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Resumen

Resumen

La necesidad de contar con herramientas seguras y efectivas para el manejo de plagas,
alternativas o complementarias a los insecticidas quimicos, estimula el interés en usar
entomopatdgenos como agentes de biocontrol. Bacillus thuringiensis es entre ellos, el
patdégeno mas exitoso en cumplir este objetivo, y el que ademds mantiene potencial para
seguir desarrollandose.

En este estudio se trabajé en la seleccidon y caracterizacidon de cepas de B. thuringiensis
toxicas para larvas de dos especies de coledpteros plagas que son de gran importancia en el
Sector Agropecuario: el picudo del algodonero (Anthonomus grandis) y el escarabajo de la
cama de pollos (Alphitobius diaperinus). Asimismo, se trabajé en el mejoramiento de un
medio de cultivo para obtener una mayor biomasa activa de una cepa nativa de B.
thuringiensis con vistas a la elaboracidn de un bioinsecticida.

En una primera etapa, se realizaron bioensayos preliminares con cultivos completos de
124 cepas de B. thuringiensis con larvas neonatas de A. grandis. Se seleccionaron tres cepas
exoticas y cuatro nativas por causar porcentajes de mortalidad superiores al 50%. Todas ellas
eran productoras de f-exotoxina. Las cepas nativas compartieron una morfologia similar de
cristales parasporales, un perfil de proteinas similar y los mismos genes insecticidas. Sus
caracteristicas hacen que se parezcan a cepas tdxicas para Lepiddpteros. Ademas mostraron
un perfil de REP-PCR idéntico al de la cepa lepidoptericida HD-1, sugiriendo que podrian
pertenecer al serovar kurstaki. Sin embargo, se observaron diferencias en el perfil plasmidico
y en la produccidn de f-exotoxina. Para determinar en qué fraccién del cultivo se
encontraban los metabolitos responsables de la toxicidad, se realizaron bioensayos
utilizando pellets resuspendidos y sobrenadantes filtrados, comparandolos con los cultivos
completos. Ambas fracciones mostraron diferentes niveles de toxicidad. Los resultados
sugieren que los principales factores de virulencia se encuentran en el sobrenadante y
estarian directamente relacionados con la presencia de f-exotoxina. De acuerdo con los
bioensayos de los sobrenadantes filtrados y sobrenadantes filtrados y autoclavados, no se
descartaria también la participacion de factores de virulencia termolabiles como Crylla en la
toxicidad. En las cepas seleccionadas el principal factor de virulencia seria la f-exotoxina, por

lo que su uso no seria posible de acuerdo a la reglamentacién vigente. No obstante, estas
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podrian ser fuente de genes (ej: crylla) para la produccion de plantas transgénicas
resistentes a dicha plaga.

En una segunda etapa, se realizaron bioensayos preliminares con cultivos completos de
42 cepas de B. thuringiensis con larvas de 22 estadio de A. diaperinus. Las cepas evaluadas
no resultaron tdxicas o presentaron porcentajes de mortalidad menores al 10%,
exceptuando la cepa nativa INTA Mo4-4 y B. thuringiensis svar. morrisoni cepa tenebrionis
DSM2803. Ninguna de estas dos cepas demostrd producir f-exotoxina, sugiriendo que este
metabolito no tendria un papel preponderante en la patogenicidad. Ambas cepas
presentaron morfologia similar de cristales, un perfil de proteinas similar y los mismos genes
insecticidas. Sin embargo, alguna diferencia surgid cuando se compararon los perfiles
electroforéticos de REP-PCR. Ambas cepas mostraron perfiles similares que difieren por la
presencia de una banda polimoérfica en INTA Mo4-4. Estas similitudes sugieren que esta cepa
podria representar una variante dentro del serovar morrisoni. Al igual que para A. grandis, se
analizé6 en qué fraccién del cultivo se encontraban los metabolitos responsables de la
toxicidad. Los resultados mostraron que los metabolitos téxicos principales se encontrarian
en el pellet y se asociarian a proteinas Cry3. Se cuantificé la virulencia del pellet seco y
molido de ambas cepas para la estimaciéon de la concentracién letal media y de otros
parametros estadisticos empleando bioensayos “finos”. La cepa INTA Mo4-4 resultd
significativamente mas téxica que la cepa tenebrionis DSM2803. Se observé ademas que la
solubilizaciéon y tripsinizacion in vitro de los cristales de INTA Mo4-4 no influyen
significativamente sobre su virulencia. Por lo expuesto, la cepa nativa INTA Mo4-4 se
constituyé como la mejor opcidén para ser utilizada como ingrediente activo de un formulado
nuevo destinado al manejo de A. diaperinus. Teniendo en cuenta esta premisa, se seleccioné
el caldo BM con almiddn soluble como medio propicio para la produccion de INTA Mo4-4,
debido a que fue en él donde se logré una mayor produccién de proteinas totales.
Posteriormente, se empled un disefio de Plackett-Burman para determinar cudles de los
ocho componentes del caldo mencionado afectaban significativamente la produccion de
proteinas de la biomasa activa. Se obtuvo de ese estudio que el extracto de levadura es un
componente importante del caldo BM, que influyd significativamente y positivamente en la
produccién de proteinas. La glucosa y el almidon (fuentes de C) demostraron
respectivamente, un efecto negativo y positivo, aunque no significativo, sobre la produccién

de proteinas. Sabiendo que las proporciones de C:N en los medios de cultivo son
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importantes para el crecimiento normal de B. thuringiensis y la produccién de proteinas Cry,
y considerando que el andlisis de Plackett-Burman sélo detecta efectos principales sin tener
en cuenta interacciones, resultdé de interés avanzar en el estudio de la interaccidn entre el
extracto de levadura y el almidén soluble. Los dos componentes seleccionados fueron
optimizados utilizando un disefio central compuesto rotatorio. Se logré mejorar el caldo BM
con la informacién generada. Se obtuvo una produccién de proteinas insecticidas de INTA
Mo4-4 significativamente mayor respecto al medio original, lo que se tradujo en un aumento

significativo de la toxicidad para A. diaperinus.
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El manejo integrado de plagas (MIP) es una estrategia que consiste en la integracién de
las diferentes tacticas empleadas en el control de plagas. Estas tacticas pueden incluir el
control mecdnico, fisico, cultural, genético, quimico y bioldgico de la plaga (Fischbein, 2012).
El control microbiano, rama del control bioldgico, es un método que emplea organismos
vivos microscépicos (bacterias, hongos, virus y nematodos) para reducir la densidad de la
poblacién y los efectos dafiinos de otros organismos plaga (Lecuona, 1996), siendo una plaga
cualquier organismo que produce un dafio o reduce la disponibilidad y la calidad de un
recurso humano (Hajek, 2004). Los insectos del Orden Coleoptera se encuentran entre los
gue causan mayor dafo en el Sector Agropecuario, causando disminucién en los
rendimientos y en la calidad de la produccidn con consecuentes pérdidas econdmicas,
sumado a la complejidad para su manejo y la masiva y nociva utilizacion de insecticidas de
sintesis quimica, involucrando serios riesgos medio ambientales.

Hoy en dia existe una necesidad critica de contar con herramientas seguras y efectivas,
alternativas o complementarias a los insecticidas quimicos, para el manejo de este tipo de
insectos plagas. Esto estimula considerablemente el interés en usar entomopatégenos como
agentes de biocontrol. El patégeno mas exitoso en cumplir este objetivo y que ademas
mantiene potencial para seguir desarrollandose, es la bacteria con cualidades insecticidas

Bacillus thuringiensis.

1. Bacillus thuringiensis.

1.1. Caracteristicas generales.

Bacillus thuringiensis es una bacteria Gram positiva, con forma de bastén, que mide de 3
a5 um de largo por 1 a 1,2 um de ancho, de flagelacién peritrica y que posee la
caracteristica de desarrollar esporas de resistencia que no provocan la distensién del perfil

bacilar (Sauka y Benintende, 2008) (Fig. 1).
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Fig. 1. Imagen de microscopia electrdnica de transmisién de B. thuringiensis en fase de esporulacién
y formacidn de cuerpos cristalinos. C: cristal parasporal; E: espora. Barra, 0,5 um. Tomado de Sauka y

Benintende (2008).

Es un microorganismo anaerobio facultativo, quimioorganotrofo y con actividad de
catalasa. Las distintas cepas de B. thuringiensis presentan caracteristicas bioquimicas
comunes. Poseen la capacidad de fermentar glucosa, fructosa, trealosa, maltosa y ribosa, y
de hidrolizar gelatina, almiddn, glucégeno, esculina y N-acetil-glucosamina (Sauka y
Benintende, 2008).

No obstante, la caracteristica principal de B. thuringiensis es producir cristales
paraesporales de naturaleza proteica (proteinas Cry y Cyt) durante la esporulacion, los que
junto a otros factores de virulencia (proteinas Vip, Sip, f-exotoxina, fosfatasas, etc.)
liberados al medio durante la fase vegetativa de crecimiento, son responsables de la
toxicidad que esta especie presenta para distintos invertebrados, fundamentalmente larvas
de insectos (Sauka y Benintende, 2008). Esto condujo a que hoy en dia los insecticidas
bioldgicos formulados con esporas y cristales de B. thuringiensis como ingrediente activo,
sean los mas comercializados a nivel mundial (Roh et al., 2007; Rosas-Garcia, 2008), y que
genes que codifican sus proteinas insecticidas sean utilizados en la generacidon de plantas

transgénicas conocidas simplemente como plantas “Bt” (Sanchis, 2011).

1.2. Taxonomia de B. thuringiensis.

La especie pertenece al género Bacillus que se incluye en la familia Bacillaceae. Dentro de
este género, Bacillus thuringiensis forma parte del grupo 1, también llamado grupo Bacillus
cereus, el que ademas de estas dos especies esta constituido por: Bacillus anthracis, Bacillus
cytotoxicus, Bacillus mycoides, Bacillus pseudomycoides, Bacillus toyonensis, Bacillus

wiedmannii y Bacillus weihenstephanensis (Sauka y Benintende, 2008; Guinebretiere et al.,
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2013, Jiménez et al., 2013; Miller et al., 2016). Otras tres cepas del grupo B. cereus (Bacillus
gaemokensis, Bacillus manliponensis y Bacillus bingmayongensis) se propusieron como
nuevas especies pero no han sido validadas aun (Jung et al., 2010; Jung et al., 2011; Liu et al.,
2014).

Si bien todos los miembros del grupo B. cereus constituyen un grupo de bacterias
estrechamente relacionadas, B. thuringiensis estd mas emparentada con B. cereus y B.
anthracis, de las que no es facil diferenciarlas debido a las grandes similitudes morfoldgicas y
bioquimicas. Sin embargo, B. thuringiensis se diferencia por la presencia de cristales
parasporales y sus propiedades insecticidas (Sauka y Benintende, 2008).

Bacillus thuringiensis se ha clasificado en 84 serovares mediante serotipificacion del
antigeno flagelar H. Se traté de establecer relaciones entre estos serovares y su actividad
insecticida o la presencia de algun tipo de cristal en particular sin tener éxito, por lo que su
significado bioldgico no estd claro (Sauka y Benintende, 2008). Se establecieron métodos
alternativos de tipificacion de B. thuringiensis, basados en técnicas de biologia molecular
(por ej. amplificacién génica de hag y posterior secuenciacioén, fingerprinting mediante
analisis de secuencias repetitivas extragénicas poliandromicas especificas (REP-PCR)), que
demostraron un poder discriminativo alto y capacidad para identificar lo distintos serovares

(Reyes-Ramirez e lbarra, 2005; Xu y C6té, 2006).

1.3. Ciclo biolégico de B. thuringiensis.

Comienza con la germinacién de las esporas, que dura solo unos minutos en condiciones
ambientales y nutricionales adecuadas. Luego aparece la célula vegetativa que, en un
ambiente rico en nutrientes, se multiplica exponencialmente mediante fisién binaria.
Aunque B. thuringiensis sea anaerobia facultativa, crece y prolifera comunmente en
condiciones aerobias. La temperatura éptima para su crecimiento se ubica entre los 26 y
309C, pero puede también hacerlo entre los 15 y 452C. En cuanto al pH donde crece, puede
variar entre 5,5y 8,5, siendo el rango éptimo entre 6,5y 7,5 (Bernhard y Utz, 1993).

La fase de crecimiento vegetativo finaliza cuando uno o mas nutrientes se agotan, o el
medio se torna fisicamente adverso, y comienza la fase de esporulacién que coincide con el
cambio de fase de crecimiento exponencial a fase estacionaria. En esta fase se produce en
forma simultdnea la formacién de la espora y del cristal, y a la célula se la denomina

esporangio. Las esporas y los cristales son liberados al medio tras la lisis celular (Fig. 2).
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Fig. 2. Esquema del ciclo de desarrollo de B. thuringiensis.

1.4. Habitat y ecologia de B. thuringiensis.

Bacillus thuringiensis es una bacteria cosmopolita debido a su capacidad de vivir en
diferentes ecosistemas terrestres como ser zonas de alta montafia, estepas, bosques
tropicales, desiertos, etc. (Bravo et al., 1998; Quesada-Moraga et al., 2004; Uribe et al.,
2003). A su vez puede ser aislada de diversos sistemas como por ejemplo el suelo, donde se
lo encuentra con mayor frecuencia y las esporas mantienen su viabilidad durante afios, por
lo que se lo considera un microorganismo asociado a éste (Armengol et al., 2007; Jara et al.,
2006). Otros nichos ecoldgicos donde se puede encontrar B. thuringiensis son el filoplano de
plantas, residuos de molienda de granos o polvo de silos, insectos sanos, enfermos o
muertos, telarafias, aguas estancadas y los fondos de lugares anegados donde se desarrollan
larvas de mosquitos (Haloi et al., 2016; Maduell et al., 2002; Onco et al., 2015; Sauka, 2007;
Sauka et al., 2010). Este ultimo es una de los pocos habitats naturales donde se han

descripto casos de epizootias para B. thuringiensis (Goldberg y Margalit, 1997).

1.5. Cristales paraesporales.

Los cristales paraesporales de B. thuringiensis se sintetizan desde el instante en el que
ocurre el englobamiento de la pre-espora hasta su maduracidn, en simultaneidad con la
formacioén de la espora. Varios factores condicionan la cristalizacion de las proteinas Cry,
entre los que estan la estructura secundaria, la formacién de puentes disulfuro entre

residuos cisteina y la presencia de componentes adicionales en el cristal; también los
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mecanismos de cristalizacidn varian entre las distintas morfologias de los cristales (Agaisse y
Lereclus, 1995). Estos cuerpos proteicos pueden representar hasta el 30% del peso seco del
esporangio (Bulla et al., 1980). Existen distintas morfologias, clasificdndose en bipiramidales,
cubicos, cuadrados aplanados, esféricos y otras formas atipicas menos frecuentes (Khetan,
2001).

Existe una fuerte relacién entre la morfologia de ciertos tipos de cristales, las proteinas
Cry que los constituyen, los genes que los codifican y la actividad insecticida (Sauka vy
Benintende, 2008). Por ej., para el caso de cristales conformados por proteinas tdxicas para
coledpteros, se pudo establecer una fuerte asociacidn entre la forma cuadrada aplanada de
los cristales, una proteina de ca. 72 kDa y genes cry3 (Sauka y Benintende, 2008) .También se
asociaron cristales ovoides con una proteina de ca. 130 kDa y genes cry8 (Amadio et al.,
2013; Li et al., 2014).

Como se describié anteriormente, el cristal paraesporal se ubica en el interior del
esporangio y, por lo general, fuera del exosporio de la espora, para ser finalmente liberado
tras la lisis celular. Se describieron casos donde se encontré al cristal dentro del exosporio,
por lo que se mantenia unido a la espora cuando la célula lisaba (Huber y Lithy, 1981; Lépez-
Meza e Ibarra, 1996). En otro caso muy atipico, se pudo observar que los cristales se forman
fuera del exosporio, pero permaneciendo ambos indefinidamente dentro de un esporangio
gue no lisa (Sauka y Benintende, no publicado).

Cada cristal esta conformado por una o varias proteinas Cry, en algunos casos también
Cyt, que se agrupan entre si mediante puentes disulfuro (lriarte y Caballero, 2001). La
estabilidad de estas uniones condiciona el pH de solubilizacién del cristal. Gracias a la
presencia de chaperonas que estabilizarian la estructura del cristal y evitarian la degradacion

por proteasas, se preservan los cristales dentro de la célula (Crickmore y Ellar, 1992).

1.6. Proteinas y otros metabolitos téxicos para coledpteros producidos por B.
thuringiensis.

1.6.1. Proteinas Cry.
Las proteinas Cry son los principales constituyentes de los cristales y representan un

grupo diverso y el mas abundante de proteinas insecticidas producidas por B. thuringiensis
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(Palma et al., 2014). Se clasifican en un conjunto de 74 grupos principales divididos en
diferentes clases y subclases juzgadas en base a un analisis de similitud de sus secuencias de
aminoacidos e informacién estructural derivada a partir de cristalografia de rayos X (B.
thuringiensis toxin nomenclature website en http://www.btnomenclature.info/) (Crickmore
et al. 2016). Las diferencias aminoacidicas que presentan se traducen cominmente en las
variaciones a nivel de toxicidad y especificidad (Tounsi et al., 1999). Las proteinas Cry
muestran en general espectros de actividad reducida y muchas veces acotados a unas
cuantas especies de insectos pertenecientes a un mismo orden. Los genes que codifican
estas proteinas (genes cry), siguen su correspondiente clasificacion.

Las proteinas Cry se sintetizan como protoxinas que son activadas proteoliticamente para
generar el fragmento activo (toxina), conocido como 6-endotoxina (Sauka y Benintende,
2008). Se ha visto un efecto sinérgico entre las esporas y las 6-endotoxinas de algunas cepas
(Liu et al., 1998). No se conoce bien el mecanismo por el cual la espora tiene efecto
potenciador, pero se sabe que no solo depende de la germinacidn de la espora sino también
de las proteinas presentes en su cubierta (Johnson et al., 1998).

Se conocen distintas proteinas Cry que presentan distintos grados de toxicidad para
coledpteros: Cry3, Cry7, Cry9Da, Cryl4, Cry18, Cry22, Cry23, Cry34, Cry35, Cry36, Cry37,
Cry43 y Cry55. También existen otras que presentan una actividad dual frente a otro orden
de insectos, tal como los casos de Cry1B, Cry8, y Crylla (lepiddpteros y coledpteros), Cry6A y
Cry14 (nemdatodos y coledpteros) y Cry51 (hemipteros y coleépteros).

Las Cry3 son las mas conocidas, especialmente las Cry3A. Son proteinas de ca. 72 kDa que
se combinan para formar cristales proteicos cuadrados aplanados. Son activadas por
proteasas asociadas a esporas en toxinas de ca. 67 kDa (Hofte y Whiteley, 1989). Estan
codificadas por genes que constan de un marco abierto de lectura que rondan los 1900 pb,
gue tienen la particularidad de ser expresados durante el crecimiento vegetativo a diferencia
de otros genes cry (Sekar et al., 1987).

Otro grupo bien conocido es el de las Cry8. Son proteinas de ca. 130 kDa que se agrupan
conformando cristales ovoides. Estas proteinas son activadas proteoliticamente en un
fragmento de 60-70 kDa que es toxico para coccinélidos (Navas et al., 2014), escarabeidos
(Shu et al.,, 2009) y también para algunos lepidépteros (por ej. Anticarsia gemmatalis)

(Amadio et al., 2013). Los genes cry8 constan de 3500 pb aproximadamente, coexisten mas
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de uno distinto por cepa y se pueden encontrar juntos constituyendo islas de patogenicidad
dentro de megapldsmidos (Navas et al., 2016).

Tanto las Cry23Aa y Cry37Aa como Cry34 y Cry35 constituyen “proteinas insecticidas
binarias”, es decir que se requieren ambas para ejercer su efecto toxico para larvas de
distintas especies de crisomélidos (Palma et al., 2014; Ellis et al., 2002). En un estudio
especifico de distribucién de genes cry34 y cry35, se hallaron éstos simultdneamente con
una frecuencia baja de deteccidn en B. thuringiensis provenientes de Asia, Australia, América
del Sur y del Norte (Schnepf et al., 2005).

Las Cry18 son producidas por Paenibacillus popilliae y no por B. thuringiensis (Zhang et al.,
1997). Se ha utilizado esta bacteria en los Estados Unidos de América por mds de cincuenta
afios en el control biolégico de larvas del escarabajo “Japonés” (Popillia japonica). Por otra
parte, las Cry43 fueron aisladas de otra bacteria distinta a B. thuringiensis llamada
Paenibacillus lentimorbus y también de otra cepa de P. popilliae (Yokoyama et al., 2004). La
produccién de estas proteinas por bacterias diferentes a B. thuringiensis demuestra que las
Cry no estarian restringidas Unicamente a éstas, sino que estarian mas distribuidas en la

naturaleza de lo que se pensd inicialmente.

1.6.2 .Otros factores de virulencia.

Ademas de las proteinas Cry téxicas para coledpteros que forman los cristales en la fase
de esporulacién, B. thuringiensis puede liberar otros factores de virulencia durante la fase
vegetativa de crecimiento que pueden llegar a producir o asistir con la muerte del insecto.
Algunos presentan alta especificidad como las proteinas Vip (del inglés Vegetative
insecticidal protein) y las proteinas Sip (del inglés Secreted insecticidal protein), mientras que
otros no distinguen el tipo de insectos que afectan (por ej.: [f-exotoxina, fosfolipasas,
enterotoxinas, hemolisinas, metaloproteasas, quitinasas) (Sauka y Benintende, 2008).

Las Vip son proteinas insecticidas no relacionadas con las Cry, no forman inclusiones
cristalinas y se secretan al medio durante el crecimiento vegetativo de la bacteria (Estruch
et al., 1996). Se han descripto 4 grupos: Vip1, Vip2, Vip3 y Vip4; su sistema de nomenclatura
es el mismo que se aplica para las toxinas Cry (Crickmore et al., 2016).

Vipl y Vip2 constituyen una toxina binaria, es decir que se requiere ambas para que sea

activa; tiene accidén insecticida contra varios coledpteros (de Maagd et al., 2003) y Aphis

10



Introduccion

gossypii (Hemiptera) (Sattar y Maiti, 2011). Vip3 es toxica para lepidépteros (Estruch et al.
1996), mientras que de Vip4 no se conoce la actividad ni su rango de hospedadores.

