Titulo: Estudio de la toxicidad de proteinas insecticidas de Bacillus
thuringiensis como herramienta para optimizar el manejo de
lepiddpteros plaga de importancia agroeconémica.

Tesis presentada para optar al titulo de Doctor de la Universidad de Buenos Aires,
Area Ciencias Agropecuarias

Maria Inés Onco
Licenciada en Ciencias Biologicas - Universidad CAECE - 2012

Lugar de trabajo: Laboratorio de Insumos Bacterianos. Instituto de Microbiologia y
Zoologia Agricola (IMYZA), Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA).
Castelar, Buenos Aires, ARGENTINA.

l

™

AUBA Escuela para Graduados Ing. Agr. Alberto Soriano
Facultad de Agronomia — Universidad de Buenos Aires



COMITE CONSEJERO

DIRECTOR DE TESIS
Diego Herman Sauka
Biog. (Universidad de Buenos Aires)
Dr. (Universidad de Buenos Aires)

CO-DIRECTOR
Graciela Beatriz Benintende
Ing. Agr. (Universidad Nacional de Entre Rios)

JURADO DE TESIS

JURADO
Maria Alejandra Bravo de la Parra
B.S. (Universidad Nacional Autbnoma de México)
Dr. en Investigacion Biomédica Basica (Universidad Nacional Autbnoma de México)

JURADO
Marcela Inés Schneider
Ing. Agr. (Universidad Nacional de Cuyo)
Dr. en Ingenieria Agrondmica (Universidad Politécnica de Madrid)

JURADO
Olga Susana Correa
Ing. Agr. (Universidad de Buenos Aires)
M.S. en Produccion Vegetal (Universidad de Buenos Aires)

Fecha de defensa de la tesis: 26 de Junio de 2018



Agradecimientos

A Dios por brindarme salud.

A mi director, el Dr. Diego Sauka por brindarme sus conocimientos, por guiarme, por
su incondicional asesoramiento, ayuda, predisposicion y preocupacion y por el gran
aporte brindado en la elaboracion y direccién de este trabajo, gran profesional y

persona.

A mi co-directora, la Ing. Agr. Graciela Benintende por su valiosa colaboracion,
predisposicion y asesoramiento, por brindarme sus conocimientos y experiencia, otra

gran profesional y persona.

A mis comparieros del laboratorio, Dres. Marcelo Berretta, Laura Navas, Maximiliano
Ortiz y Melisa Perez, Lic. Analia Pedarros, Aux. Téc. Irma Fuxan, Carmen Mercado,
Nanci Lopez y Maximiliano Torres, a todos mi agradecimiento por la buena

predisposicion para ofrecer colaboracion.

A la Ing. Agr. Graciela Quintana, a Lorena Ruiz Diaz y a Marcelo Farinon, por

brindarme los ejemplares de Cydia pomonella.

A la Dra. Silvia Lopez, Ing. Agr. Graciela Quintana, Dr. Joel Arneodo y Dra. Viviana

Barrera, por su colaboracidn y por sus consejos.

A la Escuela para Graduados Alberto Soriano, y la gente que la conforma, por
permitirme la realizacion del Doctorado, por responder siempre a mis dudas y por la

formacion académica que me brindo.

Al Instituto de Microbiologia y Zoologia Agricola del INTA por brindarme el espacio y

los fondos para realizar este estudio.



Al CONICET, por otorgarme la beca para poder realizar la tesis.

A mis padres que estuvieron alentandome con sus consejos para que siga el camino

correcto durante todo el transcurso de mi vida y carrera.

A mis hermanos por su amor y apoyo.

A mis amigos, por su preocupacion y sus palabras de aliento.

Y a todas las personas que participaron y colaboraron de cualquier manera para poder

lograr la culminacion del trabajo.



Declaracioén

Declaro que el material incluido en esta tesis es, a mi mejor saber y entender, original
producto de mi propio trabajo (salvo en la medida en que se identifique explicitamente
las contribuciones de otros), y que este material no lo he presentado, en forma parcial o

total, como una tesis en ésta u otra institucion.

Maria Inés Onco




INDICE GENERAL
ADFEVIATUNAS. .. ..o
RESUIMIEN. ... e et
ADSTIFACT.. ..o
Capitulo 1: INtroducCion ...........coiiiiiii e
1.  Mapa de situacion y anteCedentes. ..........oveuiririiii e,

2. Bacillus thuringiensi

2.1. Generalidades del entomopatdgeno. ...........cooovieviiiiiiiniiiiiinnn..
2.2, Marco NIStOMCO. .....eueeieee e
2.3. Taxonomiaactual..............ooiiiiiiiiiiiiii i e
24. Ciclode desarrollo.........oouiiiiiiiiiii e
2.5. Ecologia y habitat...........oooiiiiiiiiii i
2.6.  Cristales paraesporales. ........c.ovuivriiieiiriiiiitiii i,
2.7. ESPectro de aCCiON.......c.uiuuiiriit ittt et ae e
2.8. Factores de virulencia...........c.oooeiiiiiiiiiii e
2.8.1.  Proteinas Cry.....c.oueuieiie e
2.8.2. Otros factores de virulencia................coveiiiiiiiiiininnn.
2.8.3. Estructura de las proteinas Cry...........cooeviiiiiiniiiininn.
2.9. Mecanismo de accion de las proteinas Cry...........c.oeveiiiiiinann.n.
2.10. Material eNntiCO.......o.vieniitiit it
2.11. Genes cry codificantes de proteinas toxicas para lepidopteros...........

2.12. Bioinsecticidas y plantas Bt para el manejo de lepiddpteros plaga......

3. Cydia pomonella: plaga principal de frutales de pepita............................

3.1 Cydia pomonel

- VTR

3.2 Biologiay comportamiento..............coeeiiriiiiiiiiiii e

Objetivos e Hipdtesis.....
Objetivo general..........

Objetivos especificos

Vi

w

N N N o oo o o W

10
12
13

15
15
16
19
20
20



HIpOtesiS general. .. ... ..o

HipOtesis eSPECITICaS. ... ..o

Capitulo 2: Materialesy Metodos............cooiiiiiiiiii e,

1. Cepas de Bacillus thuringiensis empleadas...............cccoevierieriierrecieseennenn,

2. Preparacion de las cepas de Bacillus thuringiensis utilizadas en diversos
BIISAYOS . . . et ettt ettt ettt ettt e ettt et e e

3. Ensayos bioldgicos de toxicidad...........ooeviiiiiiiii e

3.1.

Bioensayos de Bacillus thuringiensis con Cydia pomonella..............

3.1.1. Bioensayos “burdos” con Cydia pomonella.......................

3.1.2. Bioensayos “finos” con Cydia pomonella.............ccccvvnnnens

3.2.  Bioensayos “burdos” con Alphitobius diaperinus..........................
3.3.  Bioensayos “burdos” con Aedes aegypti..........cccoeeeeriiiiiiiininnnnn.
4.  DetecciOn y caracterizacion morfologica de los cristales..........................
5.  Materiales y metodologias para el andlisis de proteinas...........................
5.1. Electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida..............
5.2. Solubilizacion y tripsinizacion de cristales.................cc.ooveiiiininnn.
5.3. Cuantificacién de proteinas totales por el método de Bradford
(Bradford, 1976)......c.uiiiiiii i et
6. Materiales y metodologias para el analisis de acidos nucleicos..................
6.1. Extraccion de DNA total de Bacillus thuringiensis........................
6.1.1. M¢étodo de hervor simple.............coeveiiiiiiiiiiiiininn,
6.1.2. Método de extraccion por kit comercial..........................
6.2. Extraccion de DNA plasmidico..........cooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiianas
6.3.  Amplificacion génica mediante PCR (Polymerase Chain Reaction)...
6.3.1. Mezcla de reacCiones........o.vvuvieinieniiiiiieieae e
6.3.2. Pardmetros de 1as reacciones. ............ccoeveiieiiiiiiininninnnn
6.3.3.  Cebadores. . ...ouiuiiiiiii
6.4. Electroforesis en geles de agarosa...............coovviiiiiiiiiiiiiinan...
6.5. Anadlisis filogenético de los resultados obtenidos mediante Rep-PCR.

7.  Clonado y expresion de proteinas Cry individuales de B. thuringiensis.........

7.1.

Clonado y expresion de geNES CFY......ouviiiriie i,

Vi

21
21
22
23

25
26

26
26

27
27
28
28
28
28
29

29
30

30
30
30
31
32
32
32
33
35
35
35



7.2. Preparacion de células electrocompetentes.............ooevevviiiniennnnn.

Preparacion de células electrocompetentes de Escherichia

7.2.1.
COl
7.2.2. Preparacion de células electrocompetentes de Bacillus
tUFINGIENSIS. ... e,

7.3.  Minipreparacion de DNA plasmidico...........coovviiiiiiiiiiiiinnn.n..

7.4.  Secuenciacion parcial de clones recombinantes de Bacillus
thuringiensisy genes 16S rDNA............oooiiiiiiiiiiiiea

8.  Aislamiento y conservacion de nuevos Bacillus thuringiensis....................
8.1. Aislamiento de Bacillus thuringiensis....................cccceiveiiinn....

8.2. Conservacion de los aislamientos.............oo.oeviiiiiiiiiiiiiiiiiiaannn
8.2.1. Conservacion de la suspension espora-cristal a -20 °C.........

8.2.2. Conservacion en tiras de papel.............coovviiiiiiinnn..

9. Materiales y metodologias para el analisis exploratorio de las variables que
influyen en la produccion de proteinas insecticidas.............c.ooveieneenn....

9.1. Preparacion del inOCulo..........ooeiiiiiiiiiiii i

9.2. Caldos de cultivo empleados...........ccoeviiiiiiiiiiiiiiii i,

9.3. Disefio experimental para el andlisis de variables del medio de cultivo
que influyen en la produccion de proteinas insecticidas..................

9.4. Parametros de MeEdiCION. . ... .uun e

Capitulo 3: Resultados y DiSCUSION............ouiiiiriniiie e

Seccion 1: Clonado y expresion de factores de virulencia activos de Bacillus
thuringiensis y analisis de la toxicidad de proteinas Cry de Bacillus thuringiensis
para larvas de Carpocapsa (Cydia pomonella L.)... .
1.1.  Clonado y expresion individual de protemas Cry de BaC|IIus
ENUFINGIENSIS. .. e
1.2. Toxicidad de proteinas Cry de Bacillus thuringiensis para larvas de
Cydia pomonella....... ..o
1.2.1. Toxicidad de proteinas Cry individuales para Cydia
pomonella. .. .. ..o
1.2.2. Toxicidad de mezclas de proteinas Cry individuales para
Cydia pomonellay analisis de la interacciones entre ¢llas......
Seccion 2: Aislamiento y caracterizacion de nuevos aislados de Bacillus
thuringiensis a partir de larvas vivas y sanas de Carpocapsa..................oeuvenenn.
2.1. Aislamiento, identificacion y caracterizacion preliminar de nuevos
Bacillus thuringiensis...............cooiiiiiiii i
2.1.1. Deteccion de genes de toxinas insecticidas Cry y Vip
mediante amplificacion génica. ..............oovviiiiiiiiiiinn.
2.1.2. Deteccion de genes que codifican otros metabolitos
insecticidas o mejoradores de la actividad insecticida............
2.2. Anaélisis de aislamientos nativos de Bacillus thuringiensis mediante

viii

38

39
39

40
40

40
41
41
41

41
41

42

42
43

45

46

46

56

57

59

62

63

66

68



2.3, Analisis fllogen€tiCo. .......c.uiiiiii i e

2.4. Evaluacion de la actividad toxica de los aislamientos nativos obtenidos
para larvas de distintos drdenes de inSECtoS...........oovvviiriniinianinnnnn.

Seccion 3: Seleccidn de una cepa con alta actividad hacia larvas de Cydia
pomonella y analisis de los componentes de un medio de cultivo liquido que
influyen en la produccion de proteinas insecticidas de Bacillus thuringiensis......

3.1. Tamizaje de cepas toxicas para larvas de Cydia pomonella...............

3.2. Caracterizacion fenotipica y genotipica de las cepas nativas
SEIECCIONAUAS. ... .\t

3.3. Bioensayos “finos” con Cydia pomonella........................ooeinln.
3.3.1. Cuantificacion de la virulencia de cepas toxicas para C.

3.3.2. Efecto de la solubilizacion y tripsinizaciéon in vitro de los
cristales de dos cepas nativas seleccionadas sobre la actividad
toxica para Cydia pomonella....................cocooiiii

3.3.3. Correlacion entre los niveles de toxicidad de cepas exdticas de
Bacillus thuringiensis y los obtenidos para cepas
pertenecientes a los mismos serovares que se hallan como
ingrediente activo de bioinsecticidas comerciales................

3.4.  Anadlisis exploratorio de las variables que influyen en la produccion de
proteinas insecticidas de B. thuringiensis INTA H42-1 en medio de

Cultivo HQUIdO. ..o

3.4.1. Seleccion de un medio de cultivo liquido...............cccceeenee.

3.4.2. Determinacion de los componentes del medio que influyen
significativamente en la produccion de proteinas del cristal....

