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RESUMEN

Una de las plagas mas importantes del frijol comuin (Phaselous vulgaris) en
muchos paises es el briquido Zabrotes subfasciatus. Asi mismo, algunas
semillas de leguminosas silvestres contienen compuestos que presentan
actividad insecticida, tales como las lectinas. La lectina PF2 purificada de
semillas de Palo fierro (Olneya tesota) ha mostrado ser toxica para este insecto
a concentraciones encontradas en cualquier semilla de leguminosa. En este
trabajo se estudié el mecanismo insecticida de PF2 sobre Z. subfasciatus,
determinando la estabilidad proteolitica y la interaccion con los glicoconjugados
del intestino medio del insecto. Para evaluar la estabilidad proteolitica, PF2 se
incub6 a diferentes tiempos con un extracto del intestino medio del insecto. A la
par se compardo con PHA-E, lectina no toxica para Z. subfasciatus. Los
resultados de SDS-PAGE e inmunodeteccion indicaron que PF2 es resistente a
la digestidon hasta por 24 horas de incubacion, mientras que PHA es digerida a
partir de las 2 horas. Por otro lado, PF2 y PHA-E, previamente biotiniladas,
fueron incubadas con secciones de intestinos medios de larvas de diferentes
estadios y mostraron su afinidad hacia las células epiteliales del intestino, pero
con diferente intensidad. PF2 interaccioné con la membrana peritrofica y
microvellosidades, mientras que PHA-E no. Las diferencias en la resistencia a
la protedlisis y la interaccion con glicoconjugados pueden explicar en parte que

PF2 sea téxica a Z. subfasciatus mientras que PHA-E no.
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INTRODUCCION

Las pérdidas en la produccion agricola debido a plagas y enfermedades se
estiman en el 37% de la produccion mundial, del cual el 13% es causado por
insectos. El incremento en las demandas agricolas y la intensificacion de sus
practicas han aumentado el problema del dafio por plagas y por lo tanto su
control (Macedo y col., 2007).

En Latinoamérica, una de las plagas de insectos mas importantes es el
bruquido Zabrotes subfasciatus que ataca las semillas de leguminosas durante
su almacenamiento, afectando la calidad y estabilidad de la produccion. Z.
subfasciatus, mejor conocido como "gorgojo mexicano del frijol"; pertenece al
orden Coleoptera y a la familia Bruchidae. Este insecto es la principal plaga
para leguminosas como el frijol comin (Phaseolus vulgaris) (Howe y Currie,
1964; Macedo y col., 2002). Se estima que del 30 al 40 % de las pérdidas en la
produccion total de frijol en México es provocada por este gorgojo. Para su
control, generalmente se requiere del uso de insecticidas quimicos los cuales
pueden llegar a ser toxicos para humanos y animales domesticos dafando el

medio ambiente (Vasconcelos y Oliveira, 2004).

A lo largo de la evolucion, las plantas han desarrollado sofisticados mecanismos
de defensa contra sus depredadores. Como parte de este mecanismo, las
plantas sintetizan una variedad de moleculas llamadas “proteinas de defensa”
(Sauvion y col., 2004). Estas pueden actuar como factores antifisiolégicos de
insectos y humanos. Las proteinas de defensa en leguminosas mas conocidas

son: las arcelinas, inhibidores de a-amilasa y las lectinas (Carlini y Grossi-de-



Sa, 2002). En particular, las lectinas son un grupo heterogéneo de proteinas o
glicoproteinas clasificadas en base a su habilidad para unirse de manera
especifica y reversible a azlcares simples 6 carbohidratos complejos. Su
principal caracteristica es la de interactuar especificamente con carbohidratos

libres o con glicoconjugados en la superficie membrana celular (Lis y Sharon,

1986).

Las lectinas pueden reconocer glicoconjugados que estan presentes en otros
organismos, tales como bacterias, hongos, organismos vertebrados e
invertebrados (Elgavish y Sanan., 2001; Loris y col., 1998). En insectos, como
en otras especies, las glicoproteinas son los principales constituyentes del
tracto digestivo y se ha demostrado que el intestino es un blanco para las
lectinas de defensa en plantas (Macedo y col., 2004). Asi mismo se ha
reportado que el mecanismo insecticida mediado por lectinas involucra varios
requisitos en los que se incluyen la resistencia a la protedlisis enzimatica,
interaccion con glicoconjugados de la membrana peritréfica y con enzimas del
tracto gastrointestinal (Du y col., 2000; Macedo y col., 2007).

Estudios previos demostraron que la lectina PF2 de Palo fierro es toxica para Z.
subfasciatus a niveles encontrados en las semillas de leguminosas (Munoz-
Hernandez, 2001). Por lo tanto, estudios sobre el modo accién de PF2 sobre Z.
subfasciatus aumentaran el entendimiento del mecanismo insecticida de

lectinas, donde las interacciones lectina-glicoproteina juegan un papel central.



ANTECEDENTES

Lectinas de Lequminosas

Las lectinas de leguminosas son el grupo de fitohemaglutininas mas estudiadas,
habiéndose caracterizado a mas de 1000 lectinas. Estas constituyen hasta el 10
% de la proteina total de la semilla (Sharon y Lis, 1990; 1986). Su estructura se
encuentra compuesta por dos o cuatro subunidades, idénticas o diferentes
cuyas masas moleculares varian de 25-30 kDa, llegando en algunos casos
hasta los 50 kDa (Lis y Sharon, 1986; Majumder y col., 2004). Los miembros de
la familia de las lectinas de leguminosas conocidos a la fecha tienen un estado
oligomérico, como dimeros o tetrameros (Sharon y Lis, 1990). La capacidad que
muestran algunas lectinas para unirse a carbohidratos puede depender
directamente de la presencia de iones divalentes como Ca*, Mn** y Mg **

(Loris y col., 1998; Hermandez y col., 2005).