Los genes vipl y vip2 se encuentran en un mismo operon, cada uno contiene un péptido
sefial N-terminal. EI N-terminal de Vip1 es procesado después de la secrecion. Posiblemente
su modo de accién es similar a las toxinas binarias A+B, en la que Vip2 es el dominio A
citotéxico y Vipl es el dominio de unién al receptor responsable de la translocacién de Vip2
dentro de la célula huésped; una vez dentro Vip2 actia como ADP-ribosiltransferasa en la
actina lo que bloquea la polimerizacién y conduce a la muerte de la célula (Palma et al.,
2014).

Otras de las proteinas insecticidas que se liberan durante la fase vegetativa son las Sip, de
las cuales solo se conoce la Sip1Aal (Donovan et al., 2006). Tiene 21% de identidad con 141
aminodcidos de la proteina mosquitocida Mtx3 de Lysinibacillus sphaericus; no se conoce su
mecanismo de accion pero posee propiedades insecticidas para coledpteros. Es letal para L.
decemlineata (Coleoptera: Chrysomelidae) y retarda el crecimiento de Diabrotica
undecimpunctata howardi (Coleoptera: Chrysomelidae) y D. virgifera virgifera (Donovan et
al., 2006).

Las f-exotoxinas son toxinas termoestables, no proteicas, producidas durante la fase
vegetativa sélo por algunas cepas de B. thuringiensis. Son compuestos inespecificos que
resultan téxicos para diversos insectos y nematodos (Liu et al., 2014). En insectos afecta el
proceso de muda y desarrollo de pupas produciendo efectos teratogénicos (Burjeon et al.,
1969). Poseen cierto grado de toxicidad para células de mamiferos y persistencia en el
ambiente (Beebe et al., 1972). La reglamentacién vigente de los entes regulatorios de
bioinsecticidas a base de B. thuringiensis prohibe el uso de cepas que producen este
metabolito como ingrediente activo de los mismos (Rosell et al., 2008).

Existen dos tipos de f-exotoxina: la de tipo | y la de tipo Il (Liu et al., 2014). La de tipo | es
la que se detecta mas frecuentemente. Esta toxina, también llamada “thuringiensina”, fue
considerada por afios un metabolito estructuralmente similar al ATP. No obstante, Liu et al.
(2010) propusieron que es un polisacarido de adenosina en lugar de un andlogo de adenina.
Se la considera un inhibidor de la ARN polimerasa por competir con el ATP por sitios de
unién (Sebesta y Horska, 1970).

Liu et al. (2010) clonaron y secuenciaron el cluster de 11 ORFs involucrados en la sintesis

de esta f-exotoxina de tipo | que estd localizado en un megaplasmido de 110 kb. Uno de
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estos ORFs codifica la proteina ThuE, que demostré ser la responsable de la fosforilacidn de
un precursor de S-exotoxina en el paso final de su proceso de sintesis.

La produccidn de f-exotoxina puede evidenciarse a través de diferentes métodos. Entre
ellos se destacan la cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) y bioensayos con larvas
de Musca domestica u otros insectos (Liu et al., 2014). Todos estos métodos tienen en
comun que son laboriosos y requieren mucho tiempo de trabajo. En ese sentido, se
establecid una estrategia que consta de dos métodos basados en amplificacion génica (PCR)
para la prediccion rapida de la produccién de S-exotoxina de tipo | en B. thuringiensis (Sauka

etal., 2014).

1.6.3. Estructura de las proteinas insecticidas.

La estructura tridimensional de las proteinas coleoptericidas Cry3Aa, Cry3Bb y Cry8Ea, en
su forma activa, fue dilucidada a través de cristalografia de rayos X (Fig. 3) (Galitsky et al.,
2001; Guo et al., 2009; Li et al., 1991). Todas ellas muestran una topologia comun de tres
dominios que también comparten con otras proteinas de diferente espectro de accidn:
CrylAa y CrylAc (toxicas para lepiddpteros), Cry2Aa (toxicidad dual para lepiddpteros y
dipteros), Cry4Aa y Cry4Ba (toxicas para dipteros), Cry5B (téxicas para nematodos) (Xu et al.,
2014).

El dominio | de estas proteinas Cry esta formado por siete estructuras a-hélice, donde
una hélice central esta rodeada por las otras seis. Este dominio participaria en la formacién
del poro en la membrana de las células intestinales del insecto susceptible. El dominio Il esta
formado por tres laminas de estructura B en antiparalelo y participaria en la interaccién con
el receptor, por lo que seria determinante en la especificidad. El dominio Ill, es un B-
sandwich en antiparalelo que también estaria involucrado en la estabilidad de la toxina, la
union al receptor y la formacién del poro (de Maagd et al., 2001).

Por otra parte, se determind la estructura tridimensional de otras toxinas coleoptericidas
gue resultaron no estar formadas por la estructura clasica de los tres dominios (Fig. 3). Tales
son los casos de Cry6Aa (Dementiev et al., 2016), Cry51 (Xu et al., 2015), Vip2Aa (Han et al.,
1999) y las toxinas binarias Cry23/37 (Rydel et al., 2001) y Cry34/Cry35 (Kelker et al., 2014).
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Cry23/Cry37

Fig. 3. Estructura tridimensional de toxinas representativas producidas por B. thuringiensis. Cry3Aa
(PDB: 1DLC) es un ejemplo de la familia de las toxinas Cry de tres dominios; Cry6Aa (PBD: 5KUC) es
una toxina alfa helicoidal; Cry51 es un miembro de la familia Etx / Mtx2 (PDB: 4PKM); Vip2Aa (1 QS1);
Cry34 es una proteina similar a la aegerolisina (PDB: 4JOX) que actia como una toxina binaria con
Cry35, una proteina de la familia Toxin_10 (PDB: 4JP0); la toxina binaria Cry23/Cry37 (PDB: 4RHZ) es

un ejemplo de toxinas Cry-like-Mtx.

1.6.4. Mecanismo de accion de las proteinas Cry de tres dominios.

Las larvas del insecto susceptible ingieren cristales y esporas de B. thuringiensis que se
encuentran presentes en su dieta. Estos atraviesan practicamente intactos el primer tramo
del tubo digestivo (estomodeum), hasta llegar al intestino medio (mesenterdn). El conjunto
de reacciones que se llevan a cabo para que una toxina Cry de tres dominios ejerza su efecto
han sido estudiadas primordialmente en el contexto Lepidoptera. Este Orden de insectos
presenta intestinos medios con alta alcalinidad, con enzimas digestivas propicias para la
disolucidén y activacién de las proteinas (Dow, 1986). Por el contrario, el pH intestinal de las

larvas de ciertos coledpteros puede ser de neutro a acido (Koller et al., 1992; Linser et al.,
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2014; Terra y Ferreira, 1994). Esto podria constituir una razén por la que a veces la protoxina
no se solubiliza, traduciéndose en una baja susceptibilidad a B. thuringiensis (de Maagd et
al., 2001).

Una vez que las protoxinas fueron solubilizadas, estas son activadas posteriormente
liberando el fragmento téxico (6-endotoxina) de 55 a 60 kDa. Este procesamiento se produce
por la accidn de diferentes clases de proteasas presentes en el intestino del insecto, aunque
se describid también la intervencidn de proteasas asociadas al cristal o de un cierto nivel de
protedlisis espontanea (Cannon, 1996). El perfil de tipo de proteasas presentes también
jugaria un rol importante en la resistencia o baja susceptibilidad frente a B. thuringiensis
(LOpez-Pazos et al., 2010; Loseva et al., 2002). Las serina proteasas (por ej. tripsina y
guimotripsina) son las mas importantes en lepidépteros, mientras que también lo pueden
ser en algunas especies de coledpteros (Sharifi et al., 2012). Sin embargo, en coledpteros las
cisteina proteasas son en general las predominantes (Oppert et al., 2003).

Las proteinas en su forma monomérica se unen a dos receptores en una interaccion de
baja afinidad (fosfatasa alcalina (ALP) y aminopeptidasa N (APN)) (Pardo-Lépez et al., 2013).
Estos receptores son proteinas muy abundantes y se encuentran ancladas a la membrana
por un glicosilfosfatidilinositol (GPI) (Upadhyay y Singh, 2011). La unién a ALP y APN permite
la concentracion de una gran cantidad de toxinas en la membrana apical de las células
epiteliales del intestino medio, donde se une fuertemente a proteinas similares a caderina
(CAD) (Pardo-Lopez et al., 2013). En coledpteros, se conoce que Cry3Aa es capaz de unirse a
una metaloproteasa en Leptinotarsa decemlineata (Ochoa-Campuzano et al., 2007), y a una
CAD y ALP en Tenebrio molitor (Fabrick et al., 2009; Zufiga-Navarrete et al., 2013), mientras
qgue Cry7Ab3 se une a CAD en Henosepilachna vigintioctomaculata (Song et al., 2012).
Ademas, un gen que codifica CAD se identificéd en Diabrotica virgifera virgifera (Sayed et al.,
2007). Otro tipo de receptores encontrados son una ALP en Anthonomus grandis para Cry1lB
(Martins et al., 2010), una B-glucosidasa en P. japonica para Cry8Da (Yamaguchi et al., 2013),
y un sodium solute symporter junto a una CAD en Trobolium casteneum para Cry3Ba
(Contreras et al., 2013). Hua et al. (2014) identificaron el primer receptor para Cry3Bb en A.
diaperinus, una CAD de ca. 185 kDa (AdCad1).

Posteriormente, se induce un cambio conformacional en la proteina Cry monomérica que
promueve la escisién del extremo N-terminal incluyendo la hélice a-1 del dominio | de la

toxina por una proteasa de membrana. Este clivaje facilita la formacién de una estructura
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oligomérica pre-poro, en la que varias moléculas de la proteina Cry interactuan para
formarla (Pardo-Lépez et al., 2013). Esta se une a una molécula de APN y ALP, a través de
una interaccion de alta afinidad, que la transportaria hacia zonas especificas de la membrana
donde se inserta a través del dominio | formando un poro (Pardo-Lépez et al., 2013). La
formacién de este oligdmero antes de su insercion en la membrana se demostrd para
toxinas Cry3A en los coledpteros L. decemlineata y T. molitor (Fabrick et al. 2009; Rausell et
al., 2004). En la figura 4 se muestra una representacion esquematica del mecanismo de
accién a nivel molecular de las toxinas Cry de tres dominios que se da en lepiddpteros y que

comparte grandes similitudes con lo que ocurriria en coledpteros.

L | ’ Cristales (protoxinas)
Proteasa @&
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monomeérica . .
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Toxina Cry >
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O —
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Fig. 4. Representacidn esquematica del mecanismo de accién a nivel molecular de las toxinas Cry de

tres dominios en lepiddpteros. Adaptado de Pardo-Lopez et al., 2013.

Las células se hacen permeables a iones pequefios y otras moléculas como consecuencia
de la formacién del poro. Estas se hinchan debido al desbalance osmético y finalmente
ocurre la lisis celular (Pardo-Lépez et al., 2013). La disrupcidén del epitelio del intestino medio
hace que la larva deje de alimentarse y muera por desnutricion. Este proceso se veria
acelerado debido a la entrada de esporas a la hemolinfa, donde encontrarian un lugar
favorable para la germinacion y reproduccion (Schnepf et al., 1998).

Un modelo alternativo de mecanismo de accion fue expuesto por Zhang et al. (2006). En
este modelo se propuso que la unién al receptor de CAD desencadenaria una via intracelular
gue resultaria en la activacién de una proteina G con la posterior activacion de la adenilato
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ciclasa, aumentando niveles de AMPc y la activacidn de una proteina quinasa A, que a su vez
conduciria a la muerte celular sin la participacion del oligdmero de la toxina, de la formacién
de poros y sin la participacién de otros receptores tales como proteinas ancladas a GPI.

Por otra parte, Broderick et al. (2006 y 2009) sugirieron que la mortalidad seria sdlo
inducida por B. thuringiensis y que dependeria esencialmente de bacterias que forman parte
de la microbiota del intestino medio del insecto huésped como responsables reales. No
obstante, este planteamiento es muy discutible y controversial. Otro grupo de investigacion
confirmé mas recientemente que la presencia de B. thuringiensis es suficiente para producir
la muerte de la larva y que lo puede lograr en ausencia de su microbiota intestinal (van

Frankenhuyzen et al., 2010).

1.7. Patogenicidad de B. thuringiensis para insectos coledpteros.

La patogenicidad de B. thuringiensis se da a nivel de varios taxones de invertebrados,
principalmente aquellos pertenecientes a la Clase Insecta. Dentro del Orden Coleoptera, las
familias con susceptibilidad probada incluyen: Bostrichidae, Coccinellidae, Curculionidae,
Chrysomelidae, Dermestidae, Elateridae, Tenebrionidae, Scolytidaey Scarabeidae (Glare y
O’Callaghan, 2000; Méndez-Ldpez et al., 2003).

Una cepa patdgena para coledpteros, designada “B. thuringiensis var. san diego” fue
comunicada por Herrnstadt et al. (1986) como productora de una proteina de ca. 60 kDa
tdéxica para algunos coledpteros: Phyrrhalta luteola, Anthonomus grandis, Tenebrio molitor
entre otros. La secuencia nucleotidica que codifica esa toxina fue reportada al afio siguiente
(Herrnstadt et al., 1987). Esta secuencia de la cepa “B. thuringiensis var. san diego” resulté
idéntica a la obtenida por Sekar et al. (1987) para la cepa “B. thuringiensis var. tenebrionis”.
Ese mismo ano, Krieg et al. (1987) demostrd que ambas cepas serian idénticas. Actualmente
las dos cepas se clasifican dentro del serovar morrisoni, denominandose B. thuringiensis
svar. morrisoni cepa san diego y B. thuringiensis svar. morrisoni cepa tenebrionis
respectivamente. Por otra parte, cepas de B. thuringiensis svar. israelensis, mosquitocida por
excelencia, mostraron cierto nivel de toxicidad para especies de coledpteros: Hypothenemus
hampei (Méndez-Lépez et al., 2003), Epilachna paenulata (Sauka et al.,, 2010a) vy
Anthonomus grandis (Monnerat et al., 2012).

Las cepas de B. thuringiensis difieren en su toxicidad frente a determinadas especies de

insectos y en la potencia relativa de sus toxinas hacia las especies susceptibles. Cuando se
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comparan relativamente los niveles de patogenicidad producidos por cepas de B.
thuringiensis activas contra coledpteros frente a los de cepas consideradas tdxicas para
dipteros o lepiddpteros, la realidad demuestra que son significativamente mas bajos (Glare y
O’Callaghan, 2000). Esto se cree que podria deberse al ambiente neutro a acido que en
general existe en el interior del intestino medio de los coledpteros, lo que dificultaria la
solubilizacion de los cristales (de Maagd et al., 2001), y/o la posterior activacion de la toxina
(Sharifi et al., 2012).

Resumidamente, podemos mencionar que son al menos tres los factores principales que
influirian sobre la potencia relativa o especificidad de los cristales de B. thuringiensis (Bravo
et al., 2004; Carroll et al., 1997): el origen de la toxina, que implica conocer de que cepa de
B. thuringiensis proviene; el grado de solubilidad de los cristales en los jugos intestinales del
huésped; la presencia de las enzimas apropiadas para la activacién de la protoxina y la
susceptibilidad intrinseca del huésped a la toxina, que estaria dada por la presencia de

receptores especificos en las células epiteliales del intestino medio del mismo.

1.8. Bioinsecticidas y plantas transgénicas para el manejo de coledpteros
plagas.

La accidn insecticida de B. thuringiensis se puede presentar bajo una serie de productos
conocidos como bioinsecticidas de primera, segunda y tercera generacién (Tabla 1), asi
como de las llamadas plantas transgénicas Bt que se utilizan para el manejo de insectos
plagas.

Un numero elevado de formulaciones a base de B. thuringiensis se encuentran registradas
en todo el mundo. En nuestro pais, desde la década del ‘80 se han efectuado estudios sobre
produccién de esta clase de bioinsecticidas empleando distintas cepas de B. thuringiensis,
focalizadndose en el disefio y formulacién de medios de cultivo y optimizacion de procesos
fermentativos (Arcas, 1985; Benintende et al., 2005; Ertola, 1987; Faloci et al., 1990; Monella
et al.,, 2007). Algunas empresas privadas locales registraron productos de origen nacional
destinados al control de orugas defoliadoras y también de larvas de mosquitos, los que se

suman a productos de importacion (Sauka y Benintende, 2008).
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Tabla 1. Caracteristicas principales de los bioinsecticidas que poseen B. thuringiensis

como ingrediente activo (Sauka et al., 2013).

Bioinsecticidas Caracteristicas principales de las formulaciones

Primera generacion Mezcla de cristales y esporas de B. thuringiensis como ingrediente
activo. Especificidad restringida a ciertos 6rdenes de insectos.
Potencia relativamente baja y toxicidad residual corta. Constituyen
la mayor proporcién de los productos comerciales disponibles
mundialmente.

Segunda generacion Mezcla de cristales y esporas de B. thuringiensis a la cual se le
introdujo genes que codifican 3-endotoxinas presentes en otros B.
thuringiensis. Espectro de actividad ampliado o toxicidad
incrementada mediante un efecto sinérgico o aditivo.

Tercera generacion Contiene bacterias recombinantes que fueron modificadas
genéticamente con genes cry de B. thuringiensis, o esta misma
bacteria modificada con otros genes que codifiquen para otros
factores de virulencia distintos a las 6-endotoxinas. Toxicidad

residual aumentada o espectro de actividad ampliado.

Solo dos productos comerciales registrados para el manejo de coledpteros plagas existen
a nivel mundial, formulados con B. thuringiensis svar. morrisoni cepa tenebrionis como
ingrediente activo: Novodor™ y Trident™ (Srinivasa Rao et al., 2015). De acuerdo a nuestro
conocimiento, en la actualidad no existen en nuestro pais productos registrados para su
comercializacién a base de B. thuringiensis con actividad toxica para coledpteros.

En lo que respecta a las plantas transgénicas Bt, han tenido un gran desarrollo gracias a
los avances en la ingenieria genética. El empleo de este tipo de plantas posee la ventaja de
reducir la necesidad de aplicacién de insecticidas, de proveer una proteccion duradera a lo
largo de la temporada de cultivo y de que los Unicos insectos expuestos a la toxina son
aquellos que se encuentran alimentandose de las plantas y no otros insectos (Ahmad et al.,
2012). Por otro lado, las plantas Bt poseen la gran desventaja que radica en la posible
generacion de resistencia en ciertas poblaciones naturales de insectos que se alimentan de

ellas (Tabashnik et al., 2013).
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En los EE.UU estan registrados seis eventos de plantas transgénicas Bt para el manejo de
diversos coledpteros que afectan cultivos de importancia econdmica (Tabla 2) (United States
Environmental Protection Agency, 2016). Actualmente en nuestro pais no existe ningun

registro de planta Bt destinada al manejo de coledpteros.

Tabla 2. Eventos transgénicos Bt registrados en EE.UU para el manejo de coledpteros plagas.

Gen/genes Evento Cultivo Ao de registro

cry34/cry35  Cry34/35 in event 59122-7 Maiz 2005
(PC code: 006490)

cry3A Cry3A in New Leaf Potato Papa 1995
(PC code: 006432)

cry3Bb1 Cry3Bb1 in event MON Maiz 2015
87411 (PC code: 006580)

cry3Bb1 Cry3Bb1 in event MON Maiz 2005
88017(PC code: 006498)

ecry3.1Ab1 eCry3.1Ab in event 5307 Maiz 2012
(PC code: 016483)

mcry3A° mCry3A in Event MIR 604 Maiz 2006
(PC code: 006509)

! Proteina quimera generada por ingenieria genética. > Proteina modificada.

2. Coléopteros plaga de importancia en el Sector Agropecuario.

2.1. Anthonomus grandiis: el picudo del algodonero.

El cultivo del algoddn tiene en nuestro pais una importancia relevante, tanto en aspectos
econdmicos como sociales, generando empleo y valor agregado a la cadena agroindustrial.
La superficie sembrada en todo el pais durante la campafna 2015/2016 fue de 401.360 ha
seglin datos del Ministerio de Agricultura (MinAgri, 2016). El ecosistema algodonero
presenta serios problemas en el control de artrépodos plagas debido a situaciones

generadas por aplicacién inadecuada e indiscriminada de insecticidas quimicos, sumado a la
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presencia sostenida afio tras afo, del picudo del algodonero. Anthonomus grandis Boheman
(Coleoptera: Curculionidae), es considerado una de las plagas mds importantes del cultivo de
algoddn en todo el mundo, tanto por los dafios que causa como por las dificultades para su
manejo, en la regidn norte de Argentina y otras regiones del continente americano (Bonacic
Kresic et al., 2010; de Lima et al., 2013; Ramalho y Wanderley, 1996).

Con lo que respecta a la biologia de la especie, en condiciones naturales su ciclo biolégico
consta de 18 a 22 dias, pasando por una metamorfosis completa (Rodriguez et al., 2014) (Fig.

5).

LARVAS
(3 estadios)

HUEVOS

3 a5dias

3 a7dias

ADULTOS

Fig. 5. Ciclo de vida de A. grandis. Tiene una duracién entre 18 a 22 dias. Una vez que las larvas
emergen pasan por 3 estadios, luego de los cuales empupan y aproximadamente a la semana emerge
el adulto. Las hembras a los pocos dias alcanzan la madurez sexual y depositan los huevos dentro de

los botones florales.

- Huevos: son de color blanco nacarado con forma eliptica. Su tamafio es de 0,8 mm de
largo y 0,5 mm de ancho.

- larvas: presentan forma de C, dpodas, cilindricas, curvadas y de cuero corrugado. Es de
color blanco a excepcion de la cabeza que es de color oscuro. Al salir del huevo mide 1 mmy
alcanza los 6 mm, en su tercer y ultimo estadio o muda. Antes de que se forma la pupa, las

larvas disminuyen su actividad y dejan de alimentarse, estado conocido como prepupa.
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Pupas: Es de color blanco crema y sin cobertura, lo que permite distinguir el pico
descansando sobre la parte ventral del cuerpo. Son de 6 mm de largo por 3 mm de ancho
aproximadamente.