Capitulo 4: Conclusiones generales...........oo.vvuiiiiiiiiii e

Bibliografia. .. ....oei

71

72

74
74

77
79

79

82

83

84
84

85
89

93



INDICE DE CUADROS

Capitulo 1: Introduccion

Cuadro 1.1. Asociaciones entre los principales tipos de cristales de Bacillus
thuringiensis, proteinas Cry y su espectro de actividad insecticida.....................

Capitulo 2: Materiales y Métodos

Cuadro 2.1. Cepas nativas de Bacillus thuringiensis utilizadas en diferentes etapas
el @STUAIO. ..ot e

Cuadro 2.2. Cepas exéticas de Bacillus thuringiensis utilizadas en diferentes
etapas del eStUdIO. ... ...oe i

Cuadro 2.3. Mezcla de reaccién para geles desnaturalizantes de poliacrilamida
(SDS-PAGE). ...ttt

Cuadro 2.4. Mezclas de reacciones para PCR.............coviiiiiiiiiiiiiie e,
Cuadro 2.5. Parametros generales de reacciones de PCR...................oooieenn.
Cuadro 2.6. Cebadores utilizados en este estudio............c.oeveviiiiriiiniinininn..
Cuadro 2.7. Reacciones de digestion con enzimas de restriccion.....................

Cuadro 2.8. Reaccion de ligacion............o.ooeiiiiiiiiiiiii e,

Cuadro 2.9. Composicién de los medios de cultivo empleados para la cepa
SElECCIONAAA. ... et

Cuadro 2.10. Matriz con los 12 experimentos disefiados por Plackett-Burman...

Cuadro 2.11. Valores de los niveles de los distintos componentes del medio......

Capitulo 3: Resultados y Discusion

Cuadro 3.1. Clones recombinantes obtenidos y seleccionados de Bacillus
thuringiensis portando geNES CrY........vr it
Cuadro 3.2. Expresion de proteinas Cry de clones recombinantes de Bacillus
thuringiensis analizada mediante geles SDS-PAGE...............ccooiiiiiiiiiinnnn,
Cuadro 3.3. Evaluacion de la actividad toxica de clones recombinantes de
Bacillus thuringiensis en Cydia pomonella y Aedes aegypti............ccocevveennnn.
Cuadro 3.4. Cuantificacion de proteinas totales y estimacion de la concentracion
de proteinas Cry individuales en clones recombinantes de Bacillus
ENUFINGIENSIS. .. e
Cuadro 3.5. Toxicidad de proteinas Cry individuales para larvas neonatas de
Cydia pomonella........ ..o
Cuadro 3.6. Toxicidad de mezclas de proteinas Cry para larvas neonatas de Cydia
pomonella y calculo del factor de sinergismo utilizando la formula de Tabashnik...
Cuadro 3.7. Procedencia de las larvas de Cydia pomonella analizadas y nimero
de aislamientos nativos de Bacillus thuringiensis obtenidos...........................
Cuadro 3.8. Morfologia de los cristales y nimero de acceso a las secuencias
parciales de los genes 16S rRNA de los aislamientos nativos de Bacillus
ENUPINGIENSIS. ...ttt r et sbe e nnes

23

25

29
32
32
33
37
37

42
43
43

49

52

54

56

57

60

63

64



Cuadro 3.9. Toxicidad de los aislamientos nativos obtenidos y cepas de referencia
para larvas de distintos ordenes de iNSECtOS. ......o.vvuieiiiniiiiiiii i eaanens

Cuadro 3.10. Actividad toxica de cepas nativas de Bacillus thuringiensis para
larvas de Cydia pomonella..................ccoouiiiiiiiiiiii e,

Cuadro 3.11. Actividad toxica de cepas exdticas de Bacillus thuringiensis para
larvas de Cydia pomonella..................ccoouiiiiiiii i,
Cuadro 3.12. Principales caracteristicas fenotipicas y genotipicas de las cepas
NALIVAS MAS TOXICAS . ..t tttntttt et et et et et et et e et et et e et et e ateeeeaeeneaneans

Cuadro 3.13. Andlisis Probit de las cepas ex@ticas y nativas mas tdxicas para
larvas neonatas de Cydia pomonella..................ooooi

Cuadro 3.14. Analisis Probit de la biomasa activa de dos cepas nativas
seleccionadas sometidas a distintos tratamientos...............ooevvviiieiiinnianeennnnn.
Cuadro 3.15. Analisis Probit de suspensiones de dos bioinsecticidas comerciales
equilibrados €N POtENCIA. .....uintieet ettt
Cuadro 3.16. Mediciones de densidad Optica, pH y cuantificacion de proteinas de
INTA H42-1 en caldos de esporulacion..............ccoevviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeennnnn,

Cuadro 3.17. Valores de la concentracion de proteinas experimental y predicha en
los medios disefiados por Plackett-Burman....................coooiiiiiiiiiiiii,

Xi

72

75

76

77

81

82

83

85



INDICE DE FIGURAS

Capitulo 1: Introduccion

Fig. 1.1. Imagen de microscopia electronica de Bacillus thuringiensis en fase de
esporulacion y de produccion de inclusiones cristalinas...............ooovveiinin.ne.

Fig. 1.2. Esquema del ciclo de desarrollo de Bacillus thuringiensis....................
Fig. 1.3. Estructura tridimensional de las proteinas CrylAa, Cry3Aa, Cry2Aa y

Fig. 1.4. Estructura tridimensional de toxinas representativas producidas por
Bacillus thuringiensis que no estan formadas por la estructura clasica de los tres
(010 0011 0T 0 1SRRI
Fig. 1.5. Representacion esquematica del mecanismo de accion a nivel molecular
de las toxinas Cry de tres dominios en lepidOpteros. .......c.oovvviiiiieniininiiianinnn,

Fig. 1.6. Estados de desarrollo de Cydia pomonella............................ol

Fig. 1.7. Ingreso de Carpocapsa €N ManZanaS. ...........c.ouerenraneeriireraneanaanannns

Capitulo 2: Materiales y Métodos
Fig. 2.1. Representacion esquematica del plasmido pSVP27.............coovviinnnns

Capitulo 3: Resultados y Discusion

Fig. 3.1. Electroforesis de amplicones correspondientes a genes de toxinas
insecticidas en geles de agarosa al 1,0%, generados con los cebadores 1Ac-N-
BamHI/1Ac-C-Sphl y 2Aa-N-BamHI/2Aa-C-Sphl mediante “hot start” PCR a
partir de distintas cepas de Bacillus thuringiensis...................cooiiiiiiiiiininn
Fig. 3.2. Electroforesis de amplicones generados con los cebadores pSVP27F y
pSVP27R especificos del vector en geles de agarosa al 1,0%, a partir de clones de
Escherichia coli transformados con el producto de ligacion del pSVP27 y los
genes de toxXinas INSECICIAAS. .. .uueuuiit it
Fig. 3.3. Electroforesis de amplicones generados con los cebadores pSVP27F y
pSVP27R especificos del vector en geles de agarosa al 1,0%, a partir de clones
recombinantes de Bacillus thuringiensis transformados con pSVP27 conteniendo
genes de toXinas INSECtICIAAS. ... .ouuuuutentit i
Fig. 3.4. Electroforesis de amplicones generados con cebadores especificos para
cada clase o subclase de gen cry clonado en geles de agarosa al 1,0%......................
Fig. 3.5. Alineamiento de secuencias nucleotidicas parciales obtenidas a partir de
los distintos clones recombinantes de Bacillus thuringiensis seleccionados..........
Fig. 3.6. Analisis de expresion de pellets de cultivos en caldo de esporulacion de
los distintos clones recombinantes de Bacillus thuringiensis seleccionados
obtenidos tras diferentes tiempos de iIncubacion.............c.ovvviiiiiiiiiiiinenne.n.
Fig. 3.7. Imagenes representativas de una larva sana y una tratada de Cydia
pomonella al finalizar el bioensayo. ...
Fig. 3.8. Electroforesis en gel de agarosa al 1,5% de los amplicones de un
fragmento del gen I6S TRNA. ... i e
Fig. 3.9. Perfiles proteicos de los cristales de aislamientos nativos y cepas de
referencia de Bacillus thuringiensis. .............coooiii i

Fig. 3.10. Amplificacion génica de Cryl Y Cry2........oooviniiniiiiiiiiiiieiieenen,

Xii

10

10

11
17
18

36

47

48

49

50

51

53

55

65



Fig. 3.11. Amplificacién génica de cry3, cry8, cry23 y Ccry37.......c.ccoeevivvinvannnn.
Fig. 3.12. Amplificacion génica de VIPL Y VIP2.......oooiriiriiiiiiiieieeea,
Fig. 3.13. Amplificacidn génicade Cryd............ooviiiiiiiiiiiiiiieieeeee,
Fig. 3.14. Amplificacién génicadethuEyzmaA............cooiiiiiiiiiii,

Fig. 3.15. Perfiles electroforéticos y representacion esquematica de cepas de
referencia y de los aislamientos nativos obtenidos mediante Rep-PCR................
Fig. 3.16. Dendrograma estimado de los perfiles electroforéticos de Rep-PCR
generados a partir de aislamientos nativos y cepas de referencia de Bacillus
EUFINGIENSIS. .ttt e e e e
Fig. 3.17. Caracterizacion de cepas nativas de Bacillus thuringiensis
SCLECCIONAAAS. ...\ttt ettt
Fig. 3.18. Dendrograma estimado de los perfiles electroforéticos de Rep-PCR
obtenidos de cepas de referencia y nativas seleccionadas de Bacillus
LT T T1=T ST OSSR

Fig. 3.19. Amplificacion génicadethuE..................cooiiiiiiii i

Fig. 3.20. Gréfico de Pareto con los efectos estandarizados de cada uno de los
componentes del caldo BM ...

70

71

78

79
79

86



ALP
AMPc
ANOVA
APN
ATP

Bi

BGSC
BSA

Bt

ca.

CAD
CINVESTAV

CLso
c.s.p
d
DNA
DNAp
DE
dNTP
DO
E
EDTA
Fig.
FS

g

gl
GPI
h

ha
IP
Kb
kDa

|

L

M
min
ml
mM
mm
N

Ne
ND
nm
NO
pb

Xiv

Abreviaturas

Fosfatasa alcalina

Adenosin monofosfato ciclico
Analisis de varianza
Aminopeptidasa N

Adenosin trifosfato

Coeficiente tedrico

Bacillus Genetic Stock Center - EE.UU
Seroalbdmina bovina

Bacillus thuringiensis

Circa

Caderina

Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del
Instituto Politécnico Nacional - México
Concentracion letal media
Cantidad suficiente para

Dia (s)

Acido desoxirribonucleico

DNA plasmidico

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

Efecto estandarizado o estadistico t
Ethylene Diamine Tetraacetic Acid
Figura

Factor de Sinergismo

Gramo ()

Grados de libertad
Glicosilfosfatidilinositol

Hora (s)

Hectareas

Institut Pasteur-Francia

Kilobase

Kilodalton

Litro (s)

Lepidoptera

Molar

Minuto (s)

Mililitro (s)

Milimolar

Milimetro (s)

Normal

Nematoda

No determinado

Nandmetro (s)

NUmero

Pares de base



PCR

REP

rpom

RNA

s

SDS
SDS-PAGE

Sip
svar.
TAE
TBE
TEMED
TFM
\%

Vip
USDA
pl

HY

°C

Polymerase Chain Reaction

Repetitive Extragenic Palindromic Sequence
Revoluciones por minuto

Acido ribonucleico

Segundo (s)

Sodium Dodecyl Sulphate

Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrilamide Gel
Electrophoresis

Secreted insecticidal protein

Serovar

Tris Acetato EDTA

Tris Borato EDTA
N,N,N",N"-tetrametil-diamina

Triptosa Fosfato Modificado

Voltios

Vegatitive insecticidal protein

United States Department of Agriculture - EE.UU

Microlitro (s)
Microgramo (s)
Grados Celsius

XV



XVi

Resumen

Titulo del trabajo: “Estudio de la toxicidad de proteinas insecticidas de Bacillus
thuringiensis como herramienta para optimizar el manejo de lepiddpteros plaga de
importancia agroecondémica”.

Entre las plagas principales y recurrentes en las producciones de frutas de pepita
se encuentra la “Carpocapsa” (Cydia pomonella Linneaus [Lepidoptera: Tortricidae]).
Su control se basa en el empleo de insecticidas quimicos con todos los riesgos
medioambientales que acarrean, por lo que otros métodos que contemplen organismos
benéficos, como tecnologias que tengan a Bacillus thuringiensis como base, constituyen
una alternativa eficaz y ambientalmente segura. En este estudio se trabajo en la
construccion e identificacion de proteinas de esta bacteria entomopatdgena toxicas para
larvas de C. pomonella, consolidandose en el laboratorio, una estrategia para el clonado
y expresion de genes cry en B. thuringiensis. Se evalud la toxicidad individual y de
mezclas de protoxinas Cry, en base a lo que se propone que CrylAa y CrylAb podrian
ser usadas para el control de C. pomonella. El uso simultaneo de CrylAb/Crylla en
organismos genéticamente modificados podria ser utilizado debido a que mostraron
efecto sinérgico. El uso combinado de CrylAa/Cry2Aa y CrylAb/Cry2Aa deberia ser
evitado porque mostraron un antagonismo moderado. Se estudié la biodiversidad
natural de B. thuringiensis en larvas vivas y sanas de C. pomonella. La estrategia de
aislamiento resultd factible pero ninguno de los aislamientos resultd portador de los
genes cry mas difundidos, ni de las toxinas significativamente toxicas para las especies
estudiadas. Asimismo, se trabajé en la seleccion de las cepas mas tdxicas conteniendo
las proteinas insecticidas mas activas para C. pomonella. Se realiz6 la caracterizacion
genotipica y fenotipica de las mismas, la cual mostré gran similitud con la cepa de
referencia B. thuringiensis HD-1. Finalmente se analizaron los componentes de un
medio de cultivo liquido que influyen en la produccion de proteinas insecticidas de la
cepa nativa de B. thuringiensis INTA H42-1, en el cual la glucosa constituyd un
componente importante del caldo BM que influyé significativamente y positivamente
en la produccién de proteinas.