Las lectinas vegetales de una misma familia muestran una alta similitud en su
secuencia de aminoacidos, asi como en sus estructuras secundarias y su
organizacion tridimensional (Hernandez y col., 2005). La estructura primaria de
mas de 80 lectinas de leguminosas se ha determinado mediante técnicas
quimicas y de biologia molecular (Imberty y col., 2000). Estas secuencias han
demostrando similitudes mayores al 35% (Loris y col., 1998). Mientras que en

las regiones variables se encuentran los sitios de unién a carbohidratos.

Ademas de presentar una afinidad por monosacaridos, las lectinas pueden
reconocer estructuras oligosacaridas mas complejas. Este reconocimiento
puede ser en la posicion terminal o intermedia (Loris y col., 1998). El dominio de

reconocimiento a carbohidratos de las lectinas se divide en dos subsitios, el



primero es el sitio donde se da la interaccién con el monosacarido, mientras el
segundo, permite una interaccion con oligosacaridos mas complejos. El sitio de
reconocimiento de las lectinas de leguminosas esta compuesto por tres
aminoacidos invariantes: acido aspartico, asparagina y un residuo aromatico o
una leucina. Lo anterior sugiere que la especificidad de las lectinas esta dada

por la orientacion del carbohidrato en el sitio de reconocimiento (Hernandez y

col., 2005).

Las lectinas han sido clasificadas tipicamente en base a su especificidad. Asi,
se han identificado lectinas que reconocen, manosa/glucosa, galactosa/N-acetil
galactosamina, L-fucosa, N-acetilglucosamina, acido sialico y oligosacaridos
complejos (Loris y col.,, 1998; Van Damme y col.,, 1998). Sin embargo, la
mayoria de las lectinas de plantas pueden ser clasificadas en base a su
estructura molecular en la cual podemos distinguir siete familias de lectinas.
Estas familias incluyen: (1) lectinas de tipo amaranto, (2) lectinas del floema de
cucurbitaceas, (3) lectinas que unen quitina, (4) lectinas de tipo GNA, (5)
lectinas de tipo jabalina, (6) lectinas de leguminosas y (7) lectinas con dominios
tipo ricina (Van Damme y col., 1998). Recientemente ha sido reportada la
presencia en plantas de lectinas homologas a Agaricus bisporus (Peumans vy

col., 2007) y lectinas homologas a la clase de quitinasas tipo V (Van Damme y

col., 2007).

La interaccion de la lectina con estructuras oligosacaridas es altamente
especifica. Las lectinas de P. vulgaris (PHA) consisten de tetrameros con
subunidades de dos tipos, PHA-E y PHA-L. Estas subunidades son muy
similares entre si, ademas de compartir similitudes con arcelinas e inhibidores
de a-amilasa (Chrispeels y Raikhe, 1991). A pesar de esta alta similitud, las
subunidades reconocen carbohidratos diferentes presentes la superficie celular.
Las lectinas de frijol PHA-E reconocen eritrocitos mientras que PHA-L

leucocitos (Leavitt y col., 1977, Cummings y Kornfeld, 1982a; 1982b).



Informacién adicional sobre el sitio de unién a carbohidratos de las lectinas PHA
ha sido proporcionada por estudios de lectinas expresadas en bacterias
(Kaneda y col., 2002). Se sabe que las lectinas PHA son glicoproteinas y que
aun cuando son expresadas en bacterias (con ausencia de la parte
carbohidrato), retienen su afinidad por glicoproteinas. Otro punto muy
importante, es que cambios en los aminoacidos que intervienen en el sitio de

unién al carbohidrato provocan cambios en la especificidad de PHA (Kaneda y

col., 2002).

En estudios in vitro se ha demostrado que las lectinas estan involucradas en
actividades que requieren multiples sitios de unién a carbohidratos, tales como

estimulacion mitogénica y aglutinacion de células entre otras (Elgavish y Sanan,

2001).

Lectinas de Leguminosas Silvestres

Ortega-Fonseca (1996), Vazquez-Moreno y col. (2000) y Guzman-Partida y col.
(2004), purificaron y caracterizaron algunas lectinas de semillas de leguminosas
silvestres del desierto de Sonora. En todos los casos las lectinas purificadas de
Cercidium praecox, Caesalpinia caladenia, Olneya tesota y Acacia consltricta
reconocen oligosacaridos complejos de tiroglobulina, fetuina y asialofetuina.
Este reconocimiento no requiere de la adicién de metales, contrario a lo que

sucede con PHA y otras lectinas de leguminosas cultivadas.

Lectinas de Palo Fierro (Olneya tesota)

El palo fierro (Olneya tesota) es una leguminosa silvestre del Desierto de

Sonora. Sus semillas han servido como fuente de alimento para la poblacion



nativa de la regién sonorense. Se han purificado tres lectinas a partir de sus
semillas, denominadas PF1, PF2 y PF3, siendo PF2 la que se encuentra en
mayor proporcion. La lectina PF1 es un trimero de subunidades de 45 kDa, PF2
es tetramérica, con subunidades de 33 kDa, mientras que PF3 es un mondémero
de 66 kDa (Vazquez-Moreno y col., 2000). La lectina PF1, presenta afinidad por
monosacaridos libres como la mayoria de las lectinas de leguminosas, mientras
que PF2 y PF3 son inhibidas exclusivamente por oligosacaridos complejos
derivados de glicoproteinas (fetuina, asialofetuina y tiroglobulina) y no por mono
o disacaridos. En particular, PF2 es una proteina glicosilada con oligosacaridos

tipo N, principalmente altos en manosa (Lopez-Laredo, 2005).

La lectina PF2 presenta varias isoformas, de las cuales la IF2 es la mas
abundante (Lopez-Laredo, 2005). Por otro lado, se han analizado las
secuencias amino terminal y algunas secuencias internas de la lectina PF2,
mostrando una similitud de aproximadamente 80% con PHA-E. A pesar de que
PF2 es tan parecida estructuralmente a PHA su reconocimiento por estructuras
oligosacaridas es diferente. PF2 reconoce oligosacaridos del tipo complejo
triantenario tetrasialilado, mientras que PHA-E y PHA-L reconocen estructuras

del tipo biantenarias y tetrantenarias, respectivamente (Figura 1) (Urbano-

Hernandez, 2007).