- Adultos: miden de 3 a 8 mm de largo, la mitad de esta longitud corresponde al pico o
rostro y de 3 a4 mm el ancho del cuerpo. El pico o rostro es curvado, largo y delgado. Posee
un par de antenas geniculadas. El aparato bucal es de tipo masticador, localizado en el
extremo del pico. Las mandibulas sirven para cortar y rasgar y el movimiento de rotacion del
pico funciona como un taladro. Presentan élitros que poseen surcos longitudinales,
cubiertos por pelos cortos. El color varia de pardo rojizo a castafio oscuro.

Pueden pasar por un estado fisiolégico de reposo denominado diapausa. Se caracteriza
por una paralizacion del sistema reproductivo, aumento en el contenido de grasas,
reduccion del contenido de agua y reduccién de la respiracién. Un insecto normal vive un
promedio de no mas de 50 dias. Un adulto que entré en diapausa puede sobrepasar 130 dias
sin alimentarse durante ese periodo (Bonacic Kresic et al., 2010).

Esta plaga produce dafios de dos tipos en los cultivos de algoddn: por alimentacién y por
oviposicion. Los adultos, hembras y machos, perforan botones florales y bellotas para
alimentarse; la hembra después del periodo de pre-oviposicion realiza una perforacién con
las mandibulas y coloca sus huevos dentro de botones florales o cuando éstos escasean
deposita sus huevos en bellotas recién formadas. Posteriormente tapa el orificio con una
sustancia pegajosa de color blanco lechoso, secretada por las glandulas accesorias (Alonso,
1983; Norato, 2005). No obstante, el dafio econdmico lo efectua el estadio larvario al
alimentarse de las anteras, polen o fibra de las semillas en formacién (Avila y Teran, 1993;
Martinez et al., 2002). Los botones florales dafiados y bellotas pequefias, se caen vy las
bellotas grandes permanecen en la planta, pero su calidad se ve afectada.

Su manejo se basa en el uso de insecticidas quimicos de tipo organofosforados y
piretroides (Fogar et al., 2015). La importancia del empleo del control quimico radica en
mantener al picudo a niveles donde no cause dafios econdmicos. Sus aplicaciones por focos
se efectUan para retrasar las aplicaciones generalizadas de insecticidas, por lo menos hasta
70y 80 dias después de la siembra de un lote.

A su vez existen practicas preventivas de tipo cultural, como ser periodos cortos de
siembra y eliminacion de focos y hospederos. Y practicas etoldgicas, con el uso de trampas

de feromonas y tubos mata picudos. Estas trampas son eficientes para atraer y/o detectar

21



Introduccion

picudos al inicio y fin del ciclo del cultivo, cuando hay menos competencia con picudos
machos en el campo (Bonacic Kresic et al., 2010).

En lo que respecta al control bioldgico, se han encontrado aislamientos de hongos vy
bacterias entomopatdgenas toxicas para A. grandis con potencialidad para ser formulados
como bioinsecticidas o alguno de sus genes como parte de una planta Bt (Monnerat et al.,
2012; Nussenbaum, 2014). Como fruto de alguna de estas investigaciones, se comunico
recientemente el desarrollo a nivel experimental de plantas transgénicas de algodon
productoras de Crylla de la cepa S1451 y Cryllal2, ambas destinadas al manejo de

Spodoptera frugiperda y A. grandis (Silva et al., 2015; de Oliveira et al., 2016).

2.2. Alphitobius diaperinus. el escarabajo de la cama de pollos.

Uno de los problemas que afecta a las explotaciones avicolas es la presencia de
escarabajo de la cama de pollos, Alphitobius diaperinus Panzer (Coleoptera: Tenebrionidae).
Este coledptero es considerado una plaga endémica de distribuciéon mundial en granjas
avicolas, que con los afios aumenta la severidad de las infestaciones (Hosen et al., 2004).

Los escarabajos adultos pueden vivir entre 3 y 12 meses. Un escarabajo hembra tiene el
potencial de producir hasta 2.000 huevos después del apareamiento (Cecco et al., 2005). Los
suele depositar en las fisuras, grietas y material aislante de las granjas avicolas. Estas larvas
eclosionan entre los 4 y los 7 dias y completan el desarrollo a la fase adulta entre 40 y 100
dias, dependiendo de la calidad de alimentos y la temperatura. En condiciones de
laboratorio el ciclo dura aproximadamente 55 dias (da Silva, et al. 2005).

Existen de 6 a 11 estadios larvales, dependiendo de las condiciones ambientales, siendo el
desarrollo dptimo entre 30 y 33°C con 90% de humedad relativa (Francisco y do Prado, 2001)
(Fig. 6).

- Huevo: es de color blanquecino o marrén, de un largo de alrededor de 0,5 a 0,7 mm
- Larva: llega a medir 11 mm en su etapa final. Presenta un nimero de estadios entre 6 y
11 estadios larvales dependiendo de las condiciones ambientales. La larva presenta un
aspecto blanquecino al salir del huevo, que va oscureciéndose hasta alcanzar un color
marrdn. En estadios larvales avanzados se observa un cuerpo estrecho y segmentado.

- Pupa: son de color blanco cremoso. Llegan a medir entre 2,2 y 2,5 mm de largo.
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- Adulto: de hasta 6 mm de longitud y forma oval. Presentan un color negro brillante con

élitros de color marrdn rojizo, variable entre individuos y edad.

4 a7 dias ﬂ:b i! 38 dias

LARVAS
6-11 estadios

HUEVOS

PUPAS

5 dias

|

4 dias

ADULTOS

Fig. 6. Ciclo de vida de A. diaperinus. En condiciones de laboratorio tiene una duracién aproximada
de 55 dias. Presenta una metamorfosis completa pasando por huevo, larvas que presentan entre 6 a

11 estadios larvales, pupa y adulto.

La accién daiiina de A. diaperinus se puede clasificar en cuatro aspectos principales
(Cecco et al. 2005):
- Accion sobre las instalaciones: las larvas perforan los materiales de aislamiento, buscando
un sitio para empupar. También destruyen las estructuras de madera y erosionan las juntas
de cemento (Despin et al., 1987; O-Connor, 1987).
- Efectos traumaticos en las aves: ejerce accién mecanica sobre las aves produciéndoles
lesiones que son la puerta de entrada de patdgenos y estrés por irritacion. De esa manera no
se alimentan ni descansan lo suficiente, por lo que las aves crecen menos y aumenta la tasa
de mortalidad.
- Vector de patégenos: es hospedador intermediario de multiples parasitos intestinales.
Transmite enfermedades aviares producidas por virus, bacterias, hongos, protozoos e

incluso nematodos tales como: leucosis y viruela aviar, enfermedad de Marek y de
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Newcastle, clostridiosis, aspergilosis, coccidiosis por Eimeria spp., lesiones por Hadjelia
truncata. Ademas pueden funcionar como reservorios de patégenos transmisibles por
alimentos al humano (por ej. Salmonella spp., Campylobacter spp. y Escherichia coli)
(McAllister et al., 1996; Segabinazi et al., 2005).

- Efecto sobre los trabajadores de la granja: producen alergias. Los escarabajos de la familia
Tenebrionidae, incluyendo A. diaperinus, producen benzoquinonas. La exposicion a vapores
de quinonas también puede resultar en conjuntivitis y ulceracion de la cérnea. También
incluyen afecciones que tienen como sintomas asma, dolores de cabeza, dermatitis,
angioedema, rinitis alérgica, eritema (enrojecimiento), y la formacién de papulas
(Schroeckenstein et al., 1989).

La mayoria de las estrategias para el manejo de esta plaga se basan en la aplicacién de
insecticidas quimicos, que al igual que para el picudo del algodonero, son del tipo
organofosforados y piretroides (Geden y Hogsette, 1994; Salin et al., 2003). Su uso y eficacia
son limitados por la continua presencia de aves en las granjas, por el habito de los insectos
que quedan por debajo de la superficie y por la posible resistencia de algunos de los
insecticidas del mercado actual.

La combinacién de un insecticida adulticida (piretroide) y un insecticida larvicida
(regulador de crecimiento) mostré un excelente control de los escarabajos adultos y larvas
(Salin et al., 2003). Con ellos se tratan los galpones durante el periodo de vacio sanitario
cuando los animales no estan presentes y antes de la entrada del ciclo nuevo de produccién.
Durante ese periodo, sin la temperatura adecuada ni materia organica, los escarabajos se
inactivan y se esconden en las estructuras del galpén a la espera de un ciclo nuevo de
produccién, encontrandose fuera del alcance de los insecticidas. Estos productos pueden
causar intoxicaciones en operarios y aves, y seleccionar insectos resistentes. Por eso, la
implementacién de bioinsumos para el control biolégico de A. diaperinus constituiria una
alternativa complementaria que se podria aplicar durante toda la etapa de produccién sin
riesgos para las aves ni operarios.

Se hicieron también intentos para seleccionar aislamientos de hongos, nematodos vy
bacterias entomopatdgenas téxicas para A. diaperinus con potencialidad para ser incluidos
como ingredientes activos de bioinsecticidas, sin mayor éxito (Alvez et al., 2005; Gazoni et
al., 2012; Geden vy Steinkraus, 2003; Rodriguez et al., 2011). No existen hasta el momento

bioinsumos formulados con B. thuringiensis destinados al manejo de A. diaperinus.
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Objetivos e hipétesis

Obijetivo general:

El objetivo general de este trabajo es determinar factores de virulencia de Bacillus

thuringiensis y su utilizacidn, para aportar al desarrollo de tecnologias destinadas al control

de plagas coledpteras que inciden en el Sector Agropecuario. De esta manera se estaria

reduciendo el uso de agroquimicos, mejorando la calidad de vida de los trabajadores rurales

y favoreciendo la conservacién de los recursos naturales.

Obijetivos especificos:

Establecer una cria masiva del escarabajo de la cama de pollos bajo condiciones de
laboratorio considerando las necesidades bioldgicas de la especie.

Evaluar el potencial patogénico de cepas nativas y exdticas de B. thuringiensis en
Anthonomus grandis y en Alphitobius diaperinus, y seleccionar las mds virulentas.
Caracterizar fenotipica y genotipicamente las cepas seleccionadas.

Identificar los factores de virulencia potencialmente responsables de la actividad
toxica.

Evaluar la virulencia de cepas tdxicas para A. diaperinus mediante ensayos de
concentracion letal media.

Mejorar un medio de cultivo liquido para lograr una mayor produccion de biomasa

activa.

Otesis:

Hip

La implementacion de ensayos toxicologicos permitira seleccionar cepas de B.
thuringiensis con patogenicidad para A. grandis y A. diaperinus.

La caracterizacion fenotipica y genotipica de las cepas de B. thuringiensis
seleccionadas permitira determinar los factores de virulencia responsables de la
mortalidad.

Algunas de estas cepas podrian ser utilizadas como base de formulaciones de nuevos
bioinsecticidas o sus genes que codifican factores de virulencia, ser utilizados en la
transformacion genética de cultivos.

Es factible mejorar la produccidon de proteinas insecticidas de una cepa de B.
thuringiensis en particular a través de la optimizacién de los componentes de un

medio de cultivo liquido apropiado.
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Materiales y métodos

Materiales y métodos

1. Cepas de Bacillus thuringiensis empleadas en este estudio.

Se utilizaron en este trabajo cepas de Bacillus thuringiensis pertenecientes a la coleccion
del Laboratorio Insumos Bacterianos (IMyZA-INTA), conformada por mds de 500 “ingresos”
entre cepas exoticas y nativas. El estudio se realizé utilizando 103 cepas nativas diferentes,
obtenidas de muestras de suelo, residuos de molienda de granos, filoplano de plantas, larvas

de insectos y telarafias, de diferentes regiones de Argentina (Tabla 3).

Tabla 3. Cepas nativas de Bacillus thuringiensis utilizadas en diferentes etapas del estudio.

Cepa de
Origen Provincia Invertebrado®  Seccién 2

B. thuringiensis

INTA 3-1 Suelo Entre Rios LyD 1
INTA 7-3 Suelo Buenos Aires LyD ly?2
INTA 33-5 Suelo Misiones C ly?2
INTA 50-4 Suelo Jujuy LyD 1
INTA 50-6 Suelo Jujuy C 1
INTA 51-3 Suelo Salta C ly?2
INTA 54-8 Suelo Salta LyD 1
INTA 56-4 Suelo Salta LyD ly2
INTA 77-10 Suelo Entre Rios NiL, D, Co Ne 2
INTA 78-2 Suelo Buenos Aires LyD 1
INTA 79-37 Suelo Buenos Aires LyD 1
INTA 79-38 Suelo Buenos Aires LyD 1
INTA 103-23 Suelo Santa Fe NiLoD 1
INTA 180-12 Suelo Misiones ND 1
INTA 186-1 Suelo Salta ND 1
INTA 186-5 Suelo Salta ND 1
INTA 186-16 Suelo Salta ND 1
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INTA186-35
INTA 194-9
INTA 272-1
INTA L1-2
INTA L2-1
INTA L14-2
INTA Ep-2
INTA Ep-3
INTA Ep-5
INTA Ep-6
INTA VO3
INTA Mo1-10
INTA Mo1-12
INTA Mo4-4
INTA Mo4-6
INTA Mo5-8
INTA Mo8-1
INTA Mo8-2
INTA Mo9-1
INTA Mo9-5
INTA Mo14-1
INTA Mo14-2
INTA Mo14-3
INTA Mo14-4
INTA Mo15-2
INTA Mo21-1
INTA Mo22-4
INTA Mo022-3
INTA Mo26-1
INTA Mo27-1
INTA Mo028-4

Suelo
Suelo
Suelo
Larva de insecto
Larva de insecto
Larva de insecto
Larva de insecto
Larva de insecto
Larva de insecto
Larva de insecto
Larva de insecto
Molienda de granos
Molienda de granos
Molienda de granos
Molienda de granos
Molienda de granos
Molienda de granos
Molienda de granos
Molienda de granos
Molienda de granos
Molienda de granos
Molienda de granos
Molienda de granos
Molienda de granos
Molienda de granos
Molienda de granos
Molienda de granos
Molienda de granos
Molienda de granos
Molienda de granos

Molienda de granos

Salta
Santa Fe
Entre Rios
Santa Fe
Santa Fe
Santa Fe
Santa Fe
Santa Fe
Santa Fe
Santa Fe
Santa Fe

Buenos Aires
Buenos Aires
Buenos Aires
Buenos Aires
Buenos Aires
Buenos Aires
Buenos Aires
Buenos Aires
Buenos Aires
Buenos Aires
Buenos Aires
Buenos Aires
Buenos Aires
Buenos Aires
Buenos Aires
Buenos Aires
Buenos Aires
Buenos Aires
Buenos Aires

Buenos Aires

ND
ND
ND
LyD
LyD
LyD
LyD
LyD
LyD
LyD
LyD
L
LyD
C
LyD
LyD
LyD
LyD
LyD
L
LyD
LyD
LyD
Ne
LyD
NiL, D,Co Ne
LyD
LyD
LyD
LyD
LyD

[EEY
< R R R R R R R R RN R R

N

ly

N

R R R R R R R <

2

N
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INTA M029-1 Molienda de granos  Buenos Aires LyD 1
INTA Mo032-3 Molienda de granos  Buenos Aires LyD 1
INTA Fo3-2 Suelo Entre Rios LyD

INTA Fr7-4 Suelo Misiones LyC ly?2
INTA Fr8-1 Suelo Misiones C 1
INTATAL-2 Telarafa Buenos Aires LyD 1
INTA TA1-11 Telarafia Buenos Aires LyD 1
INTATA1-13 Telarafa Buenos Aires LyD 1
INTA TA20-6 Telarafia Entre Rios LyD 1
INTA TA21-2 Telarafa Entre Rios LyD ly?2
INTA TA24-2 Telarafia Entre Rios LyD 1
INTA TA24-6 Telarafa Entre Rios L 1
INTA TA24-10 Telarafia Entre Rios LyD 1
INTATA273-8 Telarafia Entre Rios ND 2
INTA H1-1 Filoplano Buenos Aires LyD 1
INTA H1-2 Filoplano Buenos Aires LyD 1
INTA H2-1 Filoplano Buenos Aires C 1
INTA H2-5 Filoplano Buenos Aires LyD 1
INTA H2-12 Filoplano Buenos Aires LyD 1
INTA H3-2 Filoplano Buenos Aires LyD 1
INTA H3-3 Filoplano Buenos Aires LyD ly?2
INTA H3-5 Filoplano Buenos Aires LyD 1
INTA H4-1 Filoplano Buenos Aires LyD ly?2
INTA H4-3 Filoplano Buenos Aires LyD ly?2
INTA H5-2 Filoplano Buenos Aires LyD 1
INTA H5-5 Filoplano Buenos Aires LyD

INTA H6-2 Filoplano Buenos Aires C 1
INTA H6-3 Filoplano Buenos Aires LyD 1
INTAH7-2 Filoplano Buenos Aires  NiL, D, Co Ne 1
INTA H7-3 Filoplano Buenos Aires L 1
INTA H11-2 Filoplano Buenos Aires  NiL, D, Co Ne 1
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INTAH11-4
INTA H12-5
INTA H13-5
INTA H14-1
INTA H17-5
INTA H22-2
INTA H22-7
INTA H25-2
INTA 27-3
INTA H41-1
INTA H42-1
INTA H45-4
INTA H46-3
INTA H46-12
INTA H46-18
INTA H47-2
INTA H47-3
INTA H48-5
INTA H48-8
INTA 48-12
INTA H48-34
INTA Pol49-1
INTA Pol49-6

INTA Pol-49-14

Filoplano
Filoplano
Filoplano
Filoplano
Filoplano
Filoplano
Filoplano
Filoplano
Filoplano
Filoplano
Filoplano
Filoplano
Filoplano
Filoplano
Filoplano
Filoplano
Filoplano
Filoplano
Filoplano
Filoplano

Filoplano

Molienda de granos
Molienda de granos

Molienda de granos

Buenos Aires
Buenos Aires
Tucuman
Tucuman
Buenos Aires
Buenos Aires
Buenos Aires
Catamarca
Catamarca
Buenos Aires
Buenos Aires
Buenos Aires
Entre Rios
Entre Rios
Entre Rios
Entre Rios
Entre Rios
Entre Rios
Entre Rios
Entre Rios
Entre Rios
Buenos Aires
Buenos Aires

Buenos Aires

NiL, D, Co Ne
LyD
L
LyD
LyD
NiLoD
NiLoD
NiL, D,Co Ne
ND
DyC
LyD
LyD
C
LyD
LyD
LyD
C
L, Dy Ne
LyD
NiL, D, Co Ne
LyD
C
LyD
ND

R R R R R R R KRR R R R R R R R

R R R R R R <

N

N

! Invertebrado blanco con susceptibilidad probada en B. thuringiensis. L: Anticarsia gemmatalis y/o

Crocidosema aporema (Lepidoptera);

D: Aedes aegypti (Diptera);

C: Epilachna paenulata

(Coleoptera); Ne: Panagrellus redivivus (Nematoda); ND: No determinado. > Seccién o secciones en

las cuales la cepa es estudiada.

Por otra parte, se utilizaron también 28 cepas pertenecientes a distintas serovariedades

de B. thuringiensis provenientes de colecciones internacionales (Tabla 4).
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Tabla 4. Cepas exdticas de Bacillus thuringiensis utilizadas en diferentes etapas del estudio.

Cepa-serovar Origen 1 seccién ? Cepa-serovar Origen ! Seccién 2
aizawai HD-133 USDA 2 kyushuensis HD-541 BGSC ly?2
aizawai HD-137 USDA 1 morrisoni 4K3 BGSC 2
alesti HD-4 USDA ly2 morrisoni HD12 BGSC ly2
asturiensis 4BQ1 BGSC ly2 morrisoni 4AB1 BGSC 1
canadensis HD-224 BGSC ly2 pakistani 4P1 BGSC ly2
entomocidus HD-110 BGSC ly2 roskildiensis T45001 BGSC ly?2
galleriae T05001 IP ly2 sotto HD-6 USDA 1
israelensis HD-567 USDA 2 morrisoni tenebrionis CINVESTAV ly2

DSM2803
israelensis IPS-82 CINVESTAV ly2 thompsoni HD-542 USDA ly2
Jjaponensis 4AT1 BGSC ly2 thuringiensis HD-2 USDA ly2
kenyae HD-5 USDA 1 tochigiensis 4Y1 BGSC ly?2
kumamotoensis 4W1 BGSC ly2 tolworthi HD-125 USDA ly?2
kurstaki HD-1 USDA ly2 toumanoffi HD-201 BGSC ly?2
kurstaki HD-73 USDA 2 wuhanensis HD-525 BGSC ly?2

1 BGSC, Bacillus Genetic Stock Center; CINVESTAV, Centro de Investigacion y Estudios Avanzados; IP,
Instituto Pasteur; USDA, United States Department of Agriculture. > Seccién o secciones en los cuales

la cepa es estudiada.

2. Preparacion de las cepas de B. thuringiensis utilizadas en los

distintos ensayos.

A partir de una suspension stock de un complejo espora-cristal de las cepas a evaluar de
B. thuringiensis, se tomaron 50 pl y se sembraron en 50 ml de caldo BM (NaCl, 2,5 g; KH,POy,
1 g; K;HPO,, 2,5 g; MgS04.7H,0, 0,25 g; MnS04.H,0, 0,2 g; glucosa, 5 g; extracto de levadura
(Oxoid), 4 g; agua destilada c.s.p 1 litro. Ajustar el pH a 7,1-7,2 con NaOH), a 250 rpm y 299C
durante 72 h o hasta autolisis. Este caldo difiere del original por la ausencia de almidén
soluble (Benintende y Cozzi, 1996). Las distintas fracciones de los cultivos completos (pellet y
sobrenandante) se obtuvieron mediante centrifugacion a 10.000 xg (Thermo scientific

Sorvall RC 6+) a 42C durante 20 min. Al pellet se le realizaron tres lavados por centrifugaciéon
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con agua desionizada estéril. Parte del pellet se resuspendié en 1/5 de su volumen en agua
desionizada estéril mientras que otra se dejo secar en una estufa de circulacién forzada (San
Jor H701P) a 302C durante 96 h. Cuando el pellet estuvo seco, se procedié a molerlo
homogéneamente en un mortero.

El sobrenadante fue recolectado vy filtrado a través de filtros de poro de 0,2 um. Parte de
él, fue sometido a un ciclo de esterilizacién por calor humedo a presién superior a la normal
en autoclave (1212C durante 15 min).