Palabras clave: Bacillus thuringiensis, proteinas insecticidas, proteinas Cry, clones
recombinantes, bioinsecticida, Cydia pomonella, Lepidoptera, insectos plaga,
aislamientos.
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Abstract

Title: “Study of the toxicity of Bacillus thuringiensis insecticidal proteins as a tool to
optimize the management of lepidopteran pests of agroeconomic importance”.

Among the main and recurrent pests in pip fruit production, the "Carpocapsa”
(Cydia pomonella L. [Lepidoptera: Tortricidae]) is one of the most important. Their
control is based on the use of chemical insecticides that involved multiple
environmental risks, so other methods that include beneficial organisms, such as
technologies based on toxins produced by Bacillus thuringiensis bacteria constitute an
effective and environmentally safe alternative. In this study, we worked on the
construction and identification of proteins of this entomopathogenic bacterium with
high toxicity against C. pomonella, consolidating in the laboratory a strategy for the
cloning and expression of cry genes from B. thuringiensis. The toxicity of Cry protoxins
was evaluated individually and in mixtures, based in our results we proposed that
CrylAa and CrylAb could be used for the control of C. pomonella. The simultaneous
use of CrylAb/Crylla in genetically modified organisms is recomended since they
showed synergistic effect. The combined use of CrylAa/Cry2Aa and CrylAb/Cry2Aa
should be avoided because they showed moderate antagonism. The natural biodiversity
of B. thuringiensis was studied in live and healthy larvae of C. pomonella. Bacillus
thuringiensis strain isolation strategy was feasible, but none of the isolates obtained
harbored genes encoding the most widespread Cry toxins neither the most toxic proteins
against the studied species was found. In addition, we worked on the selection of B.
thuringiensis strains containing the most active insecticidal proteins against C.
pomonella. The genotypic and phenotypic characterization of these isolates showed
high similarity with the reference strain B. thuringiensis HD-1. Finally, the components
of a liquid culture medium that improves the production of insecticidal proteins from a
native strain of B. thuringiensis INTA H42-1 were analyzed. Our results indicated that
glucose constituted an important component of BM broth that significantly and
positively influenced Cry protein production.

Key words: Bacillus thuringiensis, insecticidal proteins, Cry proteins, recombinant
clones, bioinsecticide, Cydia pomonella, Lepidoptera, insect pests, isolates.
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Capitulo 1: Introduccion

1. Mapa de situacion y antecedentes.

La produccion de frutales de pepita en Argentina se restringe principalmente a la
zona del Alto Valle del Rio Negro (Provincias de Rio Negro y Neuquén), cubriendo
unas 44.000 ha (MinAgri 2018). Alli constituye la principal actividad econdmica de la
region, donde contribuye significativamente a la generacion de valor agregado y tiene
una alta absorcion de mano de obra. Las actividades que se desarrollan involucran la
produccion primaria, el empaque y la conservacion en frio para el consumo en fresco; y
la industrializacion de la fruta de menor calidad para la elaboracion de jugo y, en menor
medida, de sidra, fruta deshidratada y en conserva. En el mercado internacional, la
posicién de Argentina asume relevancia por su caracter de contraestacion en relacion al
hemisferio norte. EI mercado externo constituye un destino importante de la produccion.
El empaque para la exportacion de fruta en fresco constituye el ndcleo organizador de la
cadena y de las demas actividades industriales y de servicios que se desarrollan
alrededor de la misma (MECON 2014).

Este agroecosistema presenta problemas fitosanitarios que se generan debido a la
necesidad de controlar poblaciones de artropodos plaga y a la inadecuada aplicacién de
productos quimicos (plaguicidas) (SENASA 2017).

Entre las plagas mas recurrentes en las producciones de frutas de pepita se
encuentra la “Carpocapsa o polilla del manzano” (Cydia pomonella L. [Lepidoptera:
Tortricidae]). Este lepiddptero constituye una plaga en todo Sudamérica, no solo por los
dafos que produce y por las dificultades que presenta su control, sino por los perjuicios
sociales y ambientales que desembocan de un inadecuado control quimico (Saini et al.
2008; SENASA 2017).

Para entender un poco la magnitud real de la importancia econémica de esta plaga
en nuestro pais, podemos remitirnos a informacion del afio 2002. En esa época, se
estimé que el dafio promedio provocado por C. pomonella en Alto Valle de Rio Negro
fue de 6,1%, depreciando el valor de més de 82.000 toneladas de fruta y provocando la
pérdida de alrededor de 1000 puestos de trabajo. Considerando los costos fiscales y el
impacto sobre otras etapas de la cadena productiva, se estimé que el déficit para la
economia regional en ese momento fue superior a los U$S 40 millones (Villarreal et al.
2003).

A nivel mundial, las herramientas destinadas al control de este lepiddptero en los
distintos tipos de cultivo incluyen principalmente el empleo de insecticidas quimicos de
sintesis de amplio espectro, con todos los riesgos medioambientales que acarrean
(Aragon et al. 2002; Cichon et al. 2001; Parra Morales et al. 2017). Es aqui que este
tema adquiere gran relevancia, ya que el valor comercial de los frutos se anula con el
menor dafio ocasionado por C. pomonella, por lo que los insecticidas quimicos de
sintesis son utilizados en aplicaciones preventivas (Cichén y Fernandez 2003). Por otro
lado, la tendencia a la reduccion en las tolerancias de residuos de agroquimicos en fruta
fresca por parte de los mercados internacionales, hace que los insecticidas quimicos no
puedan utilizarse en el periodo cercano a la cosecha. Paralelamente existe un numero
cada vez mas restringido de productos especificos permitidos, lo cual complica cada vez
mas el control de la plaga (SENASA, 2017). A todos los inconvenientes mencionados
hay que sumarle que el empleo generalizado y muchas veces incorrecto de este tipo de




agentes quimicos, han generado la resistencia de C. pomonella a ciertos principios
activos y el resurgimiento de plagas secundarias (Lacey y Unruh 2007). También es
importante considerar, que ademéas de los efectos adversos que provocan sobre el
ambiente (Loewy et al. 1999), se suman aquellos provocados sobre la salud humana
(del Puerto Rodriguez et al. 2014).

El empleo de otras herramientas de control, como aquellas basadas en la bacteria
entomopatogena Bacillus thuringiensis, surgen como complemento o alternativa al
control quimico de C. pomonella. En este sentido, en la literatura se citan estudios
exitosos en los que se evalud la efectividad de cepas de B. thuringiensis que expresan
combinaciones naturales de proteinas insecticidas para este lepiddptero tanto en
laboratorio como en condiciones de campo (Konecka et al. 2007, Liu et al. 2013). Por
otra parte, solo se hallan algunos reportes puntuales en los que se describe la actividad
toxica de proteinas insecticidas individuales para C. pomonella que utilizan poblaciones
europeas de la plaga (Boncheva et al. 2006; Rang et al. 2000).

Para un uso mas eficiente de las proteinas insecticidas de B. thuringiensis, ya sea
como ingredientes activos de bioinsecticidas convencionales o expresadas en plantas
transgénicas, es importante conocer cuales de estas proteinas presentan la toxicidad mas
elevada para una plaga blanco y cuéles de ellas interactian sinérgicamente (Peyronnet et
al. 1997; Wirth et al. 2000). Es también de interés, conocer el potencial de mezclas de
proteinas insecticidas para reducir o retrasar la generacion de insectos resistentes a
proteinas individuales a partir del conocimiento de su interaccion con los receptores en
el insecto (Wirth et al. 2000).

2. Bacillus thuringiensis.

2.1. Generalidades del entomopatdgeno.

Bacillus thuringiensis es un bacilo Gram positivo, anaerobio facultativo,
quimiorganotrofo con actividad catalasa positiva y motil gracias a que presenta
flagelacién peritrica. Se caracteriza por desarrollar esporas de resistencia que no
provocan la distension del perfil bacilar (Sauka y Benintende 2008) (Fig. 1.1).

Fig. 1.1. Imagen de microscopia electronica de Bacillus thuringiensis en fase de esporulacion y de
produccion de inclusiones cristalinas. C: cristal parasporal; E: espora. Barra, 0.5 um. Tomado de
Fiuza et al. 2012.



B. thuringiensis se caracteriza principalmente por producir cristales
paraesporales de naturaleza proteica (proteinas Cry, del inglés Crystal y Cyt, del inglés
Cytolitic) durante la fase de esporulacion, perteneciendo ambas al grupo de las o-
endotoxinas. La bacteria puede portar a su vez otros factores de virulencia (proteinas
Vip, Sip, p-exotoxina, fosfatasas, etc.), que son liberadas al medio durante la fase
vegetativa de crecimiento. Todas ellas, son responsables de la toxicidad que esta especie
bacteriana presenta para distintos invertebrados, fundamentalmente larvas de insectos.
Las proteinas Cry constituyen el ingrediente activo del insecticida bioldgico mas
difundido a nivel mundial (Sauka y Benintende 2008).

2.2. Marco historico.

Esta bacteria fue descubierta por el biélogo Shigetane Ishiwata en Japdn, en 1901,
quien la aisl6 a partir de una larva muerta del gusano de seda (Bombyx mori L.)
denominandolo Bacillus sotto, nombre que fue declarado posteriormente invalido.

Su identificacion como agente entomopatégeno, y su denominacién actual
Bacillus thuringiensis, se deben a su nuevo aislamiento por Ernst Berliner en el distrito
de Turingia (Alemania) en el afio 1911, a partir de larvas enfermas de mariposas de la
harina del Mediterrdneo (Ephestia kuehniella Z.). Fue Berliner quien por primera vez
realiza una descripcion valida de esta bacteria destacando la existencia de un cuerpo
parasporal cristalino dentro de B. thuringiensis, sin conocer que éste era responsable de
la actividad insecticida. Hoy en dia, esta cepa se considera especie tipo y se la clasifica
como B. thuringiensis serovariedad thuringiensis, serotipo H1 (Andrews et al. 1987).

En 1928 se reportd la primera aplicacion de B. thuringiensis como insecticida
bioldgico al demostrar su toxicidad para larvas de Ephestia sp. Hacia 1938 en Francia,
se introdujo en el mercado el primer producto comercial bajo el nombre de “Sporeine”,
cuyo ingrediente activo eran esporas y cristales de B. thuringiensis. Sin embargo,
debido a la gran aceptacion que tuvieron los insecticidas quimicos de sintesis a partir de
la primera mitad del siglo XX, el desarrollo de formulados biol6gicos de B.
thuringiensis como ingrediente activo se vio perjudicado. De todos modos, luego con el
avance en el conocimiento del impacto negativo de los insecticidas quimicos sobre el
medio ambiente y la salud humana, se retomo el interés por B. thuringiensis, lo que
permitid el desarrollo de un formulado actualmente vigente, llamado “Thuricide”.

Hasta 1976 se creia que B. thuringiensis era s6lo tdxico para insectos
lepidopteros, pero una nueva actividad toxica fue reportada por Goldberg y Margalit
(1977), quienes en Israel aislaron una cepa con toxicidad para dipteros, principalmente
larvas de mosquitos y jejenes. En la actualidad esta cepa es conocida como B.
thuringiensis serovar israelensis, serotipo H14. Este hecho amplio las expectativas en el
empleo de esta bacteria como insecticida biolégico, y en muchas partes del mundo se
iniciaron busquedas para encontrar cepas de B. thuringiensis con toxicidad para otros
ordenes de insectos. De esta manera, en Alemania en 1983, Kreig et al. aislaron de
Tenebrio molitor L. (gusano de la harina), una cepa con toxicidad para ciertas especies
de coledpteros a la que llamaron B. thuringiensis svar. tenebrionis. Estos
acontecimientos permitieron extender el empleo de B. thuringiensis como ingrediente
activo de insecticidas bioldgicos (Cannon 1996; Grossi-de-Sa et al. 2007).



2.3. Taxonomia actual.

Bacillus thuringiensis pertenece a la familia Bacillaceae, ubicAndose dentro del
grupo 1 del género Bacillus 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; Guinebretiére et al. 2013,
Jiménez et al. 2013; Miller et al. 2016). Recientemente se ha propuesto la incorporacién
de 9 especies nuevas a esta lista: Bacillus paranthracis, Bacillus pacificus, Bacillus
tropicus, Bacillus albus, Bacillus luti, Bacillus proteolyticus, Bacillus nitratireducens
y Bacillus paramycoides (Liu et al. 2017). Otras tres cepas del grupo B. cereus (Bacillus
gaemokensis, Bacillus manliponensis y Bacillus bingmayongensis) se propusieron como
nuevas especies pero las mismas no han sido validadas todavia (Jung et al. 2010; Jung
etal. 2011; Liu et al. 2014b).