Actividad Insecticida de las Lectinas de Plantas

Las lectinas de leguminosas desempenan un papel de defensa en las plantas
contra sus depredadores (Majumder y col., 2004). La importancia de la funcién
gue realizan las lectinas se ve reflejada en el hecho de que estas moléculas se
han mantenido a través de la evolucion. El papel de defensa de las lectinas se

basa en la unién especifica de éstas a receptores glicosilados localizados en los



organismos (Peumans y Van Damme, 1995). Esta caracteristica representa su

uso potencial como agentes insecticidas naturales.
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Figura 1. Estructuras de los oligosacaridos complejos de la fetuina reconocidos

por (a) PHA-E y por PF2 (b). Tomado de: Urbano-Hernandez, 2007.

La actividad insecticida de las lectinas ha sido reportada para un gran nimero
de insectos plagas (Tabla 1), pertenecientes a los ordenes de Lepidoptera,
Coleoptera, Diptera y Homoptera (Majumder y col., 2004). La aglutinina de
germen de trigo WGA, es toxica para lepidopteros y coledpteros (Carlini y
Grossi-de-Sa, 2002). Mientras la aglutinina de Galantus nivalis (GNA) es toxica
para homépteros, coledpteros y lepidopteros (Du y col., 2000).

Esta actividad insecticida ha sido probada mediante ensayos biologicos de

alimentacioén y estudios con plantas transgenicas (Macedo y col., 2002; Rahbe y



col., 1995; Gatehouse y col., 1997; Zhou y col., 1998). En general los niveles de
lectina incorporados en las dietas artificiales para pruebas orales de toxicidad
varian de 0.5 a 50 mg/g 6 1500 pg/mL en la dieta. Los parametros que indican
el efecto danino de las lectinas en insectos son la disminucién del peso y talla y
un cambio de color en la larva. Por otro lado, un incremento en la mortalidad de
la larva, inhibicién de la alimentacion, efectos anti-metabolicos, retraso en el
tiempo total de desarrollo y reduccion en la emergencia de adultos también son

indicadores del dafio provocado por lectinas en insectos (Vasconcelos y

Oliveira, 2004).

Las lectinas de plantas monocotiledoneas, especialmente las que se unen a
manosa y N-acetilglucosamina son altamente efectivas para atacar plagas
(Majumder y col., 2004). Estas provienen de diferentes familias incluyendo las
de gramineas como la lectina de trigo WGA. No obstante, la sensibilidad de

diferentes especies de insectos a los efectos insecticidas por la ingestion de

lectinas es variable (Bandyopadhyay y col., 2001).

Las semillas del frijol coman, contienen un grupo de proteinas de defensa que
forman parte de la familia fitohemaglutinina PHA-arcelina-inhibidor de alfa
amilasa (Chrispeels y Raikhel, 1991; Mirkov y col.,, 1994, Peumans y Van
Damme, 1995). Tanto PHA como arcelina reconocen carbohidratos complejos.
Las proteinas de estas familias muestran actividades insecticidas y protegen al

frijol contra el atagque de depredadores por mecanismos que aln no son

completamente elucidados.

La mayoria de los bioensayos con lectinas han sido evaluados con dietas
artificiales enfocandose principalmente en Callosobruchus maculatus y Z.
subfasciatus. Para Z. subfasciatus se ha reportado que la lectina de Talisia
esculenta (TEL) cuando fue introducida en una dieta artificial al 2% causo el
90% de la mortalidad del braquido (Macedo y col., 2002). Mientras que la lectina



de Bauhinia monandra (BmolLL) causo soélo el 50% de la mortalidad (Macedo y
col., 2007). Las lectinas especificas para N-acetilglucosamina (GlcNAc) son
toxicas para algunos insectos, como C. maculatus (Chrispeels y Raikhel, 1991;
Macedo y col, 2003). La Concanavalia A (Con A) especifica para
manosa/glucosa ha presentado actividad insecticida para la plaga del tomate

Lacanobia oleracea (Fitches y col., 1997).

Por otra parte, se han introducido los genes que codifican para lectinas en
plantas que son susceptibles al atague de insectos. Lo anterior con la finalidad
de volver a las plantas resistentes al ataque de plagas (Tabla 1). La lectina de
Galanthus nivalis (GNA), especifica para manosa, es la que mas se ha
introducido en una variedad de plantas y es considerada para su posible
utilizacion en la tecnologia transgénica, debido a que es téxica para un gran

nimero de insectos plaga econdmicamente importantes (Tabla 2).

(Vasconcelos y Oliveira, 2004).

Sin embargo, el uso de las lectinas como insecticidas naturales se encuentra
limitado por varias razones. La primera es que si la lectina solamente reduce el
crecimiento larval, entonces los insectos pueden compensar incrementando su
ingesta de alimento (Bell y col., 2001; Melander y col., 2003). Asi mismo, si una
lectina interactia solamente con azlcares simples, entonces los azlcares
presentes en la dieta podrian competir por el sitio de union al carbohidrato y
reducir la toxicidad. Macedo y col. (2004) demostraron que la toxicidad de la

lectina Talisia esculenta (TEL) para C. maculatus fue abolida cuando se agreg6

manosa en la dieta.

9



Tabla 1. Lectinas de plantas que causan toxicidad por ingestion en insectos.

