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RESUMEN

El cultivo de maiz (Zea mays L.), juega un papel importante en aspectos de
seguridad alimentaria, ya sea en la alimentacion humana, asi como en la
alimentacion animal. Por su amplia distribuciéon e incidencia durante todo el afio,
el gusano cogollero (Spodoptera frugiperda Smith, 1797) es una de las plagas
mas nocivas de las regiones tropicales de América, el uso de insecticidas de
origen sintético ha sido la principal herramienta para controlar poblaciones a un
nivel que no ocasionen dafios econdmicos. No obstante, una herramienta de la
biotecnologia para minimizar las pérdidas ocasionadas por el gusano cogollero,
ha sido utilizada mediante la aplicacién de la bacteria Bacillus thuringiensis (Bt). El
presente estudio tuvo como objetivos Describir el proceso de insercion de la
proteina Cry de Bacillus thuringiensis y detallar los efectos como bio insecticida.
Los genes que codifican para las proteinas Cry, se han utilizado ampliamente en
cultivos modificados genéticamente, estos cultivos transgénicos pueden producir
cristales de Bt que se vuelven resistentes a los insectos. Se recomienda
establecer programas biotecnoldgicos para aislar cepas de Bt para la elaboracion
de bio insecticidas a partir de las proteinas Cry para su aplicacion en el manejo

integrado de plagas del cultivo de maiz y otros rubros.

Palabras clave: Bacillus thuringiensis, proteinas Cry, cultivos transgénicos.



SUMMARY

The cultivation of corn (Zea mays L.) plays an important role in aspects of
food safety, whether in human food, as well as in animal nutrition. Due to its wide
distribution and incidence throughout the year, the fall armyworm (Spodoptera
frugiperda Smith, 1797) is one of the most harmful pests in the tropical regions of
America. The use of synthetic insecticides has been the main tool to control
populations at a level that does not cause economic harm. However, a
biotechnology tool to minimize the losses caused by the fall armyworm has been
used by applying the Bacillus thuringiensis (Bt) bacterium. The present study
aimed to describe the insertion process of the Cry protein from Bt and to detail the
effects as a bio-insecticide. The genes that code for Cry proteins have been used
extensively in genetically modified crops, these transgenic crops can produce Bt
crystals that become resistant to insects. It is recommended to establish
biotechnological programs to isolate Bt strains for the elaboration of bio-
insecticides from Cry proteins for their application in the integrated pest

management of corn crops and other items.

Keywords: Bacillus thuringiensis, Cry proteins, transgenic crops.
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INTRODUCCION

El cultivo de maiz (Zea mays L.), juega un papel importante en aspectos de
seguridad alimentaria, ya sea en la alimentacion humana, asi como en la
alimentacion animal. Ademas, a partir de este rubro, es posible producir una
amplia gama de productos, tales como: combustibles, bebidas, polimeros, entre
otros (Early et al. 2018).

En las Ultimas décadas, el cultivo de maiz experimenté un alto nivel
tecnoldgico y dejo de ser un cultivo de subsistencia, destacandose en un cultivo
comercial mas eficiente (Contini et al. 2019). Sin embargo, estas tecnologias se
ven seriamente afectadas por problemas fitosanitarios. Entre ellos, los insectos
plagas, los mismos que reducen significativamente la productividad (Oerke y
Dehne 2004).

El gusano cogollero (Spodoptera frugiperda Smith, 1797) (Lepidoptera:
Noctuidae) es una de las plagas mas nocivas de las regiones tropicales de
América. Por su amplia distribucion e incidencia durante todo el afio (Mendes
etal. 2011), el uso de insecticidas de origen sintético ha sido la principal
herramienta para controlar poblaciones a un nivel que no ocasionen dafios

econdmicos.

Sin embargo, en muchas ocasiones no se ha logrado dicho propdsito, lo
cual resulta en mayor riesgo de contaminacién y aumento de costos de
produccion (Polato y Oliveira 2011). Ademas de eso, las herramientas quimicas
son frecuentemente incompatibles con métodos de control biolégico (Early et al.
2018).

Aunque los métodos culturales y biolégicos sean viables técnicamente,
factores como: extension del area cultivada, fechas de siembra y nivel tecnolégico
de los productores, la adopcion de estos métodos de control es limitado (Mendes
et al. 2011)

No obstante, una herramienta de la biotecnologia para minimizar las
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pérdidas ocasionadas por el gusano cogollero, ha sido utilizada mediante la
aplicacion de la bacteria entomopatdgena Bacillus thuringiensis (Bt) (Portela-
Dusséan et al. 2013)

Los productos a base de la introduccion de los genes Cry de Bt, han sido
satisfactorios en el control de insectos plagas. La bacteria Bt se caracteriza por la
produccion de un cristal paraesporal en la célula madre, la cual contienen delta-
endotoxinas activas, afectan especialmente larvas de Lepidopteros (Akram
Ahmadpour et al. 2017).