Bacillus thuringiensis se encuentra estrechamente relacionado con B. cereus y B.
anthracis, no obstante, se diferencia claramente por la presencia de cristales
parasporales y sus propiedades insecticidas (Sauka y Benintende 2008).

Bacillus thuringiensis se puede clasificar actualmente mediante serologia del
antigeno H en 84 serovares (Sauka y Benintende 2008). Se describieron métodos mas
sencillos de tipificacion de B. thuringiensis, casi todos basados en herramientas de
biologia molecular, con el objetivo de encontrar técnicas sustitutas mas simples a la
serotipificacion flagelar (Basile 2008; Sauka et al. 2011).

2.4. Ciclo de desarrollo.

Su ciclo de desarrollo, presenta dos fases: la fase de crecimiento vegetativo y la
fase de esporulacion. Durante el crecimiento vegetativo de la célula, cuando la bacteria
se encuentra en un ambiente “rico” en nutrientes, se multiplica exponencialmente por
fision binaria. La temperatura Optima para su crecimiento se ubica entre los 26 y 30 °C,
pero puede también hacerlo entre los 15 y 45 °C. 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 se ve limitada la
disponibilidad de algin nutriente esencial o frente a cualquier otra condicién
medioambiental desfavorable, y comienza la fase de esporulacion que coincide con el
cambio de fase de crecimiento exponencial a fase estacionaria. En esta fase se produce
en forma simultanea la formacion de la espora y del cristal, y a la célula se la denomina
esporangio. Las esporas Yy los cristales son liberados al medio tras la lisis celular (Fig. 1.
2).

2.5. Ecologia y habitat.

B. thuringiensis tiene la capacidad de ocupar un gran nimero de ecosistemas
terrestres diferentes como desiertos, bosque hiumedo tropical, altas montafias, playas y
cuevas entre muchos otros (Bravo et al. 1998; Quesada-Moraga et al. 2004; Uribe et al.
2003). Sin embargo, el suelo es de donde se lo recupera con mayor frecuencia y es
considerado el sitio donde las esporas mantienen su viabilidad durante afios (Armengol
et al. 2007; Jara et al. 2006). Asimismo, es habitante de otros ambientes como el
filoplano, polvo de almacenes, residuos de molienda de granos, aguas estancadas,
fondos de lugares anegados donde se desarrollan larvas de mosquitos, telarafas,



insectos enfermos o muertos (Haloi et al. 2016; Maduell et al. 2002; Sauka et al. 2017,
Sauka et al. 2010).
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Fig. 1.2. Esquema del ciclo de desarrollo de Bacillus thuringiensis.

2.6. 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 maduracién, en simultaneidad
con la formacion de la espora. Varios factores condicionan la cristalizacion de las
proteinas Cry, entre los que estan la estructura secundaria, la formacion de puentes
disulfuro entre residuos cisteina y la presencia de componentes adicionales en el cristal;
también los mecanismos de cristalizacion 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,
clasificandose en bipiramidales, ctbicos, cuadrados aplanados, ovoides-esféricos y otras
formas atipicas menos frecuentes (Khetan 2001).

Existe una fuerte relacion entre la morfologia de ciertos tipos de cristales, las
proteinas Cry que los constituyen, los genes que los codifican, su peso molecular y
espectro de actividad insecticida (Cuadro 1.1) (Amadio et al. 2013; Sauka y Benintende
2008). No obstante, existen reportes en los que se describieron cristales parasporales
que, a pesar de tener morfologias reconocidas como toxicas, carecen de actividad
insecticida conocida (Benintende et al. 1999; Lopez-Meza e Ibarra 1996).

Como se describid 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 encontro al cristal dentro del
exosporio, por lo que se mantenia unido a la espora cuando la célula lisaba (Huber y
Lithy 1981; Lopez-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 que no lisa (Sauka y Benintende 2006).

Cada cristal esta conformado por una o varias proteinas Cry, en algunos casos
también Cyt, que se agrupan entre si mediante puentes disulfuro (Iriarte y Caballero
2001). La estabilidad de estas uniones condiciona el pH de solubilizacion 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).

Cuadro 1.1. Asociaciones entre los principales tipos de cristales de Bacillus
thuringiensis, proteinas Cry y su espectro de actividad insecticida.

Peso molecular

Morfologia del cristal Proteina (kDa) Toxicidad
Bipiramidal Cryl 130 Lepidoptera
Cubico Cry2 65 Lepidoptera y Diptera
Cuadrado aplanado Cry3 72 Coleoptera
Ovoide Cry8 130 Coleoptera y Lepidoptera
Ovoide Cry4, Cry10, Cryll 135, 128, 78, 72 Diptera

2.7. Espectro de accién.

Los cristales de Bacillus thuringiensis poseen toxicidad para muchos grupos
taxondmicos de invertebrados, principalmente a los que integran la Clase Insecta. Existe
una alta susceptibilidad por un gran nimero de especies que constituyen el Orden
Lepidoptera (Glare y O”Callaghan 2000; Schnepf et al. 1998), siendo de mayor interés
agronoémico las que pertenecen a las familias Arctiidae, Carposinidae, Cossidae,
Lymantriidae, Noctuidae y Tortricidae entre otras. Para otros dérdenes, el nimero de
especies susceptibles disminuye, siendo este el caso del Orden Coleoptera (Glare y
O’ Callaghan 2000; Méndez-Lépez et al. 2003) y Diptera (Glare y O"Callanghan 2000;
Goldberg y Margalit 1977). También se demostr6 que algunos cristales de ciertas cepas
de B. thuringiensis presentan actividad toxica para especies pertenecientes a los érdenes
Hemiptera (Walters y English 1995; Wellman-Desbiens y Cote 2004), Hymenoptera
(Payne et al. 1993), Neuroptera (Hilbeck et al. 1998) y Orthoptera (Schnepf et al.
1998). Asimismo, también se ha descrito susceptibilidad a las toxinas de B.
thuringiensis por nematodos (parasitos de humanos y animales, y de vida libre),
trematodos, acaros, platelmintos, protozoos, y algunos caracoles y/o células cancerosas
humanas de diversos origenes (Feitelson et al. 1992; Lopez et al. 2006; Palma et al.
2014).

La toxicidad diferencial observada entre los diferentes B. thuringiensis se
atribuye principalmente a la susceptibilidad propia del organismo blanco como también
a la naturaleza de la toxina (Bravo et al. 2004; Jaquet et al. 1987).

2.8. Factores de virulencia.

Bacillus thuringiensis puede producir distintas proteinas y metabolitos
responsables de su patogenicidad para insectos.

2.8.1. Proteinas Cry.

Las proteinas Cry son los principales constituyentes de los cristales vy
representan un grupo diverso y el mas abundante de proteinas insecticidas producidas
por B. thuringiensis (Palma et al. 2014). Se clasifican en un conjunto de 75 grupos
principales divididos en diferentes clases y subclases juzgadas en base a un analisis de




similitud de sus secuencias de aminoacidos (B. thuringiensis toxin nomenclature
website en http://www.btnomenclature.info) (Crickmore et al. 2018). Las diferencias
aminoacidicas que presentan se traducen comunmente 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. Se
sintetizan como protoxinas que son activadas proteoliticamente para generar el
fragmento activo (toxina), conocido como 4-endotoxina (Sauka y Benintende 2008). Se
ha visto un efecto sinérgico entre las esporas y las 3-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 germinacion de la espora sino
también de las proteinas presentes en su cubierta (Johnson et al. 1998).

Las proteinas de la clase Cryl, Cry2, Cry9 y Cryl5 son las consideradas
tradicionalmente toxicas para larvas del Orden Lepidoptera, no obstante, la toxicidad de
algunas proteinas Cry2 no se restringe exclusivamente para lepidopteros sino que
existen algunas con toxicidad para dipteros (Sauka y Benintende 2008). También
existen otras que presentan una actividad dual frente a otros ordenes de insectos
(Lepidoptera y Coleoptera), tal como los casos de Cry1B, Cryllay Cry8. (Amadio et al.
2013; Espinasse et al. 2002; Martins et al. 2008). Se conocen también distintas
proteinas Cry que presentan toxicidad para coledpteros: Cry3, Cry7, Cry9Da, Cryl4,
Cry18, Cry22, Cry23, Cry34, Cry35, Cry36, Cry37, Cry43 y Cry55 (Palma et al. 2014).
Existen otras como las Cry4, Cry10, Cryl11, Cry19 y Cry20 conocidas por su actividad
toxica para dipteros (Palma et al. 2014).

2.8.2. Otros factores de virulencia.

Ademas de las proteinas Cry, B. thuringiensis posee una serie de factores de
virulencia que pueden liberarse durante la fase vegetativa de crecimiento y que le
permiten infectar sus blancos con mayor eficiencia, ya que le confieren la capacidad de
sobrevivir y multiplicarse dentro del huésped, evadiendo su sistema inmune y
produciendo una septicemia general.

Algunos presentan alta especificidad para un determinado Orden de insecto como
las proteinas Vip (Vegetative insecticidal protein) y las proteinas Sip (Secreted
insecticidal protein), mientras que otros no tienen especificidad por el Orden de insectos
que afectan y se encuentran ampliamente distribuidos dentro de los distintos serovares
de B. thuringiensis (por ej.: f-exotoxina, enterotoxinas, fosfolipasas, 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 diferentes de proteinas Vip
(Crickmore et al. 2018), siendo Vip3 tdxica para lepidopteros (Estruch et al. 1996).

Otras de las proteinas insecticidas que se liberan durante la fase vegetativa son las
Sip que fueron recientemente descritas y de las cuales solo se conoce la SiplAal
(Donovan et al. 2006). Tiene 21% de identidad con 141 aminoacidos de la proteina
mosquitocida Mtx3 de Lysinibacillus sphaericus. No se conoce su mecanismo de accion
pero posee propiedades insecticidas para coledpteros.

Las proteinas Cyt, constituyen otras de las familias de proteinas insecticidas de B.
thuringiensis producidas durante la fase de esporulacion. A diferencia de las proteinas



Cry, exhiben una actividad citolitica general in vitro y una especificidad predominante
hacia dipteros in vivo (Butko 2003; de Maagd et al. 2003). Una caracteristica particular
de las toxinas Cyt es que pueden actuar de manera sinérgica con las proteinas Cry o
Vip3 y reducir los niveles de resistencia de algunos insectos plaga (Soberoén et al. 2013,
Yuetal. 2012).

Las p-exotoxinas son toxinas termoestables, no proteicas, producidas durante la
fase vegetativa solo por algunas cepas de B. thuringiensis. Son compuestos
inespecificos que resultan toxicos para diversos insectos y neméatodos (Liu et al. 2014b).
En insectos afecta el proceso de muda y desarrollo de pupas produciendo efectos
teratogénicos (Burgerjon et al. 1969). Poseen cierto grado de toxicidad para células de
mamiferos y persistencia en el ambiente (Beebe et al. 1972). La reglamentacion 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 p-exotoxina: la de tipo 1 y la de tipo 11 (Liu et al. 2014b).
La de tipo I es la que se detecta mas frecuentemente.

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

Algunas cepas pueden secretar zwittermicina A, un metabolito que demostrd
capacidad de potenciar la actividad insecticida de ciertas toxinas de B. thuringiensis
(Broderick et al. 2000). Inicialmente fue identificado en B. cereus UW85 por su rol en
la supresion de enfermedades de plantas (Handelsman et al. 1990). Ha demostrado un
espectro amplio de actividad inhibiendo ciertas bacterias gram positivas, gram negativas
y algunos microorganismos eucariotas (Hao et al. 2015).

2.8.3. Estructura de las proteinas Cry.

La estructura tridimensional de las proteinas CrylAa y CrylAc (toxicas para
lepidopteros), Cry3Aa, Cry3Bb y Cry8Ea (Xu et al. 2014), (toxicas para coleopteros),
Cry2Aa (con toxicidad dual para lepidopteros y dipteros), Cry4Aa y Cry4Ba (toxicas
para dipteros), Cry5B (toxicas para nematodos) en su forma activa, fue dilucidadas a
través de cristalografia de rayos X (Boonserm et al. 2005 y 2006; Galitsky et al. 2001,
Guo et al. 2009; Li et al. 1991). Todas ellas, a pesar de poseer distinto espectro de
accion, muestran una topologia comin de tres dominios (Fig. 1.3). Estas proteinas Cry
son moléculas globulares que contienen tres dominios distintos enlazados por
conectores simples y representan el grupo méas amplio.

El dominio I 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
formacion del poro en la membrana de las células intestinales del insecto susceptible. El
dominio II estd formado por tres ldminas de estructura 3 en antiparalelo y participaria en
la interaccién con el receptor, por lo que seria determinante en la especificidad. El
dominio 111, es un p-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).
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Lepidépteros ‘
y Dipteros

Dipteros

Fig. 1.3. Estructura tridimensional de las proteinas CrylAa, Cry3Aa, Cry2Aa y Cry4Ba. Los
dominios | estan coloreados de celeste, los Il de verde y los Il de violeta. Adaptado de Sauka,
2007.