Alicuotas de cultivos completos y todas las fracciones obtenidas (pellet resuspendido,
pellet seco y molido, sobrenadante filtrado y sobrenadante filtrado y autoclavado) fueron

conservadas en freezer a -202C hasta su uso.

3. Ensayos biol6égicos de toxicidad.

Los bioensayos de B. thuringiensis realizados con A. grandis y A. diaperinus se dividieron
en “burdos” y “finos”. Los primeros se realizaron para llevar a cabo un tamizaje en busqueda
de las cepas nativas y exdticas de B. thuringiensis mas toxicas, y para determinar en aquellas
seleccionadas la fraccién del cultivo en la cual se hallaban los metabolitos activos. A su vez
para A. grandis se realizaron ensayos con sobrenadante estéril autoclavado para determinar
la presencia de metabolitos termoldbiles en el sobrenadante, téxicos para dicho coledptero.
En los segundos se evalud una cepa seleccionada de B. thuringiensis, y los cristales de la
misma fueron sometidos a una solubilizacidn y tripsinizacién in vitro, determinando a través
de la CLso, la virulencia para A. diaperinus en cada caso. Todos los bioensayos se realizaron
por el método de incorporacién en dieta utilizando placas de poliestireno de 24 pocillos
(Nunc 143982). Las larvas de A. grandis empleadas en los bioensayos se obtuvieron del
Laboratorio de Cria del Picudo del Algodonero del IMyZA-INTA, Castelar, Buenos Aires. Por
otro lado, las larvas de A. diaperinus se obtuvieron de una cria del escarabajo de la cama de

pollos establecida en el laboratorio especificamente para este trabajo.

3.1. Bioensayos “burdos™.

El procedimiento para llevarlos a cabo fue el siguiente:
1) Se prepar6 la dieta larval para A. grandis (Pharmamedia®, 33,3 g; germen de trigo, 50 g;

harina de soja, 83,3 g; levadura en polvo (Calsa), 50 g; azlicar comun (Ledesma), 50 g; agar-
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agar (Oxoid), 10 g; agua desionizada c.s.p. 1 litro), y para A. diaperinus (alimento balanceado
para pollo (Ganave), 133,3 g; agar-agar (Oxoid), 10 g; agua desionizada c.s.p. 1 litro). Estas
preparaciones se esterilizaron por calor himedo a presion superior a la normal en autoclave
(1212C durante 15 min). Luego se mantuvieron las dietas en bafio de agua a 552C. A
continuacion se agregaron distintas sustancias como conservantes: acido ascorbico, 2,5 g/l;
acido sérbico, 1,25 g/l; nipagin, 2,08 g/I. La composicion de ambas dietas fue establecida y
optimizada en el laboratorio;
2) se utilizaron 4 y 6 ml de la preparacion de cada cepa (cultivo completo, pellet
resuspendido y sobrenadante filtrado) obtenidos de acuerdo a lo detallado en el item 2. Para
A. grandis también se utilizaron 4 ml de sobrenadante filtrado y autoclavado. Todas las
preparaciones se incorporaron a tubos cénicos con 36 y 34 ml de la dieta artificial
termostatizada para A. grandis y A. diaperinus respectivamente. Se utilizd caldo BM estéril
en los controles de mortalidad natural. Los volimenes empleados equivalen al maximo que
pudo ensayarse sin que la consistencia de la dieta artificial se vea alterada;
3) se fraccionaron 600 y 400 ul de las mezclas en cada pocillo de las placas. Se colocd una
larva neonata de A. grandis y del 22 estadio de A. diaperinus con la ayuda de un pincel en
cada uno de ellos. Se emplearon 24 larvas por cada tratamiento y se realizaron al menos 2
repeticiones de cada uno.
4) La mortalidad se registré luego de ser incubados a 299C durante 7 d.

Los resultados fueron corregidos para restar la mortalidad natural con la férmula de
Schneider-Orelli’s (1947). Los valores de las medias y el desvio estandar de las mortalidades
ocasionadas por los distintos tratamientos y la comparacién entre ellos, fueron analizados

estadisticamente utilizando el programa Infostat (Universidad Nacional de Cérdoba, 2014).

3.2. Bioensayos “finos”.

La virulencia del pellet seco y molido de la cepa seleccionada para A. diaperinus, y el
efecto de la solubilizacién (Na,C0O; 50 mM pH 10,6) y tripsinizacion in vitro de las proteinas
que constituyen los cristales del mismo (respetando las proporciones y condiciones de
incubacién establecidas en el item 6.2.), se determind mediante la realizacion de ensayos

para estimar la concentracién letal media (CLsg) utilizando la metodologia de incorporacion
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en dieta. El procedimiento empleado fue esencialmente similar a lo detallado en el item
anterior.

Se evaluaron seis concentraciones de cada preparacién, incorporando un control de
mortalidad natural al cual se le adicioné agua destilada. Las diferentes preparaciones del
pellet seco y molido fueron vertidas en cada pocillo a una concentracién final de entre 35y
320 pg/ml (factor de dilucion= 0,65), la mortalidad se registré luego de incubar el ensayo a
299C durante 15 d. Estos datos fueron sujetos a analisis Probit (Finney, 1971) utilizando el
programa estadistico IBM SPSS Statistics (Version 19), para finalmente estimar la CLsq. Los
datos de al menos tres ensayos independientes realizados en dias diferentes se consideraron
para establecer el valor definitivo de CLso. Se determind el coeficiente de variacidén entre los

mismos, el cual debe ser menor o igual al 20% para que ese valor sea considerado vdlido.

4. Deteccidn cualitativa de S-exotoxina.

Con el fin de detectar cualitativamente la presencia de [f-exotoxina en las cepas en
estudio, se realizaron bioensayos con mosca doméstica (Musca domestica) siguiendo el
“método para ensayos multiples”. Se utiliz6 esta clase de insectos ya que la f-exotoxina
genera efectos teratégenicos sobre las pupas de las moscas, impidiendo la emergencia de
los adultos. Aquellas cepas que evidenciaron presencia de f-exotoxina en esta etapa fueron

evaluadas a través de bioensayos siguiendo el “método estdndar” a modo confirmatorio.

4.1. Método para ensayos miltiples.

1) Se prepararon tubos plasticos de 50 ml con 12 ml de agar nutritivo (Difco) en pico de
flauta;

2) las cepas a evaluar se sembraron uniformemente en toda la superficie del agar y por
triplicado. Los tubos fueron incubados a 292C durante 72 h o hasta autolisis;

3) en cada tubo se colocaron 10 larvas del 32 estadio de mosca doméstica y se tapd
utilizando una malla fina. Las larvas fueron provistas por el laboratorio de cria de mosca
domeéstica del IMyZA;

4) se incubaron a 292C durante 8 d, en total oscuridad;

5) se cuantificé la cantidad de moscas emergidas. Con emergencias mayores al 80% se

considera que la cepa probada no es productora de f-exotoxina;
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Como control positivo se utilizd la cepa B. thuringiensis svar. thuringiensis HD-2 y como

control negativo B. thuringiensis svar. kurstaki HD-1.

4.2. Método estandar.
1) Se humedecié un papel filtro Whatman # 1 de 90 mm de didmetro en una placa de Petri,
con 1 ml de sobrenadante filtrado y autoclavado (ver item 2) y 1 ml de agua desionizada
estéril;
2) se agregaron 10 larvas del 32 estadio de mosca doméstica;
3) las cajas se sellaron con cinta plastica y se incubaron a 282C durante 8 d;
4) se realizaron tres repeticiones por cada cepa;
5) se cuantificd la cantidad de moscas emergidas. Con emergencias mayores al 80% se
considera que la cepa probada no es productora de f-exotoxina;

Como control positivo se utilizd la cepa B. thuringiensis svar. thuringiensis HD-2 y como

control negativo B. thuringiensis svar. kurstaki HD-1.

5. Caracterizacion morfologica de los cristales.

Para caracterizar la morfologia de los cristales presentes en las cepas seleccionadas, se
procedid a analizar el complejo espora-cristal a partir del pellet resuspendido en agua
desionizada estéril mediante microscopia de contraste de fases. Se colocd una gota de la
suspension sobre un portaobjetos y se observé en un microscopio (Nikon eclipse E200)

utilizando lente de inmersion (100x).

6. Materiales y metodologias para el analisis de proteinas.

6.1. Electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida.

Los componentes proteicos de los cristales presentes en las cepas de B. thuringiensis
seleccionadas fueron analizados mediante electroforesis en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE), de acuerdo a la técnica descripta por

Sambrook et al. (1989). La mezcla de reaccién se presenta en la tabla 5.

34



Materiales y métodos

Tabla 5. Mezcla de reaccién para geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE).

Gel de concentracion (5%) Gel de separacion (10%)

Reactivos
(ul) (ul)
Agua desionizada 2871 2690
Acrilamida/Bisacrilamida 534 3300
(29,2%/0,8%)

Tris-HCI 1M, pH=8,7 - 3750

Tris-HCI 1M, pH=6,8 500 -
SDS 10% 40 100
Persulfato de amonio 10% 75 150
TEMED 5 10

Los pellets resuspendidos de las cepas en estudio se mezclaron en relacién 1:1 con el
buffer de desnaturalizacién 2x (Tris-HCI 25 mM pH 6,8; B-mercaptoetanol 1,28 M; azul de
bromofenol 2,89 mM; SDS 0,138 M vy glicerol 2,17 M) y se incubaron a 952C durante 5 min. El
marcador de peso molecular utilizado fue el “Broad Range Protein Molecular Weight
Markers” (Promega). La corrida electroforética del gel se realizé a 60 V durante 1 h vy
posteriormente a 90 V durante 2 h, utilizando buffer de corrida 1x (Tris 0,05 M; glicina 0,38
M; SDS 0,02%; pH 8,8).

Una vez finalizada la electroforesis, el gel se tifié con una solucidn de azul brillante de
Comassie R-250 0,1 % durante 5 min. Luego el gel se destifid con una solucidon de metanol-

acido acético (50 ml de metanol, 75 ml de acido acético y 875 ml de agua desionizada).

6.2. Solubilizacion y tripsinizacion de cristales.

El pellet resuspendido de la cepa seleccionada como tdxica para A. diaperinus se
solubilizé en proporcion 0,6:1,0 empleando tres soluciones diferentes (Na,C0; 50 mM, pH
10,6; NaBr 3,3 M, pH 6,6; NaOH 0,1 M, pH 12,9). Luego de incubarse a 372C toda la noche,
las suspensiones fueron centrifugadas a 16.000 xg (Sigma 1-15 pk) y se descarté el material
insoluble. Parte del material solubilizado fue digerido enzimaticamente en proporcién 10:1
con tripsina 1 mg/ml (EC 3.4.21.4, Sigma, tipo IX de pancreas bovino). Después de 2,4y 6 h

de incubacién a 379C, las muestras se analizaron por SDS-PAGE.
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Las condiciones de solubilizacién y tripsinizacion optimizadas en este item se emplearon
para obtener las preparaciones que se ensayaron en bioensayos “finos” (item 3.2.) y en la

cuantificacion de proteinas (item 6.3.).

6.3. Cuantificacion de proteinas.

La cuantificacién de proteinas se realizé a partir de muestras de pellet (ver item 2 y 8.4.)
solubilizados en Na,CO; 50 mM, pH 10,6 a 372C durante toda la noche respetando las

proporciones establecidas en el item 6.2.

6.3.1. Método de Bradford (Bradford, 1976).

1) Se prepararon distintas concentraciones de seroalbumina bovina (BSA) (Sigma), entre 100
a 750 pg/mly varias diluciones de las muestras a cuantificar;

2) se tomaron 50 pl de cada solucién estandar o muestra y se le agregé 1,5 ml del reactivo de
Bradford (Thermo Scientific-Pierce);

3) estas mezclas se homogenizaron por inversién y se incubaron a temperatura ambiente
durante 10 min;

4) se mididé en un espectrofotémetro (Spectrum SP2000uv) la absorbancia a 595 nm de las
concentraciones del estandar y de las muestras;

5) se representd graficamente una recta patrén de absorbancia a 595 nm frente a la
concentracion de las distintas diluciones de BSA utilizadas;

6) se interpold en la recta patrén los valores de la absorbancia a 595 nm obtenidos para las

muestras cuya concentracion se pretendia determinar.

6.3.2. Método de cuantificacion en SDS-PAGE.

1) Se prepararon distintas concentraciones de seroalbimina bovina (BSA) (Sigma), entre 250
y 1500 pg/mly de las muestras a cuantificar;

2) se realizé un gel desnaturalizante de poliacrilamida (SDS-PAGE) (ver item 6.1) sembrando
5 concentraciones de BSA y las proteinas solubilizadas de la cepa seleccionada al menos por
triplicado;

3) el gel ya coloreado se colocé entre dos hojas de papel celofan (Sigma-Aldrich) y se dejé

secar a 292C durante 24 h;
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4) mediante el programa Image J (versién 1.46r), se cuantificé la concentracion de proteinas
en cada banda. El programa determina la intensidad de las bandas generando graficos de
area. Cada una de las areas obtenidas de la cepa seleccionada se compara con las areas de

las concentraciones de BSA y se estima la concentracidn de proteinas.

7. Materiales y metodologias para el analisis de acidos nucleicos.

7.1. Extraccion de ADN total.

7.1.1. Método de hervor simple.

Las cepas nativas y exdticas de B. thuringiensis fueron cultivadas en agar nutritivo (Difco)
durante 16 h. Se transfirié un asa cubierta de células a un tubo eppendorf conteniendo 100
ul de agua desionizada estéril y se colocd en un placa calefactora a 952C durante 10 min para
romper las células y liberar el ADN. Este lisado se centrifugd durante 30 s a 18.800 xg (Sigma
1-15pk). Cinco ul del sobrenadante se utilizaron como ADN molde por tubo de reaccién de

PCR (Polymerase Chain Reaction) (ver item 7.3).

7.1.2. Método descripto por Reyes-Ramirez e Ibarra (2005).

Esta metodologia se utilizdé para la obtencion del ADN que se empleé como molde para
reacciones de REP-PCR (ver seccion 7.3). Los pasos a seguir fueron los siguientes:
1) de una placa de agar nutritivo (Difco) incubada a 292C durante 72 h se tomd una colonia 'y
se la sembrd en 4,5 ml de caldo LB (Becton, Dickinson) (DO a 600nm, 1);
2) se tomaron 4 ml del cultivo fresco y se centrifugd a 10.000 xg (Thermo scientific Sorvall
RC 6+) y 42C durante 15 min;
3) el pellet se lavé con 10 ml de buffer J (Tris-HCI 1 M; EDTA 0,1 M; NaCl 0,15 M; pH 8);
4) el pellet se resuspendio en 530 ul de buffer J y se agregd lisozima (Sigma) hasta alcanzar
una concentracion de 4 mg/mly se incubé a 372C durante 30 min;
5) se agregaron 50 pl de RNAsa (Sigma) (10 mg/ml) y se incubé a 502C durante 15 min;
6) luego se agregaron 28 ul de SDS 20% y se incubd a 702C durante 20 min;
7) se agregaron 18 pl de proteinasa K (Promega) (10 mg/ml) y se incubd a 559C toda la

noche;
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8) a continuacion se agregaron 153 pul de NaCl 5 M y se incubd en bafio de hielo por 15 min
en agitacion;

9) se centrifugd a 10.700 xg (Sigma 1-15pk) a 42C durante 20 min;

10) el sobrenadante se mezclé con igual volumen de isopropanol para precipitar el ADN y se
centrifugé nuevamente a 18.800 xg (Sigma 1-15pk) a 42C durante 20 min;

11) se lavo el pellet con etanol 70% y se centrifugd a 18.800 xg durante 5 min (Sigma 1-
15pk). Se dejo secar el ADN al aire libre durante 1 h;

12) finalmente se resuspendid en 40 ul del buffer Tris-EDTA (pH 8) almacenandolo a -202C

hasta su uso.

7.2. Obtencién de ADN plasmidico.

Los plasmidos de las cepas seleccionadas por su toxicidad para A. grandis, se obtuvieron
mediante el método descripto previamente por Ibarra et al. (2003) con modificaciones:
1) una colonia de un cultivo de 24 h en agar nutritivo (Difco) se repicé en 100 ml de caldo
Spizizen ((NH4),S04, 2 g; KH,POy4, 6 g; K;HPO,, 14 g; MgS04.7H,0, 0,2 g; citrato de sodio, 1 g;
extracto de levadura, 0,1 g; casaminodacidos, 1 g; glucosa, 5 g; agua destilada c.s.p 1 litro.
Ajustar pH a 7,1-7,2 con NaOH), y se incubd a 250 rpm y 302C durante 12 h hasta obtener un
DO (600 nm) de 1,0;
2) se centrifugd por 10 min a 4.300 xg (Thermo Scientific Sorvall RC 6+), se eliminaron los
restos celulares y el pellet se resuspendié en 25 ml de buffer TES (Tris base 30 mM; EDTA 5
mM; NaCl 50 mM; pH 8) frio;
3) se centrifugd nuevamente en las mismas condiciones que en el item anterior y se
descarté el sobrenadante. El pellet se resuspendid esta vez en 2 ml de TES-sacarosa-lisozima
(sacarosa 20% en TES; 1mg/ml de lisozima (Sigma)) y 1 pl/ml de RNAasa A (Sigma) preparado
en el momento. Luego se incubd a 379C durante 2 h hasta observar esferoplastos al
microscopio éptico de contraste de fases (Nikon eclipse E 200);
4) esta suspension se incubd durante 10 min en hielo, para luego agregarle 4 ml de una
solucién conteniendo SDS 1% y NaOH 0,2 N, que se preparé en el momento. Se mezclé
suavemente hasta obtener una solucién clara o sin grumos. Se incubd posteriormente en
hielo durante 5 min;
5) se agregd 3 ml de una solucién de acetato de sodio 3M, pH 4,8 y se incubd a -202C

durante 20 min;
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6) se centrifugd a 17.000 xg (Thermo Scientific Sorvall RC 6+) durante 15 min y se coloco el
sobrenadante en un tubo nuevo con 2 volimenes de etanol absoluto frio para precipitar el
ADNp (ADN plasmidico). Se incubd en estas condiciones a -702C durante 30 min;

7) se centrifugd a 20.000 xg (Thermo Scientific Sorvall RC 6+) y 49C durante 15 min. Se
desecho el sobrenadante y se lavd el pellet con 250 pl de etanol absoluto. Se centrifugd
nuevamente a 20.000 xg (Thermo Scientific Sorvall RC 6+) durante 5 min y se descarté el
sobrenadante. Se dejo secar el pellet a temperatura ambiente durante 30 min, donde queda
el ADNp;

8) se resuspendio el pellet en 250 ul de agua desionizada estéril y se trasvasé a un tubo de
1,5 ml. Luego se agregd 150 ul de acetato de amonio 7,5 M, 10 ul de bromuro de etidio (0,5
pug/ml) y se extrajo con un volumen de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1)
homogenizando lentamente. Se centrifugd a 11.100 xg (Sigma 1-15pk) durante 5 min y se
descarté la fase orgdnica;

9) se realizd otra extraccion con un volumen de cloroformo:alcohol isoamilico,
homogenizando suavemente. Se centrifugd a 11.100 xg (Sigma 1-15pk) y 202C durante 5 min
y se descartd la fase organica nuevamente;

10) se precipité con 2 volimenes de etanol frio incubando a -702C por 30 min;

11) el ADNp se lavd con 2 volumenes de etanol 70% frio y se centrifugd a 11.100 xg (Sigma
1-15pk) y 202C durante 5 min. Se dejé secar el pellet a temperatura ambiente durante 30
min;

12) este se resuspendié en 50 pl de agua desionizada estéril;

13) una alicuota se analizé en un gel de agarosa de 0,6% a 30 V en TBE 0,5x durante toda la

noche.

7.3. Amplificacion génica mediante PCR (Polymerase Chain Reaction).

Esta metodologia se utilizd para la deteccion e identificaciéon de genes cry y vip que
codifican proteinas tdxicas para coledpteros presentes en cepas nativas de B. thuringiensis
seleccionadas por su toxicidad para A. diaperinus. Ademas, se utilizd en cepas nativas tdxicas
para A. grandis una REP-PCR (Repetitive Extragenic Palindromic Sequence-PCR) para su
tipificacion y establecimiento de relaciones de parentesco. Asimismo se determind la
presencia del gen thuE, asociado a la sintesis de S-exotoxina de tipo I, en todas las cepas

utilizadas en este trabajo.
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7.3.1. Mezcla de reaccion.
En la tabla 6 se muestra el protocolo utilizado para todas las reacciones, con adaptaciones

segun el caso.

Tabla 6. Mezclas de reaccion para PCR.

Reactivos Volumen (ul) Concentracion
final
Agua desionizada c.s.p 25
Buffer 10x 2,5 1x
Mezcla de dNTP (2,5 mM c/u) 0,5-1,0 0,05-0,10 mM c/u
Cebador D ! (10 um) 0,8-5,5 0,32-2,20 uM
Cebador R? (10 pM) 0,8-6,9 0,32-2,20 pM
MgCl, (25mM) 1,0-4,0 1-4 mM
Taq ADN polimerasa (5U/pl) 3 0,2-1,0 1,0-5,0U

D, directo; R, reverso; * enzima Tag DNA polymerase, Recombinant (Invitrogen).

7.3.2. Parametros de la reaccion.

Los ciclos de todas las reacciones se realizaron en un termociclador IVEMA T-18 (Tabla 7).

Tabla 7. Parametros generales de reaccion de PCR.

Temperatura (2C) Etapa Tiempo (min)
94 desnaturalizacion inicial 1a5
25 a 34 ciclos
94* desnaturalizacion 1
annealing 0,75a1l
72 elongacién 0,75a1,5
72 elongacion final 5a10

*Las temperaturas de annealing de los distintos cebadores se encuentran en la tabla 8.
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Los cebadores utilizados para las reacciones de amplificacion de PCR de fragmentos de
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genes que codifican proteinas coleoptericidas, del gen thuE y de la REP-PCR se encuentran

descriptos en la tabla 8.

Tabla 8. Mezclas de cebadores utilizados en este trabajo.

