plodia
interpunctella.
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5.2 Objetivos especificos

e Obtener una lectina recombinante a partir de la levadura Pichia pastoris.

e Desarrollar un modelo viable en el laboratorio de la especie Lepidoptero;
Plodia interpunctella.

e Probar diferentes concentraciones de lectina recombinante para determinar

la toxicidad sobre larvas de Plodia interpunctella.

VL. MATERIALES Y METODOS

6.1 Diseno del estudio

Este estudio fue experimental con un disefio completamente al azar. El protocolo de
investigacion fue aprobado por el Comité de Bioética (44FCN2022) de la Facultad
de Ciencias Naturales (FCN) de la Universidad Autbnoma de Querétaro (UAQ).

6.2 Obtencion de la lectina recombinante (rTBL-1)

Para la produccién y purificacion de la rTBL-1 se utilizé la metodologia descrita por
Palmerin-Carreno y col (2021) en el laboratorio de extraccion y purificacién de la
Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad Autonoma de Querétaro.

La fraccion de lectina recombinante (rTBL-1) se obtuvo por medio de la levadura
Pichia pastoris, la cual fue previamente modificada de forma genética. La
construccion genética se encuentra en el vector pGAPaZB para produccién de la
rTBL-1. Dicha transformacién se llevd a cabo mediante el kit Pichia EasyCompTM
tRansformaction Kit de la casa comercial de Thermo Fisher Scientific, siguiendo las
indicaciones de los fabricantes, y una vez transformadas las células se pusieron a
crecer en placas con medio de cultivo YPG con 50 pg/mL como agente
seleccionador y fueron incubadas a 30 °C durante 48 h. Tomado de Martinez-
Alarcon (2017).
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6.2.1 Preparacion del medio.

Se prepararon 1.4 L de medio basal utilizando 1.18 g/L de sulfato de calcio*2H20,
18.2 g/L de sulfato de potasio, 14.9 g/L de sulfato de magnesio*7H20, 4.13 g/L
hidréxido de potasio, 40g/L glicerol, 26.7 mL/L &cido fosférico, 4.35 mL/L
oligoelementos y 15 mg/L antiespumante VRF-30.

El sistema se llevd a cabo con una alimentacién de 50% v/v glicerol con medio basal
y 2 mL/min oligoelementos. Se debid ajustar el pH del medio a 5 con una solucién
de amoniaco al 32% (v/v). Se prepar6 una solucién de antiespumante VRF-30 y una
solucién de medio basal con glicerol ambas a una concentracion de 0.5% v/v.
Seguido de esto se prepard una solucion de amoniaco a una concentracion de 32%

V/V.

6.2.2 Conservacion de la cepa.

Con el fin de conservar la cepa productora de lectina recombinante, se prepararon
tubos de cultivo con glicerol al 15% (v/v). Se prepararon 200 mL de glicerol al 30 %
(v/v) y se esterilizaron a 121°C, 15 psi durante 20 min. Se prepardé en un matraz
bafleado de 250 mL con 100 mL de medio basal, se esteriliz6 de igual forma a
121°C, 15 psi durante 20 min. El matraz se inocul6 con una asada del cultivo de P.
pastoris proveniente de caja o del cepario del laboratorio de Biologia celular, en
donde se incubd el matraz durante 24 a 48 hrs a 30°C, 200 rpm. Se extrajo 1 mL
del cultivo, realizando una dilucién (1:10) con agua destilada. Con ello, se midié la
absorbancia a una longitud de 600 nm, corroborando una absorbancia de 0.2 a 0.4.
Por otro lado, se prepararon 10 tubos Eppendorf estériles de 1.5 mL, a los que se
les adicionaron 500 pL de glicerol al 30% (v/v), seguido de esto a los tubos se les

adicionaron 500 uL del cultivo de P. pastoris. Su conservacion fue a -80°C.

6.2.3 Preparacion del Biorreactor.

Se empled un biorreactor de tanque agitado Applikon de 3 L con 2 impulsores tipo
Rushton de 6 aspas planas, 4 bafles y un distribuidor de aire en forma de “L”. Se

vaciaron 1.4 L de medio de cultivo al biorreactor donde se colocaron, los sensores
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de pH y oxigeno disuelto. Después se calibr6 el sensor de pH empleando un buffer
de pH 4.0y 7.0, el biorreactor se esterilizé a 121°C, 15 psi durante 20 min, seguido
de esto se conectd con botellas de adicion al controlador “in-control. Las
condiciones de operacién se programaron a 30°C, 700 rpm, 1 vvm. Tras su
operacioén, se adicionaron 3 mL de antiespumante VRF-30. Se dejé polarizando el
sensor de oxigeno durante 12 h. Antes de la inoculacion del biorreactor, se calibro
el sensor de oxigeno a 100%. Finalmente se realiz6 el monitoreo en linea de los

datos con el software Lucullus-lite.

6.2.4 Preparacion del preindculo y desarrollo de cinética en biorreactor.

Se preparo el preindculo en matraces Erlenmeyer de 250 mL con 100 mL de medio
basal estéril. Seguido de esto, se inocularon los matraces con 100 uL de un cultivo
en glicerol (15% v/v) de la cepa P. pastoris pPGAPaZB, almacenado a -80°C. Los
matraces se incubaron a 30°C a 200 rpm durante 24-48 h. Se realiz6 una dilucién
1:10 con agua destilada a partir de 1mL del preinéculo. Posteriormente, se midi6 la
absorbancia a una longitud de 600 nm y se corroboré a una absorbancia de 0.2-0.4
(1x106 UFC/mL). Mas adelante el reactor se inoculd con el 10% v/v de preinéculo.
Los controles se prepararon en matraces Erlenmeyer de 500 mL de medio estéril y
se inocularon con 10 mL de preindculo, los controles se incubaron a 30°C, 200 rpm
durante 7 dias. Por otro lado, en el caso del biorreactor, se desarroll6 la cinética a
30°C con un flujo de aire de 1 vvm y con control variable de la agitacién que fue de
700 a 1000 rpm, en funcién del oxigeno disuelto en el medio al 30-50%. Se controld
la adicion de la base con un pH de 5, segun se requirié. Mas adelante, el muestreo
del biorreactor se realizd de forma periddica a las: 0, 4, 8, 24, 32, 48, 56, 72, 80 y
96 h, tomando 8 mL de muestra. Con ello, se midi6 la densidad 6ptica a 600 nm,
oxigeno disuelto, la produccion de biomasa (peso seco) y la produccion de proteina
total.
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6.2.5 Determinacion de biomasa

La produccién de biomasa se determin6 de dos formas: por medicion de la densidad
Optica a 600 nm y por biomasa por peso seco. En el primer caso de la densidad
Optica, se realizaron diluciones de las muestras para contar con lecturas de
absorbancia en un rango de 0.1-0.8. En biomasa por peso seco, se midieron 2 mL
del cultivo y se centrifugaron a 4000 rpm durante 20 min. Se descarté el
sobrenadante y se resuspendio la pastilla celular con 500 yL de agua estéril, donde
se transfirio la pastilla a una charola de aluminio para el registro de su peso. El peso
de la muestra con charola se registrd por diferencias gravimétricas, se obtuvo el
peso de biomasa y se consideré el volumen de la muestra para determinar la

concentracion de biomasa producida.

6.2.6 Extraccion de la lectina recombinante (rTBL-1).

La extraccidn de la lectina recombinante (rTBL-1) se realizd en el orden del siguiente
procedimiento: Preparacion de buffer BB8x, pH 7.4, NaCl- 187.01 g/L y Fosfato de
sodio dibasico 22.7¢g. Tanto para la muestra de biorreactor como de matraz, se midié
1L de cultivo y se centrifugé a 4000 rpm durante 20 min. Los analisis se realizaron
por triplicado. La pastilla celular se descart6 y se conservé el sobrenadante, filtrando
el sobrenadante 2 veces con papel Whatman No. 11. Finalmente se adicionaron
125 mL de buffer BB8X al medio.