Por otra parte, se determin0 la estructura tridimensional de otras toxinas que
resultaron no estar formadas por la estructura clésica de los tres dominios (Fig. 1.4).
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).

- 8
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Cry6Aa - Cry23/Cry37

Cry51

Fig. 1.4. Estructura tridimensional de toxinas representativas producidas por Bacillus
thuringiensis que no estan formadas por la estructura clasica de los tres dominios. Cry6Aa es
una toxina alfa helicoidal; Cry51 es un miembro de la familia Etx / Mtx2; Vip2Aa; Cry34 es
una proteina similar a la aegerolisina que actiia como una toxina binaria con Cry35, una proteina
de la familia Toxin_10; la toxina binaria Cry23/Cry37 es un ejemplo de toxinas Cry-like-Mtx.

2.9. Mecanismo de accion de las proteinas Cry.

El mecanismo de accion de las toxinas Cry se ha descrito principalmente en
lepidopteros. 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 (mesenteron). Insectos del Orden Lepidoptera presentan intestinos medios con
alta alcalinidad, con enzimas digestivas propicias para la disolucion y activacion de las
proteinas (Dow 1986).

Una vez solubilizadas las protoxinas, estas son activadas liberando el fragmento
toxico (d-endotoxina) de 55 a 60 kDa. Este procesamiento se produce gracias a la accion
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de diferentes tipos de proteasas que se hallan presentes en el intestino del insecto. La
clase de proteasas presentes tendrian un papel destacado en la resistencia o baja
susceptibilidad frente a B. thuringiensis por parte del insecto (Lopez-Pazos et al. 2010;
Loseva et al. 2002). Las serina proteasas (por €j.: tripsina y quimotripsina) son las méas
importantes en lepidopteros (Mahdavi et al. 2013).

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-l16pez et al. 2012). Estos receptores son proteinas muy abundantes y se hallan
ancladas a la membrana por un glicosilfosfatidilinositol (GPI) (Upadhyay y Singh
2011). La union 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-lépez et al. 2012). Luego, se
induce un cambio conformacional en la proteina Cry monomérica que favorece la
escision del extremo N-terminal incluyendo la hélice a-1 del dominio | de la toxina por
una proteasa de membrana. Este clivaje facilita la formacion de una estructura
oligomérica pre-poro, en la que varias moléculas de la proteina Cry interactGan para su
formacion (Pardo-l6pez et al. 2012). 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-l6pez et
al. 2012). En la figura 1.5 se muestra una representacion esquematica del mecanismo de
accion a nivel molecular de las toxinas Cry de tres dominios que se daria en
lepidopteros.

Cristales
n ’ (protoxinas)

Proteasa ‘\

" Toxina Cry

monomérica .
Cambio conformacional

Nisién proteolitica m /-\
Toxina Cry Poro
A — ‘:,_oligomérica v o (P
e ' 7

Fig. 1.5. Representacion esquematica del mecanismo de accion a nivel molecular de las toxinas
Cry de tres dominios en lepiddpteros. Adaptado de Pardo-Lopez et al. 2012.

ALP APN

Membrana apical de célula intestinal

Las células del epitelio intestinal se hacen permeables a iones pequefios y otras
moléculas como consecuencia de la formacion del poro. Estas se hinchan debido al
desequilibrio osmotico y finalmente se produce la lisis celular (Pardo-l6pez et al. 2012).
La disrupcion 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 reproduccién
(Schnepf et al. 1998).
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Un modelo alternativo de mecanismo de accién fue expuesto por Zhang et al.
(2006). En este modelo se propuso que la unién al receptor de CAD desencadenaria una
via intracelular que resultaria en la activacion de una proteina G con la posterior
activacion de la adenilato ciclasa, aumentando niveles de AMPc y la activacion de una
proteina quinasa A, que a su vez conduciria a la muerte celular sin la participacion del
oligbmero de la toxina, de la formacion de poros y sin la participacion de otros
receptores tales como proteinas ancladas a GPI.

Por otro lado, Broderick et al. (2006 y 2009) sugirieron que la mortalidad no seria
solo inducida por B. thuringiensis y que ésta dependeria esencialmente de otras
bacterias que forman parte de la microbiota del intestino medio del insecto huésped. No
obstante, este planteamiento ha sido discutible y controversial. Otro grupo de
investigacion confirmd 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 (Johnston y Crickmore 2009; Raymond et al. 2009; van
Frankenhuyzen et al. 2010).

2.10. Material genético.

El material genético de B. thuringiensis consta de un cromosoma con un tamafno
molecular comprendido entre 4,3 y 6,2 millones de pares de bases (Barbosa et al. 2015;
Marcon et al. 2014), y de elementos extracromosomales autorreplicantes (plasmidos),
de configuracion, tamafio y numero variable entre los distintas cepas de B. thuringiensis
(Reyes-Ramirez e Ibarra, 2008).

Las cepas de B. thuringiensis generalmente muestran un perfil plasmidico
complejo con hasta veinte plasmidos (Reyes-Ramirez e Ibarra 2008; Zheng et al. 2015).
Pueden clasificarse dos grupos de acuerdo a su tamafio: los plasmidos con tamafios
menores a 45 kb y los megaplasmidos con tamafios mayores a 45 kb (Reyes-Ramirez e
Ibarra 2008). En general, estos ultimos son los portadores de genes de toxinas
insecticidas. La primera evidencia que ayuda al establecimiento de una correlacion entre
sintesis de proteinas del cristal y la presencia de un plasmido, fue establecida por
experimentos de “curado” de plasmidos, realizada por Gonzalez et al. (1981). Mediante
la reintroduccién de los plasmidos apropiados, fue posible restablecer la capacidad de
sintesis del cristal en las bacterias a las cuales se les habia eliminado esta funcion
mediante el curado.

Ademas, en los megaplasmidos de B. thuringiensis se encuentran codificados una
gran cantidad de elementos mdviles como secuencias de insercion y transposones,
generalmente situados cerca de los genes codificantes de toxinas, facilitando la
movilidad intra/inter genoma Yy el surgimiento de cepas con nuevas especificidades
insecticidas (Mabhillon et al. 1994). Estos megaplasmidos se hallan mayoritariamente en
bajo numero de copias y se replican por un mecanismo de replicacion de tipo theta
(Hoffmaster et al. 2004; Rasko et al. 2005).

Siempre existen excepciones y existen reportes donde se informd la deteccion de
un gen cry en un plasmido de bajo peso molecular que se replica mediante un
mecanismo de circulo rodante (Loeza-Lara et al. 2005), como también la existencia de
genes cry insertados en el cromosoma de B. thuringiensis (Klier et al. 1982; Sanchis et
al. 1988).
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2.11. Genes cry codificantes de proteinas tdxicas para lepiddpteros.

Se conocen distintos genes cry que codifican proteinas tdxicas para lepiddpteros,
siendo cryl, cry2, cry8, cry9 y cryl5 los méas destacados. Los genes cryl codifican
proteinas de ca. 130 kDa que se conglomeran durante la esporulaciéon en inclusiones
cristalinas bipiramidales (Sauka y Benintende 2008). Como ya fue mencionado, estas
proteinas son sintetizadas como protoxinas que se solubilizan en las condiciones
alcalinas del intestino medio del insecto, y se activan por protedlisis en toxinas, en este
caso de aproximadamente 65 kDa, mediante proteasas presentes en intestino medio de
la larva (Sauka y Benintende 2008). La gran mayoria de los genes cry que se conocen
pertenecen al grupo cryl, y estos son sin duda los més estudiados. Se han reportado
hasta la fecha 270 genes cryl distintos, los que han sido clasificados en 14 clases (A a
N) (Crickmore et al. 2018).

La frecuencia de deteccion de los distintos genes cryl en B. thuringiensis es
variable. Algunos genes, como los crylA, se detectan con més frecuencia que otros;
mientras que otros como los crylB, crylH, crylK, crylL, crylM o los crylN son muy
raros. Los genes detectados en mayor frecuencia después de los de la clase crylA, son
los de las clases cryll, crylC y crylD (Bravo et al. 1998). Los genes crylB, crylE,
crylF y crylG se detectan con una frecuencia menor, a pesar de existir excepciones
(Hongyu et al. 2000). Los cryll presentan caracteristicas distintivas con respecto al
resto de los miembros de este grupo. Estos genes son expresados y secretados en fase
temprana de la esporulacion (Kostichka et al. 1996). Asimismo, el clonado y expresién
de esta clase de genes en Escherichia coli revelé que codifican proteinas de 81 kDa con
actividad tdxica dual que incluye ciertos coledpteros ademas de lepidopteros (Choi et al.
2000).

Los genes del grupo cry2 poseen marcos de lectura abiertos de unas 1900 pb, ya
que no presentan un fragmento C-terminal presente en otros genes cry. Estos codifican
proteinas de 65 kDa que se conglomeran en cristales cubicos (Sauka y Benintende
2008). Los genes cry2 estan presentes en cepas de B. thuringiensis pertenecientes al
svar. kurstaki, svar. thuringiensis, svar. kenyae y svar. tolworthi, entre otros. Existen
descriptos en la actualidad 86 genes cry2 distintos clasificados en s6lo dos clases (A 'y
B) (Crickmore et al. 2018). Los genes cry2Aa tendrian la peculiaridad de estar ubicados
en la region méas distal de un operén del cual formarian parte. La proteina Cry2Aa
requiere de la proteina que corresponde al segundo gen de este operon (orf2) para la
formacion del cristal (Crickmore y Ellar 1992). Los cristales de algunas de las cepas que
contienen cry2Ab presentan poca 0 nada de la correspondiente proteina (Dankocsik et
al. 1990; Masson et al. 1998; Sauka et al. 2010). La expresion de cry2Ab en niveles
elevados se logré cuando promotores fuertes dirigen su transcripcion, indicando que los
niveles bajos de expresion son probablemente el resultado de un promotor débil
(Dankocsik et al. 1990). Por otro lado, Jain et al. (2006) encontraron que la falta de
expresion se deberia a la ausencia de un promotor funcional. Otros autores reportaron
que falta de expresion se deberia en ciertos casos a un factor post-transcripcional (Sauka
et al. 2010).

Los genes cry2 también se encuentran de manera frecuente en B. thuringiensis,
sobre todo entre aquellas cepas que poseen genes cryl. ES muy comdn que se
encuentren los genes cry2Aa y cry2Ab simultaneamente o el gen cry2Ab solo, pero no el
cry2Aa en forma aislada (Sauka y Benintende 2017).

Zhu et al. (2015) han reportado que la cepa HD-1 perteneciente al svar. kurstaki
alberga seis genes cry (crylAa, crylAb, crylAc, crylla, cry2Aa y cry2Ab). Cuatro de
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esto genes (crylAa, crylla, cry2Aa y cry2Ab) fueron localizados juntos en el
megaplasmido pBMB299 formando una isla de patogenicidad. Los dos genes
adicionales se encontraron en los plasmidos pPBMB65 (crylAb) y pBMB95 (crylAc).

Otro grupo conocido es el de los genes cry8. Codifican 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 algunos
lepidopteros (por ej.: A. gemmatalis) (Amadio et al. 2013), como también para ciertos
coccinélidos (Navas et al. 2014) y escarabeidos (Shu et al. 2009). Se han reportado
hasta la fecha 57 genes cry8 distintos, clasificados en 20 clases (A a T) (Crickmore et
al. 2018). Los genes cry8 constan de 3500 pb aproximadamente, coexisten mas de uno
distinto por cepa y se pueden encontrar juntos también constituyendo islas de
patogenicidad dentro de megaplasmidos (Navas et al. 2016).

Los genes cry9 son de los menos estudiados y detectados con menor frecuencia
entre aquellos que codifican proteinas tdxicas para lepiddpteros (Sauka y Benintende
2008). No obstante, son considerados herramientas muy promisorias para el control
eficiente y el manejo de la resistencia de muchas especies de lepiddpteros que son
importantes desde el punto de vista agronémico (Zhao et al. 2001). Existen actualmente
37 genes cry9 distintos clasificados en 7 clases (A a G) (Crickmore et al. 2018), que
codifican protoxinas de 130 kDa (Shu et al. 2013). Particularmente, proteinas
producidas por los genes de las clases cry9A, cry9B, cry9C y cry9E se agruparian en
inclusiones cristalinas bipiramidales. Por otra parte, los genes cry9D lo harian dentro de
inclusiones esféricas que no presentarian ninguna relacion con las inclusiones
bipiramidales y cubicas tipicas de cepas de B. thuringiensis toxicas para lepidopteros
(Wasano y Ohba 1998; Wasano et al. 2001). Por otra parte, si bien se sabe que los genes
cryl y cry2 tienden a hallarse juntos en B. thuringiensis, no existiria una asociacién
clara entre ellos y los genes cry9 (Sauka y Benintende 2017).