CAPITULO |
MARCO METODOLOGICO

1.1. Definicion del tema caso de estudio

El presente documento trata sobre la tematica correspondiente a Inserciéon
de la proteina Cry de Bacillus thuringiensis y su expresion como bio insecticida en

el cultivo de maiz.

El uso de herramientas tecnolégicas en el campo de la biotecnologia, ha
permitido reducir significativamente la carga quimica en el cultivo de maiz a partir

de la insercion de bacteria Bt mediante la expresion de las toxinas Cry.

1.2. Planteamiento del problema

El cultivo de maiz es uno de los principales rubros que genera ingresos
econdmicos a todos los actores involucrados en el agro negocio. Durante su ciclo
vegetativo es afectado por un sin nimero de problemas fitosanitarios, entre ellos,
Spodoptera frugiperda. Este insecto ocasiona dafios significativos al cultivo,

ocasionando mermas en la productividad.

Ante esta situacion, los productores hacen uso de diferentes ingredientes
activos (solos y combinados) para controlar las poblaciones de S. frugiperda, a fin
de evitar dafios econémicos. Sin embargo, el uso indebido de herramientas
guimicas resulta en resurgencia de la plaga, aumento de costos de produccion y

dafios ambientales.



1.3. Justificacién

La importancia del cultivo de maiz se caracteriza por las diversas formas de
uso, la misma que va desde la alimentacion animal hasta la industria de alta

tecnologia.

Sin embargo, el cultivo de maiz, durante su ciclo de vida es afectada por un
sin namero de plagas, las mismas que merman significativamente la

productividad, ocasionado pérdidas millonarias en todo el mundo.

Entre las plagas, el principal insecto invasor del cultivo de maiz es S.
frugiperda. Para el manejo de las poblaciones de este insecto, las practicas mas
comunes son: el uso de tratamientos quimicos en la semilla y aplicaciones
consecutivas de insecticidas de amplio espectro. No obstante, estas practicas no

han sido satisfactorias.

El uso de herramientas tecnoldgicas a partir de la biotecnologia se ha
logrado aprovechar los beneficios de la bacteria Bt mediante la expresion de las
toxinas Cry. Esta tecnologia ocupa el segundo lugar entre las plantas
genéticamente modificadas con mayor empleo y distribucidén, seguido de las

plantas resistentes a herbicidas.

Este tipo de tecnologia permite reducir significativamente la carga quimica

en el cultivo de maiz, ya que la toxina es producida por la misma planta.

Ante lo expuesto, con la presente revision bibliogréfica, se plantea describir
el modo de accién de las toxinas de Bt ante la ocurrencia de poblaciones de S.

frugiperda en el cultivo de maiz.



1.4. Objetivos

1.4.1. General

e Conocer el proceso de insercidon de la proteina Cry de Bacillus
thuringiensis y su expresion como bio insecticida en el cultivo de

maiz (Zea mays L.).

1.4.2. Especificos

e Describir el proceso de inserciéon de la proteina Cry de Bacillus
thuringiensis y su expresiéon como bio insecticida en el cultivo de
maiz (Zea mays L.)

e Detallar los efectos de la proteina Cry de Bacillus thuringiensis y su

expresion como bio insecticida en el cultivo de maiz (Zea mays L.).

1.5. Fundamentacién tedrica

1.6. Proceso deinsercion de la proteina Cry.

1.6.1. Importancia del cultivo de maiz

En la actualidad, en el mundo se produce cerca de 2,4 billones de
toneladas (t) de granos. Mientras que en la cosecha 2019 y 2020 se alcanz6 1,12
billones de t de produccion. Ese volumen representa mas del 45 % del total de

granos producidos en el mundo (Eicholz et al. 2020).

A nivel mundial, el maiz es uno de los cultivos alimentarios basicos. En el
mundo, ocupa el segundo lugar después del trigo en produccién. El maiz es un
cultivo versatil que se cultiva en una variedad de zonas agroclimaticas (Rajesh
Singh y Kumar 2017).

El cultivo de maiz es un cultivo de importancia, ya sea econémica como
social. Representa para los pequeiios, medianos y grandes productores la mayor
versatilidad de sustentabilidad alimentaria. Es decir, el hombre lo puede consumir
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bajo diferentes formas de preparacion. Ademas, la parte aérea de la planta puede

ser suministrada a los animales a través de su ensilaje (Acosta 2009).