Nombre Gen Cebador (secuencia 5°-3°) * Ta’ Fragmento Referencia
blanco
esperado
S3F cry3 TGA ATC CRA ACA ATC GAA GTG 49 ca. 820 pb Sauka et al.,
S3R GTT AAW GTC ATY TCT CTG CGA no publicado
S7F cry7 TAG GTG TCC CAG GTG CAA G 54 358 pb Sauka et al.,
S7R GCCGCTTGT GCGTAAACTG no publicado
S8F cry8 GAA TGC CTA TCS GAT GA 46 ca. 930 pb  Saukaetal.,
S8R CCABGCTTGTTG GAGTC no publicado
S23F cry23 AAA GCA CAT ACGATCCCT CA 49 702 pb Sauka et al.,
S23R CAT TTG GTG CTA ATG AAC CAT no publicado
S37F cry37  CGCAACTTT CACCATTAATITC 49 330 pb Sauka et al.,
S37R GAACCTTTCTCATCGCCATC no publicado
Vip1F vipl TGGATTGGW TTGATTCARAG 49  c¢a.530pb  Onco, 2012
ViplR TAR GGA TCT CCA ACT GTR TG
Vip2R vip2 TGG AAAYTAACYGYTACTG 49 826 pb Onco, 2012
Vip2F GAT AACCAAATT CYGSCAT
BEF1 thuk GCG GCA GCC GTT TAT TCA AA 54 384 pb Sauka et al.,
BER1 CCCCTT CCCATG GAG AAACA 2014
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BEF2 thuk CAG TAA AAG GCC CAT TGG AA 54 406 pb Sauka et al.,

BER2 TTC CAT GAATTT GCC GAT TT 2014
REP-1 ATT AAAGTTTCA CTT TAT 42 * Reyes-
REP-2 TTA AAT CAG TGG GG Ramirez e

Ibarra, 2005

! Cédigo universal para bases degeneradas: W, A/T; R, A/G; Y, C/T; S, G/C. *> Ta, temperatura de
annealing.* El blanco de estos cebadores son fragmentos repetitivos que se encuentran a lo largo del

genoma de B. thuringiensis.

7.4. Electroforesis en geles de agarosa.

1) Para identificar y separar fragmentos de ADN, se realizaron geles de agarosa (Invitrogen)
de concentracion apropiada dependiendo del tamafio de los fragmentos a separar (0,6 a
1,5% disuelta en buffer TAE 1x [Tris-acetato 0,04M y EDTA 0,001M] o TBE 0,5x [Tris-borato
0,04 M y EDTA 0,001 M] segln corresponda);

2) se le agregd Gel Red Nucleic Acid Gel Stain 10.000x in Water (Biotum) en proporcion
1:10.000 para la tincion;

3) se cargd el gel con 10 pul de las muestras y 2 pl de buffer de carga 6x (azul bromofenol
0,25% vy glicerol al 40% en agua desionizada);

4) se realizo la separacion mediante electroforesis (5 a 20 V/cm) utilizando buffer TAE 1x o
TBE 0,5x;

5) las bandas de ADN se visualizaron en UV Transilluminator 2000 (BIO-RAD);

6) se estimo el tamarfio de los fragmento de ADN por comparacién con marcadores de peso
molecular (100bp DNA Ladder, Promega; 1Kb DNA Ladder, Invitrogen);

7) los geles fueron fotografiados utilizando un adquisidor de imagenes G:BOX (SynGene),

empleando el programa GenSnap (SynGene) para su visualizacién y edicion.

7.5. Analisis filogenético de los resultados obtenidos mediante REP-PCR.

Se identificaron individualmente las bandas polimérficas a partir de los perfiles
electroforéticos obtenidos por REP-PCR (ver item 7.3) de cada cepa comprendidas entre 0,3

y 3,0 kb de peso. Luego se construyé manualmente una matriz binaria de datos (0, ausencia
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de banda; 1, presencia de banda) con la finalidad de comparar los polimorfismos obtenidos
en el grupo de muestras analizadas. Se generaron posteriormente coeficientes de similitud
de Jaccard empleando la aplicacion SIMQUAL del paquete informatico NTSYSpc 2.02g
(Applied Biostatistics, Inc.). Finalmente se generé un analisis de clusters con sus
correspondientes dendogramas por el método UPGMA (media aritmética no ponderada)

usando las rutinas SAHN y TREE del paquete informatico mencionado.

8. Materiales y metodologias para la seleccion y mejoramiento de

medios de cultivo.

Los materiales y metodologias que se detallan a continuacidon se utilizaron para la
seleccion de un medio de cultivo apropiado para la produccion de la cepa seleccionada por
su toxicidad para A. diaperinus, y para su mejoramiento, tomando como parametro de

medida la concentracién de proteinas insecticidas producidas.

8.1. Preparacion del inéculo.

A partir de un cultivo de la cepa en estudio en agar nutritivo (Difco) incubado a 292C
durante 16-18 h, se tomd una colonia y se la inoculé en 1 ml de caldo Luria Bertani (LB)
(Becton Dickinson) incubdndose bajo la misma condiciéon de temperatura durante 8 h. Se
tomé todo el mililitro para inocular en 50 ml de caldo LB (Becton Dickinson) contenidos en
erlenmayers de 500 ml, incubandose a 250 rpm a 299C durante 16-18 h hasta obtener un

cultivo con una densidad dptica (DO) medida a 600 nm de 2,5.

8.2. Medios de cultivo empleados.

Se evaluaron distintos medios de esporulacién de B. thuringiensis reportados en la
bibliografia: Caldo T (Ben Khedher et al., 2011), Caldo K (Kurt et al., 2005) y Caldo A
(Avignone-Rossa et al., 1992) (Tabla 9). A su vez se evalué también el crecimiento en caldo
BM (ver item 2) y en caldo BM con el agregado de almidén soluble (2,5 g/l).

Se sembraron erlenmayers de 500 ml conteniendo 50 ml de los medios a evaluar con 500

ul del inéculo (ver item 8.1.), e incubados a 250 rpm a 292C durante 96 h.
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Tabla 9. Composicion de los medios de cultivo empleados para la cepa seleccionada por su

toxicidad para A. diaperinus.

Componentes CaldoT(g/l) CaldoK(g/l) Caldo A (g/l)
Glucosa 22,5 0,5 7
Glicerol 4,8 - -

(NH,;),S0,4 5,4 - 3
Extracto de Levadura 5,8 - 0,47
KH,PO, 1 3,4 1,5
K,HPO, 1 4,35 1,5
MgS0,.7H,0 0,3 - 0,5
MnS0O,;.H,0 0,008 0,6 0,05

FeSO, 0,01 - -
CaCl;.2H,0 0,2 - 0,08

Caldo Nutritivo - 0,4 -
Ca(NO3), - 0,82 -

MnCl, - 0,012 -

8.3. Diseios experimentales para el mejoramiento del medio de cultivo.

Para el proceso de mejoramiento del caldo BM propiamente dicho se empled la

metodologia descripta por Ben Khedher et al. (2011). Primero se determind cuales eran los

componentes del medio que afectaban significativamente la produccién de proteinas

insecticidas mediante el disefio estadistico de Plackett-Burman.

Se disefiaron 12

experimentos (12 medios de cultivo), donde cada componente (variable) de la férmula del

medio basal se incorporé en dos niveles (-1; +1) (Tabla 10).

Tabla 10. Matriz con los 12 experimentos disefados por Plackett-Burman.

Corrida X1 Xz X3 Xa Xs X7 Xg
1 -1 -1 -1 +1 +1 -1 +1
2 -1 +1 +1 +1 -1 +1 -1
3 -1 +1 +1 -1 +1 -1 -1
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+1

+1
+1
+1
-1
+1
-1
+1

-1 -1 -1
-1 +1 +1
+1 -1 +1
+1 +1 -1
-1 +1 +1
+1 -1 -1
-1 +1 -1
-1 -1 -1
+1 -1 +1

+1 -1
+1 +1
+1 -1
-1 +1
-1 -1
+1 +1
+1 +1
-1 -1
-1 +1

El modelo matemadtico asociado con el disefio de tamizaje de Plackett-Burman es un modelo

aditivo:

Y= BO + B1X1+ et B]_]_X]_]_

Donde Y es la respuesta tedrica, (i (i= 1-11) representa los coeficientes teodricos y X; (i= 1-

11) son variables codificadas.

Los niveles atribuidos a cada variable se establecieron arbitrariamente en un 50% por

debajo y por encima de su composiciéon en relacién al medio basal (Tabla 11).

Tabla 11. Valores de los niveles de los distintos componentes del medio.

Niveles de las variables

Variables Componentes (g/l)

+1 -1
X1 K;HPO, 0,5 1,5
Xz K;HPO, 1,25 3,75
X3 MgS0,4.7H,0 0,125 0,375
Xa MnS0O,4.H,0 0,05 0,15
Xs Glucosa 2,5 7,5
Xe Almidén 1,25 3,75
Xy Extracto de levadura 2 6
Xs NaCl 1,25 3,75
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Los coeficientes Bi se calcularon mediante regresion de cuadrados minimos a partir de los
resultados experimentales. Estos coeficientes representan la variacién de la respuesta
observada entre los niveles de dos factores. Las variables estadisticamente significativas se
identificaron mediante una prueba t-Student.

En una segunda etapa, una vez establecidos los componentes del medio con efecto
significativo sobre la produccién de proteinas, se utilizé la metodologia de superficie de
respuesta para determinar los valores éptimos de los factores seleccionados. Se desarrollé
un disefio central compuesto de tipo rotatorio (DCC) con dos factores (a= + 1,41). Cada
variable fue analizada a cinco niveles (-a; -1; 0; +1; +a) como se observa en la tabla 12. Los

valores de los otros componentes del medio quedaron en su valor basal.

Tabla 12. Valores de los niveles de las dos variables seleccionadas.

Niveles de las variables
Variable Componentes

-1,41 -1 0 +1 +1,41
X1 Extracto de levadura 1,18 2 4 6 6,82
X2 Almiddn 0,74 1,25 2,5 3,75 4,26

Se disefiaron 12 experimentos los cuales incluian 2° puntos factoriales, 4 puntos

centrales y 4 puntos axiales (tabla 13).

Tabla 13. Matriz con los experimentos disefiados por DCC.

Corrida X1 X5
1 -1,0 -1,0
2 -1,0 1,0
3 +1,41 0,0
4 -1,41 0,0
5 0,0 -1,41
6 1,0 1,0
7 1,0 -1,0
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8 0,0 +1,41
9 0,0 0,0
10 0,0 0,0
11 0,0 0,0
12 0,0 0,0

El modelo de segundo orden asociado a un disefio DCC de dos variables fue el siguiente:

Y= Bo + B1X1 + B2Xo+ BsXy® + BaXy” + BsXiX,

Donde Y es la respuesta tedrica, Bo, B1, ..., Bs representan los coeficientes tedricos y X; (j=
1-2) son las variables codificadas seleccionadas para el DCC.

Los coeficientes del modelo fueron estimados a través de regresion lineal multiple. Las
cuatro replicas del punto central permitieron estimar la variabilidad de los resultados
experimentales.

La compatibilidad del modelo propuesto con la informacién de los resultados
experimentales obtenidos se verificd a través de un analisis de varianza. El modelo validado
se utilizd6 para determinar el grafico de superficie respuesta el cual brindd una
representacion gréfica de los datos en funcion del rango de niveles de los pardmetros
estudiados.

El software STATGRAPHICS Centurion XVI se utilizd para generar el disefio de Plackett-

Burman y el DCC, y para el analisis de los resultados experimentales.

8.4. Parametros de medicion.

Se determind para todos los experimentos la concentracidn de proteinas solubilizadas a
partir de pellets de cada cultivo. Se tomé 1 ml del cultivo y se centrifugd a 16.000 xg (Sigma
1-15 pk). Se descartd el sobrenadante, se realizd un lavado con 1 ml de agua desionizada
estéril y se centrifugd nuevamente a 16.000 xg (Sigma 1-15 pk). Este procedimiento se
repitié dos veces mas. El pellet se resuspendié en Na,C03; 50 mM, pH 10,6 para solubilizar los

cristales de proteinas insecticidas respetando las proporciones y condiciones de incubacién
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establecidas en el item 6.2. Finalmente se cuantificaron las proteinas totales en el
sobrenadante de acuerdo al método de Bradford (ver item 6.3.1.).

Se midid al final de los experimentos la DO de los cultivos a 600 nm utilizando un
espectrofotémetro (Spectrum SP2000UV). Se utilizé como blanco el mismo medio de cultivo
estéril. Se determind el pH de los cultivos empleando un pH-metro (Thermo Scientific ORION
4 STAR). Finalmente, se tomd una muestra de 2 ml de cada cultivo y se pasteurizaron a 802C
durante 10 min en un bafio de agua. A continuacién se mantuvo durante 5 min en hielo y se
estimd el nimero de esporas a través de recuentos de unidades formadoras de colonias

(UFC). Se utilizaron placas con agar nutritivo (Difco) que se incubaron a 292C durante 24 h.
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Resultados y discusiéon — Seccién 1

Resultados y discusién

Los resultados del presente estudio y su discusiéon se presentan en dos secciones

principales:

1) “Seleccion y caracterizacién de cepas de Bacillus thuringiensis tdxicas para larvas de
Anthonomus grandis”.

2) “Seleccién y caracterizacion de cepas de Bacillus thuringiensis téxicas para larvas de
Alphitobius diaperinus. Mejoramiento de un medio de cultivo para obtener una mayor

biomasa activa”.

SECCION 1: Selecciéon y caracterizacion de cepas de Bacillus

thuringiensis toxicas para larvas de Anthonomus grandis.

Se realizé un estudio de tamizaje empleando cultivos liquidos completos de cepas nativas
y exoticas de B. thuringiensis en busqueda de aquellas patdgenas para larvas de A. grandis.
Una vez seleccionadas las cepas toxicas, se determind la fraccidn del cultivo donde se
encontraban él o los metabolitos responsables de la toxicidad (pellet conteniendo esporas y
cristales o sobrenadante). A través de esta estrategia se pudo determinar si la mortalidad
fue causada por las proteinas insecticidas de los cristales, o por otros factores de virulencia
liberados al medio de cultivo por la bacteria. Finalmente se caracterizaron fenotipica y

genotipicamente las cepas seleccionadas.

1.1. Tamizaje de cepas toxicas para el picudo del algodonero.

Se realizé la evaluacién toxicoldgica de los cultivos completos de cepas nativas y exdticas
de B. thuringiensis mediante bioensayos “burdos” utilizando larvas neonatas de A. grandis.
Las 124 cepas evaluadas (100 cepas nativas y 24 exdticas), demostraron cierto nivel de

toxicidad frente a dicha plaga (Tabla 14 y 15). Se registraron mortalidades comprendidas
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entre 2% a 87% y 3% a 78% en las cepas nativas y exoticas de B. thuringiensis

respectivamente. No obstante, la mayoria de ellas presentaron una baja virulencia con

porcentajes de mortalidad menores al 30% (Tabla 14 y 15).

Tabla 14. Actividad toxica de cultivos completos de cepas nativas de B. thuringiensis contra

larvas neonatas de A. grandis.

Cepa de Mortalidad * Bexo’ Cepa de Mortalidad * Bexo’
B. thuringiensis (%) BE® thutE? B. thuringiensis (%) "BE® thue®

INTA H1-1 28,3+3,1 - - INTA Mo15-2 30,4+0,0 - -
INTA H1-2 45,5+12,9 - - INTA H17-5 28,6 £6,7 - -
INTA L1-2 34,1+3,2 - - INTA TA20-6 27,1+14,7 - -
INTA L14-2 19,6 +9,2 - - INTA Mo21-1 28,9+04 - -
INTATA1-2 31,3+0,0 - - INTATA21-2 54,2+0,0 - -
INTA Mo1-10 22,7+12,9 - - INTA H22-2 23,8+6,7 - -
INTATA1-11 27,1+2,9 - - INTA Mo22-4 29,2+34 - -
INTA Mo1-12 41,7+5,9 - - INTA H22-7 35,9+10,8 - -
INTATA1-13 20,5+9,6 - - INTA Mo23-2 35,551 - -
INTA Ep-2 28,5+15,1 - - INTA TA24-2 42,9+6,7 - -
INTA H2-1 28,3+6,7 - - INTA TA24-6 29,2+5,9 - -
INTA L2-1 20,8+5,9 - - INTA TA24-10 32,8+7,8 - -
INTA H2-5 32,6+3,1 - - INTA H25-2 22,9+2)9 - -
INTA H2-12 15,2+3,1 - - INTA Mo26-1 22,2+13,5 - -
INTA Ep-3 18,0+0,0 - - INTA Mo27-1 20,8+5,9 - -
INTAVO-3 30,4t6,1 - - INTA H27-3 10,6 +3,4 - -
INTA 3-1 15,5+7,0 - - INTA Mo28-4 49,7 £ 19,7 - -
INTA Fo3-2 38,6 + 3,2 - - INTA Mo029-1 13,4+6,4 - -
INTA H3-2 39,5+8,8 + + INTA Mo32-3 18,2+6,4 - -
INTA H3-3 76,8 +4,5 - - INTA 33-5 25,0%3,2 - -
INTA H3-5 20,0+6,3 - - INTA H41-1 17,4 6,2 - -
INTA H4-1 47,9+2,9 + + INTA H42-1 31,2+2,9 - -
INTA H4-3 77,5%4,5 - - INTA H45-4 11,1+0,0 - -
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INTA Mo4-4
INTA Mo4-6
INTA Ep-5
INTA H5-2
INTA H5-5
INTA Mo5-8
INTA Ep-6
INTA H6-2
INTA H6-3
INTA H7-2
INTA 7-3
INTA H7-3
INTA Fr7-4
INTA Fr8-1
INTA Mo8-1
INTA Mo8-2
INTA Mo9-1
INTA Mo9-5
INTA H11-2
INTA H11-4
INTA H12-5
INTA H13-5
INTA H14-1
INTA Mo14-1
INTA Mo14-2
INTA Mo14-3
INTA Mo14-4

15,2+9,2
16,7 +5,9
20,8+11,8
41,0 £4,9
31,8+6,4
34,8+0,0
9,3%+3,3
19,6 £9,2
31,0+11,5
29,7+8,1
45,5+6,4
34,1+3,2
32,5+ 10,6
28,6 £6,7
35,4+2,9
23,9+9,2
9,5%6,7
23,8 +13,5
20,5+9,6
29,5+3,2
40,5+10,1
33,3+13,5
39,1+18,4
73,5%6,5
30,4+0,0
47,8 £ 13,2
22,7+6,4

INTA H46-3
INTA H46-12
INTA H46-18
INTA H47-2
INTAH47-3
INTA H48-5
INTA H48-8
INTA H48-12
INTA H48-34
INTA Pol49-1
INTA Pol49-6

INTA Pol49-14

INTA 50-4
INTA 50-6
INTA 51-3
INTA 54-8
INTA 56-4
INTA 78-2
INTA 79-37
INTA 79-38
INTA 103-23
INTA 180-12
INTA 186-1
INTA 186-5
INTA 186-16
INTA 186-35
INTA 194-9

29,1+£0,0
17,7 9,5
19,1 +13,5
33,3+5,9
25,0+5,9
74,3 +£11,8
37,2+3,3
2,8+3,9
29,5+9,6
22,7+6,4
28,3+9,2
18,2+6,4
28,3+15,4
9,5%6,7
13,6+6,4
18,2+6,4
47,8+6,1
27,3+0,0
21,7+12,3
34,8+6,1
10,9+3,1
10,6+3,4
20,5+3,2
6,8 + 3,2
30,4+0,0
22,7+0,0
34,8 +10,7

! Media + DE.  Deteccion de f-exotoxina. * Presencia (+) o ausencia (-) de [-exotoxina detectada a

través de bioensayos con Musca domestica. * thuE: deteccion del gen involucrado en la sintesis de i

exotoxina tipo | mediante PCR.
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Tabla 15. Actividad toxica de cultivos completos de cepas exdticas de B. thuringiensis contra

larvas neonatas de A. grandis.

Cepa de Mortalidad * Brexo? Cepa de Mortalidad * Bexo?
B. thuringiensis (%) BE®  thuE® B. thuringiensis (%) BE®  thut”
agizawai HD-137 19,6 +3,1 - - morrisoni 4AB1 8,7%+6,1 - -
alesti HD-4 21,7+0,0 - - morrisoni HD-12 40,2+ 10,7 + -
asturiensis 4BQ1 23,9+9,2 - - pakistani 4P1 28,3+3,1 - -
canadensis HD-224 33,5+4,3 - - roskildiensis T45001 29,5+ 3,2 - -
entomocidus HD-110 39,5+ 7,6 - - sotto HD-6 11,4+3,2 - -
galleriae TO5001 34,8+6,1 - - thompsoni HD-542 71,7 £ 6,8 + +
israelensis |PS-82 2,310,0 - - thuringiensis HD-2 86,7+6,3 + +
Jjaponensis 4AT1 25,0+ 3,2 - - tochigiensis 4Y1 19,6 +3,1 - -
kenyae HD-5 7,1+3,1 - - tolworthi HD-125 66,6 + 6,2 + +
kumamotoensis 4W1 19,6 +6,1 - - toumanoffi HD-201 47,7 £3,2 - -
kurstaki HD-1 22,7+6,4 - - wuhanensisHD-525 32,5 +10,6 - -

kyushuensis HD-541 8,7t6,1 - -
morrisoni tenebrionis

DSM2803 18,8+1,9 - -

! Media * DE. * Deteccién de f-exotoxina. * BE: Presencia (+) 0 ausencia (-) de F-exotoxina detectada
a través de bioensayos con Musca domestica. * thuE: deteccién del gen involucrado en la sintesis de

[-exotoxina tipo | mediante PCR.