6.2.7 Purificacion de rTBL-1

La purificacion de la lectina recombinante (rTBL-1) se realizé utilizando una columna
de afinidad al niquel (GE Healthcare). Para fines practicos por cada 250 mL de
muestra: se pasaron 50 mL de agua destilada por la columna, 50 mL de buffer BB1X,
250 mL de muestra en su medio crudo, 50 mL de buffer BB1X y 50 mL de Imidazol
a 200 Mm. Con el procedimiento descrito, se recuperd la muestra con Imidazol,
Pasando 50 mL de agua destilada por la columna, se pasé 20 mL de etanol al 20%
v/v. Se resguardé la columna a 4°C. En el Imidazol recuperado contenia la Lr (rTBL-
1), por lo que se sometidé a un proceso de didlisis. Una vez que se obtuvieron las
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muestras dializadas se congelaron con hielo seco y acetona en vasos de
precipitado. Las muestras permanecieron durante 5 dias para un volumen
aproximado de 1 L, finalmente el polvo recuperado se almacend a 4°C.

La proteina obtenida se identifico utilizando el método de Bradford (1976) en geles
de poliacrilamida al 13%. Y la rTBL-1 se analizé mediante geles SDS-PAGE
(Laemmli. 1970) con 25 pg de proteina por gel. Posteriormente, los geles fueron
tefiidos con azul de Coomassie por 12 horas, retirando el exceso de colorante y
lavando los geles en solucién de metanol/acido acético 4:3 hasta que se pudieron

observar las bandas en el gel.

6.3 Preparacion del alimento

La preparacion del alimento de desarrolld basado en el protocolo desarrollado por
Heryanto y col. 2022 (con algunas modificaciones), de la siguiente manera: en un
contenedor se mezcl6é (50% salvado de trigo grueso organico, 13% levadura de
cerveza en hojuelas, 5% dextrosa anhidra, 22% glicerina liquida pura grado ups, 2%
de aceite de canola y 8% de agua), los materiales se mezclaron hasta generar una
masa semihumeda y homogénea, posteriormente la mezcla se almacendé en

refrigeracion a 4 °C hasta su utilizacion.

6.4 Desarrollo de la cepa del insecto Plodia interpunctella.

Basada en la metodologia de Heryanto y col (2022) con modificaciones, para el
establecimiento de pie de cria y cultivo de Plodia interpunctella, se realizaron
colectas de ejemplares de diferentes partes de la ciudad, de graneros rusticos,
mercados de semillas, hogares con ejemplares, entre otros y se tuvieron en
contenedores de plastico duro LocknLock rectangulares de 350ml con tapa
hermética, y en contenedores circulares transparentes de plastico grueso con tapa
de rosca para evitar que se escaparan por caidas accidentales al abrirse, romperse
ya sea la tapa o el contenedor completo o por aberturas que pudieran hacer los
insectos en materiales delgados, ademas de ser adecuados para su uso a muy

bajas temperaturas cuando era necesario; estos contenedores, ademas contaron
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con un respiradero de malla de organza de 2 cm de diametro adherido a la tapa del

contenedor como respiradero para los insectos (Figura 2).

Figura 2. llustracion de los contenedores de tapa en rosca con el respiradero de 2 cm de diametro,
en donde se mantuvieron a los insectos en condiciones controladas durante todo el experimento.
(Creado con BioRender.com 2024)

Para separar a los adultos y sexarlos, para producir mas huevos, se utilizaron vasos
pequenos de plastico de 25 ml, tapados con malla fina y ligas de hule para reforzar
el cerrado del bote dandole dos vueltas a la liga, esto para tener un mayor control
al ser un numero reducido de larvas y de alimento por réplica. Con ayuda de una
caja de acrilico de 40x40 cm, con dos orificios en cada extremo se realizd la
manipulacion de los recipientes de crianza, sin la necesidad de realizar movimientos
invasivos en los insectos. Los adultos se colocaron en los vasos pequefnos de

plastico antes mencionados (Figura 3).

Figura 3. llustracion de la forma en que se manipularon los organismos para los experimentos.

Para poder separar a los adultos, se colocaron en un congelador a -7°C durante 10

min, de esta manera se alenté el movimiento para poder manipularlos, en cada

39



contenedor se colocaron 70 gr de alimento previamente realizado y se depositaron

4 hembras y 4 machos en cada uno para su apareamiento (Figura 4).

ha | S

A

Figura 4. llustracién de la forma en que se sexaron y se organizaron los adultos previamente
separados individualmente. (Creado con BioRender.com).

Se colocé de 10-12 mg de huevo por 50 gr de dieta artificial en los contenedores,
con una humedad relativa de 60%, y 28°C, en un periodo de luz oscuridad de 14:10

respectivamente.

Las larvas desde la eclosion del huevo hasta el tercer instar, estuvieron en los
contenedores de crianza con la dieta artificial sin rTBL-1 para su posterior

evaluacién con los tratamientos.

Las larvas de tercer instar fueron diferenciadas por los dias de eclosion, su tamano
y coloracién. El primer instar tiene una duracion de 5,31 + 0,60 dias después de la
eclosion, es decir durante la primera semana, después del segundo instar en la
segunda semana aproximadamente desde la eclosién, la coloracidn de estos instar
es un poco transparente; el tercer instar, que es el instar de interés, es durante la
tercera semana desde la eclosién y la coloracion de su tegumento es mas rojizo y
sélido, por ultimo, el cuarto y quinto instar, cuarta y quinta semana respectivamente,
su coloracién es mas amarillenta con su tegumento mas firme; clasificacién indicada

por (Pérez y col. 2012)

40



Una vez estuvieron en el periodo de tiempo de vida que se requeria, es decir, que
se encontraban en el tercer instar, fueron separadas el numero de larvas a evaluar
en pequefos vasos de plastico y se alimentaron con su dieta habitual adicionando
a su dieta artificial normal las 4 diferentes concentraciones de rTBL-1 para su

posterior evaluacion durante diez dias.

Para esto, se pesoé su dieta habitual y se le fue adicionando la respectiva cantidad
de rTBL-1 para cada tratamiento como se indica a continuacién en la (Figura 5).

6.5 Tratamientos para determinar la concentracion letal 50

Previo a todos los posteriores experimentos, se realizé un experimento piloto para
conocer la cantidad de alimento que consumian las larvas en un ambiente normal y
sin presion, para esto se colocaron 5 larvas por 4 réplicas y un control, con 2.6 gr
durante 7 dias para saber cuanto consumian de alimento, se peso diariamente el
alimento restante, asi como el peso de las larvas en conjunto. Y se obtuvo que
consumian 5 larvas 0.52 gr de alimento en 7 dias, esto para que, en el experimento
posterior, no hubiera demasiado alimento sobrante y asi se pudiera controlar de una
mejor manera que las larvas consumieran el total de la lectina recombinante rTBL-
1.

Para todos los tratamientos previos al experimento final, asi como los experimentos
piloto en los que se utilizé la lectina rTBL-1 fue perfectamente mezclada junto con
la dieta artificial totalmente nueva y separada para cada tratamiento, distribuyendo
la rTBL-1 en las dietas con ayuda de un vértex y compactando por cada uno de los
contenedores pequenos para experimento. Las muestras control no llevaron

ninguna dosis de rTBL-1.

Para determinar la concentracion letal de la lectina recombinante contra el insecto
Plodia interpunctella, se realiz6 un abanico de dosis basado en la literatura
reportada de lectinas contra diversos insectos (Macedo y col. 2003). Con este
abanico se realizaron pruebas piloto para conocer el minimo de lectina
recombinante capaz de producir un dafo en las larvas para de ahi tomar las

concentraciones con las que podriamos encontrar la concentracion letal para las
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larvas de Plodia interpunctella. En dicho experimento piloto se hicieron cortes
transversales a la cabeza y longitudinales del intestino medio para evaluar el dafo
generado en las larvas expuestas a la rTBL-1. Con base en el experimento piloto
pudimos evaluar que la lectina recombinante rTBL-1 tenia un efecto nocivo en el
crecimiento y desarrollo normal de las larvas, asi como dafios irreversibles en el
intestino medio, sin embargo las larvas no tuvieron un indice de mortalidad
inmediato y alto, por lo que se ajustaron las dosis incrementandolas 10 veces mas
a lo que se usé, sin embargo, como podemos observar en el presente estudio, el
indice de mortalidad no fue inmediato ni mas del 30% total de las larvas, aunque si

tuvieron danos irreversibles en su crecimiento y desarrollo normal y exitoso.

Una vez que se obtuvieron las concentraciones a evaluar y que se separaron las
larvas de tercer instar en grupos de 14 larvas en los respectivos vasos de 25 ml se
agregd6 poco a poco la lectina liofilizada en el alimento y se colocé en un vortex para
homogenizar el alimento, esto se realiz6 para cada tratamiento, las dosis de
proteina se muestran en la (Tabla 2). Para el caso del control se colocé 0.75 gr de
alimento y se agregaron 14 larvas que se encontraban en el tercer instar, en un vaso

de 25 mL tapado con malla sin concentracidén de lectina recombinante.
Tabla 2. Concentracion de lectina recombinante por tratamiento disuelta en alimento.