En cuanto a los genes cry15, este grupo esta formado por s6lo un integrante que es
el gen cryl5Aa (Crickmore et al. 2018). Este gen codifica para una protoxina de
aproximadamente 40 kDa que se agrupa en una inclusion cristalina cuboidal, la cual
resulta toxica para Manduca sexta (Brown et al. 1992). Es muy poca la informacion
disponible acerca de este grupo. Pareceria ser que su presencia se restringe solo a cepas
de B. thuringiensis svar. thompsoni (Sauka y Benintende 2008).

2.12. Bioinsecticidas y plantas Bt para el manejo de lepiddpteros plaga.

En general, los bioinsecticidas a base de B. thuringiensis incluyen como
ingrediente activo en su formulacion una mezcla de cristales y esporas. Estos tienen la
limitacion de que presentan una especificidad restringida a ciertos ordenes de insectos,
una potencia relativamente baja y una toxicidad residual corta. A pesar de ello, se han
constituido como los agentes de control biolégico mas populares (Deshayes et al. 2017).
La cepa B. thuringiensis svar. kurstaki HD-1 ha sido la méas utilizada para el control de
insectos lepidopteros que abarcan especies plaga en cultivos agricolas y forestales
(Sauka y Benintende 2008).

Actualmente existen bioinsecticidas de primera, segunda y tercera generacion
(Sauka et al. 2013). Los primeros son aquellos cuya formulacién incluyen la mezcla de
cristales y esporas de B. thuringiensis. Constituyen la mayor proporcion de los
productos comerciales disponibles mundialmente. Los segundos son aquellos
constituidos por una mezcla de cristales y esporas de B. thuringiensis a la cual se le
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introdujo genes de toxinas insecticidas presentes en otros B. thuringiensis. Poseen
espectro de actividad ampliado o toxicidad incrementada mediante un efecto sinérgico o
aditivo. Por ultimo, los bioinsecticidas de tercera generacion son aquellos cuya
formulacién 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 los de toxinas insecticidas.
Poseen toxicidad residual aumentada o espectro de actividad ampliado.

Algunos genes codificantes de toxinas Cry de B. thuringiensis han sido
introducidos mediante ingenieria genética en cultivos o0 plantas transgenicas
(Letourneau et al. 2002), proporcionando una forma efectiva de controlar plagas de
insectos en la agricultura y reducir el empleo mundial de insecticidas quimicos
aplicados en el campo (James et al. 2010). Este tipo de cultivos o plantas son
comunmente referidas como “cultivos o plantas Bt” (por ejemplo, maiz Bt, algodén Bt,
etc.). El primer reporte de una planta transgénica con un gen cry de B. thuringiensis data
de 1987 (Vaeck et al. 1987).

El empleo de este tipo de plantas presenta una serie de ventajas con respecto a los
bioinsecticidas convencionales: reducen la necesidad de aplicacion de insecticidas,
proveen proteccion por inactivacion de los rayos UV, brindan proteccion duradera a lo
largo de la temporada de cultivo y los Unicos insectos expuestos a la toxina son aquellos
que se encuentran alimentando de las plantas y no otros insectos (Ahmad et al. 2012).

Por otro lado, la gran desventaja de las plantas Bt radica en la posible seleccion de
poblaciones naturales de insectos resistentes que se alimentan de ellas (Tabashnik et al.
2013). La primera planta Bt se registré en nuestro pais en 1998. La misma es un maiz
que expresa CrylAb y fue pensada para el control de lepidopteros plaga. Desde ese
entonces, unos 19 eventos diferentes de maiz Bt, tres de soja Bt y dos de algodon Bt
para el manejo de distintos lepiddpteros y coledpteros, se han aprobado para su cultivo y
comercializacion (Argenbio 2017).

3. Cydia pomonella: plaga principal de frutales de pepita.

3.1. Cydia pomonella.

La “Carpocapsa” o “polilla de la pera y la manzana”, Cydia pomonella L.
[Lepidoptera: Tortricidae], no solo es una de las plagas principales de los cultivos de
peras y manzanas, sino que lo es de otros frutales de pepita como los membrillos, y
también nogales de todo el mundo (Bloem et al. 1998). Es un insecto cosmopolita
presente practicamente en todos los lugares donde se cultivan sus huéspedes.

La presencia de C. pomonella se ha registrado en nuestro pais a partir de la
década del cincuenta. Posteriormente, en 1964 fue declarada plaga nacional de la
agricultura (por disposicion N° 116/64 de la Direccion de Lucha Contra las Plagas de la
Secretaria de Agricultura y Ganaderia).

Este insecto fue descrito por Linnaeus en 1758. Desde su descripcion original con
el nombre de Phalaena Tinea pomonella de Linnaeus en 1758, pasando por Laspeyresia
pomonana Hubner en 1825, Carpocapsa pomonana Treitschke en 1830 y Carpocapsa
pomonella Harris en 1862, hasta la actualidad que la conocemos con el nombre de
Cydia pomonella impuesto por Walsingham en 1897 (Brown 1979).
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3.2. Biologia y comportamiento.

La biologia de C. pomonella, como la de todos los animales de sangre fria, esta
regulada por la temperatura y el fotoperiodo. Es asi como, dependiendo de las
condiciones climaticas, puede tener tres generaciones y excepcionalmente una cuarta
(especie polivoltina). Cydia pomonella pasa el invierno en diapausa, como larva de
ultimo estadio, protegida dentro de gruesos capullos debajo de la corteza, en el suelo, en
grietas de postes y puntales, en las maderas de cajones, en bolsas de arpillera, en restos
de fruta, en quebraderos de nuez o incluso en las paredes de los edificios utilizados para
el empaque y almacenamiento. Entre fines de agosto y principios de septiembre, con el
incremento de la temperatura, las larvas reanudan su desarrollo para transformarse en
pupa y luego en adultos que daran origen a la primera generacién. Los adultos aparecen
en la primavera y los primeros individuos en aparecer son los machos. El vuelo de las
hembras ocurre una o dos semanas después y representan el vuelo de la tercera
generacion del afio anterior (SENASA 2017).

Cydia pomonella es un insecto de metamorfosis completa que atraviesa en su vida
por cuatro estados de desarrollo:

- Huevo (Fig. 1.6A): es de forma oval, blanco-perlado, aplanado en los bordes y algo
elevado en el centro. Tiene un tamafio aproximado de 1,2 a 1,3 mm de didmetro. Al
momento de la oviposicidn, el interior del huevo es opaco. A los 3 6 4 dias, comienza la
formacion de distintas capas internas del embrion y aparece una aureola roja que recorre
toda la circunferencia del huevo. Por ultimo, empiezan a ser visibles las partes
esclerotizadas del embridn, especialmente la cabeza.

- Larva (Fig. 1.6A): la larva recién eclosionada es de color blanco cremoso con la
capsula cefélica negra 'y de 1,8 a 2 mm de largo. Durante el ciclo de desarrollo pasa por
cinco estadios larvales separados uno del otro por un cambio del tegumento (muda),
antes de transformarse en pupa. El largo total del cuerpo alcanzado por el quinto estadio
larval es de 14 a 18 mm y tiene un color rosa palido, con la capsula cefalica negra o
marron (Fig. 1.6B).

- Pupa (Fig. 1.6C): es de color marrén con bordes y espinas negras. El tamafio de la
pupa varia entre 8 y 11 mm. En este estado, el sexo se diferencia por los Gltimos
segmentos del abdomen. En la hembra se observan ventralmente dos depresiones
genitales en los dos Gltimos segmentos, que no se observan en el macho.

- Adulto (Fig. 1.6D): son tipicas polillas de color gris, de 8 a 10 mm de largo. Las alas
posteriores en reposo caen en forma de techo a dos aguas. Los 0jos compuestos son
grandes y esféricos, y las antenas, filiformes. El abdomen tiene diez segmentos, que
entre el octavo y el noveno, la hembra posee una glandula para la liberacion de
feromonas. El extremo del abdomen de la hembra posee una papila anal, circular, de
color marrén y un punto oscuro sobre ésta, que es el orificio de cépula. EI macho
presenta un extremo abdominal cerrado, con un par de valvas que utiliza para sujetar a
la hembra durante la copula (Cichdn y Fernandez 2003; Quintana y Colica 2011).
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Fig. 1.6. Estados de desarrollo de Cydia pomonella. (A): huevos depositados sobre hojas y
larva. (B): larvas de 5to estadio. (C): pupa. (D): adulto de color gris con alas en reposo.
Tomadas de http://www.fomesafruitech.net/.

Cuando el macho y la hembra adulta maduran sexualmente se produce la copula.
La hembra fecundada ovipone en la superficie del fruto o en hojas en donde deposita los
huevos, las larvas eclosionadas de estos huevos, buscan los frutos y en cuestion de unas
pocas horas perforan la epidermis y penetran en el fruto. Luego de atravesar esta capa
del fruto, la larva construye una camara en espiral donde muda del primero al segundo
estadio. Seguidamente, desarrolla una galeria en la pulpa que generalmente se dirige en
forma recta hacia las semillas, en el corazon del fruto, lo que implica un dafio estético y
de calidad que impide la comercializacién en fresco de la fruta afectada (Fig. 1.7),
provocando pérdidas econdmicas tanto en la etapa de produccion como en el
almacenamiento (Bloem et al. 1998). La entrada en el fruto se puede producir por
distintos lugares de su superficie, por la zona peduncular o por la zona calicinal (Fig.
1.7). Una vez que las larvas alcanzan la semilla, se alimentan de su contenido rico en
hidratos de carbono y lipidos. Luego de 20 a 30 dias de desarrollo en el interior del
fruto, la larva madura abandona el fruto por el mismo orificio de entrada. Una vez fuera
del fruto, la larva llega al quinto estadio larval teje un capullo de seda en un lugar
protegido del tronco del arbol, encontrandose lista para pasar al siguiente estado de pupa
durante el cual se formara su nuevo cuerpo de adulto. Posteriormente, emergen los
adultos que iniciardn un nuevo ciclo (Chichon y Ferndndez 2003; Giganti et al. 2007).
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Fig. 1.7. Ingreso de Cydia pomonella en manzanas. (A): Manzana con dos orificios de
penetracidn. (B): Larva del ultimo estadio y galeria. Adaptado de Bosch et al. 2008.



Objetivos e Hipotesis
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Obijetivo general:

Seleccion de cepas e identificacion de proteinas de Bacillus thuringiensis con
propiedades insecticidas que sean altamente especificas y eficientes para el control de
Cydia pomonella, con la finalidad de aportar informacion relevante para mejorar
estrategias y herramientas de control existentes, destinadas al manejo de este
lepidoptero.

Objetivos especificos:

* Clonado y expresion individual de proteinas Cry en una cepa acristalifera de B.
thuringiensis.

« Evaluacion de la toxicidad de proteinas individuales Cry de B. thuringiensis en larvas
de C. pomonella.

 Evaluacion de la toxicidad de diferentes mezclas de proteinas Cry y analisis de
interacciones entre ellas.

« Estudio de la prospeccién de la biodiversidad natural de B. thuringiensis en larvas
vivas y sanas de C. pomonella, y su caracterizacion fenotipica y genotipica.

» Seleccion de las cepas nativas que contengan representantes de las proteinas
insecticidas mas activas, caracterizacion fenotipica y genotipica y determinacion de su
toxicidad.

* Realizacion de un analisis exploratorio de las variables que influyen en la produccion
de proteinas insecticidas de una cepa seleccionada en medio de cultivo liquido.
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Hipotesis general:

Es posible seleccionar cepas e identificar proteinas de Bacillus thuringiensis con
propiedades insecticidas con alta especificidad y eficientes para el control de Cydia
pomonella. Esto permitira disponer de informacion relevante para mejorar estrategias y
herramientas de control existentes destinadas al manejo de esta plaga.

Hipotesis especificas:

« Existen proteinas insecticidas de B. thuringiensis que son tdxicas para larvas de una
poblacién nativa de C. pomonella.

* Las larvas de estos insectos son mas susceptibles a ciertas proteinas insecticidas
que a otras.

» Determinadas mezclas de proteinas insecticidas son mas toxicas que sus
componentes individuales, mientras que otras no, por lo que su uso combinado como
estrategia de control deberia evitarse.

« Es factible aislar nuevas cepas de B. thuringiensis a partir de larvas vivas y sanas C.
pomonella provenientes de zonas de produccion.

« Existen cepas de B. thuringiensis en la coleccion del IMYZA-INTA que producen
combinaciones de proteinas insecticidas eficientes y especificas para el control de la
plaga en estudio.

* Los componentes de un medio de cultivo liquido influyen en la produccion de
proteinas insecticidas de una cepa de B. thuringiensis en particular.
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En este trabajo se emplearon cepas de Bacillus thuringiensis pertenecientes a la
coleccion del Laboratorio Insumos Bacterianos (IMYZA-INTA), conformada por mas
de 500 “ingresos” entre cepas exoticas y nativas. El estudio se realizé utilizando 81
cepas nativas diferentes, obtenidas de muestras de suelo, residuos de molienda de
granos, filoplano de plantas, telarafias y larvas de insectos, de diferentes regiones de
Argentina (Cuadro 2.1).

Cuadro 2.1. Cepas nativas de Bacillus thuringiensis utilizadas en diferentes etapas de

estudio.
Cepade Origen Provincia Invertebrado®  Seccion?