Ademas de ser empleado para la alimentacion humana y animal, es
destinado a la produccion de biocombustible (etanol), fabricacion de diversos

productos como medicamentos, pegamentos y otros (Eicholz et al. 2020).

En Ecuador, en el afio 2016 la superficie sembrada fue de 485 696 ha y la
produccion alcanzada fue 1 667 704 t, el rendimiento promedio por ha fue
aproximadamente 3,17 t, siendo la produccion de maiz orientada principalmente a
los tipos duro y suave de color amarillo; el rendimiento promedio del maiz
amarillo duro en los afios 2015 y 2016, considerando dos ciclos de siembra fue
superior a 5,0 t ha'; este aumento significativo en la productividad podria
atribuirse principalmente a la utilizacion de hibridos de altamente productivos
(Caviedes 2019).

1.6.2. Principales insectos plagas en el cultivo de maiz

El cultivo de maiz es producido en épocas y zonas climaticamente
propicias al desarrollo de innumerables especies de insectos y de otros
organismos fito6fagos. Durante las etapas fenoldgicas del cultivo, existe la
presencia de especies de artropodos, aunque no todos sean considerados plagas

desde el punto de vista econémico (Valicente 2015).

Las regiones productoras de maiz presentan un sin nimero de insectos
plagas que afectan desde la semilla, plantulas y plantas en las primeras fases de
desarrollo, cuyos dafios se traducen en la reduccion de poblaciones de plantas y
succién de savia, acompafiado de inyeccién de toxinas(chinches). En el caso de
los defoliadores, pueden ocasionar la reduccion significativa de area fotosintética
y en caso de los insectos chupadores, la transmision de agentes fitopatogénicos
(Eicholz et al. 2020).

Respecto a esto, en las zonas dedicadas a la produccion intensiva de maiz
6



(monocultivo), existe una sobre oferta de alimentos para los insectos plagas
durante todo el afo. Sin embargo, para clasificar la plaga en principal o
secundaria, se debe considerar la importancia del dafio que causa en el cultivo
(Urretabizkaya 2018).

No obstante, el monitoreo de la ocurrencia de los insectos plagas en el
cultivo, definiendo las plagas principales y secundarias es fundamental en la toma
de decisiones respecto al manejo de las poblaciones de insectos. EI monitoreo
debe ser realizado para todos los insectos durante el ciclo, es decir, desde el

inicio hasta la produccion del cultivo (Gray 2011).

En la Tabla 1, se presenta un listado de las principales plagas que afectan

el cultivo de maiz.

Tabla 1. Principales insectos plagas que afectan el cultivo de maiz.

Nombre cientifico Organo que afecta
Diloboderus sp Raiz
Phyllophaga sp Raiz

Diabrotica sp Raiz
Elasmopalpus lignosellus Tallo
Agrotis ipsilon Tallo
Spodoptera frugiperda Tallo — hoja
Dichelops melacanthus Tallo
Mocis latipes Hoja
Rhopalosiphum maidis Hoja
Dalbulus maidis Hoja




Frankliniella sp Hoja
Peregrinus maidis Tallo — hoja
Helicoverpa zea Panicula
Diatraea saccharalis Tallo
Euxesta sp Tallo

(Valicente 2015, Eicholz et al. 2020)

1.6.3. Control de insectos plaga en el cultivo de maiz

Entre las estrategias del manejo, el reconocimiento junto al monitoreo de
plagas primarias o secundarias, es fundamental para la toma de decisiones de
gué y cuando aplicar las diferentes herramientas de manejo integrado (Little et al.
2019).

Una de las estrategias mas usada es el tratamiento de semillas, con este
método se procura evitar dafios de insectos del suelo, principalmente en areas de
monocultivo (Valicente 2015). También es importante el uso de herramientas
guimicas que presenten cierto grado de selectividad a los enemigos naturales
(Nyamwasa et al. 2018).

Respecto al control cultural en el cultivo de maiz, existen diversas practicas
de manejo que se implementan en las zonas productoras, cuyo fin es crear
condiciones desfavorables al desarrollo de la plaga. Entre ellas se cita: la
destruccién de residuos de cosecha, eliminacion de plantas hospederas y en
combinacion con el control biolégico, se realizan aplicaciones de biocontroladores

para parasitar las pupas de insectos plagas (Urretabizkaya 2018).