Modificado de: Vasconcelos y Oliveira, 2004,

LECTINA INSECTO PLANTA

Especificas p/manosa

ASA(Allium sativum) Laodelpha striatellus Arroz
Nilaparvata lugens
Myzus persicae Patata, durazno
Dysdercus cingulatus Algoddn, maiz

GNA(Galanthus nivalis) Callosobruchus maculatus

Acyrthosiphon pisum Chicharo
Antitrogus sanguineus Cana de azlcar
Aulacorthum solani Patata
M. persiacae Patata, durazno
Lacanobia oleracea Tomate
Maruca vitrata Judia
L. striatellus Arroz
N. lugens
Especificas para manosa/
glucosa
Caon A (Canavalia ensiformis A. pisum Chicharo
Aphis gossypii Algodadn, meldn
Aulacorthum solani Patata
Macrosiphum albifrons Pimiento
Macrosiphum euphorbiae  Manzana,frijol,brocoli
M. persiacae Durazno, patata
T. proserpina Taro
ACA (Amaranthus caudatus) A. pusim Chicharo
GSlI (Griffonia simplicifolia) C. maculatus Judia
TEL (Talisia esculenta) C. maculatus Judia
Z.subfasciatus Frijol
WGA (Triticum aestivum) D. undecimpunctata; Maiz
O. nubilaris Maiz
Antitrogus sanguineus Cana de azlcar
H. postica Alfalfa
L. erysimi Mostaza
Especificas para galactosa
BmolL(Bauhinia monandra) C.maculatus Judia
Z.subfasciatus Frijol
RCA (Ricinus communis) D. undecimpunctat Maiz

10



Tabla 2. Plantas transgénicas que expresan genes que codifican para lectinas

que les confieren resistencia a insectos. Tomado de: Vasconcelos y Oliveira,

2004.
 Planta transformada Lectina Tipo de plaga
Maiz WGA Ostrinia nubilaris
Diabrotica undecimponotala
Mostaza
WGA Lipaphis erysimi
Arabidopsis thalianac
PHA-E, L Lacanobia oleracea
Papa
GNA Aulacorthum solana
Myzus persicae
L. oleracea
Aphidius ervi
Con A L. oleracea
Arroz
GNA Nilaparvata lugens

Nephotettix virescens
Cnaphalocrocis medianalis
Laodelphax striatellus

Cafa de az(car
GNA Eoreuma loftini

Diatraea saccharalis
Parallorhogos pyralophagus

Tabaco
PSA Heliothis virescens
GNA M. persicae
Helicoverpa zea
Trigo

GNA Sitobion avenoe

En base a lo anterior es importante conocer si la presencia de los azlcares en
la dieta de los insectos puede reducir la toxicidad de las lectinas y generar
resultados erréneos en pruebas de toxicidad. Finalmente, el uso de muchas de
las lectinas de leguminosas esta restringido debido a su toxicidad para

mamiferos y/o insectos no blanco (Carlini y Grossi de Sa, 2002).
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Toxicidad de las Lectinas de Palo Fierro para Z. subfasciatus

Estudios realizados con semillas de palo fierro y semillas artificiales preparadas
con harina de frijol comun adicionadas con PF2 al 0.5% y 1%, demostraron una
reducciébn en la oviposicion con respecto a las semillas control (Tabla 3).

Ademas en ninguno de los casos se observo emergencia del insecto (Muhoz-

Hernandez, 2001).

Tabla 3. Numero de huevos y emergencia de Z. subfasciatus en semillas

naturales y artificiales. Tomado de: Muhoz- Hernandez, 2001

Semillas Namero de Oviposicion Emergencia
huevos (%) (%)

Naturales - - o

0. lesota 40%1 6 0

P. vulgaris 63.0+0 100 81
Artificiales

0.5% lectina PF2 6.5+0.5 34 0

1.0% lectina PF2 40+0 21 0

Sin lectina PF2 19.0 £0 100 95

+ Desviacion estandar, todos los experimentos tuvieron 4 replicas

Mecanismos de Toxicidad de Lectinas para Insectos

A pesar de conocerse la actividad insecticida de algunas lectinas de plantas, se
sabe poco sobre su mecanismo de accion. Se ha demostrado que el intestino
es un blanco para las lectinas de defensa en plantas (Macedo y col., 2004). Por
lo tanto, para entender el mecanismo de accion de las lectinas es importante

conocer la morfologia intestinal de los insectos.

El aparato digestivo de insectos esta compuesto por tres regiones: el intestino

anterior (estomodeo), medio (mesentereo) y posterior (proctodeo). El intestino
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anterior conduce los alimentos desde la boca hacia el intestino medio, en el cual
se lleva acabo la digestiéon de los alimentos, ya que secreta enzimas y absorbe
efectivamente los nutrientes. Y por ultimo, en el intestino posterior se extraen
las sales, el agua y minerales de los desechos alimenticios (Vazquez-Aristas y
col., 2001). El intestino medio contiene una membrana semipermeable llamada
matriz peritréfica (MP) no celular que separa el contenido del lumen de las
células epiteliales (Figura 2), la cual estd compuesta principalmente por quitina

un carbohidrato que contiene residuos de N-acetilglucosamina y proteinas

(Richards y Richards, 1977).

Sistema digestivo Proventriculo
1 o molleja
Esof cleg Tubulos de
s6fago os
Buche gastricos PR

Boca Glandulas
salivales

Membrana Intestino
peritréfica posterior

Figura 2 Sistema digestivo de insectos. Modificado de
http://salinella.bio.uottawa.ca/bio3323/Lectures/PDFs/BIO3323 Ict10Digestion

04X3.pdf

Un prerrequisito para la toxicidad de las lectinas es su supervivencia en los
ambientes proteoliticos del intestino medio del insecto (Figura 3). Las lectinas
de las plantas varian en su resistencia a la protedlisis por las enzimas
digestivas del insecto (Zhu-Salzman y col., 1998, Carlini y Grossi de Sa, 2002,
Murdock y Shade, 2002; Macedo y col., 2002; 2004).
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Componentes del mecanismo de toxicidad de lectinas

Resistencia a Interaccion con Interaccion con Interaccién con
la protedlisis la membrana glicoproteinas enzimas
enzimatica peritrofica

Figura 3. Puntos clave involucrados en el mecanismo insecticida de lectinas

Para las lectinas que resisten la degradacion proteolitica, los estudios se
apoyan en que la toxicidad de estas proteinas involucra la interaccion de la
lectina con las glicoproteinas presentes en la superficie apical de las células del
intestino o dentro del lumen intestinal (Chrispeels y Raikhel, 1991; Du y col.,
2000). Gatehouse y col. (1984) demostraron la unién de PHA a las células
epiteliales del intestino del braquido C. maculalus. Este conocimiento se ha
ampliado a otras especies de insectos utilizando una extensa gama de lectinas

donde la unién de la lectina y su actividad insecticida han sido demostradas

(Vasconcelos y Oliveira, 2004).