Solo el 5,0% (5/100) de las cepas nativas y 12,5% (3/24) de las cepas exdticas causaron
una mortalidad mayor al 50%. Martins et al. (2007) obtuvieron datos similares. Ellos
observaron que el 2,3% (5/215) de las cepas brasilefias de B. thuringiensis estudiadas,
produjeron mortalidades superiores al 50%, al ensayar volumenes de cultivo completo
mayores que en el presente trabajo. Estos resultados podrian estar revelando un poder
patogénico mayor de nuestras cepas nativas contra el picudo del algodonero. Por otra parte,
esta diferencia podria deberse a una susceptibilidad mayor de las poblaciones argentinas de

A. grandis a B. thuringiensis. Se ha encontrado que diferentes poblaciones de una plaga
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pueden presentar distinta susceptibilidad frente a cepas seleccionadas de B. thuringiensis o
a distintas preparaciones de proteinas Cry puras (Gonzalez-Cabrera et al., 2001; Monnerat et
al., 2006). Algunas diferencias comenzaron a aparecer cuando comparamos nuestros
resultados con los datos de toxicidad de dos cepas exdticas reportadas previamente por
Monnerat et al. (2006). Contrariamente a lo observado en nuestros resultados (Tabla 15),
estos autores observaron que B. thuringiensis serovar israelensis mostré ser
significativamente mds tdxica para A. grandis que B. thuringiensis serovar morrisoni cepa
tenebrionis. Ademds, comunicaron que suspensiones espora-cristal de B. thuringiensis
serovar morrisoni cepa san diego (4AB1) resultaron mds todxicas que los de cepas
pertenecientes al serovar kurstaki y al serovar morrisoni cepa tenebrionis (Gomez et al.,
2006).

Finalmente, las cepas nativas mads téxicas B. thuringiensis INTA H4-3, INTA H3-3, INTA
Mo14-1 e INTA H48-5, y las cepas exdticas B. thuringiensis serovar thuringiensis HD-2,

thompsoni HD-542 y tolworthi HD-125, fueron seleccionadas para estudios posteriores.

1.2. Correspondencia de niveles altos de toxicidad para A. grandis

y la produccién de S-exotoxina.

La presencia o ausencia de f-exotoxina fue evidenciada a través de bioensayos realizados
empleando el “método para ensayos multiples” con Musca domestica. Estos resultados se
asociaron con aquellos obtenidos de la amplificacion génica de thuE, gen involucrado
particularmente en la produccion de f-exotoxina de tipo | (Liu et al., 2010). La determinacidn
de la presencia de f-exotoxina en una cepa determinada es importante, ya que debido a su
accién inespecifica, su uso estd prohibido como ingrediente activo en formulados que
contengan a B. thuringiensis (Rosell et al., 2008).

El 4,0% de las cepas nativas (4/100) y el 16,7% de las exdticas (4/24) demostraron ser
productoras de f-exotoxina (Tabla 14 y 15). En la figura 7 se observa la diferenciacion de las

cepas de B. thuringiensis de acuerdo a sus niveles de toxicidad y la presencia de S-exotoxina.
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Fig. 7. Numero de cepas nativas (A) y exdticas (B) de B. thuringiensis productoras y no productoras de

[-exotoxina en relacién a su mortalidad para A. grandis.

Ninguna de las cepas con porcentajes de mortalidad menores al 30% demostré ser
productora de S-exotoxina. Por el contrario, las cepas que presentaron porcentajes de
mortalidad superiores al 50% en el picudo del algodonero resultaron ser productoras del
mencionado metabolito (en este caso una S-exotoxina de tipo 1). Esto ultimo quedd
evidenciado al observar en estos bioensayos que ninguno de los adultos de M. domestica
emergio debido a una notoria malformacién de las pupas, y a su vez se observé la presencia
de la banda electroforética perteneciente al gen thuE. La capacidad de produccion de S-
exotoxina se corrobord en las cuatro cepas nativas y en las tres cepas exdticas mas toxicas
para el picudo, realizando ensayos confirmatorios con Musca domestica, pero en esta
oportunidad, empleando sobrenadantes de cultivos filtrados y autoclavados donde sdlo la -
exotoxina, debido a su termoresistencia, puede persistir. Alli también se observaron efectos
teratdgenicos sobre las pupas que impidieron que los adultos emerjan. En concordancia con
lo expuesto por otros autores (Espinasse et al., 2003), estos resultados sugieren una fuerte
asociaciéon entre la toxicidad para A. grandis de una cepa particular de B. thuringiensis y la
produccion de f-exotoxina por parte de la misma. Este metabolito también ha sido
reportado como téxico para otras especies de coledpteros (Lasioderma serricone,
Leptinotarsa decemlineata y Diabrotica undecimpunctata) (Burjeon et al., 1969; Levinson et

al., 1990; Tsuchiya et al., 2002).
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1.3. Caracterizacion fenotipica y genotipica de las cepas nativas
seleccionadas.

Las principales caracteristicas fenotipicas y genotipicas de las cepas nativas de B.
thuringiensis mas activas contra A. grandis se presentaron en la tabla 16. B. thuringiensis
INTA H4-3, INTA H3-3, INTA Mol4-1 e INTA H48-5 mostraron compartir una morfologia
similar de cristales de acuerdo a lo determinado mediante microscopia de contraste de
fases, cristales con perfiles proteicos similares segun lo revelado por SDS-PAGE (Fig. 8A), y
perfiles de genes cry y vip idénticos determinados por PCR (Sauka, 2007; Sauka et al., 2012).
Estas cepas producen cristales bipiramidales y cubicos, proteinas principales de ca. 130 y 65

kDa consistentes con la presencia de genes cryly cry2.

Tabla 16. Principales caracteristicas fenotipicas y genotipicas de las cepas nativas mds

toxicas.

Morfologia  Tamaiio de las
Cepa Perfil de genes cry y vip
de cristales proteinas (kDa)

INTAH4-3 ByCu ca. 130y 65 crylAb, crylAc, crylla, cry2Ab y vip3Aa
INTA H3-3 ByCu ca. 130y 65 crylAb, crylAc, crylla, cry2Ab y vip3Aa
INTA Mo14-1 By Cu ca. 130y 65 crylAb, crylAc, crylla, cry2Ab y vip3Aa
INTAH48-5 ByCu ca. 130y 65 crylAb, crylAc, crylla, cry2Ab y vip3Aa

!B, bipiramidales; Cu, cubicos.

Todas estas caracteristicas de las cepas téxicas para el picudo del algodonero se asemejan
mas a caracteres de cepas de B. thuringiensis lepidoptericidas en vez de cepas
coleoptericidas (Sauka y Benintende, 2008). La evidencia que apoya esta afirmacion radica
en que estas cepas mostraron perfiles electroforéticos de REP-PCR idénticos a la cepa de
referencia HD-1 (Fig. 8C), lo que indicd que estas cepas nativas podrian pertenecer al serovar
kurstaki, de acuerdo con las conclusiones extraidas durante el desarrollo de esta técnica
(Reyes-Ramirez e Ibarra, 2005; Sauka et al., 2011). A su vez, en forma complementaria, se

realizé un dendograma que confirma estos resultados (Fig. 9).
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Fig. 8. Caracterizacién de cepas nativas y exdticas de B. thuringiensis seleccionadas. A) Analisis
electroforético de las proteinas que forman los cristales. Lineas: 1, INTA TA21-2; 2, INTA H4-1; 3,
INTA H4-3; 4, INTA H3-3; 5, INTA Mo14-1; 6, INTA H48-5; 7, kurstaki HD-1; 8, thuringiensis HD-2; 9,
morrisoni cepa tenebrionis DSM2803. PM con los tamafios indicados a la izquierda (kDa) (Promega).
B) Perfiles de plasmidos. Lineas: 1, INTA TA21-2; 2, kurstaki HD-1; 3, INTA H4-1; 4, INTA H4-3; 5, INTA
Mo14-1; 6, INTA H48-5; 7, INTA H3-3; 8, kurstaki HD-1; 9, thuringiensis HD-2. PM con los tamafios
indicados a la izquierda (pb) (Promega). C) Perfiles electroforéticos obtenidos mediante REP-PCR.
Lineas: 1, thuringiensis HD-2; 2, israelensis HD-567; 3, morrisoni cepa tenebrionis DSM2803; 4,
kurstaki HD-1; 5, INTA H3-3; 6, INTA H4-3; 7, INTA H48-5; 8, INTA Mo14-1; 9, INTA TA21-2; 10, INTA

H4-1. PM con los tamafios indicados a la derecha (pb) (Invitrogen).
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Fig. 9. Dendograma estimado de los perfiles electroforéticos de REP-PCR obtenidos de cepas de

referencia y nativas seleccionadas de B. thuringiensis.

B. thuringiensis serovar kurstaki HD-1 es la cepa mas utilizada como ingrediente activo de
pesticidas bioldgicos para el manejo de insectos lepiddpteros que afectan la agricultura y la
actividad forestal (Sauka y Benintende, 2008). Esta cepa presenta los genes crylAa, crylAb,
crylAc, crylla, cry2Aa, cry2Aby vip3Aa (Zhu et al., 2015), un perfil génico practicamente
idéntico al de las cuatro cepas nativas (Tabla 3). Por el contrario, algunas diferencias
aparecieron cuando se determiné el perfil de pldasmidos. Las cuatro cepas nativas
presentaron el mismo perfil plasmidico, pero se diferenciaron del de HD-1, y del obtenido de
otras cepas nativas y exdticas evaluadas (Fig. 8B). Sin embargo esta observacién no parecié
extrafa, ya que los perfiles de plasmidos se han utilizado ampliamente en la discriminacién

de cepas, incluso dentro del mismo serovar (Gonzalez et al., 1981; Sauka et al., 2010).

1.4. |dentificacion de factores de virulencia involucrados en la
toxicidad para A. grandis.

Se realizaron bioensayos con distintas fracciones del cultivo de las cepas nativas y

exoticas mas activas para larvas neonatas de A. grandis, con el objeto de determinar en cual
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de ellas se encontraban los metabolitos insecticidas responsables de la toxicidad. Los
resultados muestran que todas las fracciones presentaron algin nivel de actividad
insecticida (Tabla 17).

Primero se compard para cada cepa el valor del porcentajede mortalidad del pellet (P)
(esporas y cristales resuspendidos) con el del sobrenadante filtrado (SF), y ambos con
respecto al del cultivo completo (CC), realizando un analisis de varianza (ANOVA) seguido del
Test de Tukey (p < 0,05). De este andlisis surgieron varios grupos diferentes de cepas segun
las diferencias estadisticas observadas entre los valores de mortalidad (Tabla 17). Las cepas
INTA H4-3, INTA Mo14-1, INTA H48-5, HD-2 y HD-125 se agruparon constituyendo un grupo
mayoritario, ya que presentaron diferencias significativas entre P y SF, P y CC, pero no entre
SF y CC. Por otro lado, la cepa INTA H3-3 mostré diferencias significativas entre Py CC, SF y
CC, pero no entre P y SF. Finalmente, la cepa HD-542 mostré diferencias significativas entre
las diferentes fracciones del cultivo y el CC. Estos resultados sugieren que los principales
factores de toxicidad se encuentran en el SF, debido a que mostraron niveles de toxicidad
similares a los de CC. Sobre todo en el grupo mayoritario de cepas, los niveles altos de
actividad toxica se pudieron correlacionar directamente con la presencia de S-exotoxina.
Espinasse et al. (2003) comunicaron previamente que este metabolito seria uno de los
principales responsables de la toxicidad para A. grandis. También se ha citado que la
combinacidon de B. thuringiensis serovar kurstaki junto con f-exotoxina resulté en una
toxicidad potenciada para larvas neonatas de Spodoptera exigua (Moar et al., 1986). Sin
embargo, su participacion en la toxicidad junto con otros factores de virulencia tales como
toxinas Cryll no se deberian descartar. En consistencia con los genes crylla detectados por
PCR, las cepas estudiadas podrian ser también productoras de Crylla (Tabla 16). Este grupo
de proteinas no cristaliza en B. thuringiensis y son liberadas al medio durante la fase inicial
de la esporulacion (Kostichka et al., 1996). Crylla se ha descripto como toxica para larvas de
ciertas especies de coledpteros y lepidépteros (Tsuchiya et al., 2002). En particular, algunas
proteinas Crylla recombinantes demostraron ser altamente toxicas para larvas de A. grandis

(Bergamasco et al., 2011; Grossi-de-Sa et al., 2007; Martins et al., 2008).
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seleccionadas por su toxicidad para A. grandis.

Resultados y discusiéon — Seccién 1

Cepa de Mortalidad ! (%) f-exo ®
B. thuringiensis cc’ p? SF* SFA°
INTA H4-3 77,5+45° 239+54° 640+58° 433+59" +
INTA H3-3 76,8+45° 309+3,9° 37,7+52" 403+95“ +
INTA Mo14-1 754+57° 10,6+6,0° 743+31% 598+7,7° +
INTA H48-5 743+11,9° 33,0+86” 699+3,6° 46,8+4,7" +
thuringiensis HD-2  86,7+6,3° 17,8+3,1° 64,9+10,2% 51,1+6,3°¢ +
thompsoni HD-542  71,7+6,8° 25,0+4,2° 395+58  29,9t+6,5°" +
tolworthi HD-125  66,6+6,2° 13,4+42° 511+172° 283 +3,1" +

T Media * DE. ? (CC) cultivo completo. ? (P) pellet. * (SF) Sobrenadante filtrado. ® (SFA) Sobrenadante
filtrado y autoclavado. ° Presencia (+) o ausencia (-) de f-exotoxina confirmada por bioensayos con
sobrenadante autoclavado y Musca domestica. Valores de la media con disntinta letra presentan

diferencias significativas de acuerdo al Test de Tukey (p < 0,05).

Para determinar si en los sobrenadantes de los cultivos estaban presentes factores de
virulencia para A. grandis que sean termolabiles, se compard el porcentaje de mortalidad del
SF con el del sobrenadante filtrado y autoclavado (SFA), en el cual sélo estaria presente la /-
exotoxina. Nuevamente surgieron diferentes grupos entre las cepas evaluadas teniendo en
cuenta las diferencias estadisticas observadas entre los distintos porcentajes de mortalidad
(Tabla 4). Un grupo que mostré diferencias significativas entre SF y SFA, se compuso por las
cepas INTA H4-3 e INTA H48-5. La baja mortalidad del SFA comparada con el SF demostraria
la existencia de factores de virulencia termoldbiles en SF, los que podrian contribuir
significativamente en la virulencia de estas cepas para A. grandis. Las cepas INTA H3-3, INTA
Mo14-1, HD-2, HD-542 y HD-125 se clasificaron en un grupo separado, ya que no
presentaron diferencias significativas entre los distintos tratamientos. Estos resultados
reflejarian que los factores de virulencia termolabiles que se encontraron en el SF no
jugarian un rol importante en la virulencia de estas cepas especificas y que la toxicidad
podria estar principalmente ligada a la produccién de f-exotoxina. Las diferencias obtenidas

entre los niveles de toxicidad de estos dos grupos podrian estar influenciadas por la
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concentracion de f-exotoxina producida por cada cepa, por los niveles de expresién de los
genes de crylla o por otro factor de virulencia secretado desconocido.

En este estudio también se observé que los P evaluados resultaron al menos ligeramente
toxicos para A. grandis. Esto podria atribuirse al hecho de que durante el transcurso de los
siete dias de duracién del ensayo, las esporas germinen en la dieta de los insectos y secreten
[-exotoxina causando mortalidad. Otra razén podria deberse a cierto grado de toxicidad de
algunas proteinas Cry que estarian formando sus cristales. Algunos autores han reportado
diferentes niveles de toxicidad para A. grandis por parte de proteinas Cry1Ba6, Cry8Ka, Cry4,
Cry10Aa, Cryl1A y Cyt (de Souza Aguiar et al., 2012; Martins et al., 2010; Monnerat et al.,
2012; Oliveira et al., 2011). De acuerdo a nuestro conocimiento, ninguno de los genes cry
presentes en las cepas nativas han sido reportados como codificantes de cristales con
actividad coleoptericida (Tabla 3). Sims (1995) demostré que CrylAc, una proteina que seria
expresada por las cepas nativas, no fue tdxica para el picudo. Se necesitarian realizar
bioensayos con proteinas individuales de CrylAb, CrylAc y Cry2A para lograr identificar que
proteina o proteinas fueron las responsables por la toxicidad de P en las cepas nativas. Sin
embargo, es necesario seguir trabajando para desentranar este punto.

Por otro lado, las diferencias estadisticas observadas entre el SFy el CC de las cepas INTA
H3-3 y HD-542, pero no entre el resto de las cepas, no son faciles de explicar. Esto podria
atribuirse a una actividad sinérgica fuerte entre las esporas y los cristales del CC. Existen
evidencias que las esporas en mezclas o con soluciones de toxinas Cry puras, podrian actuar
sinérgicamente para aumentar la toxicidad en larvas de insectos susceptibles (Johnson vy
McGaughey, 1996).

Para comprender y conocer mas acerca de las toxinas de las cepas nativas seleccionadas,
se secuenciaron los genomas de las mismas y analizaron las secuencias nucleotidicas en
busqueda de genes codificantes de factores de virulencia para insectos (datos no
publicados). Tras el andlisis se observé que presentaban el mismo perfil de genes cry/vip,
previamente identificado por PCR (cry1Ab, crylAc, crylla, cry2Aa, cry2Ab y vip3Aa). Como
era de esperarse, en estas cepas se detectd el cluster completo de genes que codifican para
la f-exotoxina o al menos la mayoria de sus genes. A su vez se encontraron otros genes
asociados a factores de virulencia que podrian actuar en forma sinérgica junto con las
proteinas Cry o Vip, mejorando su actividad toxica (ej.: zwittermicina A, una enhancina,

proteasas, colagenasas, qutinasas). Ademas de las ya mencionadas anteriormente, no se
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encontrd ninguna otra toxina que se haya podido asociar con una actividad insecticida
especifica en estas cepas nativas.

En resumen, se seleccionaron cuatro cepas nativas y tres exdticas de B. thuringiensis
como las mas toxicas para larvas del picudo del algodonero. El uso potencial de estas cepas
para la elaboraciéon de un bioinsecticida de primera generacion se veria restringido a pesar
del buen nivel de actividad insecticida evidenciado. Esta afirmacién radica en que un
importante factor de virulencia asociado seria una f-exotoxina. De todos modos, estas cepas
pueden ser la fuente de genes (por ej. crylla) para producir plantas de algoddn transgénicas

resistentes a esta plaga.
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Seccion 2: Seleccidon y caracterizacion de cepas de

Bacillus thuringiensis toxicas para larvas de A/phitobius
diaperinus. Mejoramiento de un medio de cultivo para
obtener una mayor biomasa activa.

Primeramente se establecié una cria artificial de A. diaperinus en el laboratorio, para
obtener las larvas necesarias para bioensayos. Al igual que en la seccién anterior, se realizd
un estudio de tamizaje empleando cultivos liquidos completos de cepas nativas y exéticas de
B. thuringiensis, pero en esta oportunidad, en busqueda de cepas tdxicas para A. diaperinus.
A continuacion las cepas seleccionadas fueron caracterizadas fenotipica y genotipicamente.
Luego se determind la fraccion del cultivo donde se encontraban los metabolitos
responsables de la actividad insecticida. A su vez se realizaron bioensayos “finos” para
determinar su virulencia, y evaluar como influyen en la misma la solubilizacion y la
tripsinizacion in vitro de los cristales.

Por ultimo se seleccioné un medio de cultivo liquido para la produccion de una de las
cepas en estudio, y se trabajo en el mejoramiento del mismo empleando distintos disefios
estadisticos con el objeto de lograr una mayor biomasa activa. Esto resulta de importancia

para el desarrollo futuro de un bioinsecticida.

2.1. Establecimiento de la cria de A. diaperinus.

A mediados de 2012, se inicié en nuestro laboratorio, una cria de A. diaperinus con
material provisto por el Dr. Fransceschi y Vignoni de la Universidad de Lujan. Las muestras
donde se encontraban los ejemplares de A. diaperinus eran de cama de pollo (alimento
balanceado para pollos y guano). Cada uno de los adultos fue separado y colocado en un
recipiente plastico (35x25x10 cm). Se probaron distintos ingredientes y proporciones para
conformar una dieta de soporte y alimentacion: harina de maiz, salvado de trigo, germen de
trigo, alimento balanceado para pollos (Ganave). Se observé un mejor desarrollo de la cria
con un soporte basado en alimento balanceado para pollos (Ganave) y salvado de trigo en
una proporcion 95:5, con el agregado de entre dos y tres rodajas de zanahoria fresca

embebidas en aceite de germen de trigo (Dasipa). Esta combinacién les brindd a los insectos
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una fuente de agua, humedad y aporte de vitaminas. Las zanahorias se repusieron dia por
medio y el soporte fue renovado semanalmente.

Las condiciones ambientales seleccionadas para la cria fueron esencialmente similares a
las informadas por Francisco y do Prado (2001) (282C, 60-70% de humedad y fotoperiodo de
14:10). Sallet et al. (2013) establecieron en Brasil una cria de A. diaperinus empleando
condiciones similares a la desarrollada para este trabajo. Evaluaron dos tipos de dieta de
soporte y alimentacién para la cria, seleccionando el alimento balanceado para pollos como
la mas adecuada, al igual que la establecida en este trabajo. Las condiciones ambientales
fueron las mismas, a diferencia de que rociaban diariamente las bandejas con agua, lo que
resultaba en un porcentaje de humedad mas elevado.

Al principio las hembras depositaban los huevos dentro del soporte donde se
encontraban, lo cual hacia imposible su visualizacidon y recoleccién. Para solucionar este
inconveniente, se colocaron por bandeja dos tiras de papel corrugado plegadas al medio (10
cm de largo cada una), con la finalidad de que las hembras depositen los huevos dentro de
ellas (Monnerat, comunicacién personal). Los papeles y los huevos depositados en ellos, se
recolectaron dia por medio y se descontaminaron en cloruro de benzalconio 0,3% durante
30 min. Las tiras de papel con los huevos desinfectados se colocaron en recipientes nuevos
incubandose en las condiciones ambientales establecidas. A partir de estos recipientes se
desarrollaron poblaciones de insectos homogéneas que se utilizaron como fuente de larvas
para bioensayos y para la continuidad de la cria artificial.

Esta cria de A. diaperinus constituye de acuerdo con nuestro conocimiento, la primera de

su especie en Argentina con fines de investigacion.

2.2. Tamizaje de cepas toxicas para larvas del escarabajo de la
cama de pollos.

Se determiné la patogenicidad de los cultivos completos de 18 cepas nativas y 24 exdticas
de B. thuringiensis mediante bioensayos “burdos” utilizando larvas del 22 estadio de A.
diaperinus.

Las cepas evaluadas no resultaron ser tdxicas o presentaron porcentajes de mortalidad
menores al 10%, exceptuando la cepa nativa INTA Mo4-4 y B. thuringiensis svar. morrisoni

cepa tenebrionis que resultaron las mas toxicas (Tabla 18 y 19). Ninguna de estas dos cepas
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demostraron ser productora de f-exotoxina, sugiriendo que este metabolito no tendria un

papel preponderante en la patogenicidad de B. thuringiensis para A. diaperinus.