Tratamiento @ Concentracion Peso alimento (gr)

(ug de Lr)
1 0.0788508 0.75
2 0.131418 0.75
3 0.1839852 0.75
4 0.262836 0.75
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X 14 larvas 6/u

Figura 5. Esquema que llustra el disefio experimental. (Creado con BioRender.com).

El tratamiento tuvo una duracion de 10 dias, a lo largo de estos dias, se realizé una
revision diaria a la misma hora para determinar la sobrevivencia de las larvas, se
evalué la movilidad y su crecimiento longitudinal en mm, asi como su peso en cada
réplica de cada tratamiento; de igual forma se pesé el alimento restante, se conté el
total de larvas sobrevivientes y muertas, las cuales se fueron retirando para

colocarlas en formol para su posterior evaluacidn histolégica.

Durante el tratamiento se tomaron tres larvas control, una en el segundo dia del
tratamiento, otra en el dia el dia cinco y otra el dia nueve para evaluar y comparar
con las larvas que fueron expuestas a los cuatro tratamientos con la rTBL-1 durante

los diez dias.
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6.6 Evaluacion de tamaiio y peso de las larvas, evaluacion del consumo de
alimento por tratamiento.

Para determinar el largo de las larvas se utilizé un aumento de 8x y se compararon
con los datos conocidos de las medidas para cada instar en condiciones favorables
y controladas dentro del laboratorio segun Pérez y col (2015), ademas de su peso,
se hizo una comparacion con las larvas control para poder determinar cambios y
deficiencias en su desarrollo y crecimiento para las larvas expuestas a las diferentes
concentraciones de la rTBL-1, en el paso de los dias que fueron sometidas a los

tratamientos.

Ademas de esto, se evalud diariamente el consumo de alimento por tratamiento,
con la finalidad de saber si la toxina contribuia a que las larvas dejaran de comer al
estar siendo intoxicadas con la lectina recombinante (rTBL-1)

6.7 Criterios para la evaluaciéon de la movilidad relativa (MR)

Para la movilidad, las larvas fueron evaluadas individualmente en un lugar
controlado dentro de una caja Petri limpia, en donde se les cronometr6 el tiempo
(30 s) y se observé la movilidad y la distancia aproximada recorrida en esos
segundos. La puntuacién correspondiente se atribuyd a cada larva segun haya sido
su movimiento especifico en ese periodo de tiempo, como se indica en la (Tabla 3).
Tabla 3. Criterios para evaluar el efecto de los tratamientos de rTBL-1 sobre la movilidad de las

larvas de Plodia interpunctella; el valor de (P) corresponde al Puntaje dado a la Movilidad relativa
(MR) observada.

(P) Movilidad de la larva
0 Larva inmovil pero no muerta
1 Larva sin desplazamiento,
pero no inmévil, aletargada
2 Larva muy aletargada,
movimiento disparejo
3 Movimiento lento, todo el
cuerpo involucrado, larva
aletargada
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4 Movimiento intermedio, todo
el cuerpo involucrado

5 Movimiento rapido, todo el
cuerpo involucrado, larva
alerta y vivaz

6.8 Estudios histolégicos del intestino medio

Las larvas tomadas para evaluacién y las larvas muertas en los diferentes
tratamientos con diferentes concentraciones de rTBL-1 a lo largo de los diez dias,
asi como las larvas control, fueron disectadas en cortes transversales a la cabeza y
longitudinales para observar dafos en el intestino medio (Figura 6). Las disecciones
se hicieron en solucién de Ringer, donde, los intestinos de las larvas se aislaron y
se fijaron con Bouin acuoso por 24 hrs, posterior a esto, fueron puestos en alcohol
etilico al 70%, se deshidrataron en series alcohdlicas que van de forma ascendente
y fueron aclarados en aceite de madera de cedro y puestos en cera de parafina, las
muestras se montaron en parafina y se realizaron cortes de un grosor de 8 ym. Los
cortes fueron tefiidos con hematoxilina-eosina de Mayer y fueron montadas en
balsamo de Canada, finalmente se observaron los cortes en un microscopio éptico,
se obtuvieron fotografias para su posterior analisis comparativo de los cuatro

tratamientos y el control como lo indica (Mahmoud y col. 2021).

Figura 6. a) llustracion del corte transversal para observacion del intestino medio de las larvas b)

llustracion de corte longitudinal.
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6.9 Analisis Estadistico

Los porcentajes de eficacia de cada una de las concentraciones fueron calculados
mediante la formula de Abbott (1925).

La mortalidad acumulada al décimo dia por tratamiento se evalué con un analisis de
varianza. Para los resultados obtenidos en las variables de peso, tamafo y peso del
alimento se evaluaron empleando analisis de varianza (ANOVA) de mediciones
repetidas. Se realizaron pruebas post hoc con el método de Tukey empleando un
nivel de significancia de 0.05. Y para el efecto de la concentracién sobre la movilidad

se explord con una regresion ordinal.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Obtencion de la rTBL-1

Una vez obtenida la cantidad necesaria de la rTBL-1 para los tratamientos en larvas,
de un rendimiento similar al reportado por Palmerin-Carrefio y col (2021) el cual fue
de 265 + 13 mg/L, se iniciaron las pruebas de toxicidad en los diferentes

tratamientos.

7.2 Desarrollo de una cepa viable del insecto Plodia interpunctella

Se establecio el pie de cria viable de la especie Plodia interpunctella, obteniendo
hasta mas de 11 generaciones viables y exitosas de dicha especie, la sobrevivencia
fue de hasta 80% por generacién, la dieta presentd buena combinacioén para el
desarrollo de las larvas, se pudo observar que las condiciones necesarias para el
buen desarrollo de los insectos basado en lo mencionado por Heryanto (2020),
donde también reportd el 90% de la poblacién como exitosa.

7.3 Evaluacion del tamaiio, peso de las larvas y consumo del alimento

Las larvas de los tratamientos de Plodia interpunctella se observaron todos los dias
a la misma hora y se determinaron los siguientes valores: mortalidad, peso larvario,
peso en alimento consumido, cambios morfol6gicos y longitud de larva. Hubo un
30% de larvas muertas en total durante todo el tratamiento. Para el dia diez el control
tuvo un 4.7% de larvas muertas acumuladas, la proporcion mas alta de larvas
muertas acumuladas fue del 16% (Figura 8). No hubo diferencias significativas
entre los tratamientos con respecto a la mortalidad. Para el dia 6 hubo un pico de
incremento de muertes, asi como en el dltimo dia, sobre todo en el T3 y T4, sin
embargo, el T2 tuvo mas larvas muertas constantemente, en el dia 8 y 9 no hubo
larvas muertas de ningun tratamiento. En un estudio similar, utilizando bulbos
hibridos de Hippeastrum (Amaryllis), (HHA) contra larvas recién emergidas del
gusano de la hoja del algodén (Spodoptera littoralis), después de los seis dias no

se detectd6 mas mortalidad, las larvas sobrevivientes tuvieron una notable
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disminucion en su crecimiento y aumento de peso comparadas contra el control, asi
como una disminucion en el porcentaje de larvas que lograron pasar al tercer instar
(Caccia y col. 2012). Esto es similar a lo registrado en el presente estudio, ya que
hubo una disminucion en el porcentaje de larvas que lograron pasar a los siguientes
instar alargando su periodo de tiempo en cada instar, atrasando su correcto tiempo
de desarrollo, ademas de una notable disminucion en el peso y crecimiento
longitudinal de las larvas, asi como la mortalidad que después de ciertos dias no se
prolongd mas, tal como lo reportan algunos otros estudios, entre ellos el de Caccia
y col. (2012) (Figura 7).

Figura 7. Larvas que no pudieron completar exitosamente el proceso de muda para pasar al
siguiente instar, muriendo en ese proceso. (A) larva control con coloracion, peso y tamafio normal,
(B) Larva en proceso de mudar su exuvia, sin éxito. (C) larva que en el proceso de muda no logré
completar exitosamente el proceso de retirar la exuvia por completo. (D) larva que en proceso de
muda no pudo concluir el retiro de la exuvia de manera exitosa.
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Figura 8. Porcentaje de larvas muertas a través de los dias, por tratamiento, el T2 tuvo mas larvas

muertas constantemente, en el dia 8 y 9 no hubo larvas muertas de ningun tratamiento.