Las lectinas pueden causar diferentes efectos en el intestino de insectos. Habibi
y col. (1998; 2000) estudiaron el mecanismo de toxicidad de la lectina PHA a
nivel celular en Empoasca fabae y Lygus hesperus. En el estudio se demostro
que la lectina PHA causa severa destruccion, desorganizacion y elongacion de
las microvellosidades, asi como inflamacién de las celulas epiteliales en el
lumen del intestino. Ademas, se demostré diferencias en la union de la lectina
en las dos especies investigadas, lo cual sugiere una diferente distribucién de

receptores GalNAc en regiones especificas del tracto digestivo de los insectos.
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Por otra parte, las lectinas tienen diferentes formas de accién a niveles
celulares. Sauvion y col. (2004), mediante estudios de inmunohistoquimica y
microscopia electronica, demostraron que Con A también induce en
Acyrthosiphon pisum (plaga del chicharo) una severa inflamacion de las células
epiteliales. Sin embargo, no se observd una lisis del epitelio y tampoco la
pérdida en la integridad de las células epiteliales. Por lo tanto las generalidades

con respecto a las formas de accion de las lectinas deben ser tratadas con

precaucion.

A excepcion de los homeopteros, la membrana peritrofica esta presente en la
mayoria de los insectos, tanto en el estado adulto como en el larvario (Tellam y
col., 1999). Las lectinas pueden unirse a receptores del intestino medio
presentes en la MP. Zhu-Salzman y col. (1998) propusieron que la actividad
insecticida de la lectina Griffonia simplicifolia || (GSIl) se liga funcionalmente a

los carbohidratos de la matriz peritréfica.

Las lectinas también pueden unirse a la quitina de la matriz peritrofica.
Eisemann y col. (1994) reportaron los mecanismos de accion de WGA y Con A
en la larva de mosca Lucilia cuprina. Sus estudios mostraron una reduccion en
el crecimiento de la larva después de su exposicion a las lectinas. Lo anterior
debido a una reduccion en la ingestion de la dieta promedio como resultado de
una obstruccion de los poros de la membrana peritrofica, reduciendo su
permeabilidad. Esta obstruccion conlleva a una restriccion del movimiento bi-
direccional de los nutrientes y enzimas digestivas o previene la formacion de la

misma membrana (Czapla y Lang, 1990).

.Las lectinas también pueden interactuar con las glicoproteinas presentes en la
matriz peritrofica. Du y col. (2000), aislaron una ferritina del intestino medio
de Nilaparvata lugens usando cromatografia de afinidad con GNA. La secuencia

deducida de la ferritina contiene una subunidad con un glicopéptido que
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contiene manosa. Este sitio potencial de glicosilacion se encuentra en otras
ferritinas de insectos (Geiser y col., 2003). GNA es toxica para N.lugens y su
toxicidad se cree es el resultado de la interferencia que ejerce con el
almacenamiento de hierro (Locke y Nichol, 1992). Fitches y col. (1997) han
mostrado que GNA también afecta las actividades de las enzimas solubles y del

borde del cepillo de otros insectos, tal como con Lacanobia oleracea.

Gatehouse y col. (1998) realizaron estudios de inmunolocalizacion de GNA en
larvas de Nilaparvata lugens alimentadas con dietas artificiales que contenian la
lectina, observandose la union de GNA principalmente a los carbohidratos de la

superficie luminal de las células epiteliales del intestino medio de insectos

Por otro lado, las lectinas pueden unirse a enzimas digestivas glicosiladas o
interferir con la actividad de a-amilasas en el intestino del insecto. Las a-
amilasas son conocidas como las principales enzimas hidroliticas en insectos
(Silva y col., 2001). Las amilasas catalizan la conversién del almidén a
oligosacaridos para su uso en ciclos de energia. Cuando esas enzimas son
inhibidas, la energia que es requerida por el insecto no puede ser utilizada
(Franco y col., 2002). Macedo y col. (2007) demostraron que la lectina Bauhinia
monandra (BmoLL) disminuia la actividad de las a-amilasas de larvas de C.
maculatus y Z. subfasciatus. De esta manera las lectinas pueden interferir con

la asimilacion de proteinas o inhibir la digestion y absorcion de los nutrientes.
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OBJETIVOS

General

Estudiar el mecanismo insecticida de la lectina PF2 sobre el desarrollo de Z.

subfasciatus, determinando su estabilidad proteolitica y su interaccién con los

glicoconjugados del intestino medio.

Especificos

1. Purificar la lectina de palo fierro PF2 mediante cromatografia de afinidad.

2. Evaluar la susceptibilidad de la lectina PF2 a la digestién por enzimas

proteoliticas presentes en el intestino medio de Z. subfasciatus.

3. Determinar en cual estadio larval se expresa el (los) glicoconjugado (s)

del intestino medio que interacciona con PF2 mediante técnicas de

lectino-histoquimica.
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MATERIALES Y METODOS

Materiales

Las colonias de Z. subfasciatus usadas en este trabajo fueron iniciadas con
insectos proporcionados originalmente por el laboratorio de Entomologia de la
Universidad de Sonora. Los insectos fueron colocados en frascos de vidrio que
contenian semillas de frijol peruano cv P. vulgaris y fueron mantenidos a 27° C
y con una humedad relativa de 65-75% en una camara de crecimiento. Los
estadios larvales de Z. subfasciatus se determinaron de acuerdo al criterio de
Rodriguez-Quiroz y col. (2000). En el que establecieron que para el dia séptimo
después de la ovoposicion el insecto se encuentra en el estadio |, para el
onceavo dia en el estadio |l, al veinteavo dia le corresponde el estadio Ill y el

estadio IV es observado al veinticincoavo dia.