Tabla 18. Actividad tdxica de cultivos completos de cepas nativas de B. thuringiensis contra

larvas del 22 estadio de A. diaperinus.

Cepa de B. Mortalidad * S-exo?
thuringiensis (%) BE * thut *
INTA Mo1-12 0,0£0,0 - -
INTA H3-3 4,2 +3,0 + +
INTA H4-1 8,7t6,1 + +
INTA H4-3 2,2+3,1 + +
INTA H41-1 0,0+£0,0 - -
INTA Mo4-4 27,1+£12,6* - -
INTA 7-3 4,3+0,0 - -
INTA 51-3 0,0+0,0 - -
INTA Mo14-1 4,2 +3,0 + +
INTA Mo14-4 2,1+29 - -
INTATA21-2 0,0+0,0 - -
INTA H48-5 0,0+£0,0 - -
INTA 56-4 0,0+0,0 - -
INTA 272-1 0,0+£0,0 - -
INTATA 273-8 2,1+0,1 - -
INTA 33-5 0,0+£0,0 - -
INTA 77-10 0,0+0,0 - -
INTA Fr7-4 2,3+0,0 - -

! Media * DE. *El valor de la media corresponde a 10 repeticiones. > Deteccidn de [-exotoxina. * BE:
Presencia (+) o ausencia (-) de f-exotoxina detectada a través de bioensayos con Musca domestica. 4

thuk: deteccidn del gen involucrado en la sintesis de f-exotoxina tipo | mediante PCR.
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Tabla 19. Actividad toxica de cultivos completos de cepas exdticas de B. thuringiensis contra

larvas del 22 estadio de A. diaperinus.

Cepa de B. Mortalidad * Bexo?
thuringiensis (%) BE®  thut®
aizawai HD-133 0,0+£0,0 - -
alesti HD-4 6,5+9,2 - -
asturiensis 4BQ1 0,0+£0,0 - -
canadensis HD-224 55+7,2 - -
entomocidus HD-110 4,3+0,0 - -
galleriae T05001 2,8+3,1 - -
israelensis HD-567 0,0+0,0 - -
israelensis 1PS-82 0,0+0,0 - -
japonensis 4AT1 0,0+£0,0 - -
kumamotesis 4W1 0,0+£0,0 - -
kurstaki HD-73 0,0+0,0 - -
kurstaki HD-1 0,0+£0,0 - -
kyushuensis HD-541 9,4+2,5 - -

morrisoni cepa

tenebrionis DSM2803 10,2 + 6,6*

morrisoni 4K3 2,129 - -
morrisoni HD-12 2,1+29 + -
pakistani 4P1 0,0+0,0 - -
roskieldiensis T45001 0,0+£0,0 - -
thompsoni HD-542 2,4+3,3 + +
thuringiensis HD-2 0,0+£0,0 + +
tochigiensis 4Y1 2,1+2,9 - -
tolworthi HD-125 8,7+6,1 + +
toumanoffi HD-201 6,7+2,8 - -
wuhanensis HD-525 4,3+0,0 - -

! Media * DE. *El valor de la media corresponde a 10 repeticiones. * Deteccién de S-exotoxina. > BE:
Presencia (+) o ausencia (-) de f-exotoxina detectada a través de bioensayos con Musca domestica. 4

thukE: deteccidn del gen involucrado en la sintesis de f-exotoxina tipo | mediante PCR.
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Existen pocos reportes donde se informa la patogenicidad de B. thuringiensis para A.
diaperinus. Varios de ellos son parte de patentes en las que se brindé escasa o nula
informacién sobre los porcentajes de mortalidad obtenidos y las condiciones en que se
realizaron los bioensayos (Hickel et al., 1991; Hickel et al., 1991a; O'Brien et al., 1993). Sallet
(2013) evalud 187 cepas brasilefias de B. thuringiensis de las cuales destaca tres de ellas. La
cepa S907, S1122 y S1806 produjeron mortalidades del 30, 50 y 60% respectivamente,
utilizando una concentracién final en la dieta de 400 ug/cm2 de pellet seco y molido de las
mismas. En otro estudio, Alencar (2015) evalud tres cepas de B. thuringiensis que produjeron
mortalidades entre 55 y 61%. En ambos estudios, las cepas mas téxicas tienen en comun que
resultaron pertenecer al serovar israelensis, situacion que contrasta con nuestros resultados
donde ninguna de las cepas que se ensayaron pertenecientes a este serovar, resultaron
patdgenas (Tabla 19). Estas diferencias podrian deberse principalmente a las distintas
condiciones de bioensayo utilizadas en el presente estudio.

Finalmente, la cepa nativa mas téxica B. thuringiensis INTA Mo4-4 y la exética B.
thuringiensis svar. morrisoni cepa tenebrionis fueron seleccionadas para estudios

posteriores.

2.3. Caracterizacion fenotipica y genotipica de las cepas

seleccionadas.
Las principales caracteristicas fenotipicas y genotipicas de la cepa nativa INTA Mo4-4 y B.

thuringiensis svar.morrisoni cepa tenebrionis DSM2803 se resumen en la tabla 20.

Tabla 20. Principales caracteristicas fenotipicas y genotipicas de las cepas mas toxicas.

Morfologia  Tamaiio de las
Cepa L Perfil de genes cry y vip
de cristales © proteinas (kDa)

INTA Mo4-4 CA ca. 67 kDa cry3, cry23, cry37, viply vip2
tenebrionis DSM2803 CA ca. 67 kDa cry3, cry23, cry37, vipl y vip2

1A, cuadrados aplanados.
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B. thuringiensis INTA Mo4-4 mostré caracteres comunes con B. thuringiensis svar.
morrisoni cepa tenebrionis, empleada como ingrediente activo de productos comerciales
registrados para el manejo de coledpteros plagas (Srinivasa Rao et al., 2015). Ambas cepas
presentaron morfologia similar de cristales de acuerdo a lo determinado mediante
microscopia de contraste de fases (Fig. 10), cristales con perfiles proteicos similares segun lo
revelado por SDS-PAGE (Fig. 11), perfiles de genes cry y vip idénticos determinados por PCR
(Fig. 12A, B y C) e incapacidad de producir f-exotoxina. Estas cepas producen cristales
cuadrados aplanados y una proteina principal de ca. 67 kDa consistentes con la presencia de
genes cry3.

Estos cristales también estarian conformados por las proteinas Cry23 (29 kDa) y Cry37 (ca.
14 kDa), que actuan juntas para ejercer su toxicidad para ciertos coleépteros (de Maagd et
al. 2003). Las bandas correspondientes a estas proteinas no se observaron en los geles de
SDS-PAGE realizados (Fig. 11).

La ausencia del gen thuE en ambas cepas predijo su imposibilidad para secretar f-
exotoxina de tipo | (Fig. 12D). La incapacidad de producir dicho metabolito, como la de
cualquier otro tipo de S-exotoxina, se confirmd a través de bioensayos con Musca domestica

(Tabla 18 y 19).
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Fig. 10. Evolucién de los cultivos bacterianos de las cepas seleccionadas de B. thuringiensis en caldo
BM empleando microscopia de contraste de fases. A) B. thuringiensis svar. morrisoni cepa tenebrionis

DSM2803; B) B. thuringiensis INTA Mo4-4. |- 12 h: bastones en estado vegetativo; II- 24 h: comienzan
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a formarse los esporangios; lll- 48 h: predominio de esporangios, dentro de los que pueden llegar a
distinguirse esporas y cristales; IV- 72 h: autolisis de los esporangios con esporas y cristales libres; V-

96 h: autolisis completa (esporas y cristales libres). Barra, 5 um.
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Fig. 11. Andlisis electroforético de las proteinas que forman los cristales. Lineas: 1, israelensis IPS-82;
2, kurstaki HD-1; 3, morrisoni cepa tenebrionis DSM2803; 4, INTA Mo4-4. PM con los tamafios

indicados a la izquierda (kDa) (Promega).

INTA Mo4-4 comparte hasta este punto, todas las caracteristicas comunes de una cepa
tradicionalmente coleoptericida como lo es B. thuringiensis morrisoni cepa tenebrionis
DSM2803. Sin embargo, algunas diferencias surgieron cuando se compararon los perfiles
electroforéticos de REP-PCR (Fig. 13). Ambas cepas mostraron perfiles de REP-PCR muy
similares que difieren en la presencia de una banda polimédrfica en INTA Mo4-4 (Fig. 13).
Estas similitudes sugieren que la cepa INTA Mo4-4 podria representar una variante dentro
del serovar morrisoni. Esta capacidad de diferenciacién revelada durante el desarrollo de
esta técnica no es una novedad, ya que la misma ha sido utilizada con éxito en la
discriminacion de cepas pertenecientes a un mismo serovar (Sauka et al., 2011). En la figura

14 se presenta un dendograma que confirma estos resultados.
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PM N
Region 2 Regién 1

thut thue

Fig. 12. Deteccion de genes que codifican factores de virulencia. A) Amplificacién génica de cry3 (ca.
820 pb), cry23 (702 pb) y cry37 (330 pb). Lineas: 1, INTA Mo4-4; 2, morrisoni cepa tenebrionis
DSM2803; 3, kurstaki HD-1. B) cry7 (358 pb) y cry8 (ca. 930 pb). Lineas: 1, INTA Mo4-4; 2, morrisoni
cepa tenebrionis DSM2803; 3, kumamotoensis HD-867; 4, INTA Fr7-4. C) vip1 (ca. 530 pb) y vip2 (826
pb). Lineas: 1, INTA Mo4-4; 2, morrisoni cepa tenebrionis DSM2803; 3, kurstaki HD-1. D) Regién 2
(406 pb) y 1 (384 pb) de thuE. Lineas: 1, thuringiensis HD-2; 2, INTA H48-5; 3: INTA Mo4-4. Las fechas
verdes indican las bandas que corresponden a los productos de amplificacidon esperados. PM con los

tamanios indicados a la izquierda (pb) (Promega).
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Fig. 13. Perfil electroforético (A) y representaciéon esquematica (B) de INTA Mo4-4, morrisoni cepa
tenebrionis DSM2803 y de otras cepas de B. thuringiensis obtenidos mediante REP-PCR. Lineas: 1,
thuringiensis HD-2; 2, israelensis HD-567; 3, morrisoni cepa tenebrionis DSM2803; 4, INTA Mo4-4; 5,

kurstaki HD-1. PM con los tamafios indicados a la izquierda (pb) (Invitrogen).
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Fig. 14. Dendograma estimado de los perfiles electroforéticos de REP-PCR obtenidos de INTA Mo4-4,
morrisoni cepa tenebrionis DSM2803 y de cepas de referencia de B. thuringiensis, empleando el

coeficiente de Jaccard y el método UPGMA.
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2.4. Solubilizacion y tripsinizacion de los cristales de INTA Mo4-4.
Los cristales proteicos de B. thuringiensis se solubilizan y degradan enzimaticamente para
ejercer su efecto toxico en el intestino medio de los insectos susceptibles (Sauka y
Benintende, 2008). Se desarrollaron una serie de experimentos con el objeto de seleccionar
una solucion que disuelva mas eficientemente los cristales de INTA Mo4-4. Se testearon
soluciones de diferente composicion y con valores de pH que rondaron entre 3,3 y 12,9. La
cantidad de proteina total en el sobrenadante, obtenida tras la solubilizacién de los cristales
presentes en alicuotas de pellet resuspendidos, fue comparada entre los distintos
tratamientos a ojo desnudo en geles de SDS-PAGE (Fig. 15). Todas las soluciones probadas,
independientemente de que posean un pH 4cido o alcalino, disolvieron eficientemente los
cristales en mayor o menor medida. Este resultado concuerda con lo informado previamente
para B. thuringiensis svar. morrisoni cepa tenebrionis (Carroll et al., 1997). Alli se concluyd
que los cristales de esta cepa también pueden ser solubilizados a pH d4cido o alcalino. La
solucion de Na,CO3 50 mM pH 10,6 fue seleccionada por su mayor capacidad solubilizadora

para ser utilizada en estudios posteriores (Fig. 15A).

A kDa
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Fig. 15. Andlisis electroforético de proteinas solubilizadas (A) y solubilizadas y digeridas con tripsina
(B) de B. thuringiensis INTA Mo4-4. A) Lineas: 1, sin tratamiento; 2, NaBr 3,3 M pH 6,6; 3, NaOH 0,1 M
pH 12,9; 4, Na,CO; 50 mM pH 10,6. B) Lineas: 1, proteina solubilizada Na,CO; 50 mM pH 10,6; 2, 2 h;
3, 4 h; 4, 6 h. Las fechas azules indican las bandas que corresponden a la proteina solubilizada de ca.
67 kDa, mientras que la roja la solubilizada y tripsinizada (ca. 55 kDa). PM con los tamafios indicados

a la izquierda (kDa) (Promega).
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Distintas alicuotas de las proteinas solubilizadas en las condiciones seleccionadas fueron
incubadas con tripsina durante distintos periodos de tiempo. La proteina solubilizada de ca.
67 kDa de INTA Mo4-4 fue tripsinizada rdpidamente a una forma mas pequefia de ca. 55 kDa
(Fig. 15B). No se observaron diferencias a simple vista en la cantidad de proteina solubilizada

y tripsinizada a partir de las 2 h de incubacion (Fig. 15B).

2.5. |ldentificacion de factores de virulencia involucrados en la

toxicidad para A. diaperinus.

Se realizaron bioensayos con distintas fracciones del cultivo de B. thuringiensis INTA Mo4-
4, con el objetivo de determinar en cual de ellas se encontraban los metabolitos insecticidas
responsables de la toxicidad. Los resultados muestran que todas las fracciones presentaron

niveles de actividad insecticida (Tabla 21).

Tabla 21. Actividad tdxica de las diferentes fracciones del cultivo de INTA Mo4-4.

Mortalidad (%)
Cepa

cc? p3 SF*

INTAMo4-4 27,2+12,6° 16,2+48° 6,2+2,9°

! Media + DE. ? (CC) cultivo completo. * (P) pellet resuspendido. * (SF) sobrenadante filtrado. Los

valores de las medias con igual letra indican que no difieren significativamente entre ellas (p > 0,05).

Se compararon los valores de porcentajes de mortalidad del pellet (P) (esporas y cristales
resuspendidos) con el del sobrenadante filtrado (SF), y ambos con respecto al del cultivo
completo (CC), realizando un analisis de varianza (ANOVA) (Tabla 21). De este analisis surgio
que no habia diferencias significativas entre los tres tratamientos (F=3,48; p = 0,06).

La mortalidad generada por el P fue mayor que la del SF y ambas menores que la del CC.
Esto sugiere que los principales factores de toxicidad se encontrarian en el P. Esta actividad
téxica estaria dada por las proteinas Cry que formarian los cristales. Algunos autores han
informado diferentes niveles de toxicidad para A. diaperinus por parte de proteinas
tipicamente coleoptericidas como Cry3Aa, Cry3Bb y Cry8Ca, y por otras con actividad dual
para dipteros y ciertos coledpteros como Cry4B, Cry10, Cryl1A y CytlA (Park et al., 2014;
Sallet, 2013). Por lo observado durante la caracterizacion fenotipica y genotipica (item 2.3.),

los cristales de INTA Mo4-4 estarian conformados principalmente por alguna proteina Cry3.
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Esta clase de proteinas serian las responsables de la mayor actividad toxica del P. En
consistencia con los genes cry detectados por PCR, los cristales de INTA Mo4-4 podrian
contener también las proteinas Cry23 y Cry37 responsables de la toxicidad para otros
coledpteros (de Maagd et al., 2003), las que enriquecerian la actividad téxica total del P.

Debido a la presencia de genes vipl y vip2 en INTA Mo4-4, esta cepa también podria
secretar las correspondientes proteinas al medio de cultivo. Vipl y Vip2 fueron asociadas
con toxicidad para algunos coledpteros (Chakroun et al., 2016). Estas proteinas podrian ser
las responsables de la toxicidad del SF para A. diaperinus.

Seria muy interesante realizar bioensayos con proteinas individuales expresadas a partir
de los genes cry3, cry23, cry37, vipl y vip2 de INTA Mo4-4 para conocer cuales son las mas
toéxicas, y también testearlas en combinaciones para entender cdmo interaccionan. No

obstante, se necesita mas trabajo para revelar estas incégnitas.

2.6. Bioensayos “finos” con A. diaperinus.

2.6.1. Cuantificaciéon de la virulencia de cepas toxicas para A. diaperinus
mediante ensayos de concentracion letal media.

Las dos cepas de B. thuringiensis que resultaron ser las mas toéxicas para A. diaperinus
fueron seleccionadas para ser analizadas mediante bioensayos “finos”. Se ensayaron
diluciones seriadas de pellet seco y molido para la estimacion de la concentracion letal
media (CLsp) y de otros parametros estadisticos (Tabla 4). La cepa INTA Mo4-4 resulté
significativamente mas tdxica para A. diaperinus que B. thuringiensis svar. morrisoni cepa

tenebrionis DSM2803 (Tabla 22).

Tabla 22. Andlisis Probit de las cepas mas téxicas para larvas de 2° estadio de A. diaperinus.

Cepa CLso (pg/ml) * CV(%)> Pendiente y(4gl)?
INTA Mo4-4 136,9 (113,3-171,2) ° 17,3 0,4 4,1
tenebrionis DSM2803 540,5 (334,3-1838,9) b 13,5 1,4 4,0

! Concentracién letal media con limites de confianza de 95%. Los valores de las medias con distintas
letras presentan diferencias significativas de acuerdo al ANOVA (p < 0,05). > Coeficiente de variacion.

® Chi-cuadrado.
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La diferencia en la virulencia de ambas cepas podria deberse a distintos niveles de
expresion de genes cry, a pesar de que mostraron compartir perfiles génicos idénticos, y a la
presencia posible de otros factores de virulencia desconocidos o conocidos no buscados en
este trabajo. Todo esto hace que la actividad bioldgica de una cepa de B. thuringiensis no
pueda ser predicha completamente en base a su contenido de genes cry y vip obtenidos por
PCR (Porcar y Juarez-Pérez, 2003; Sauka, 2007).

Se estimé la cantidad de proteinas totales presentes en 1 mg de pellet seco y molido
solubilizado de INTA Mo4-4 en 612 pg (ver item 6.3.1. - “Materiales y métodos”). Se supone
que la produccién de proteinas totales es proporcional a la produccién de proteinas Cry en
los cristales. Por otro lado, se estimé que 578 pg de estas proteinas totales serian Cry3
utilizando el método de cuantificaciéon en gel (ver item 6.3.2. - “Materiales y métodos”). El
resto podria corresponder a proteinas Cry23 y Cry37 que se encontrarian también formando
los cristales, y a proteinas de la espora, entre otras. Teniendo en cuenta estos datos, de los
136,9 pug/ml estimados para que INTA Mo4-4 cause el 50% de mortalidad en la poblacion de
A. diaperinus ensayada, unos 132,1 pg/ml serian de proteina Cry3. Park et al. (2014)
presentaron valores de Cls, de 9,58 pg Cry3Aa/cm?® y 26,52 pg Cry3Bb/cm’ para A.
diaperinus. Estos datos no son comparables con los obtenidos en el presente trabajo debido
a que emplearon una metodologia de bioensayos de contaminacidn en superficie en lugar de
incorporacion en dieta.

Por todo lo expuesto, B. thuringiensis INTA Mo4-4 constituye la mejor para ser utilizada
como ingrediente activo de un formulado nativo nuevo destinado al manejo de larvas del

escarabajo de la cama de pollos.

2.6.2. Efecto de la solubilizacién y tripsinizacion in vitro de los cristales de
INTA Mo4-4 sobre la actividad toxica para A. diaperinus.

Se cuantificd la virulencia del pellet seco y molido de INTA Mo4-4 para A. diaperinus,
sometido a un proceso de solubilizacién (PS), y de solubilizacién y posterior digestiéon con
tripsina (PST) in vitro (Tabla 23). Luego, se compararon los valores de CLsg obtenidos con el
de INTA Mo4-4 sin tratar (P) realizando un analisis de varianza (ANOVA). De este analisis
surgié que no existian diferencias significativas entre los tres tratamientos (F=1,37; p = 0,32)

(Tabla 23).
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Tabla 23. Analisis Probit de la biomasa activa de la cepa INTA Mo4-4 sometida a distintos

tratamientos.

Tratamiento Clso (pg/ml)? CV(%)® Pendiente x*(4gl)*
P 136,9 (113,3-171,2) ¢ 17,3 0,4 4,1
PS 158,4 (117,7-251,0)° 16,3 1,6 3,2
PST 164,5 (125,1-246,2)° 12,9 1,7 4,4

L p: Pellet seco y molido sin tratar; PS: Pellet seco, molido y solubilizado; PST: Pellet seco, molido,
solubilizado v tripsinizado. 2 Concentracion letal media con limites de confianza de 95%. Los valores
de las medias con igual letra indican que no difieren significativamente entre ellas (p > 0,05). *

Coeficiente de variacién. * Chi-cuadrado.

Se cree que el ambiente neutro a dcido que en general existe en el interior del intestino
medio de los coledpteros no permitiria la completa solubilizacion de los cristales, y la
posterior activacion de la toxina (de Maag et al., 2001; Sharifi et al., 2012). Esto se traduciria,
como es de esperar, en una menor susceptibilidad del insecto blanco a B. thuringiensis. No
obstante, de acuerdo a lo observado en la tabla 23, la virulencia de INTA Mo4-4 no se vio
modificada significativamente con los distintos tratamientos. Estos resultados nos permiten
inferir que la solubilizacién de los cristales de INTA Mo4-4 y la posterior activacion de las
toxinas que contienen, serian procesos que se darian naturalmente en el interior de las
larvas de A. diaperinus haciéndolos susceptibles a esta cepa de B. thuringiensis. Esta
hipodtesis se vié reflejada en los resultados obtenidos por Sallet (2013), quien observé in vitro
qgue la proteina Cry3A era activada de igual manera por tripsina como por las proteasas
presentes en el jugo intestinal de A. diaperinus. En éste podrian estar presentes otras
enzimas o surfactantes que participarian en este proceso de forma sinérgica (Martin y

Martin, 1984).