La disminuciéon o el aumento normal del peso de las larvas correspondiente a la
ingesta de alimento, esto es un parametro importante para la evaluacion
toxicoldgica, ya que por medio de estas mediciones puede detectarse de forma casi
inmediata la toxicidad de los compuestos administrados, asi como el reconocimiento
y respuesta de los individuos a ella (Repetto Jiménez y Repetto Khun 2009). En este
caso, aunque las larvas dejaron de comer de manera normal y hubo disminucién en
el peso de algunas larvas, no hubo diferencias significativas en el peso entre
réplicas, como se muestra en la (Figura 9), sin embargo, las larvas expuestas a
concentraciones mas altas de rTBL-1 disminuyeron el consumo de alimento en
relacion a las larvas expuestas a concentraciones mas bajas. Como podemos
observar, el control esta por encima de las demas lineas y el tratamiento 4, que es
el que tuvo mayor concentracion de rTBL-1, esta por debajo de todas las demas, no
se observa diferencia significativa entre los tratamientos.
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Figura 9. Incremento del peso de las larvas por tratamiento a través de los dias, mediante un analisis
de varianza comparando cada tratamiento contra el control, donde no existieron diferencias

significativas entre los tratamientos para esta variable.

Registros indican sobre los efectos nocivos de las lectinas en los insectos,
Eisemann y col en 1994 reportaron que una lectina ConA podia unirse a las
membranas peritréficas de una especie de mosca, Lucilla cuprina provocando un
aumento en la permeabilidad, restringiendo el movimiento bidireccional de los
nutrientes, asi como de enzimas digestivas, dando como resultado una privacién de
nutrientes, teniendo efectos adversos en su crecimiento y desarrollo (Eisemann y
col. 1994; Macedo y col. 2007). En el caso de las larvas de Plodia interpunctella, en
el presente estudio, pudimos observar dichos efectos al encontrar larvas con una
disminucién considerable en peso y coloraciéon (Figura 10), aunque no fueron un
namero estadisticamente importante para poder decir que hubo cambios
significativos en un gran nimero de larvas, podemos decir que la lectina fue toxica,
pero quizas algo no permitié que tuvieran un alcance equitativo de ella, o en cuanto
detectaron la toxina pudieron evitar su consumo.
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Figura 10. (A) Larva control, quinto instar, coloracion del tegumento normal, tamafo y peso normal,
aproximadamente 14mm. (B) Larva con reduccién de tamafo muy notorio (3.8 mm), coloracion rojiza

y baja movilidad.

Por otra parte, hubo un aumento significativo en el peso del alimento restante en el
consumo diario (Figura 11) a diferencia del control; en donde hubo una disminucién
de alimento restante diario, es decir, que lo estaban consumiendo de forma normal
e indiscriminada, por lo que las larvas control tuvieron un aumento normal en su
peso diario, es decir, no hubo ninguna que tuviera una disminucién corporal
considerable y su alimento disminuia a lo largo de los dias de forma normal.

El consumo de alimento tuvo un comportamiento semejante en todos los
tratamientos, haciendo muy evidente que la presencia de la proteina de alguna
manera disminuye el consumo de alimento en todos los tratamientos comparados
con el control, sin embargo, en los tratamientos 2, 4 y 3 se tienen diferencias
significativas con respecto al control a diferencia del tratamiento 1, en donde casi
no hubo diferencias significativas con respecto al control (P= 0. 0569).
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Figura 11. Disminucion del peso del alimento consumido por cada tratamiento a través de los dias,

mediante un analisis de varianza comparando cada tratamiento contra el control.

Cabe mencionar, que ademas de haber presentado una disminucién significativa en
el consumo de alimento por la presencia de la proteina, el alimento adicionado con
ella incit6 a las larvas al canibalismo, lo cual no se habia observado con anterioridad
durante el desarrollo de este estudio en todo el proceso de establecimiento de la
cepa (Figura 12) Rharrabe y col (2007), reportaron la misma situacién en Plodia
interpunctella al adicionarle a su alimento harmalina proveniente de semillas de
Peganum harmala y causar estrés en las larvas afectadas con la toxina.

Tang y col (2016), reportaron que el canibalismo suele ser mas intenso cuando las
larvas se ven afectadas por factores de disponibilidad de alimentos, como cantidad
y distribucion de los mismos, asi como por la temperatura, arriba de los 30°C, la
competencia, entre otros; por ejemplo notaron un aumento de canibalismo en
alimentos de un solo tipo lo que representa condiciones naturales a diferencia de
dietas artificiales compuestas por varios tipos de alimento, esto nos sugiere que
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podrian estar buscando la opcién para encontrar nutrientes de manera adicional, o
la competencia incrementa al no tener una disponibilidad variada de nutrientes,
incluso reportaron que podia influir el estadio en que se encontraran las larvas, pues
notaron que las larvas a partir del tercer instar en adelante presentaron mas casos
de canibalismo que los estadios anteriores a ese.

Chilcutt y col (2006) reportaron en larvas de Helicoverpa zea, que fueron criadas
con maiz transgénico que tenia Bacillus thuringiensis, que hubo canibalismo al
generar una dieta que resulté muy estresante para las larvas, instigandolas a
atacarse entre ellas.

Podemos resaltar que, en los estudios mencionados con anterioridad, los
organismos detectaron que habia algo que les estaba haciendo dafo en el alimento,
el estrés, la competencia, quizas la busqueda de otra forma de adquirir nutrientes,
llevan a las larvas a eliminar competencia, y/o a buscar alimentarse consumiéndose
entre si, son razones que podrian responder el porqué del canibalismo entre las
larvas en esas condiciones. Ademas, también el canibalismo aumenta al tener un
espacio reducido que permita que las larvas facilmente se encuentren entre si, lo
cual provoca que tengan ese comportamiento atacando y comiendo a las mas
débiles (Tang y col. 2016).

3 mm

3 mm
=

% ] St 4774 mm

A L3 B
Figura 12. Ejemplo del canibalismo observado en larvas muy pequenas. (A) larva de 2.46 mm de
longitud, de coloracion rojiza, fragil tegumento y con signos de mordeduras por parte de otras larvas.
(B) larva de 4.77 mm de longitud, de aspecto encogido, con mordeduras en la parte superior de la
cabeza; se alcanza a percibir seda en la zona afectada, lo que muestra que quizas las larvas

atacantes al desplazarse sobre ella y morderla la fueron dejando a su paso.
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7.4 Evaluacion de la movilidad

Para el promedio de la movilidad relativa (MR) de las larvas de Plodia interpunctella,
fueron evaluadas por tratamiento y a su vez todos los tratamientos fueron
comparadas con el control. Los resultados mostraron que la movilidad de las larvas
fue mas baja cuando se expusieron a diferentes concentraciones de rTBL-1 a
diferencia de las larvas control no expuestas a la proteina recombinante. Podemos
observar que el control incrementa su movilidad a lo largo de los dias mientras que
el resto de los tratamientos permanecen mas o menos iguales a lo largo del tiempo.
No obstante, el tratamiento 3 tiene mas movilidad que el resto de los tratamientos.
Existen diferencias significativas entre los diferentes tratamientos con respecto al
control, valor p < 0.01 (Figura 13), Sin embargo, esta variable pudo verse
influenciada por diferentes factores externos generando ruido, por ejemplo, muchas
veces las larvas al ser separadas del grupo y de su alimento se ponian en forma de
alerta, quizas esperando ser depredadas, o al no reconocer el entorno, se movian
de forma cautelosa y dudosa. También pudo ser en ocasiones que se encontraran
en etapa de muda y por lo tanto, estaban en reposo para mudar y pasar a un instar
superior, por otra parte, aunque las larvas control si tenian un aspecto mas
saludable y eficaz para moverse hasta incluso lograban en el tiempo medido salirse
de la caja Petri, es una variable muy subjetiva puesto que pueden ser varias las
razones por las que tenian ese comportamiento, sin embargo podemos observar
claramente que si hubo diferencias en cuanto a los tratamientos contra el control,
podemos asumir en esta evaluacién, que, aunque esta variable tiene mucho ruido
externo, hubo diferencias notorias que sugieren que las larvas expuestas a la rTBL-
1 eran larvas mas aletargadas por la alimentacién escasa y/o malestar a causa de
la toxina a diferencia de las larvas control, quienes se encontraban en un perfecto

estado de alerta y movilidad agil y acelerada.
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Figura 13. Movilidad relativa (MR) de las larvas de Plodia interpunctella por réplicas expuestas a
diferentes concentraciones de rTBL-1. Cada tratamiento con sus réplicas es representado con un
color distinto. Todos los tratamientos fueron comparados contra el control, el cual supera a todos los
tratamientos e increment6 a lo largo de los dias, el tratamiento 3 presenté mayor movilidad entre los
tratamientos, dejando al tratamiento 4 al ultimo con menor movilidad a lo largo de los dias, existen

diferencias significativas entre los tratamientos con respecto al control p < 0.01.