Por otro lado, el uso de las herramientas quimicas para el control de
insectos plaga en el cultivo de maiz, es la practica mas comun hace muchos
afos. Entre los principales ingredientes activos para el control de insectos plaga
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se menciona los carbamatos, inhibidores de sintesis de quitina, neonicotinoides,

espinosinas, 6rganos fosforados, piretroides y otros (Flores 2010).

No obstante, los efectos que posee la aplicacién de estas herramientas
guimicas han sido adaptados efectivamente, siendo una estrategia de amplio
espectro y de accion rapida. Sin embargo, el uso indiscriminado de insecticidas ha
contribuido de manera significativa a la reduccion de enemigos naturales,

contaminacion del medio ambiente e intoxicacion de personas (Cruz et al. 2015).

Por lo anterior expuesto, es necesario el uso de herramientas mas
amigables con la salud de las personas y el medio ambiente. El uso de
insecticidas biologicos es considerado una de las alternativas mas viable y
segura. Este método de control consiste en utilizar organismos vivos para

controlar poblaciones de insectos plagas (Carreras 2011).

Entre los microorganismos entomopatdégenos, se destaca la bacteria
Bacillus thuringiensis, la cual ha sido objeto de diversos estudios en el control de
insectos plaga, debido a su mecanismo de accion, el mismo que produce paralisis
intestinal e impide que la plaga siga alimentdndose una vez ingerida (Bravo y
Salazar 2011).

Este método de control no es del todo aceptable, debido al tiempo
requerido para ejercer su accion, lo cual se prolonga mas en comparacion a los
efectos obtenidos con insecticidas de sintesis quimica. Sin embargo, a pesar de
ello se ha considerado utilizar este método de control en sistemas de produccion

cuyo objetivo es reducir la carga quimica (Hernandez-Trejo et al. 2019).

1.6.4. Bio insecticidas a base de Bacillus thuringiensis

En la actualidad, existe la necesidad de contar con herramientas seguras y
efectivas para el control de plagas, alternativas a los insecticidas de sintesis

guimica (Hernandez-Trejo et al. 2019).

Dicho esto, el uso de bio insecticidas fue ganando importancia debido a su

eficacia y menor impacto con el medio ambiente. ElI control con insecticidas
9



biolégicos consiste en utilizar enemigos naturales y sus productos para disminuir

poblaciones de plagas (Rodriguez et al. 2016).

El microorganismo mas exitoso en cumplir con los objetivos del control
biologico es la bacteria Bacillus thuringiensis, este posee una toxicidad selectiva
debido a su corto rango de especificidad y gracias a ello genera un impacto muy

bajo en el medio ambiente (Sauka y Benintende 2008).

B. thuringiensis es una bacteria gram positiva, que mide entre 3 y 5 um de
largo por 1 a 1,2 um de ancho. Es un microorganismo anaerobio facultativo y su
caracteristica principal es que durante el proceso de esporulacion produce una
inclusion parasporal formada por uno 0 mas cuerpos cristalinos de naturaleza
proteica, que son toxicos para diferentes insectos del orden lepidoptero,
coledptero, dipteros, himendpteros y ortopteros. Ademds, actla controlando
poblaciones de nematodos, protozoarios, hongos, y algunos otros organismos.
Estas proteinas se llaman Cry (del inglés, Crystal) y constituyen la base del

insecticida biolégico mas difundido a nivel mundial (Sauka y Benintende 2008).

Los cristales de B. thuringiensis son ingeridos y luego solubilizados en el
intestino medio del insecto plaga, tras lo cual se liberan las proteinas cristalinas
en forma de protoxinas. Estas no produciran el dafio por si misma, sino que
deberan ser procesadas por enzimas proteasas intestinales para generar las

toxinas activas que llevaran a la muerte de la larva (Bravo et al. 2004).

Bajo su forma monomeérica, las toxinas atraviesan la membrana peritréfica
y se unen de forma univalente a la caderina, con gran afinidad en la cara apical de
la membrana epitelial. Luego, se inicia una cascada de sefializacién dependiente

del ion magnesio que seria responsable de la muerte celular (Griko et al. 2007).

Desde su descubrimiento como bio insecticida microbiano, B. thuringiensis
ha sido ampliamente utilizado para controlar plagas de importancia econémica. La
gran variedad de formulaciones a base de cristales complejos de esporas
destinados a ser ingeridos por el insecto objetivo, son el resultado de muchos

afos de investigacion (Nava-Pérez et al. 2012).
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No obstante, se han hecho muchos esfuerzos para aumentar la efectividad
en campo de los bio insecticidas, estos avances tienden a enfatizar el uso de
ingredientes especificos 0 métodos para alcanzar este efecto particular deseado.
Ademds, se ha incursionado en el uso de diferentes quimicos organicos e
inorganicos que protejan contra la luz solar. Asi como también, aumentar la
persistencia como consecuencia del mejoramiento de la formulacion (Rosas-
Garcia 2008).