B. thuringiensis

INTA 3-1 Suelo Entre Rios LyD 3
INTA 7-3 Suelo Buenos Aires LyD 3
INTA 50-4 Suelo Jujuy LyD 3
INTA 54-8 Suelo Salta LyD 3
INTA 56-4 Suelo Salta LyD 3
INTA 77-10 Suelo Entre Rios NienL,D,CoNe 3
INTA 78-2 Suelo Buenos Aires LyD 3
INTA 79-37 Suelo Buenos Aires LyD 3
INTA 79-38 Suelo Buenos Aires LyD 3
INTA L1-2 Larva de insecto Santa Fe LyD 3
INTA L2-1 Larva de insecto Santa Fe LyD 3
INTA L14-2 Larva de insecto Santa Fe LyD 3
INTA L93-3 Larva de insecto Santa Fe LyD 3
INTAL276-1 Larva de insecto Mendoza - 2
INTA L276-5 Larva de insecto Mendoza - 2
INTA L276-9 Larva de insecto Mendoza - 2
INTA L276-10 Larva de insecto Mendoza - 2
INTA L276-11 Larva de insecto Mendoza - 2
INTA L277-5 Larva de insecto Mendoza - 2
INTA L277-10 Larva de insecto Mendoza - 2
INTA L280-4 Larva de insecto Mendoza - 2
INTA Ep-2 Larva de insecto Santa Fe LyD 3
INTA VO3 Larva de insecto Santa Fe LyD 3
INTA Mo1l-7 Molienda de granos  Buenos Aires LyD 3
INTA Mo1-10  Molienda de granos  Buenos Aires L 3
INTA Mol-12  Molienda de granos  Buenos Aires LyD 3
INTA Mo4-6 Molienda de granos  Buenos Aires LyD 3
INTA Mo5-8 Molienda de granos  Buenos Aires LyD 3
INTA Mo8-1 Molienda de granos  Buenos Aires LyD 3
INTA Mo8-2 Molienda de granos  Buenos Aires LyD 3
INTA Mo9-1 Molienda de granos  Buenos Aires LyD 3
INTA Mo09-5 Molienda de granos  Buenos Aires L 3
INTA Mol14-1  Molienda de granos  Buenos Aires LyD 3




24

INTA Mo14-2
INTA Mo14-3
INTA Mo15-2
INTA Mol7-1
INTA Mo22-4
INTA Mo23-2
INTA Mo26-1
INTA Mo27-1
INTA Mo28-4
INTA Mo029-1
INTA Fo3-2

INTA Fr7-4

INTA TAL-11
INTA TA1-13
INTA TA20-6
INTA TA21-2
INTA TA24-2
INTA TA24-6

INTA TA24-10

INTA H1-1
INTA H1-2
INTA H2-5
INTA H2-12
INTA H3-2
INTA H3-3
INTA H3-5
INTA H4-1
INTA H4-3
INTA H5-2
INTA H5-5
INTA H6-3
INTA H7-3
INTA H11-4
INTA H12-5
INTA H13-5
INTA H14-1
INTA H17-5
INTA H22-2
INTA H42-1
INTA H45-4
INTA H46-12
INTA H46-18
INTA H47-2
INTA H48-5
INTA H48-6
INTA H48-34
INTA H48-8
INTA Pol49-6

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
Suelo
Suelo
Telarafa
Telarafa
Telarafa
Telarafa
Telarafa
Telarafa
Telarafa
Filoplano
Filoplano
Filoplano
Filoplano
Filoplano
Filoplano
Filoplano
Filoplano
Filoplano
Filoplano
Filoplano
Filoplano
Filoplano
Filoplano
Filoplano
Filoplano
Filoplano
Filoplano
Filoplano
Filoplano
Filoplano
Filoplano
Filoplano
Filoplano
Filoplano
Filoplano
Filoplano
Filoplano
Molienda de granos

Buenos Aires
Buenos Aires
Buenos Aires
Buenos Aires
Buenos Aires
Buenos Aires
Buenos Aires
Buenos Aires
Buenos Aires
Buenos Aires
Entre Rios
Misiones
Buenos Aires
Buenos Aires
Entre Rios
Entre Rios
Entre Rios
Entre Rios
Entre Rios
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
Tucuman
Tucuman
Buenos Aires
Buenos Aires
Buenos Aires
Buenos Aires
Entre Rios
Entre Rios
Entre Rios
Entre Rios
Entre Rios
Entre Rios
Entre Rios
Buenos Aires

LyD
LyD
LyD
LyD
LyD
LyD
LyD
LyD
LyD
LyD
LyD
LyC
LyD
LyD
LyD
LyD
LyD
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'Invertebrado blanco con susceptibilidad probada en B. thuringiensis. L: Anticarsia gemmatalis
H. (Lepidoptera: Noctuidae) y/o Crocidosema aporema W. (Lepidoptera: Tortricidae); D: Aedes
aegypti L. (Diptera: Culicidae); C: Epilachna paenulata G. (Coleoptera: Coccinellidae); Ne:
Panagrellus redivivus G. (Nematoda: Panagrolaimidae). > Seccién o secciones en las cuales la
cepa es estudiada.

Por otra parte, se utilizaron también 16 cepas pertenecientes a distintos serovares
de B. thuringiensis provenientes de colecciones internacionales (Cuadro 2.2).

Cuadro 2.2. Cepas exoticas de Bacillus thuringiensis utilizadas en diferentes etapas del
estudio.

Cepa de B. thuringiensis Origen’ Seccion®
svar. aizawai HD-133 USDA 3
svar. aizawai HD-137 USDA 3
svar. entomocidus HD-110 BGSC 3
svar. galleriae T05001 IP 3
svar. indiana HD-521 USDA 2
svar. israelensis 4Q7 CINVESTAV 1
svar. israelensis HD-567 USDA 2y3
svar. israelensis IPS82 CINVESTAV 2y3
svar. kumamotoensis HD-867 USDA 3
svar. kurstaki HD-1 USDA 1,2y3
svar. kurstaki HD-73 USDA 1y3
svar. morrisoni tenebrionis DSM2803 CINVESTAV 2y3
svar. thompsoni HD-542 USDA 3
svar. thuringiensis HD-2 USDA 2y3
svar. tochigiensis HD-868 USDA 3
svar. tolworthi HD-125 USDA 3

'BGSC, Bacillus Genetic Stock Center; CINVESTAYV, Centro de Investigacion y Estudios
Avanzados; IP, Instituto Pasteur; USDA, United States Department of Agriculture. *Seccion o
secciones en los cuales la cepa es estudiada.

2. Preparacion de las cepas de Bacillus thuringiensis utilizadas en diversos
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,PO,4, 1 g; K;HPOy, 2,5 g; MgS0O,4.7H,0, 0,25 g; MnSQO,4.H20, 0,2 g;
glucosa, 5 g; almidon, 2,5 g; extracto de levadura (Oxoid), 4 g; agua destilada c.s.p 1
litro). Para el cultivo de clones recombinantes de B. thuringiensis transformados con
genes de toxinas insecticidas el caldo fue suplementado con cloranfenicol (7 png/ml). Se
ajusté el pH a 7,1-7,2 con NaOH), a 250 rpm (Thermo scientific Sorvall RC 6+) y 29 °C
durante 72 h o hasta autolisis. Las distintas fracciones de los cultivos completos (pellet
y sobrenadante) se obtuvieron mediante centrifugacion a 10.000 rpm (Thermo scientific
Sorvall RC 6+) a 4 °C durante 20 min. El sobrenadante fue separado y al pellet se le
realizaron tres lavados por centrifugacion con agua desionizada estéril. EI mismo se
dejo secar en una estufa de circulacion forzada (San Jor H701P) a 30 °C durante 96 h y
cuando estuvo seco, se procedioé a molerlo homogéneamente en un mortero. Finalmente
se conservo en freezer a -20 °C hasta su uso.
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3. Ensayos biologicos de toxicidad.

3.1. Bioensayos de Bacillus thuringiensis con Cydia pomonella.

La accion de B. thuringiensis sobre insectos susceptibles requiere de metodologias
de evaluacion que se llevan a cabo a diferentes niveles. Los bioensayos de B.
thuringiensis realizados con Cydia pomonella se dividieron en “burdos” y “finos”. Los
primeros se realizaron para evaluar la patogenicidad de clones recombinantes de B.
thuringiensis y de nuevos aislamientos de B. thuringiensis obtenidos a partir de larvas
vivas y sanas de C. pomonella, y para llevar a cabo un tamizaje en busqueda de las
cepas nativas y exdticas de B. thuringiensis més toxicas. En los segundos se evaluaron
proteinas Cry individuales y mezclas de ellas, cepas nativas y exdticas de B.
thuringiensis seleccionadas, y bioinsecticidas comerciales conteniendo a B.
thuringiensis como ingrediente activo, asi como el efecto de la solubilizacién y
tripsinizacion in vitro de cristales. En cada caso se determind la actividad toxica a través
de la estimacion de la concentracion letal media (concentracion que produce el 50% de
mortalidad de la poblacion de insectos bajo ensayo). Todos los bioensayos se realizaron
por el método de incorporacion en dieta utilizando placas de poliestireno de 24 pocillos
(Nunc 143982). Las larvas de C. pomonella empleadas fueron provistas por el
Laboratorio de Cria de Insectos 11 (IMYZA-INTA).

3.1.1. Bioensayos “burdos” con Cydia pomonella.
El procedimiento para llevarlos a cabo fue el siguiente:

1) se prepardé la dieta larval para C. pomonella (harina de maiz, 40 g; germen de trigo,
50 g; levadura de cerveza en polvo (Calsa), 50 g; leche en polvo descremada (Sancor),
12 g; agar-agar (Oxoid), 12 g; agua desionizada c.s.p. 1 litro). Esta preparacion se
esteriliz6 por calor himedo a presion superior a la normal en autoclave (121 °C durante
15 min). Luego se mantuvo la dieta en bafio de agua a 55 °C. A continuacion se
agregaron distintas sustancias como conservantes: acido ascérbico, 3 g/l; acido sorbico,
1,5 g/l; nipagin, 2,5 g/I;

2) se utilizaron suspensiones de pellet seco y molido homogeneizado en una
concentracion final de 1000 pg/ml (seccion 1 - “Resultados y Discusion™) y de 5 pg/ml
de dieta (seccion 2 y 3 - “Resultados y Discusion™) del complejo espora-cristal del clon
recombinante o de la cepa de B. thuringiensis a ensayar. La suspension se homogeneizé
en 19 ml de la dieta artificial termostatizada contenida en tubos conicos de 50 ml;

3) como control positivo se utilizé la cepa B. thuringiensis svar. kurstaki HD-1 (seccién
2 - Resultados y Discusion), como control negativo el clon recombinante pSVP27-4Q7
gue contiene el vector sin inserto (seccion 1 - Resultados y Discusidn) y como testigo se
agrego agua desionizada estéril en todos los ensayos (control de mortalidad natural);

4) se fraccionaron 400 pl de las mezclas en cada pocillo de las placas. Se coloc6 una
larva neonata de C. pomonella con la ayuda de un pincel en cada uno de ellos. Se
emplearon 24 larvas por cada tratamiento y se realizaron al menos dos repeticiones de
cada uno;

5) la mortalidad se registrd luego de ser incubados a 29 °C durante 5 d, y los resultados
se analizaron utilizando el programa GraphPad InStat (GraphPad Software Inc., 3.1).
Los ensayos donde la mortalidad natural de los individuos superé el 10% fueron
descartados.
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3.1.2. Bioensayos “finos” con Cydia pomonella.

La virulencia de proteinas Cry individuales y en mezclas, de cepas nativas y
exoticas de B. thuringiensis seleccionadas, de bioinsecticidas comerciales conteniendo a
B. thuringiensis como ingrediente activo, y el efecto de la solubilizacion (Na,CO0s; 50
mM pH 10,6) y tripsinizacion in vitro de proteinas que constituyen cristales (respetando
las proporciones y condiciones de incubacion establecidas en el item 6.2.), se determind
mediante la realizacion de ensayos para estimar la concentracion letal media (CLso)
utilizando la metodologia de incorporacion en dieta. EI procedimiento empleado fue
similar a lo detallado en el item 3.1.1.

Se evaluaron seis concentraciones de cada preparacion, incorporando un control
de mortalidad natural al cual se le adicion6 agua destilada. Las diferentes preparaciones
del pellet seco y molido fueron vertidas en cada pocillo a concentraciones finales
especificas. La mortalidad se registré luego de incubar el ensayo a 29 °C durante 5 d.
Estos datos fueron sujetos a analisis Probit (Finney 1971), utilizando el programa
estadistico IBM SPSS Statistics (Version 19), para finalmente estimar la CLsp. Los
datos de al menos dos ensayos independientes realizados en dias diferentes se
consideraron para establecer el valor definitivo de CLso. Los ensayos donde la
mortalidad natural de los individuos super6 el 10% fueron descartados.

La comparacion entre los distintos tratamientos fue analizado estadisticamente
utilizando el programa GraphPad InStat (GraphPad Software Inc., 3.1).

3.2. Bioensayos “burdos” con Alphitobius diaperinus.

Se realizaron bioensayos “burdos” de aislamientos nativos nuevos de B. thuringiensis
con Alphitobius diaperinus P. (Coleoptera: Tenebrionidae) por el método de
incorporacion en dieta utilizando placas de poliestireno de 24 pocillos (Nunc 143982),
con el objeto de determinar su toxicidad para coledpteros. Las larvas de A. diaperinus se
obtuvieron a partir de una cria artificial mantenida en nuestro laboratorio.