Se utilizdé la harina de semillas de palo fierro previamente desgrasada con
hexano, proporcionada por la M.C. Magdalena Ortega Nieblas, de Ila

Universidad de Sonora.

La agarosa activada con divinil sulfuro (Mini-LeaK®) fue de Kem-En-Tec,
Hellerup, Denmark. Los estandares de peso molecular SDS-PAGE de amplio
rango fueron de BioRad (Hercules, CA, USA). La fetuina bovina y todos los
demas reactivos fueron obtenidos de Sigma Chemicals Co. (St Louis, MO,
USA). El anticuerpo policlonal, anti-PF2, fue obtenido a partir del suero de
conejos a los que se les administro via intravenosa PF2 en la Universidad de
Arizona. El anticuerpo secundario, Anti-lg biotinilado, fue de Bio Genex (San

Ramon, CA, USA).
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Extraccion y Purificacion de la Lectina de Palo Fierro PF2

La extraccion y purificacion de la lectina PF2 se realizo de acuerdo a lo
establecido por Vazquez-Moreno y col. (2000). Para la extraccion de proteinas
de la harina de palo fierro se utilizd una solucién salina al 0.9% (1:10 p/v) en
presencia de inhibidores de proteasas, con agitacién constante durante 2 horas
a 4 °C. El extracto crudo se centrifugdé a 10000 x g por 15 minutos y clarifico por
filtracion con fibra de vidrio. El extracto crudo se inyectd a una columna
cromatografica de agarosa-fetuina. Las fracciones de proteinas que no se
unieron a la columna se lavaron con bufer de PBS (KH.PO4/ K:HPO4 20 Mm,
0.9 % NaCl y 0.02% NaN; a pH 7.2). Las proteinas retenidas se eluyeron con
glicina-HCI (0.02 M, pH 2.5) y se neutralizaron con Trizma base (Sigma) 1 M pH
8. Estas fracciones fueron dializadas contra agua a 4° C, liofilizadas y
almacenadas a -10 °C hasta su uso. El grado de pureza de la lectina PF2 fue
evaluado mediante electroforesis en condiciones reductoras y desnaturalizantes

(SDS-PAGE, 8-22%)) de acuerdo a Laemmli (1970) usando azul de Coomassie

para revelar las bandas.

Estabilidad de PF2_a la Protedlisis_por Enzimas Digestivas de Z. subfasciatus

El homogenizado de intestinos medios se obtuvo de acuerdo a lo establecido
por Macedo y col., (2002) con ligeras modificaciones. Los intestinos de 30
larvas del estadio |V fueron extraidos en bufer de acetato 0.1 M pH 5.6, cisteina
1 mMy EDTA 3 mM. El tejido que no pertenece al intestino medio, asi como los
contenidos intestinales fueron removidos en la misma solucion. El
homogenizado fue incubado con la lectina PF2 (1mg/mL) 6 PHA-E (control) en
bufer de acetato 0.1 M pH 5.6, cisteina 1 mM y EDTA 3 mM (1:1 ¢/c) durante 0,
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3,6,9, 12y 24 h a 37° C. La digestion fue detenida sumergiendo los tubos en
agua hirviendo por 5 min. Los productos de la digestion de las lectinas fueron
observados por SDS-PAGE (8-22%). Después, las proteinas del gel fueron
transferidas a una membrana de nitrocelulosa e inmunodetectadas. La
membrana fue bloqueada con una solucién de albumina de suero bovino (BSA)
(Sigma) al 2% en PBS por 1.5 h. Posteriormente, la membrana fue incubada por
2 h con anti-PF2 (1:4000). El complejo antigeno- anticuerpo fue detectado con
un anticuerpo secundario biotinilado anti-lg  (1:20) (BioGenex) y
subsecuentemente incubado con el complejo estreptavidina-peroxidasa vy

revelado con 3,3 -diaminobencidina tetraclorhidrato (DAB) al 0.075%.

Ensayos lectino-histoquimicos

Preparacion del Tejido

Esta técnica se realizd en base a lo establecido por Urbano- Hernandez (2007)
con ligeras modificaciones. Los intestinos medios de larvas del estadio lll y 1V,
asi como los de una etapa intermedia entre el estadio Il y lll (dia 16), extraidos
de acuerdo a lo establecido por Macedo y col., (2002), fueron colectados en
etanol al 70%. Posteriormente, los intestinos fueron sometidos a un proceso de
deshidratacion en series graduales de alcohol (50-100%). En seguida se realizo
la inclusién en parafina y las secciones de tejido fueron cortadas hasta 2 ym de
espesor empleando un microtomo, para ser montadas en un portaobjetos
previamente tratado con poly-L-Lisina. El exceso de parafina de los tejidos fue
removido en un horno a 37°C durante 12 h y posteriormente sumergido en
xileno durante 2 minutos. Los tejidos fueron nuevamente hidratados a traves de

series graduales de alcohol (100-50%), terminando el proceso en agua

destilada.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Extraccion y Purificacion de la Lectina de Palo Fierro (PF2)

Debido a la capacidad de las lectinas para unirse especificamente a
carbohidratos, se ha utilizando cromatografia de afinidad con carbohidratos
inmovilizados para purificar a la mayoria de éstas proteinas. El cromatograma
de purificacion de PF2 (Fig. 4) muestra una fraccion de proteina no absorbida
(a) y otra fraccion de elucién correspondiente a la lectina PF2 (b). La presencia
de la lectina PF2 fue confirmada por SDS-PAGE, encontrandose una banda con
una masa de 33 kDa (inserto en la Fig. 4) que coincide con lo reportado por
Vazquez-Moreno y col., (2000). Ademas se observa una banda débil que podria

tratarse de una subunidad de PF2 mas glicosilada que la otra.