1.6.5. Plantas de maiz modificado genéticamente

Las plantas modificadas genéticamente ofrecen ventajas fundamentales en
relacion q las técnicas convencionales de mejoramiento genético. Entre estas

ventajas se cita que:

e Los genes que se van a incorporar pueden provenir de cualquier especie, por
ejemplo, un gen de una bacteria del suelo puede insertarse en el genoma del
maiz.

e Se puede introducir un Unico gen nuevo preservando en su descendencia el
resto de los genes de la planta original.

e El proceso de modificacion demora mucho menos tiempo que el necesario
para el mejoramiento por cruzamiento.

Para la produccion de un cultivo transgénico deben cumplirse esencialmente tres

etapas: introduccién del gen de interés en las células vegetales (transformacion);

regeneracion de la planta completa a partir de las células transformadas, y

transferencia - por cruzamiento- de la caracteristica deseada a variedades de alto

rendimiento (Levitus 2006).

El mayor avance en el uso de la bacteria B. thuringiensis ha sido la
transformacion de diferentes cultivares con la finalidad de expresar las toxinas
Cry. Estas plantas modificadas, también conocidas como “plantas Bt “presenta
ventaja respecto a los bio insecticidas, pues no necesita la aplicacion de
formulaciones a base de B. thuringiensis, ya que la propia planta se encarga de

producir la toxina (Pinto 2008).
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Asi, cuando las larvas de lepiddptero intentan alimentarse de la hoja o del
tallo del maiz Bt, las toxinas Cry se activan en el sistema digestivo del insecto y se
adhieren a su epitelio intestinal, alterando el equilibrio osmético del intestino. Esto
provoca la paralisis del sistema digestivo del insecto el cual deja de alimentarse y

muere a los pocos dias (Levitus 2006).

Respecto a esto, hay relatos en que sefialan la pérdida de resistencia de
las plantas Bt a S. frugiperda. Este fendmeno ocurre comunmente en los cultivos
mejorados genéticamente, considerando que todo ser vivo tiene habilidades de

readecuarse bajo situaciones de estrés (Soares et al. 2017).

A pesar de las variaciones de la resistencia en ciertos materiales de maiz
Bt, es importante que la cantidad de proteina Cry sea producida en cantidades
suficientes para asegurar el control de las plagas sin que se perjudique la
produccion (Burtet et al. 2017).

1.6.6. Efectos de la Proteina Cry en cultivares de maiz

Esta bacteria puede encontrarse en el suelo, residuos de granos, polvo,
agua, materia vegetal, insectos y otros ambientes. La bacteria B. thuringiensis (Bt)
puede ser caracterizada por su habilidad de formar cristales proteicos durante la
fase estacionaria y o esporulacion. El cristal proteico también llamado delta-
endotoxinas posee propiedades insecticidas especificas. Este cristal proteico es
responsable del 20 — 30 % de la proteina total de la célula y puede tener varias

formas: piramidal, esféricos, rectangulares, cuboides e irregulares (Figura 1).

g : . o
Figura 1. Cristal de cepas de Bacillus thuringiensis. (A) forma piramidal, (B) forma

cuboide (Valicente y Souza 2004).
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Cepas diferentes de Bt pueden mostrar variacion en el grado de toxicidad.
Siendo que una cepa puede ser altamente toxica contra una especie de plaga,
mientras que la misma cepa puede permanecer inactiva con otra. Existen algunas
combinaciones que muestran toxicidad sinérgica en relacién con los lepidopteros.
Por tal motivo, las cepas aisladas deben ser evaluadas in vitro contra S.
frugiperda y posterior caracterizacion de las cepas mas eficientes, considerando

apenas las que presenten eficacia superior al 75 % (Carneiro et al. 2009).

La reaccién a la cadena polimerasa (PCR) es una de las técnicas
moleculares mas usadas en la caracterizacion de B. thuringiensis. Respecto a
esto, se caracterizé una coleccion mexicana y se determind que genes de las
cepas crylD y crylC resultaron mas toxicos para S. frugiperda y S. exigua (Bravo
et al. 1998).