2.7. Mejoramiento de un medio de cultivo para obtener una mayor
biomasa activa de INTA Mo4-4.

La virulencia de |la biomasa (cristales y esporas) de B. thuringiensis INTA Mo4-4 para larvas
de A. diaperinus, condiciona a esta cepa como candidata para la elaboracion de un
bioinsecticida. Por lo tanto se requiere de un medio de cultivo apropiado para su
produccién, en el que la misma produzca grandes cantidades de cristales proteicos que sean
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capaces de generar un valor de toxicidad del nivel requerido. En esta etapa del estudio, se
seleccioné un medio de cultivo liquido para la produccidon de INTA Mo4-4, y se trabajo en el
mejoramiento del mismo empleando distintos disefios estadisticos, con el objeto de lograr
mayor biomasa activa, tomando como pardmetro de medida principal la mayor

concentracion de proteinas producidas.

2.7.1. Seleccion de un medio de cultivo liquido.

Se evaluaron distintos medios de esporulacion de B. thuringiensis reportados en la
bibliografia (Caldo K, Caldo T y Caldo A), y se los compard con un caldo formulado en el
laboratorio (Caldo BM) (ver item 8.2. - “Materiales y métodos”). Sélo en los caldos BM y A se
logrd una esporulacion superior al 99% tras la observacion de una alicuota bajo microscopio
de contraste de fases, luego de 96 y 120 h de cultivo respectivamente. En el resto se
observaron porcentajes de esporulacién entre un 50 y 70% tras 120 h de incubacién. Esto
sugiere que esos caldos no eran propicios para la esporulacion de INTA Mo4-4 dentro de un
periodo de tiempo légico de cultivo, por lo que se concluye que el crecimiento de las
bacterias no fue el adecuado para la obtencién de los cristales.

En base a los pardmetros de medicidén y el analisis de los resultados presentados en la
tabla 24, se seleccioné al caldo BM para continuar los estudios, en base a una mayor

produccién de proteinas totales.

Tabla 24. Mediciones de densidad dptica, pH y cuantificacion de proteinas de INTA Mo4-4

en caldos de esporulacién.

Medio po* pH Proteinas (ug/ml)
Caldo A 1,7 6,7 131,3
Caldo BM 1,7 7,7 220,1

! Densidad dptica.
Luego se comparo el crecimiento de INTA Mo4-4 en caldo BM y en caldo BM con almidon

soluble en su composicion. En ambos medios se observé un porcentaje de esporulacién

superior al 99% tras 96 h de incubacion. Se seleccioné el caldo BM con almidén soluble para
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los estudios posteriores de mejoramiento, debido a que demostré una produccién mayor de

proteinas totales y un recuento de esporas mayor que el caldo BM (Tabla 25).

Tabla 25. Mediciones de densidad Odptica, pH, cuantificacion de proteinas y recuento de

esporas de INTA Mo4-4 en caldo BM y caldo BM con almiddn soluble.

Medio po? pH Proteinas (ug/ml) UFC/ml 2
Caldo BM 1,7 7,7 220,1 3,6 x 10°
Caldo BM con almidén 1,9 7,4 242,8 2,6 x 10’

! Densidad Optica. > Unidades Formadoras de Colonias.

2.7.2. Determinacion de los componentes del medio que son importantes
para la produccioén de proteinas del cristal.

Se empled un disefio de Plackett-Burman de 12 experimentos para determinar cuales de
los ocho componentes del caldo BM con almiddn soluble, afectaban significativamente la
produccién de proteinas de la biomasa activa de B. thuringiensis INTA Mo4-4. En la tabla 26

se presentaron los valores de proteinas totales obtenidos tras la cuantificacién.

Tabla 26. Valores de la concentracidn de proteinas experimental y predicha en los medios

disefiados por Plackett-Burman.

Respuesta experimiental Respuesta predicha

Medio
(ng/ml) (ng/ml)
1 68,1 86,4
2 186,6 182,1
3 62,3 70,0
4 203,0 187,9
5 216,5 198,2
6 118,0 133,1
7 101,8 94,1
8 91,2 95,7
9 199,2 203,7
10 210,7 229,1
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11 100,8 93,1
12 77,7 62,5

El analisis estadistico determiné que el extracto de levadura (E=7,19; p = 0,006) es el
Unico componente que mostré un efecto positivo y significativo sobre la produccion de
proteinas. El resto de los componentes no mostraron un efecto significativo (p < 0,05):

K,HPO, (E=-1,64; p = 0,20), MnSO4.H,0 (E=-1,36; p = 0,27), NaCl (E=1,27; p

0,29),
MgS04.7H,0 (E= 1,16; p = 0,33), Glucosa (E=-1,10; p = 0,27), Almiddén soluble (E=0,73; p =
0,52), y KH,PO,4 (E=-0,35; p = 0,75). En la figura 16 se observa el grafico de Pareto donde se
encuentran representados cada uno de los componentes del medio con su efecto
estandarizado (E=estadistico t) y en distintos colores si afectan positivamente o

negativamente la produccién de proteinas.

Extracto de Levadura
K2HPO,

MnS04.H;0

Nacl

MgS04.7H,0
Glucosa

Almiddn

KH,POg4

]|
—

a

2 4 6 8
EFECTOS ESTANDARIZADOS
Fig. 16. Grafico de Pareto con los efectos estandarizados de cada uno de los componentes del caldo

BM con almiddn soluble. Nivel de significancia del 5%.

Como se menciond anteriormente, el efecto del extracto de levadura sobre la produccién
de proteinas de INTA Mo4-4 fue significativo y positivo. Esto sugiere que a medida que
aumenta la concentracion del mismo en el medio, la concentracidn de proteinas en la
biomasa también aumenta. El extracto de levadura es fundamentalmente la fuente de
nitrogeno del medio, un componente esencial para la sintesis de proteinas, por lo que no
constituye una rareza lo observado. Existen varias citas donde se describieron los efectos

significativos y positivos de la fuente de nitrégeno en la produccién de proteinas cristalinas
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insecticidas de distintas cepas de B. thuringiensis (Anderson y Jayaraman, 2003; Avignone-
Rossa et al., 1990; Ben Khedher et al., 2011).

La glucosa y el almiddn soluble son las fuentes de carbono presentes en el medio. La
primera en metabolizarse seria la glucosa, ya que es una molécula simple y requiere menos
energia para ese proceso. Un dato que sobresale tras el andlisis de este grafico es que la
glucosa mostré un efecto negativo (aunque no significativo), o sea que a medida que la
concentracion de glucosa aumentaba la concentracién de proteinas disminuia. Se conoce
gue a concentraciones elevadas de glucosa el proceso de esporulacién y la sintesis de
proteinas se ven afectados (Avignone-Rossa et al., 1990; Yang et al., 1998). Esto puede
deberse a que a concentraciones altas de glucosa, varios operones involucrados en la
sintesis de proteinas Cry podrian verse reprimidos (Magasanik et al., 1987). Por otro lado, el
efecto positivo (aunque no significativo) del almidén soluble podria relacionarse con que
este azucar es metabolizado mds lentamente que la glucosa. El almiddn ejerceria un efecto
represivo menor que la glucosa sobre los mencionados operones.

Teniendo en cuenta estos resultados, el extracto de levadura fue seleccionado como una
variable para continuar con los estudios de mejoramiento del medio. También se selecciond
al almidén soluble por ser una fuente de carbono, con efecto positivo aunque no
significativo sobre la produccion de proteinas. Sabiendo ademas que las proporciones de C:N
en los medios de cultivo son importantes para el crecimiento normal de B. thuringiensis y la
produccién de proteinas Cry (Ertola, 1987), y considerando que el analisis de Plackett-
Burman sélo detecta efectos principales sin tener en cuenta interacciones (Plackett y
Burman, 1946), resultd de interés avanzar en el estudio de la interaccion entre ambos

componentes.

2.7.3. Analisis de superficie de respuesta.

Los dos componentes seleccionados fueron optimizados utilizando un disefio central
compuesto rotatorio (DCC). En la tabla 27 se presentaron los valores experimentales y

predichos de la concentracion de proteinas de los 12 medios disenados.
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Tabla 27. Valores de la concentracion de proteinas experimental y predicha de los medios

diseflados por DCC.

Respuesta experimental  Respuesta predicha

Medio
(ng/ml) (ng/ml)
1 127,1 110,4
2 127,1 119,1
3 242,1 243,0
4 64,0 78,2
5 163,1 176,9
6 237,6 239,0
7 230,7 223,5
8 192,4 193,9
9 228,5 219,5
10 199,2 219,5
11 224,0 219,5
12 226,2 219,5

Se obtuvo la siguiente ecuacién polindmica de segundo orden, que define la respuesta
predicha (concentracién de proteinas estimada) en funcién de las variables independientes

(X1= extracto de levadura y X,= almiddn soluble):
Y= 219,485 + 58,255X, + 6,041X, — 29,440X,> — 17,040X,” + 1,715X,X,
Teniendo en cuenta los coeficientes de regresion y los correspondientes valores de t
(Tabla 28), sdlo el efecto lineal del extracto de levadura (X;) mostrd ser significativo (p <

0,05) en la produccidon de proteinas. Por otra parte, la interaccidon entre el extracto de

levadura y el almiddn soluble (X1X;) no resulté significativa a un nivel del 5%.
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Tabla 28. Resultados del analisis de regresién y valores t y p correspondientes al modelo de

segundo orden para el mejoramiento de la produccién de proteinas.

Coeficiente Error
Variables t-valor Prueba F p-valor
de regresion  estandar
X1 58,255 5,302 10,986 120,70 <0,0001 ¢
X5 6,041 5,302 1,139 1,30 0,2980
X;? -29,440 5,928 -4,965 24,70 0,0025 °
X,2 -17,040 5,928 2,874 8,26 0,0283 “
X1X5 1,715 7,498 0,229 0,05 0,8267

% Nivel de significancia del 5%.

La interpretacion de un valor de R? ajustado de 0,9297 nos indicd, que el modelo explica
el 93% de la variabilidad en la respuesta, lo que significa un buen ajuste. A su vez la prueba
de falta de ajuste presenté un p valor > 0,05 (p = 0,3916), mostrando también un buen
ajuste del modelo.

Se puede observar en el modelo estimado que como ambos términos cuadraticos son
negativos existe un maximo dentro del drea experimental seleccionada (Fig. 17). Los efectos
simples presentaron el mismo signo (positivo) (Tabla 28). Esto evidencié que a medida que

aumentaban los niveles de estas variables aumentaba la produccién de proteinas (Fig. 17).

Concentracién 290 ¢

de 220 [
proteinas  qgqg [
Wg/mi 160
130 |

100

Almidén
[niveles)

Extracto de levadura
(niveles)

Fig. 17. Grafico de superficie de respuesta estimada del DDC mostrando la interaccién de los niveles

de extracto de levadura y almiddn soluble sobre la produccién de proteinas obtenidas.
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Los efectos simples del extracto de levadura y almiddn soluble, y sus interacciones sobre
la produccion de proteinas obtenida pudo visualizarse mas claramente en la figura 18. El
analisis de lo presentado en esta figura ayuda a confirmar observaciones anteriores. Se
observdé que la produccion de proteinas aumentaba a medida que se aumentaba la
concentracion del extracto de levadura, hasta alcanzar un maximo. La produccidon de
proteinas obtenida en este punto fue significativamente mayor que la obtenida cuando el
nivel del extracto de levadura era minimo (Fig. 18A). Se observé que a medida que se
aumentaban los niveles de almiddn soluble la produccién de proteinas también llegaba a un
maximo, pero en este caso, para comenzar a disminuir rdpidamente (Fig. 18A). Por otro lado,
esto mismo se observd para el almidén soluble, independientemente del nivel de extracto
de levadura empleado. Sin embargo, la produccién de proteinas fue obviamente maxima

cuando el nivel de extracto de levadura fue mayor (Fig. 18B).

230

Concentracién 210

P

de proteinas 190

ke/ml 170

130

-1,0 1,0 -1,0 1,0

Extracto de Levadura Almidén

260

230

Extracto de Levadura=1 /—\ Extracto de Levadura=1

Concentracidn
200

de proteinas

170
He/ml

140

Extracto de Levadura=-1 /_\ Extracto de Levadura=-1

-1 1
Almidén

110

Fig. 18. Efectos simples e interacciones del DCC frente a la concentracidn de proteinas. A) Efectos
simples del extracto de levadura y almiddn a distintos niveles. B) Efecto de la interaccidn entre las
variables a diferentes niveles. Los dos componentes estan representados en los niveles probados en

el disefio.
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2.7.4. Confirmacion del mejoramiento del medio de cultivo.

Bacillus thuringiensis INTA Mo4-4 fue cultivado en el caldo BM basal y en el caldo
mejorado con la finalidad de verificar la contribucidn significativa de este ultimo en la
produccién de proteinas Cry. Tras realizar el andlisis del DCC, se determind que los valores
de extracto de levadura y almidén solubles necesarios para alcanzar un maximo en la
produccién de proteinas serian 6,0 g/l y 2,8 g/l respectivamente. Se estimd bajo estas
condiciones una produccion de proteinas de 249,2 ug/ml.

La concentracion de proteinas y otros parametros de interés medidos, obtenidos
experimentalmente a partir del medio basal y su comparacién con el medio mejorado se

presentaron en la tabla 29.

Tabla 29. Comparacién de la produccion de proteinas y otros parametros medidos,

obtenidos a partir del cultivo de INTA Mo4-4 en el medio basal y el mejorado.

Proteinas ) UFc?
Medio L pH DO 6
totales (ug/ml) (10°/ml)
Basal 153,4+11,2° 7,2+£0,0 1,96 +0,01 6,4+2,3°

Mejorado 296,6 +9,2° 80+0,1 2,13+0,03 2,9+0,8°

! Las concentraciones de proteinas totales en cada medio son una media de 3 repeticiones. Los
valores de las medias con distintas letras presentan diferencias significativas de acuerdo al ANOVA (p

< 0,05). > Densidad Optica. * Unidades Formadoras de Colonias.

La produccidn de proteinas alcanzada experimentalmente fue mayor que la predicha por
el modelo. Los resultados experimentales mostraron que la produccion de proteinas
aumenté significativamente en comparacién con la obtenida en el medio basal, luego del
mejoramiento utilizando la metodologia de superficie de respuesta. El mejoramiento de la
produccién de proteinas fue del 93,4% con respecto al medio basal, lo que implicé casi la
duplicacién de la concentracién obtenida. Por el contrario, el recuento de UFC en el medio
mejorado disminuyé significativamente con respecto al medio basal, observandose una
correlacién negativa entre la produccion de proteinas y el crecimiento celular. Estos
resultados concuerdan con observaciones previas de otros autores (Anderson vy
Jayamaraman, 2003; Ben Khedher et al., 2011). Utilizando los datos presentados en la tabla

11, se calculd la relacidn entre la concentracidn de proteinas totales y el nimero de UFC/ml
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obtenido en cada medio de cultivo. Se obtuvieron relaciones de 8,4 ug de proteina/UFC para
el medio mejorado y de 2,8 ug de proteina/UFC para el medio basal. La concentracién mayor
de proteinas por UFC para el medio mejorado podria estar relacionada con un aumento en el
tamafio de los cristales. Esto podria asociarse con cambios en la expresidon de genes cry,
relacionados con la disponibilidad de energia para la sintesis de las proteinas
correspondientes (Bravo et al., 1993).

Por ultimo, se realizaron ensayos “burdos” con larvas de A. diaperinus para comparar la
toxicidad de alicuotas de cultivos completos del medio basal y del medio mejorado. Los
resultados obtenidos mostraron diferencias significativas entre los porcentajes de
mortalidad obtenidos a partir de ambos medios (Tabla 30). Este aumento significativo en la
produccién de proteinas en el medio mejorado con respecto al basal, se tradujo en un

aumento significativo en el grado de toxicidad (Tabla 30).

Tabla 30. Actividad toxica de INTA Mo4-4 cultivada en el medio basal y en el medio

mejorado, frente a larvas de 22 estadio de A. diaperinus.

Medio Mortalidad (%) *
Basal 12,7+7,0°
Mejorado 239+7,4°

! Medio + DE. Los valores de las medias con distintas letras presentan diferencias significativas de

acuerdo al ANOVA (p < 0,05).

En resumen, se seleccionaron una cepa nativa y una exdtica de B. thuringiensis como las
mas toxicas para larvas de A. diaperinus. De ellas, la cepa nativa INTA Mo4-4 se constituyd
como la mejor opcién para ser utilizada como ingrediente activo de un formulado nuevo,
destinado al manejo de larvas del escarabajo de la cama de pollos. Esta afirmacién radica en
que presentd mayor virulencia que la cepa exdtica y en que no es productora de S
exotoxina. A su vez se mejord un medio de cultivo propicio para su produccion, en el que se

lograron concentraciones de proteinas con actividad insecticida considerable.
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Conclusiones

Estos estudios han permitido seleccionar cepas de Bacillus thuringiensis toxicas para
larvas de dos coledpteros de gran impacto en el Sector Agropecuario, identificar los factores
de virulencia principales involucrados en sus mecanismos de acciéon y avanzar en el
mejoramiento de un medio de cultivo para la produccion de una cepa nativa. Los resultados
obtenidos significan aportes sustanciales al desarrollo de tecnologias destinadas al manejo

de estas plagas. Se destacan a continuacién las siguientes conclusiones:

Seccion 1: Seleccidn y caracterizacion de cepas de Bacillus thuringiensis

toxicas para larvas de Anthonomus grandis.

v’ El factor de virulencia mas importante en las cepas de B. thuringiensis seleccionadas
como las mas toxicas para larvas de A. grandis seria la [-exotoxina, por lo que el uso de

las mismas para la elaboracién de un bioinsecticida de primera generacién debe evitarse.

v’ Las caracteristicas fenotipicas y genotipicas de las cepas nativas toxicas para el picudo del
algodonero se asemejaron mas a los caracteres tipicos de cepas de B. thuringiensis

lepidoptericidas que a los de cepas coleoptericidas.

v’ Estas cepas mostraron perfiles electroforéticos de REP-PCR idénticos a la cepa de

referencia HD-1, lo que indicaria su pertenencia al serovar kurstaki.

v’ Existirian factores de virulencia termoldbiles en el sobrenadante de las cepas tdxicas para
A. grandis, los que en las cepas B. thuringiensis INTA H4-3 e INTA H48-5 contribuirian

significativamente en la virulencia manifestada por la f-exotoxina.

v’ Las cepas seleccionadas podrian ser fuente de genes (ej: crylla) para la produccién de

plantas de algoddn transgénicas con resistencia a A. grandis.

86



Conclusiones

Seccion 2: Seleccidon y caracterizacion de cepas de Bacillus thuringiensis
toxicas para larvas de Alphitobius diaperinus. Mejoramiento de un medio de

cultivo para obtener una mayor biomasa activa.

v’ La cepa nativa B. thuringiensis INTA Mo4-4 se constituyd como la mejor opcién para ser
utilizada como ingrediente activo de un formulado nuevo destinado al manejo de larvas
del escarabajo de la cama de pollos, ya que presentd mayor virulencia que B.

thuringiensis svar. morrisoni cepa tenebrionis DSM2803 y a que no produce f-exotoxina.

v’ La cepa B. thuringiensis INTA Mo4-4 podria representar una variante dentro del serovar
morrisoni, ya que mostré mantener una relacién filogenética cercana con la cepa de
referencia B. thuringiensis svar. morrisoni cepa tenebrionis DSM2803 y a que comparte

con ésta caracteres fenotipicos y genotipicos principales.

v’ Las proteinas Cry3, y las Vip1 y Vip2 en menor medida, serian las principales responsables

de la virulencia de B. thuringiensis INTA Mo4-4 para larvas de A. diaperinus.

v’ La solubilizacidn y tripsinizacidn in vitro de los cristales de B. thuringiensis INTA Mo4-4 no

influirian significativamente sobre su virulencia para A. diaperinus.

v’ Las condiciones intestinales de A. diaperinus serian las propicias para la solubilizacion y

activacion de las proteinas Cry de B. thuringiensis INTA Mo4-4.

v El caldo BM con almiddn soluble resulté un medio propicio para la produccion de B.
thuringiensis INTA Mo4-4 debido a que fue en el que se logré una mayor produccion de

proteinas totales.
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v' El extracto de levadura constituye un componente importante del caldo BM que influyé
significativamente y positivamente en la produccidn de proteinas de B. thuringiensis INTA

Mo4-4.

v' Se logré mejorar significativamente la producciéon de proteinas insecticidas en B.
thuringiensis INTA Mo4-4, modificando las concentraciones de algunos de los
componentes del caldo BM, lo que se tradujo en un aumento significativo de la toxicidad

para A. diaperinus.
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Concentracion letal media

Cantidad suficiente para

Dia (s)

Diptera

Disefio Central Compuesto

Desvio estandar

Desoxi-nucledtido(s) tri-fosfato(s)
Densidad Optica

Efecto estandarizado o estadistico t
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EDTA

Fig.

GPI

ha

Kb
kDa

min
ml
mm

mM

Ne
ND
nm

ORFs

pb
PCR
PM
PS
PST
REP
rpm

RNA

SDS

EthyleneDiamine Tetraacetic Acid
Figura

Gramo (s)
Glicosilfosfatidilinositol
Hora (s)

Hectareas

Institut Pasteur-Francia
Kilobase

Kilodalton

Litro (s)

Lepidoptera

Molar

Minuto (s)

Mililitro (s)

Milimetro (s)
Milimolar

Normal

Nematoda

No determinado
Nandmetro (s)

Open Reading frame
Pellet (s)

Pares de base
Polymerase Chain Reaction
Peso molecular

Pellet solubilizado

Pellet solubilizado tripsinizado

Repetitive Extragenic Palindromic Sequence

Revoluciones por minuto
Acido ribonucleico
Segundo (s)

Sodium Dodecyl Sulphate

Abreviaturas
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Abreviaturas

SDS-PAGE Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrilamide Gel Electrophoresis
SF Sobrenadante filtrado

SFA Sobrenadante filtrado autoclavado

Sip Secreted insecticidal protein

svar. Serovar

TAE Tris Acetato EDTA

TBE Tris Borato EDTA

TEMED N,N,N’,N’-tetrametil-diamina

Vv Voltios

Vip Vegatitive insecticidal protein

USDA United States Department of Agriculture - EE.UU
UFC Unidades Formadoras de Colonias

ul Microlitro (s)

Mg Microgramo (s)

°C Grados Celsius
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