Los cambios en la movilidad puede ser una caracteristica observable
complementaria e indicativa de que algo esta generando dificultad en el movimiento
normal de la especie involucrada en algun tratamiento nocivo, como es el caso de
la Lectina. En el estudio realizado por Villamizar y col (2009) se utilizé carga viral
para enfermar a las larvas de Lepidéptero a utilizar, se reconocia a las larvas
infectadas por una coloracion parcial, fragil tegumento y poca movilidad, lo cual nos
indica que es una caracteristica significativa de larvas que presentan contacto con

un agente toéxico y nocivo para ellas.

Incluso esta caracteristica se ha visto, no solo en insectos, sino en otros animales
como es el caso del estudio de Conga-Pachin (2017), que reporté un deterioro en
la movilidad en larvas del anuro Rhinella spinulosa al medir el efecto toxicoldgico
del cloruro de mercurio, en este estudio se menciona que la disminucion o pérdida
de la movilidad esta asociada con el incremento del costo metabdlico que se ve
afectado por el intento de depuracion, de desintoxicacion celular, al requerir una
mayor cantidad de aminodcidos para sintetizar, asi como la reduccion de actividad
en algunas enzimas, por lo que se ve directamente afectado a altos costos
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metabdlicos que provocan una disminucién en el peso, asi como en la disminucion
de la movilidad, como también lo reporta Mufioz y Palacio (2010) en una especie de
anfibio Dendrosophus bogerti, donde observaron inmovilidad total y contracciones

musculares espasmaodicas en las larvas a causa de la toxicidad del mercurio.

7.5 Danos morfoldgicos posteriores a la etapa larvaria

La alimentacion que se les suministro a las larvas de Plodia interpuctella adicionada
con rTBL-1, provocaron una toxicidad significativa y fisicamente visible en su
morfologia, principalmente en la transicion a las siguientes etapas, asi como

interrupciones fisiolégicas muy notorias.

Se observo un retraso en el desarrollo de las larvas en el ultimo periodo larvario,
como vemos en la (Figura 14) solo el control fue capaz de pupar en una cantidad
importante a diferencia de las larvas que fueron alimentadas con la lectina
recombinante. El control para el dia 10 tuvo un mayor y total nimero de larvas a
diferencia de los tratamientos, donde el T4 fue el que menos pupas tuvo para el dia
10, el cual es el tratamiento con mas concentraciéon de rTBL-1.

Rahimi y col (2018) reportaron en larvas de lepidoptero Helicoverpa armigera, al
probar la toxicidad de una lectina obtenida de Polygonum persicaria L. (PPA)
adicionando 1% en su dieta, duraciones larvales prolongadas en los estadios

larvarios quinto y sexto como lo reportado en el presente trabajo.
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Figura 14. Numero de pupas reportadas para el dia diez, ultimo dia del tratamiento, por tratamiento.
El control tuvo muchas mas pupas para ese dia a comparacion de los demas tratamientos, donde el
T4 fue el que menos pupas tenia para ese dia.

Similar a lo reportado por Rahimi y col (2018) se observé una disminucion de peso
y tamano en larvas, coloracién negruzca, tegumento fragil, asi como peso en pupas
significativamente menor y cambio en coloracién, ademas de presentar errores en
la capacidad para alcanzar el estado o la etapa de pupa y la etapa adulta de forma
total, resultados muy parecidos a los encontrados por nosotros (Figura 15)
quedando incompleta la transicién de larva a pupa e incluso de pupa a adulto. En
nuestro caso, (Figura 16) Las pupas que presentaron errores no pudieron pasar a
la siguiente etapa, Unicamente las pupas que no tenian errores aparentes pudieron
emerger como adultos, sin embargo, no todos los adultos pudieron salir
correctamente o sin malformaciones.
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Figura 15. llustracién de la morfologia presentada en las pupas; A) Pupa control, coloracién buena,
tamafo y forma, B) T1, pupa incompleta con caracteristicas de larva, C) T2 pupa con caracteristicas
incompletas de larva, coloracion negruzca, D) T3 larva con error en la transiciéon a pupa, forma y
coloracién erréneos E) T4, pupa con coloracion, tamaro y morfologia general errénea, F) otras pupas

de coloracién negra y formas erréneas presentadas.

Se han reportado hallazgos similares en otros insectos que fueron tratados con
lectinas de origen vegetal también como Salama y col (1981) que reportaron en sus
ensayos con endotoxina de Bacillus thuringiensis contra tres diferentes especies de
Lepidopteros (Sodoptera littoralis, Sodoptera exigua y Heliothis armigera) al igual
que en el presente estudio, retraso en el desarrollo, una reduccién importante en el
tamano y peso de las pupas, asi como deformidades en las mismas y disminucién
en la cantidad de adultos y deformidades en los que lograron emerger (Figura 17).
Ademads de esto ellos observaron una reduccion en la fertilidad y en la produccién

de huevos y periodo generacional prolongado (Salama y col. 2020).
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Figura 16. Relacion de pupas con errores en total por tratamiento, el T1 fue el tratamiento con un
mayor nimero de larvas que llegaron a pupa y de pupas sin errores, sin embargo, tuvo un mayor
namero de pupas mal a diferencia de los demas tratamientos, seguido del T3 y el T2 que estuvieron
proporcionales entre ellos, aunque el T3 tuvo mas larvas que llegaron a pupa, pero un alto nimero
de pupas mal, por ultimo, el T4 tuvo menos larvas que llegaron a pupa, ademas de tener el mismo
numero de pupas mal que de pupas bien, el T4 fue el tratamiento con mayor concentracion de rTBL-
1.

Ademas de lo anterior, se observé un menor peso y errores morfolégicos en los
adultos resultantes que lograron llegar hasta esta etapa, lo que es indicativo de la
intervencién del metabolismo intermediario o de mecanismos hormonales durante
el periodo larval. No hubo un gran niumero de mortalidad durante el periodo de
muda, pero si se observaron muchos insectos adultos con malformaciones, todos
estos individuos se vieron afectados gravemente al haber entrado en contacto con
la rTBL-1 en su alimentacién, generandoles problemas a corto para algunos y a
largo plazo para muchos otros (Figura 17). Se observaron malformaciones como el
no poder eclosionar totalmente de la crisalida, incluso algunos lograron salir
parcialmente pero no por completo, algunos adultos tuvieron problemas para sacar
totalmente las alas y otros tuvieron una forma totalmente inmévil.
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Figura 17. llustracion de los errores presentados en los adultos, fue muy comudn observar que no
lograban eclosionar por completo la crisalida, sobre todo las alas; A) T1, adulto inmévil con una
morfologia que le impedia volar e incluso moverse, B) T2, Adulto incapaz de sacar las alas de la
crisdlida C) T3, Adulto que no logré salir de la crisalida, sélo una parte de la cabeza D) T4, Uno de
los adultos que logré salir por completo pero aletargado, casi inmovil, de aspecto extrafio, mas
delgado y de aspecto fragil E) llustracién de un adulto que no logré sacar una de sus alas de la

crisalida F) Adulto control, con coloracién y tamafo normal totalmente fuera de la crisdlida.

Las pupas que aparentemente se encontraban de forma normal en su desarrollo y
lograron completar el tiempo de preparacion para lograr eclosionar un adulto, a
pesar de que completaron este tiempo y su aspecto era aparentemente normal,
tuvieron una serie de caracteristicas anormales en su forma adulta, asi como
deficiencias para lograr completar este proceso como podemos observar en la
(Figura 17 y 18).
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Figura 18. Relacién de adultos con problemas en el desarrollo normal en total por tratamiento. El T1
tuvo un mayor namero de larvas que llegaron a adultos y de adultos sin problemas en su desarrollo,
tuvo un mayor numero de adultos con presencia de problemas en su desarrollo que los demas
tratamientos, seguido del T3 y el T2 que estuvieron proporcionales entre ellos, el T2 tuvo menos
adultos con errores morfolodgicos que todos los tratamientos, por ultimo, quedd el T4 el cual tuvo

menos adultos en total, pero tuvo menos adultos con errores morfoldgicos que el T3y el T1.