No obstante, la principal limitante de la transgénesis es la falta de precision
respecto al lugar de la insercién del transgén en el genoma receptor, con posibles
efectos negativos en la expresion de otros genes. Por ello, se han desarrollado
nuevos métodos que permiten elevar el porcentaje de éxito mediante la
incorporacion del ADN recombinante en sitios especificos del genoma de las
células receptoras, como las tecnologias de “dedos de Zinc® —ZFNs-20,
“TALENs”21 y otras, que procuran llevar a cabo una recombinacién homadloga o
un cambio de bases en la region especifica del ADN a modificar (Jouve de la
Barreda 2020).

En el proceso de aislamiento e identificacion de la bacteria B. thuringiensis

se deben seguir los siguientes procedimientos:

e Colecta de muestra y proceso de aislamiento (Baig y Mehnaz 2010)
¢ |dentificacion (Logan 2009)

e Formacioén de cristales de parasporales

e Construccion de un banco de cepas nativas de B thuringiensis

e Elaboracién de bioensayos para seleccionar las cepas nativas mas

eficaces

e Extraccion de ADN mediante lisis celular (Juarez-Pérez et al. 1997)
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e Amplificacion de genes Cry (Ben-Dov et al. 1997)

Para la produccion de maiz Bt, existen tres requisitos basicos: 1)
regeneracion in vitro del tejido vegetal que sera transformado, 2) la insercién del
gen Cry en el genoma del maiz, 3) la construccion genémica, con genes Cry y

marcadores de seleccion (Carneiro et al. 2009).

1.6.7. Métodos de insercion de los genes de Bacillus en maiz.

Para controlar lepidépteros y coledpteros, los genes que expresan las
proteinas insecticidas de Bacillus thuringiensis (Bt) son transferidos a los cultivos.
Los cultivos Bt expresan continuamente proteinas insecticidas (8-endotoxina), que
se derivan de la bacteria del suelo Bacillus thuringiensis (Bt) Berliner. Estos
cultivos estan disefiados para defenderse de los herbivoros de coledpteros vy

lepidépteros.

La expresidon de proteinas Bt puede cambiar algunas caracteristicas
defensivas de las plantas frente a algunos organismos. Por ejemplo, se encontro
gue varios cultivares de maiz Bt y una linea de algodon Bt eran mas susceptibles
a dafos por pulgdn que sus respectivas isolineas no Bt en el laboratorio y / o en el
campo (Hagenbucher et al. 2013).

Las proteinas Cry se encuentran entre los ingredientes insecticidas activos
de estos pesticidas, y los genes que codifican las proteinas Cry se han introducido

en cultivos agricolas utilizando biotecnologia moderna.

Las secuencias del gen Cry a menudo se modifican para permitir una
expresion eficaz en planta y se han modificado varias proteinas Cry para
aumentar la actividad biolégica contra la plaga. Ademas, los dominios de
proteinas Cry diferentes pero conservadas estructuralmente se pueden combinar
para producir proteinas quiméricas con propiedades insecticidas mejoradas
(Houbraken et al. 2020).

El uso extensivo de plaguicidas microbianos Bt en todo el mundo se debe

probablemente a su especificidad contra un numero limitado de especies de
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insectos objetivo que limita en gran medida el potencial de impactos en
organismos benéficos y no objetivo (NTO; selectividad mediada por receptores de

proteinas Bt Cry) y falta de la persistencia ambiental de las proteinas Cry.

Debido a la eficacia, seguridad para humanos y NTO, y perfil de
persistencia ambiental favorable de las formulaciones microbianas de Bt, las
proteinas activas en estas formulaciones se han aislado y optimizado para su
expresion en plantas para producir cultivos genéticamente modificados (GM) que

son resistentes a los insectos objetivo (Koch et al. 2015).

Bt es una bacteria aerébica grampositiva que se encuentra en una variedad
de ambientes al aire libre. Cuando los nutrientes u oxigeno son insuficientes para
el crecimiento vegetativo, la bacteria esporula, produciendo una espora y un
cuerpo paraesporal que contiene una 0 mas proteinas cristalinas insecticidas. Se
sabe que los microbios Bt producen tres tipos principales de proteinas
insecticidas: proteinas Cry (para cristales), proteinas Cyt (para citoliticos) y
toxinas que se producen y secretan durante el crecimiento vegetativo (Sissener
et al. 2011).

La diversidad dentro y entre estas clases de proteinas proporciona
actividad contra una variedad de insectos larvarios. Las proteinas VIP, que se
producen y secretan durante la etapa de crecimiento vegetativo, tienen actividad

contra especies de insectos coledpteros y lepidépteros (Zhang et al. 2021).