Cromatograma s
a 200
2 114
E a7
g 1.5
| 1 4
05 b a1
o H—F = T - /Lv—/‘_y—
0 10 20 30 40 50 60 70
Fraccién (2 ml)

Figura 4. Croma_togréhwa de pu_rificacic'm de la lectina PF2 de_palc fierro (Dlneya
tesota) por afinidad en una columna de agarosa-fetuina. (a) Fraccion de lavado
no absorbida en PBS, (b) lectina PF2 eluida con glicina-HCI pH 2.5. Inserto:
analisis de SDS-PAGE, (M) marcadores de peso molecular (Bio-Rad).
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Para el desenmascaramiento de los glicanos o receptores, los tejidos se
colocaron en bufer de citrato de sodio pH 7.2 con Tween 20 al 1% y se
calentaron durante 30 minutos. Las muestras se dejaron reposar hasta que
alcanzaron la temperatura ambiente, y luego fueron lavadas tres veces con
agua destilada. Las secciones de tejido fueron tratadas con peroxido de

hidrogeno al 3% durante 5 minutos y posteriormente con agua destilada.

Interaccion de PF2 con Estructuras del Intestino Medio de Z. subfasciatus

Las secciones de tejido fueron obtenidas como indica el apartado anterior.
Después de bloquear los sitios inespecificos con BSA, las secciones fueron
incubadas por 45 minutos con las lectinas PF2 y PHA biotiniladas de manera
independiente. La union de las lectinas al tejido fue revelada mediante la
incubacion con el sistema estreptavidina-peroxidasa (Sigma), durante 30
minutos. Para revelar la interaccion las secciones de tejido se revelaron con
DAB (0.2 mg/ml) -H,O, (0.005%) por 10 segundos. Finalmente, los tejidos
fueron contratefidos con hematoxilina y montados con resina para su

observacion en el microscopio.
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Estabilidad de PF2 a la protedlisis por enzimas digestivas de Z. subfasciatus

Se sabe que las lectinas pueden causar cambios en la funcion y la morfologia
del intestino de insectos dependiendo de su resistencia a la degradacion
enzimatica y su capacidad para unirse especificamente a receptores en el
intestino medio (Pusztai y col., 1990). Asimismo, las lectinas pueden variar en
su resistencia a la protedlisis por enzimas del intestino medio de insectos
(Carlini y Grossi-de-Sa, 2002; Murdock y Shade, 2002; Macedo y col., 2004).

Los productos de la digestion de las lectinas sometidas al extracto enzimatico
del intestino medio de Z. subfasciatus fueron analizados por SDS-PAGE e
inmunodeteccion. Los resultados mostraron que PF2 no fue susceptible a la
degradacion por enzimas digestivas, manteniéndose la integridad de su
estructura hasta por 24 horas de incubacion (Figura 5). En contraste, PHA-E fue
digerida a partir de las 2 horas de incubacion (Figura 6). Se conoce que lectinas
insecticidas tales como Griffonia simplicifolia I, Ulex europeus, Talisia esculenta
y Bauhinia monadra también han demostrado resistencia a la protedlisis por
enzimas digestivas de insectos como Z. subfasciatus y C. maculatus (Zhu-
Salzman y col., 1998; Macedo y col., 2003; 2006). La produccién de lectinas
resistentes a la protedlisis representa una efectiva estrategia desarrollada por
algunas plantas contra sus depredadores (Brunelle y col., 2004). Con respecto
a esto, las lectinas resistentes a la protedlisis podrian ser mas efectivas que las

que no lo son (Zhu-Salzman y col., 1998).
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Tiempo de digestiéon

Figura 5. (A) SDS-PAGE y (B) inmunodetecion de la digestion de la lectina PF2
por un extracto de enzimas digestivas de Z. subfasciatus e incubadas a
diferentes tiempos. (I) Extracto proteico del intestino medio y (M) Marcadores de

peso molecular (Bio-Rad).

2 4 12 24 PHA-E

Tiempo de digestion

M I 0 2 4 6 12 24 PHAE
Tiempo de digestion

Figura 6. (A) SDS-PAGE y (B) inmunodeteccion de la digestion de la lectina
PHA-E por un extracto de enzimas digestivas de Z. subfasciatus e incubadas a

diferentes tiempos. (I) Extracto proteico del intestino medio y (M) Marcadores de

peso molecular (Bio-Rad).
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La estabilidad a la protedlisis de lectinas como PF2 podria ser resultado de una
estructura terciaria estable, amplios rangos de pH y temperaturas o a que los
insectos sometidos a una dieta que incluya lectinas no posean las enzimas
digestivas capaces de digerirlas (Peumans y Van Damme, 1995; Zhu- Salzman
y col., 1998). Alternativamente, la union de las lectinas a glicoconjugados en el
intestino puede de alguna manera protegerlas de la actividad proteolitica (Zhu-
Salzmany col., 1998). Experimentos con lectinas mutantes carentes del sitio de
union a carbohidratos revelaron que estas lectinas eran rapidamente digeridas

por proteasas digestivas (Zhu-Salman y Salzman, 2001).

Ensayos Histoquimicos

Interaccion de PF2 con Estructuras del Intestino Medio de Z. subfasciatus

La unién de una lectina a estructuras del intestino medio del insecto es un factor
predominante para su actividad insecticida (Gatehouse y col., 1984, Chrispeels
y Raikhel, 1991; Zhu-Salzman y col., 1998; Du y col., 2000; Bandyophyay y col.,
2001; Macedo y col., 2006). PF2 y PHA-E mostraron diferentes intensidades de
interaccion con estructuras del tracto digestivo dependiendo de las diferentes
etapas de desarrollo del insecto (la positividad de interaccion se presenta de un
color café claro hasta un café ocre), los resultados son resumidos en la tabla 4.
La figura 7 muestra los controles negativos de los tejidos, en donde se puede

observar el citoplasma de células epiteliales con sus ntcleos, microvellosidades

y membrana peritrofica tefidos con hematoxilina.
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Tabla 4. Resumen de los resultados de la intensidad de marcaje de PF2 y PHA-

E con el intestino medio de Z. subfasciatus.