Podemos observar en lo anterior, que, aunque las larvas aparentemente se
encuentren bien y sin dafio alguno, posteriormente tenian dafnos en la siguiente
etapa de su vida, es decir que las que sobrevivian y no morian en el paso de los
dias se iban reduciendo al presentar malformaciones y errores en su desarrollo. Un
estudio realizado en Chlosyne lacinia, demostr6 que una toxina Cry 1Ac que se le
fue suministrada, en una dosis subletal fue transferida a los huevos de la siguiente
generacion, lo cual provoco una baja sobrevivencia y también prolongé el tiempo de
desarrollo de las larvas de la generacién F1, lo cual demostrd que fue transferida de
manera intraespecifica a la siguiente generacion, y esto podria estar sucediendo en
las larvas de Plodia interpunctella alimentadas con la rTBL-1 (Andow y col. 2014).
Lo cual podria comprobarse observando si los adultos que lograron llegar a la etapa
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final de su desarrollo fueron capaces de reproducirse y no sélo eso si no que fueron
reproductivamente exitosos, ademas de observar la cantidad de huevos que fueron
capaces de poner y de ellos cuantos pudieron eclosionar una larva de aspecto
normal, posterior a esto, conocer el desarrollo y su capacidad para formar una cepa
0 un pie de cria que pueda mantenerse por generaciones de forma exitosa, o si todo
eso no fue posible y hasta qué punto y asi de esta forma tener un conocimiento del
alcance de la lectina recombinante en larvas de este insecto plaga.

Dulmage y Martinez (1973) en un estudio con larvas del lepidéptero Heliothis
virescens observaron un marcado atraso en el desarrollo de las larvas, no todas las
larvas lograron llegar a la fase de pupa y las que lograron llegar no tuvieron la
capacidad de emerger como adultos. Concluyendo en su trabajo que no se pueden
basar unicamente en la tasa de mortalidad para determinar que una cepa de B.
thuringiensis es activa o no contra una especie, sino que también son de alguna
manera letales al provocar una serie de eventos biologicos que reducen
indirectamente y de alguna manera la efectividad de la vida del insecto y por lo tanto
el dafio que provoca en ese caso en las plantas (Gonzalez-Pombo. 2018).

Estos danos observados podrian tener lugar en el efecto antinutricio que se sabe
provocan las lectinas a nivel intestino medio, lo cual estaria impidiendo que tengan
la energia metabdlica necesaria para realizar las mudas y tener un desarrollo

adecuado.

De Oliveira y col (2017) describieron los efectos negativos en el desarrollo de un
insecto lepidoptero, Anagasta kuehniella, de una lectina de las semillas de Moringa
oleifera (WSMoL), donde WSMoL provocoé una disminucion en el peso de las larvas
de hasta un 50%, afectando la actividad normal de enzimas digestivas importantes,
comprometiendo la digestion de proteinas en un 90%, resistiendo a la digestion, los
resultados sugirieron que la WSMoL pudo desencadenar apoptosis en las células
del intestino medio, asi como desorganizar y provocar espacios endo vy
ectoperitréficos, ademas de alterar la membrana peritrofica al afectar la actividad
enzimatica normal, provocando un retraso en el desarrollo de las larvas que no
pudieron pasar al siguiente instar, quedandose en el tercer instar durante todo el
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experimento, sin embargo, no disminuy6 considerablemente la mortalidad de las
larvas tratadas con WSMoL a diferencia de las larvas control, muy parecido a lo
reportado en el presente estudio, lo que nos indica que las lectinas poseen efectos
insectistaticos nocivos para el correcto desarrollo de los insectos por la privacion
nutricional que provoca, aunque quizds no en todos las especies de insectos
provoca una mortalidad inmediata o al mismo grado pero no por eso debe
descartarse como un posible tratamiento (de Oliveira y col. 2017).

7.6 Estudio de la toxicidad por medio de cortes histoldgicos en el intestino
medio.

En el caso de los cortes realizados, unicamente los cortes transversales pudieron
observarse con claridad, pues los cortes longitudinales del intestino medio no
permitieron tener una vision clara del area a evaluar ya que el intestino tiene formas
irregulares por lo tanto el corte no fue uniforme del area y esto puede resultar en
confusion al brindarnos una informacién incorrecta proporcionando datos falsos
sobre lo que se observa, por eso se tomaron los cortes transversales omitiendo los

longitudinales en la evaluacion.

La ingesta de una Lectina recombinante (rTBL-1) adicionada en la dieta de larvas
de Plodia interpunctella provocaron dafnos severos a nivel intestino medio. Para
identificar y clasificar el nivel de dafio ocasionado en las larvas, se realiz6 una escala
de dafo conforme a los niveles de dafo observado en los cortes histolégicos como
se muestra en la (Figura 19);
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Figura 19. Micrografias de cortes histolégicos del intestino medio de larvas de Plodia
interpunctella. En cortes transversales tefiidos con Hematoxilina-eosina que representan una
escala de dafno conforme a lo observado en el paso de los dias, donde (A) 0, es dafio leve o ningln
dafo: control, donde se observa el epitelio uniforme (Ep), la matriz peritrofica completa (Mp),
Membrana basal completa (Mb) el Lumen o luz del intestino (L). (B) 1, es muy poco dafio, se observa
el epitelio uniforme (Ep), hay una separacién notable de la membrana basal (flecha verde), aunque
no esta rota (Mb), la matriz peritréfica esta completa (Mp) y hay muy poca picnosis (n) (flecha negra)
(C) 2, es poco dano, el Epitelio esta uniforme (Ep) se nota algo de picnosis (n) (flecha negra) hacia
el Lumen (L), hay separacion y rotura de la membrana basal (Mb) (flecha amarilla) y rotura de la
matriz peritréfica (Mp) (flecha naranja) (D) 3, es dafio moderado, donde podemos observar un epitelio
no uniforme (Ep), se observan huecos en él muy prolongados (flecha roja), picnosis alta (n) (flecha
negra), el lumen esta muy reducido (L) pudiera estar rota totalmente la matriz peritréfica (Mp) (flecha
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azul), la membrana basal, aunque esta unida al epitelio, tiene una abertura (Mb) (flecha café) (E) 4,
es dafio alto, la coloracion y la conformacion del epitelio se ve alterado (Ep) todo se ve reducido de
tamano y se ha ido hacia el Lumen (L). (F) 5, es dafio extremadamente alto, el epitelio se ha reducido
y se ha ido por completo a la zona del lumen (L) (flecha morada), se ha perdido totalmente la forma,
no existe ya matriz peritréfica (Mp), la membrana basal esta rota (Mb) y hubo fuga del contenido del
intestino medio como se senala (flecha azul claro). Se observa un epitelio pegado a la membrana
basal que se esté restaurando (Ep) (asterisco negro), sin embargo, el dafo ya es irreversible.

Una vez establecida la escala de dafio y reconociendo lo observado, se clasificaron
los cortes histoldgicos por dia (dia 2, dia 5 y dia 10, que fue el dia ultimo) en que
fueron tomadas las muestras para observar el dafio con el paso de los dias, donde
cada tratamiento fue comparado entre si y contra el control.

En el dia 2 de tratamiento se puede observar dafio moderado, el cual también
incrementa conforme al tratamiento, donde a mayor dosis de rTBL-1 el dafio es mas
alto (Figura 20 y 21).

Wang y col, (2019) reportaron que 48 h después de exponer larvas de Bombyx mori
con acetamipridex, se observaron cambios histopatolégicos y microestructurales,
pues la morfologia de las células del intestino medio cambiaron de forma negativa,
la capa basal se hizo mas delgada, las microvellosidades se fueron perdiendo, la
pared intestinal se fue degradando y se formaron vacuolas en la membrana de las
células calciformes las cuales también perdieron sus microvellosidades
intracelulares, a diferencia de las larvas control que tenian las células epiteliales

uniformes e intactas.