Aunque cada uno de estos componentes contribuye a la actividad
insecticida general de los productos microbianos de Bt, las proteinas Cry se
consideran el componente mas importante de las formulaciones comerciales de
Bt. Es por esta razon que la mayoria de los cultivos transgénicos disponibles
comercialmente con actividad insecticida se han desarrollado para expresar una o

mas proteinas Bt Cry, que son el foco de esta revision (Scholtz et al. 2010).

Un componente esencial de las propiedades insecticidas altamente
selectivas de la mayoria de las proteinas Cry es el requisito de que la toxina
interactie con uno o0 mas receptores especificos. Muchos estudios han

demostrado que la superficie epitelial del tracto gastrointestinal de insectos y
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mamiferos no objetivo, incluidos los humanos, carece de receptores de proteina

Cry especificos de alta afinidad (Reiner et al. 2014).

1.7. Hipotesis

Ho= La insercidn de la proteina Cry de Bacillus thuringiensis y su expresion
en el cultivo de maiz Bt no controla poblaciones de insectos plagas en el cultivo

de maiz.

Ha= La insercion de la proteina Cry de Bacillus thuringiensis y su expresion
en el cultivo de maiz Bt controla poblaciones de insectos plagas en el cultivo de

maiz.

1.8. Metodologia de lainvestigacion

Para el desarrollo de la presente revision bibliografica titulada “Insercion de
la proteina Cry de Bacillus thuringiensis y su expresién como bio insecticida en el
cultivo de maiz (Zea mays L.)”, se obtuvo informacion de articulos cientificos,

revistas, libros y demas fuentes confiables.

La informacion relacionada con el tema propuesto se compil6é bajo técnicas
de analisis, parafraseo, sintesis y resumen, tratando que esta informacion

referente sea comprendida por el lector.
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CAPITULO Il

RESULTADOS DE LA INVESTIGACION

2.1. Desarrollo del caso

La finalidad de este documento fue recolectar informacion referente a la
“Insercion de la proteina Cry de Bacillus thuringiensis y su expresiéon como bio
insecticida en el cultivo de maiz (Zea mays L.)”. Considerando que el cultivo de
maiz un juega un papel importante en aspectos de seguridad alimentaria, ya sea

en la alimentacion humana, asi como en la alimentacién animal.

Este cultivo durante su ciclo de vida es afectado por un sin niumero de
plagas. Sin embargo, el control quimico es comunmente empleado por los
productores para reducir los dafios ocasionados por insectos plagas. Ante eso,
uso de métodos de control mas amigables con la salud del trabajador, consumidor

y con el medio ambiente resulta necesario.

La bacteria B. thuringiensis ha sido ampliamente estudiada y se ha logrado
modificar genéticamente en cultivares de maiz con la finalidad de que los
materiales Bt puedan expresar las toxinas Cry y otorgarles a estos materiales

modificados, cierta resistencia a ante la ocurrencia de plagas.

2.2. Situaciones detectadas (hallazgos)

2.2.1. Proceso de insercién de la proteina Cry

o El cultivo de maiz es utilizado en la alimentacion humana y animal, asi como
también es ampliamente usado en la industria. Este rubro se produce en
todas las regiones del Ecuador y representa una fuente de ingresos para
muchas familias.

o En el pais se cultivan aproximadamente 315 071 ha de maiz duro y es
considerado el segundo cultivo transitorio de importancia nacional después

del arroz (INEC 2021).
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En Ecuador, existe una amplia gama de cultivares de maiz, los mismos que
varian en: costo, caracteristicas agrondmicas, resistencia o tolerancia a
plagas, potencial de rendimiento, adaptabilidad a diferentes condiciones
agroecoldgicas, entre otras caracteristicas.

Durante su ciclo vegetativo, el cultivo de maiz enfrenta un sin nimero de
problemas fitosanitarios ocasionados por insectos, hongos, bacterias, virus,
malezas, entre otras plagas.

Respecto a los problemas fitosanitarios ocasionados por insectos, el uso
indiscriminado de insecticidas de sintesis quimica para minimizar los dafios
en cultivo, han ocasionado severos problemas en la salud de los
agricultores, dafios en el medio ambiente y aumento de los costos de
produccion. A su vez, la ocurrencia de insectos plagas cada vez es mas
agresiva y el rendimiento va disminuyendo progresivamente (Quijije 2019).
Existe la necesidad de integrar herramientas seguras y efectivas para el
control de plagas, alternativas a los insecticidas de sintesis quimica. Esto
estimula considerablemente el interés en usar biocontroladores para reducir
poblaciones de plagas. Entre los biocontroladores mas exitoso en cumplir
este objetivo, que ademas mantiene potencial para seguir desarrolldndose,
es la bacteria Bacillus thuringiensis (Sauka y Benintende 2008).