Membrana
peritrofica
Microvellocidades
Citoplasma

Region perinuclear

Edad de las larvas

20

PF2

et
4t

bt

PHA-E

++

++

25
PF2 PHA-E
+ =
e e
+++ bt

Intensidad del marcaje: Ausente (-), leve (+), moderado (++), intenso (+++).

Figura 7. Intestinos de larvas de Z. subfasciatus tefiidos con hematoxilina

correspondientes a los dias: a) 16, b) 20 y c) 25. Membrana peritréfica (MP),

ntcleo (N), citoplasma (C), microvellosidades (MV) y lumen (L). 100 X
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Las lectinas pueden provocar efectos nocivos de acuerdo a su capacidad de
unirse a la membrana peritrofica o microvellosidades de las células epiteliales.
PF2 reconoce glicoconjugados presentes en la membrana peritrofica en larvas
de16 dias de edad (estadio Il y Ill), mientras que para las larvas de los estadios
Il y IV PF2 interacciont con las microvellosidades de las células epiteliales. En

contraste, PHA-E no interactu6 con estas estructuras (Figura 8) (Tabla 4).

LLa MP esta constituida por una matriz de fibras de quitina y proteinas, en donde
su funcién principal es la de proteger a las células epiteliales del intestino
medio, del cualquier dafio mecanico que pueda ser provocado por el paso del
alimento. También regula el paso de moléculas entre diferentes compartimentos
del intestino medio. Ademas, esta membrana tiene un rol muy importante en la

compartimentacion de enzimas digestivas (Terra, 2001).

En los insectos de la familia Coleoptera gran parte de la digestion ocurre en el
interior de la membrana peritréfica debido a la presencia de enzimas que se
encuentran asociadas con las membranas microviliares (Terra y col., 2006). La
unién de lectinas tales como PF2 a esta membrana puede provocar un
decremento en su permeabilidad y afectar el movimiento de moléculas entre los
espacios endo y exo peritréfico, o bien interferir con las enzimas digestivas
evitando la absorcion de nutrientes y dando como resultado final la muerte del
insecto (Van Damme, 2008; Du y col., 2000). La importancia de las funciones

de la MP sugiere que ésta puede ser blanco para el control de plagas.

27



Figura 8. Analisis comparativo del reconocimiento de las lectinas PF2 y PHA-E
en el intestino de larvas de diferentes etapas de desarrollo de Z. subfasciatus..
Membrana peritréfica (MP), ntcleo (N), citoplasma (C), microvellosidades (MV)
y lumen (L). 100 X
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Por otro lado ambas lectinas reconocen glicoconjugados de las células
epiteliales (en la region perinuclear y citoplasma) en todos los etapas de
desarrollo estudiadas pero con diferente intensidad. Las diferencias en la
interaccion de ambas lectinas indican que la expresion de glicanos es diferente
en distintas etapas del desarrollo larvario. La composicion y seguramente la
estructura de carbohidratos complejos a lo largo de la superficie luminal puede
variar entre las diferentes secciones del intestino y en diferentes grupos de
edad (Alcoy y col., 1989; Pohlmeyer y col., 2005). Esto ha sido observado en

muchas especies y es un marcador importante en la evolucion.

La unién de una lectina particular al intestino de un insecto no implica
necesariamente que sea téxica (Bandyophyay y col., 2001). En los estudios /n
vitro PHA-E, al igual que PF2, se une a estructuras glicosidicas del intestino
medio de Z. subfasciatus, sin embargo PHA-E no causa efectos nocivos para el
insecto. La falta de resistencia a la protedlisis de PHA-E por enzimas digestivas
de Z. subfasciatus podria ser uno de los factores que determinara que ésta
lectina no sea téxica para el insecto. Zhu-Salzman y col. (2001) evaluaron la
unién de la lectina GSIl recombinate al intestino de larvas de C. maculatus y su
digestion por catepsinas provenientes del insecto. Ellos sugieren que la union
de la lectina a los carbohidratos del intestino del insecto y la resistencia
proteolitica es independiente. Sin embargo ambas propiedades facilitaron la

eficacia de GSIl como molécula de defensa en la planta.

Una particularidad de PF2, que no ha sido reportada en otras lectinas
insecticidas, es su unién a la region perinuclear de células epiteliales (Figura 7).
PF2 interacciona intensamente con esta region en todas las etapas del
desarrollo larval. En humanos, este mismo patron de interaccion ha sido
reportado con la lectina Dolichos biflorus agglutinin (DBA) y Con A en la region
perinuclear de células epiteliales y parietales mediante microscopia de luz.

Estudios de microscopia electrénica acerca de esta interaccion han demostrado
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la union de DBA a las cisternas y vesiculas del aparato de Golgi y la unién de
Con A a las cisternas de la envoltura nuclear y el reticulo endoplasmatico
rugoso (lto y col., 1985). PF2 podria estar interactuando de manera similar a

DBA y Con A, inhibiendo o alterando la sintesis de glicoproteinas, la cual ocurre

asociada a estos organelos.
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CONCLUSIONES

PF2 cumple con los primeros dos requisitos del mecanismo de toxicidad
ya que mostréd ser resistente a la protedlisis e interaccioné con

glicoconjugados de MP y microvellocidades del intestino medio de Z.

subfasciatus.

PF2 y PHA-E mostraron diferencias en la resistencia a la protedlisis y en
la interaccion con el intestino de larvas de Z. subfasciatus, lo cual

explica en parte que PF2 sea téxica para el insecto mientras que PHA-E

no.

El estadio larval que mejor expresa los glicoconjugados que

interactuaron con PF2 fue el estadio Ill (20 dias).
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