Ellos descubrieron que los genes implicados estaban relacionados con el
metabolismo de los nutrientes, asi como la respuesta a la inflamacion y al estrés,
por lo que mencionan que es posible que la ineficiente digestion y absorcién de
nutrientes escasa por el dafio ocasionado en el intestino medio provocaran dichos
efectos negativos y nocivos para las larvas pues dependen casi en su totalidad del
intestino medio para obtener los nutrientes necesarios para llevar un desarrollo

normal y exitoso (Wang y col, 2019).

65



Figura 20. Micrografias de cortes histologicos del intestino medio de larvas de Plodia
interpunctella. En cortes transversales tefiidos con Hematoxilina-eosina que representan el dia 2
de los tratamientos 1 y 2. Donde (A) control con 0 en la escala que es dafo leve o ningin dano:
donde se observa a 10x el epitelio uniforme (Ep), la matriz peritréfica completa (Mp), Membrana
basal completa (Mb) el Lumen o luz del intestino (L). (B) 40x del control, se observa el epitelio
uniforme (Ep), la matriz peritréfica esta completa (Mp) (C) toma 100x del control, se observa la matriz
peritrofica completa (Mp) el Epitelio esta uniforme (Ep), microvellosidades (Mv) (D) T1, toma a 10x,
con 2 en la escala de dafo, es dafio moderado, donde podemos observar un epitelio uniforme (Ep),
(E) y (F) toma 40x y 100x, poca picnosis (n) (flecha negra) hacia el lumen (L) la matriz peritréfica rota
(Mp) (flecha azul), la membrana basal rota y separada del epitelio (flecha roja) (G) T2, toma 10x, 3
en la escala de dafo, la conformacion del epitelio se ve alterado (Ep) y se ha ido hacia el Lumen (L)
(H) (1) se ha perdido la forma, matriz peritréfica rota (Mp) (flecha azul), la membrana basal esté rota
(Mb) y hubo fuga del contenido del intestino medio como se sefala (flecha azul claro), picnosis (n)

(flecha negra), exceso de células caliciformes (Cc).
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Figura 21. Micrografias de cortes histologicos del intestino medio de larvas de Plodia
interpunctella. En cortes transversales tefiidos con Hematoxilina-eosina que representan el dia 2
de los tratamientos 3 y 4. (J) control con 0 en la escala que es casi nada o ningun dafio: donde se
observa a 10x el epitelio uniforme (Ep), la matriz peritréfica completa (Mp), Membrana basal completa
(Mb)el Lumen o luz del intestino (L). (K) 40x del control, se observa el epitelio uniforme (Ep), la matriz
peritrofica estd completa (Mp). (L) toma 100x del control, se observa la matriz peritréfica completa
(Mp) el Epitelio esta uniforme (Ep), Microvellosidades (Mv). (M) T3, toma a 10x, con 3 en la escala
de dano, es dafo es més alto, donde podemos observar un epitelio no uniforme (Ep) y de coloracion
mas fuerte, (N) y (N) toma 40x y 100x, el epitelio presenta huecos grandes (asterisco), poca picnosis
(n) (flecha negra) hacia el lumen (L) la matriz peritréfica rota (Mp) (flecha azul), la membrana basal
rota y separada del epitelio (flecha roja) (O) T4, toma 10x, 4 en la escala de dafo, la conformacién
del epitelio se ve muy alterado (Ep) y se ha ido hacia el Lumen (L). (P)y (Q) se ha perdido la forma,
matriz peritréfica rota (Mp) (flecha azul), la membrana basal esté rota (Mb) y hubo fuga del contenido
del intestino medio como se sefala (flecha azul claro), picnosis (n) (flecha negra).

Para el dia 5 del tratamiento, las micrografias muestran un mayor dafo a
comparacién del dia 2 (Figura 22).
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Figura 22. Micrografias de cortes histologicos del intestino medio de larvas de Plodia
interpunctella. En cortes transversales tefiidos con Hematoxilina-eosina que representan el dia 5
de los tratamientos 1y 2. (A) control con 0 en la escala que es casi nada o0 ningun dafo: donde se
observa a 10x el epitelio uniforme (Ep), la matriz peritréfica completa (Mp), Membrana basal completa
(Mb) el Lumen o luz del intestino (L). (B) 40x del control, se observa el epitelio uniforme (Ep), la
matriz peritrofica estd completa (Mp). (C) toma 100x del control, se observa la matriz peritrofica
completa (Mp) el Epitelio esta uniforme (Ep) se observan microvellosidades (Mv). (D) T1, toma a 10x,
con 2 en la escala de dafo, es dafio moderado, donde podemos observar un epitelio uniforme (Ep),
(E) y (F) toma 40x y 100x, picnosis (n) (flecha negra) hacia el lumen (L) la matriz peritréfica rota (Mp)
(flecha azul), la membrana basal rota y separada del epitelio (flecha roja). (G) T2, toma 10x, 3 en la
escala de dafio, la conformacion del epitelio se ve alterado (Ep) y se ha ido hacia el Lumen (L) y
tiene huecos prolongados (asterisco). (H) e (I) se ha perdido la forma, matriz peritréfica rota (Mp)
(flecha azul), picnosis (n) (flecha negra), membrana basal rota (Mb) (flecha roja).

En los tratamientos 3 y 4 del dia 5, se observa un dafio mucho mas significativo e

irreversible que en los tratamientos 1 y 2 del dia 5 (Figura 23).

Similar a lo reportado por nosotros, George y col (2018) probaron una lectina
recombinante (WsMBP1) contra larvas de dos diferentes especies y érdenes de
insectos alimentados con la lectina recombinante, Hyblaea puera (Lepidoptera:
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Hyblaeidae) y Probergrothius sanguinolens (Hemipteros: Pyrrhocoridae). En donde
observaron un retraso en el crecimiento de los insectos y su desarrollo, en el
proceso de la metamorfosis, ademas de un aumento en la mortalidad. De igual
manera se realizaron cortes histolégicos del intestino medio, en donde se
encontraron alteraciones en su acomodo y distribucién, las células secretoras que

rodean la luz intestinal estaban difusas y desorganizadas, lo que indica una

alteracion en la asimilacién de nutrientes y alteracién en el proceso digestivo
(George y col, 2018).

Figura 23. Micrografias de cortes histologicos del intestino medio de larvas de Plodia
interpunctella. En cortes transversales tefiidos con Hematoxilina-eosina que representan el dia 5
de los tratamientos 3 y 4. (J) control con 0 en la escala que es dafio leve o ningun dafio: donde se
observa a 10x el epitelio uniforme (Ep), la matriz peritréfica completa (Mp), Membrana basal completa
(Mb) el Lumen o luz del intestino (L). (K) 40x del control, se observa el epitelio uniforme (Ep), la
matriz peritrofica estd completa (Mp). (L) toma 100x del control, se observa la matriz peritrofica
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completa (Mp) el Epitelio esta uniforme (Ep), Microvellosidades (Mv). (M) T3, toma a 10x, con 3 en
la escala de dafio, el dafio es mas alto, donde podemos observar un epitelio no uniforme (Ep), (N) y
(N) toma 40x y 100x, el epitelio presenta huecos grandes (asterisco), poca picnosis (n) (flecha negra)
hacia el lumen (L) la matriz peritréfica rota (Mp) (flecha azul), la membrana basal rota y separada del
epitelio (flecha roja). (O) T4, toma 10x, 5 en la escala de dafo, la conformacién del epitelio se ve
muy alterado (Ep) y se ha ido desplazando hacia el Lumen (L). (P) y (Q) se ha perdido la forma,
matriz peritrofica inexistente (Mp), la membrana basal esta rota (Mb) y hubo fuga del contenido del
intestino medio como se senala (flecha azul claro), se observa Epitelio regenerandose (flecha

naranja), pero su aspecto no es favorable para poderse regenerar.

Para los cortes del dia 10 del experimento, los cortes del intestino medio mostraron
un dafno mas grave, aunque en algunas imagenes pareciera que el epitelio esta

intentando regenerarse, el dafio causado ya es muy significativo y avanzado dando

como resultado un efecto irreversible.