Esta bacteria ha sido objeto de diversos estudios ya que cuenta con
caracteristicas promisoras en la busqueda de proteinas insecticidas y
consecuentemente, en la obtencion de genes codificantes (Crickmore 2006).
B. thuringiensis posee varios genes con propiedades insecticidas, entre ellas
destaca la proteina Cry, la misma que actla como toxinas especificas y
biodegradables, que afectan a los insectos plagas, especialmente a los del
orden lepiddptero (Soares et al. 2017).

2.2.2. Efectos de la Proteina Cry en cultivares de maiz

Los genes que codifican para las proteinas Cry, se han utilizado ampliamente
en cultivos modificados genéticamente, estos cultivos transgénicos pueden

producir cristales de Bt que se vuelven resistentes a los insectos.
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Con los avances tecnoldgicos, el fitomejorador cuenta con herramientas
basadas en la metodologia del ADN recombinante, la misma que le permite
introducir caracteristicas deseables de un organismo a otro, de una manera
mas precisa y eficiente con el fin de mejorar los cultivos (Levitus 2006).

Sin embargo, el mismo autor indica que para la produccién de un cultivo
transgénico se debe cumplir tres etapas: introduccién del gen de interés en
las células vegetales; regeneracion de la planta completa a partir de las
células transformadas, y transferencia - por cruzamiento- de la caracteristica
deseada a variedades de alto rendimiento.

Ante lo expuesto, Ecuador es un pais libre de cultivos y semillas
transgénicas (Art. 401 de la Constitucion). Sin embargo, paises como EEUU,
Brasil, Argentina, Canad4, India, Paraguay, China, Sudéfrica, Pakistan,
Bolivia y Uruguay presentan un gran nivel de adopcién (> de 1 millén de ha
cultivadas con transgénicos) de cultivos genéticamente modificados (ISAAA
2014).

El maiz Bt produce en sus tejidos proteinas Cry. Asi, cuando las larvas de
los insectos plaga intentan alimentarse de la hoja o del tallo del maiz Bt,
mueren.

Para control de lepidopteros, hay cinco proteinas Bt disponibles
comercialmente en maiz (CrylAb, CrylF, CrylA.105, Cry2Ab y Vip3A) y dos
proteinas para el control de coledpteros en maiz (Cry3A y Cry3Bb). Los
primeros maices Bt expresaban solo una proteina, pero la tendencia hoy en
dia es apilarlas para ampliar el espectro de control y contribuir a retrasar la
seleccion de resistencia en insectos (ArgenBio 2015).

2.3. Soluciones planteadas

e La biotecnologia agricola esta enfocada a dar soluciones a problemas de
baja productividad y pérdidas econdémicas ocasionadas por factores

bidticos y abibticos, con énfasis a una agricultura mas sustentable.

¢ El manejo integrado de plagas es una estrategia inteligente que reduce los
dafios econdémicos en el cultivo de maiz. Entre las estrategias incluyen:
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insecticidas botanicos, metabolitos microbianos y plantas transgénicas.

e El uso de tecnologias como maiz Bt dentro del manejo integrado de plagas
debe ser conducida obedeciendo los siguientes factores: implementacion
de areas de refugios de plagas, rotacién de cultivos para romper ciclos de
plagas, monitoreo constante y adopcion de medidas de control

complementarias.

2.4. Conclusiones

Por lo anteriormente detallado se concluye:

o Para satisfacer la creciente demanda de alimentos, el desarrollo de
programas biotecnolégicos enfocados a la produccién sustentable,
son necesarios en el manejo integrado de plagas en el cultivo de

maiz.

o Las cepas de B. thuringiensis y el sin nimero de toxinas que
producen, permite la produccion de bio insecticidas y también
permite el uso de los genes que codifican la toxina para el desarrollo

de plantas transgénicas.

o Las proteinas Cry presentan alto grado de toxicidad para insectos

plagas del orden lepidoptero, coledptero, hymenoptero y hemiptero.

Ademas, son inocuas para el hombre y el medio ambiente.

2.5. Recomendaciones (propuestas para mejorar el caso)

Por lo anteriormente detallado se recomienda:

Las universidades, centros de investigacion, ONG, entre otros, establecer
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programas biotecnolégicos para aislar cepas de B. thuringiensis para la
elaboracion de bio insecticidas a partir de las proteinas Cry para su aplicacion en

el manejo integrado de plagas del cultivo de maiz y otros rubros.
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