Figura 24. Micrografias de cortes histologicos del intestino medio de larvas de Plodia
interpunctella. En cortes transversales tefidos con Hematoxilina-eosina que representan el dia 10
de los tratamientos 1 y 2. (A) control con 0 en la escala que es dafio leve o ningin dafo: donde se
observa a 10x el epitelio uniforme (Ep), la matriz peritréfica completa (Mp), Membrana basal completa
(Mb)el Lumen o luz del intestino (L). (B) 40x del control, se observa el epitelio uniforme (Ep), la matriz
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peritrofica estd completa (Mp). (C) toma 100x del control, se observa la matriz peritréfica completa
(Mp) el Epitelio esta uniforme (Ep) se observan microvellosidades (Mv) (D) T1, toma a 10x, con 4 en
la escala de dafo, es dafio alto, donde podemos observar un epitelio no uniforme (Ep) y cayendo
hacia el lumen (L), (E) y (F) toma 40x y 100x, picnosis (n) (flecha negra) hacia el lumen (L) la matriz
peritréfica inexistente (Mp) (flecha azul), la membrana basal rota y separada del epitelio (flecha roja)
(G) T2, toma 10x, 4 en la escala de dario, la conformacién del epitelio se ve alterado (Ep) y se ha ido
hacia el Lumen (L). (H) e (I) se ha perdido la forma, coloracién, matriz peritréfica inexistente (Mp)

(flecha azul), nacleos picnoticos (flecha negra) membrana basal rota (Mb) (flecha roja).

Figura 25. Micrografias de cortes histologicos del intestino medio de larvas de Plodia
interpunctella. En cortes transversales tefiidos con Hematoxilina-eosina que representan el dia 10
de los tratamientos 3 y 4. Como podemos observar algunas imagenes muestran un epitelio
totalmente amorfo y donde ya no se pueden diferenciar las células; (J) control con 0 en la escala que
es dafo leve o ningun dafio: donde se observa a 10x el epitelio uniforme (Ep), la matriz peritrofica
completa (Mp), Membrana basal completa (Mb)el Lumen o luz del intestino (L). (K) 40x del control,
se observa el epitelio uniforme (Ep), la matriz peritréfica estd completa (Mp). (L) toma 100x del
control, se observa la matriz peritréfica completa (Mp) el Epitelio esta uniforme (Ep),
Microvellosidades (Mv). (M) T3, toma a 10x, con 5 en la escala de dafo, el dafio es muy alto, donde
podemos observar un epitelio no uniforme (Ep) y totalmente en el lumen (L). (N) y (N) toma 40x y
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100x, el epitelio presenta huecos grandes (asterisco), matriz peritréfica inexistente (Mp) (flecha azul),
la membrana basal rota (flecha roja) con fuga al exterior, se observa epitelio regenerandose (flecha
naranja) (O) T4, toma 10x, 4 en la escala de dafo, la conformacién del epitelio se ve muy alterado
(Ep) y se ha ido hacia el Lumen (L). (P) y (Q) se ha perdido la forma, matriz peritréfica inexistente
(Mp) (flecha azul), la membrana basal esta rota (Mb) y hubo fuga del contenido del intestino medio

como se senala (flecha azul claro).

El mecanismo de accién por el cual las lectinas actian de forma negativa y nociva
para los insectos todavia se encuentra en investigacién pues aun no se conoce en
su totalidad, pero por lo que se sabe hasta el dia de hoy a través de las diferentes
investigaciones que se han realizado, se cree que las glicoproteinas forman parte
importante en la constitucion de las membranas del tracto digestivo de los insectos,
son objetivo de las lectinas vegetales por ser moléculas especificas de unién a
ligandos y de esta manera ejercen una interaccién que perjudica la actividad normal
en la digestidn; lo anterior va a depender de su resistencia a la protedlisis intestinal,
ademas de la afinidad y especificidad que tengan a los receptores de carbohidratos,
para asi poder unirse al intestino delgado y tener efectos negativos en la funcién y
morfologia del mismo (Pusztai y col. 1990; Macedo y col. 2007). Por lo tanto, es
importante continuar investigando y conociendo acerca de todas estas interacciones
y mecanismos, asi como las limitantes para su evaluacién en campo y su utilizacién
en el ambiente de forma segura. En la actualidad ya se han hecho estudios en
campo con plantas transgénicas que expresan una lectina con potencial insecticida,
esta el caso de la aglutinina de Galanthus nivalis (GNA) que se ha probado en varios
cultivos teniendo resultados positivos, cultivos de arroz, papas, tabaco, azucar,
entre otras que brindo una mayor resistencia al enfrentarse a insectos plaga,
provocando mortalidad asi como disminucion en el desarrollo y fecundidad en
diferentes cultivos e insectos, sin embargo, es importante tomar en cuenta los
efectos secundarios hacia otros seres vivos adyacentes, pues aunque se considera
son menos o0 nada dafinos para otros organismos a diferencia de los insecticidas
comerciales, puede que no todas las lectinas tengan el mismo resultado deseado;
por ejemplo, mientras lectinas de ajo y lectinas de Glanthus nivalis (GNA), que son
lectinas de unién a manosa no presentaron efectos secundarios téxicos para otros

animales, WSMoL presentd efectos negativos contra larvas de A. aegypti pero
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también resultd téxico para Danio rerio (pez cebra), generando efectos negativos
similares, en su crecimiento y en los huevos de los peces, lo que nos lleva a tomar
en cuenta estas contraindicaciones para probarlas de manera experimental en
campo en plantas transgénicas (Napoleao y col. 2019). El presente estudio indica
que rTBL-1 puede actuar como un recurso genético potencial para posteriores
programas que incrementen la tolerancia a plagas de insectos en genotipos de
plantas que sean susceptibles, asi como de forma independiente suministrandose
de alguna forma a los insectos plaga objetivo; de igual manera, puede ser un estudio
precursor para conocer mas acerca de dichos mecanismos, el alcance de la lectina

rTBL-1, asi como pionero para su estudio en diferentes especies de insectos plaga.

VIIl. CONCLUSION

Diferentes 6rdenes de insectos han sido catalogados como plagas de importancia
econbmica y se conoce que las lectinas causan un efecto téxico en ellos, sin
embargo, se han realizado pocos estudios que expliquen en su totalidad el
mecanismo de toxicidad que poseen las lectinas para estos insectos. Aunado a esto,
se ha observado a través de estos diferentes trabajos que en su mayoria no reportan
mortalidad de los insectos de forma inmediata o a los pocos dias, pero se ha visto
que las lectinas tienen la capacidad para influir de forma negativa en el desarrollo
normal de los insectos, lo que podria significar que los insectos no pueden completar
su ciclo de vida de manera normal ni tampoco producir una descendencia exitosa,

normal y sana, garantizando los productos de los cuales se quiere erradicar dicha
plaga.

En el presente trabajo pudimos observar y comprobar la toxicidad de una lectina
recombinante (rTBL-1) que, aunque las dosis probadas no nos fueron suficientes
para provocar el 50% de la mortalidad, no podemos decir que no se obtuvieron
resultados que muestren la letalidad de la rTBL-1 ya que pudimos observar los
efectos nocivos en el desarrollo de los insectos, haciendo que sean insectos sin
éxito reproductivo y a nivel histolégico pudimos comprobar el dafo que causa en el

intestino medio, danos irreversibles que repercuten a lo largo de su vida y en su
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descendencia muy posiblemente, seria interesante y se recomienda continuar el
estudio para poder comprobar estas hipotesis que involucran errores y fallas en la
descendencia de los individuos.

Las moléculas como las lectinas poseen caracteristicas importantes, como la
toxicidad, que las posicionan como moléculas prometedoras para muchas cosas,
entre ellas el control de plagas de manera sostenible, esto gracias a que son
moléculas termolabiles que no tienen el mismo grado de dafo colateral hacia otros

seres vivos que los insecticidas comunmente usados.

Por otra parte, gracias a los avances biotecnolégicos de los ultimos tiempos, se ha
podido agilizar la producciéon de manera sintética de dichas moléculas, asi como de
otras de gran interés, lo cual las hace todavia méas fascinantes y prometedoras para
su estudio y uso en diferentes aspectos, sin dafar o afectar lo menos posible a los
demas seres vivos y su consumo. Otro ejemplo son las plantas transgénicas que
podrian tolerar dafos por las plagas de insectos, por todo lo anterior, es importante
seguir conociendo mas acerca de estas moléculas, sus vias de accidn, asi como su
nivel de alcance para hacer frente ante diferentes problemas ambientales de la

manera mas adecuada.

Nuestro estudio constituye una linea base para futuros estudios moleculares y a
nivel intestino medio, sobre la adaptacién y resistencia de dosis mas altas o
prolongadas de una lectina recombinante, asi como futuros estudios que amplien el
conocimiento del alcance de sus efectos a través del éxito reproductivo, asi como

en los danos y efectos en las generaciones siguientes.
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