El procedimiento para llevarlos a cabo fue el siguiente:

1) se prepard la dieta larval para A. diaperinus (alimento balanceado para pollo
(Ganave), 133,3 g; agar-agar (Oxoid), 10 g; agua desionizada c.s.p. 1 litro). Esta
preparacion se esterilizd por calor himedo a presion superior a la normal en autoclave
(121 °C durante 15 min). Luego se mantuvo la dieta en bafio de agua a 55 °C. A
continuacion se agregaron distintas sustancias como conservantes: acido ascérbico, 3
o/l; &cido soérbico, 1,5 g/l; nipagin, 2,5 g/l;

2) se utilizaron 6 ml de un cultivo completo en caldo BM de cada aislamiento de B.
thuringiensis a ensayar obtenidos en las condiciones detalladas en el item 2. Las
preparaciones se incorporaron a tubos cénicos de 50 ml con 34 ml de dieta artificial
termostatizada;

3) como control positivo se utiliz6 a B. thuringiensis svar. morrisoni cepa tenebrionis
DSM2803. Se utilizo caldo BM estéril en los controles de mortalidad natural;

4) se fraccionaron 400 pl de las mezclas en cada pocillo de las placas. Se coloco una
larva del 2° 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 dos repeticiones de cada
tratamiento;
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5) la mortalidad se registro luego de ser incubados a 29 °C durante 15 d. Los resultados
se analizaron utilizando el programa GraphPad InStat (GraphPad Software Inc., 3.1). Se
descartaron los ensayos donde la mortalidad natural de los individuos superé el 10%.

3.3. Bioensayos “burdos” con Aedes aegypti.

Se realizaron bioensayos “burdos” de clones recombinantes transformados con
cry2 y aislamientos nativos nuevos de B. thuringiensis con A. aegypti con el objeto de
determinar su toxicidad para dipteros. Las larvas de A. aegypti se obtuvieron a partir de
huevos provistos por el Dr. Juan José Garcia (Centro de Estudios Parasitoldgicos y de
Vectores, CONICET-UNLP).

El procedimiento para llevarlos a cabo fue el siguiente:

1) los bioensayos fueron realizados en vasos plasticos (de 500 ml) conteniendo 100 ml
de agua potable declorada para cada tratamiento y 20 larvas de cuarto estadio temprano
de A. aegypti;

2) a cada vaso se le agreg6 una suspension de pellet seco y molido en una concentracion
de 100 pg/ml. A los testigos sélo se les adicion6 agua desionizada estéril;

3) como control positivo se utilizé la cepa B. thuringiensis svar. israelensis HD-567 y
como control de mortalidad natural solo agua potable declorada. Se realizaron dos
repeticiones de cada tratamiento;

4) la mortalidad se registrd luego de ser incubados a 29 °C por 24 h. Los resultados se
analizaron utilizando el programa GraphPad InStat (GraphPad Software Inc., 3.1). Se
descartaron los ensayos donde la mortalidad natural de los individuos superé el 10%.

4. Deteccién y caracterizaciéon morfologica de los cristales.

Con el objeto de detectar y caracterizar la morfologia de los cristales presentes en
clones recombinantes transformados con genes de toxinas insecticidas y en cepas de B.
thuringiensis, se procedié a analizar su pellet resuspendido en agua desionizada estéril
mediante microscopia de contraste de fases. Se colocd una gota de la suspensién sobre
un portaobjetos y se observo en un microscopio (Nikon eclipse E200) utilizando lente
de inmersion (100x).

5. Materiales y metodologias para el analisis de proteinas.

5.1. Electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida.

Los componentes proteicos de los cristales presentes en clones recombinantes
transformados con genes de toxinas insecticidas y en cepas de B. thuringiensis 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 reaccion se presenta en el cuadro 2.3.

Los pellet resuspendidos de clones recombinantes transformados con genes de
toxinas insecticidas y de las cepas de B. thuringiensis en estudio se mezclaron en
relacion 1:1 con el buffer de desnaturalizacion 2x (Tris-HC1 25 mM pH 6,8; B-
mercaptoetanol 1,28 M; azul de bromofenol 2,89 mM; SDS 0,138 M y glicerol 2,17 M)
y se incubaron a 95 °C durante 5 min. EI 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 y posteriormente a 90 V durante
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2,30 h, utilizando buffer de corrida 1x (Tris 0,05 M; glicina 0,38 M; SDS 0,02%; pH
8,8).

Cuadro 2.3. Mezcla de reaccion para geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-
PAGE).

Reactivos Gel de concentracion Gel de separacion
(5%) (uI) (10%) (ui)
Agua desionizada 2871 2690
Acrilamida/Bisacrilamida 534 3300
(29,2%0/0,8%)
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

Finalizada la electroforesis, el gel se tifid con una solucion de azul brillante de
Coomassie R-250 0,1 % durante 5 min. Luego el gel se destifid con una solucién de
metanol-acido acético (50 ml de metanol, 75 ml de &cido acético y 875 ml de agua
desionizada).

5.2. Solubilizacion y tripsinizacion de cristales.

Los pellet secos y molidos de clones recombinantes transformados con genes de
toxinas insecticidas y de distintas cepas de B. thuringiensis en estudio se solubilizaron a
37 °C durante 30 min a razoén de 1 mg por ml de una solucién de Na,CO3; 50 mM, pH
10,6. Despues del periodo de incubacion las suspensiones fueron centrifugadas durante
1 min a 13.000 rpm (Sigma 1-15 pk), y el material insoluble separado. Particularmente
para el caso de las cepas INTA H12-5 e INTA H42-1, parte del material solubilizado
fue digerido enzimaticamente en proporcion 10:1 con tripsina 1 mg/ml (EC 3.4.21.4,
Sigma, tipo IX de pancreas bovino), a 37 °C durante 2 h, para ser utilizadas en el item
3.3.2. - “Resultados y Discusion”.

Las condiciones de solubilizacion optimizadas en este item se emplearon para
obtener las preparaciones que se ensayaron en la cuantificacion de proteinas (ver item
5.3) y en bioensayos “finos” (ver item 3.1.2.), con excepcion de los realizados en el
Cuadro 3.13 — Seccidn 3.

5.3. Cuantificacion de proteinas totales por el método de Bradford (Bradford,
1976).

La cuantificacion de proteinas se realiz6 a partir de muestras de pellet seco y
molido solubilizados en condiciones alcalinas (ver item 5.2.).

1) Se prepararon distintas concentraciones de seroalbimina bovina (BSA) (Sigma),
entre 200 a 600 pg/ml y varias diluciones de las muestras a cuantificar;

2) se tomaron 25 ul de cada solucién estdndar o muestra y se le agregd 1,25 ml del
reactivo de Bradford (“Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate”);

3) estas mezclas se homogenizaron por inversion y se incubaron a temperatura ambiente
durante 5 min;
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4) se midid en un espectrofotdmetro (Spectrum SP2000uv) la absorbancia a 595 nm de
las concentraciones del estandar y de las muestras;

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

6) se interpolo en la recta patrén los valores de la absorbancia a 595 nm obtenidos para
las muestras cuya concentracion se pretendia determinar.

6. Materiales y metodologias para el analisis de acidos nucleicos.
6.1. Extraccion de DNA total de Bacillus thuringiensis.

6.1.1. Método de hervor simple.

Los clones recombinantes transformados con genes de toxinas insecticidas y
cepas de B. thuringiensis en estudio fueron cultivadas en agar nutritivo (Difco) a 29 °C
durante 16 h, con y sin el suplemento de cloranfenicol (7 pug/ml) respectivamente. Se
transfirio un asa cubierta de células a un tubo eppendorf conteniendo 100 ul de agua
desionizada estéril y se colocd en un bafio seco a 95 °C durante 10 min para romper las
celulas y liberar el DNA. Este lisado se centrifugd durante 2 min a 13.000 rpm (Sigma
1-15pk). Cinco pl del sobrenadante se utilizaron como molde de DNA por tubo de
reaccion de PCR (Polymerase Chain Reaction) (ver item 6.3).

6.1.2. Método de extraccion por kit comercial.

Se empleo el kit comercial “Wizard Genomic DNA Purification Kit” (Promega)
para la obtencién del DNA que se emple6 como molde para reacciones de hot start PCR
y Rep-PCR (ver item 6.3). Los pasos a seguir fueron los siguientes:

1) de una placa de agar nutritivo (Difco) incubada a 29 °C durante 16 h se tomé una
colonia y se la sembré en 5 ml de caldo LB (Becton Dickinson) (DO a 600nm, 1);

2) se tom6 1 ml del cultivo fresco y se centrifugd a 11.000 rpm (Sigma 1-15pk) a 4 °C
durante 2 min;

3) el pellet se resuspendié en 480 ul de EDTA 50mM;

4) se agregaron 120 pl de lisozima (5 mg/ml) y se incubo durante 1 h a 37 °C. Luego, se
centrifug6 durante 2 min a 11.000 rpm (Sigma 1-15pk);

5) se agregaron 600 pl de solucion de lisis y se incubo por 5 min 80 °C;
6) a continuacion se agregaron 3 pl de RNAasa y se incubd por 1 h a 37 °C;

7) se agregaron 200 ul de solucién de precipitacion de proteinas y se incubo en bafio de
hielo por 5 min. Se centrifugd durante 3 min a 11.000 rpm (Sigma 1-15pk);

8) el sobrenadante se trasvaso a un tubo eppendorf conteniendo 600 pl de isopropanol
para precipitar el DNA. Se centrifug6 durante 4 min a 11.000 rpm (Sigma 1-15pk) y se
descarto el sobrenadante;

9) el pellet se lavé con 600 pl etanol 70 ° y se centrifugd nuevamente durante 4 min a
11.000 rpm (Sigma 1-15pk);

10) se aspir0 el etanol y se dejo secar el sedimento al aire libre durante 15 min. Al DNA
extraido se le agregaron 50 pl de solucion rehidratante y se incubé por 1 h a 65 °C;

11) finalmente se almaceno a -20 °C hasta su uso.
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6.2. Extraccion de DNA plasmidico.

Los plasmidos de las cepas seleccionadas por su toxicidad para C. pomonella, 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 repico en 100 ml de
caldo Spizizen ((NH4)2SO4, 2 g; KH,PO4, 6 g; KoHPO,4, 14 g; MgSO,4.7H,0, 0,2 g;
citrato de sodio, 1 g; extracto de levadura, 0,1 g; casaminoacidos, 1 g; glucosa, 5 g; agua
destilada c.s.p 1 litro. Ajustar pH a 7,1-7,2 con NaOH), y se incubd en agitacion a 340
rpm y 30 °C durante 12 h hasta obtener un DO (600 nm) de 1,0;

2) se centrifugd por 10 min a 6.000 rpm (Thermo Scientific Sorvall RC 6+), se
eliminaron los restos celulares y el pellet se resuspendio 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
descarto el sobrenadante. El pellet se resuspendié 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 incub6 a 37 °C durante 2 h hasta observar
esferoplastos al microscopio Optico de contraste de fases (Nikon eclipse E 200);

4) esta suspension se incub6 durante 10 min en hielo, para luego agregarle 4 ml de una
solucion conteniendo SDS 1% y NaOH 0,2 N, que se prepar6 en el momento. Se
mezcld suavemente hasta obtener una solucion 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 -20 °C
durante 20 min;

6) se centrifugd a 13.000 rpm (Thermo Scientific Sorvall RC 6+) y 4°C durante 15 min
y se coloco el sobrenadante en un tubo nuevo con 2 volimenes de etanol absoluto frio
para precipitar el DNAp (DNA plasmidico). Se incub6 en estas condiciones a -70 °C
durante 30 min;

7) se centrifug6 a 13.000 rpm (Thermo Scientific Sorvall RC 6+) y 4 °C durante 15 min.
Se desecho el sobrenadante y se lavo el pellet con 150 pl de etanol absoluto frio. Se
centrifugd nuevamente a 13.000 rpm (Thermo Scientific Sorvall RC 6+) y 4°C durante
5 min y se descartd el sobrenadante. Se dejo secar el pellet a temperatura ambiente
durante 30 min, donde queda el DNAp;

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 pl de acetato de amonio 7,5 M, 10 pl de bromuro de
etidio (0,5 pg/ml) y se extrajo con un volumen de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico
(25:24:1) homogenizando lentamente. Se centrifugd a 10.000 rpm (Sigma 1-15pk)
durante 5 min a 20 °C y se descartd la fase organica;

9) se realizd otra extraccion con un volumen de cloroformo:alcohol isoamilico,
homogenizando suavemente. Se centrifugé a 10.000 rpm (Sigma 1-15pk) y 20 °C
durante 5 min y se descarto la fase organica nuevamente;

10) se precipito con 2 volimenes de etanol frio incubando a -70 °C por 30 min;

11) el DNAp se lavo con 2 volumenes de etanol 70% frio y se centrifugd a 10.000 rpm
(Sigma 1-15pk) y 20 °C durante 5 min. Se dejo secar el pellet a temperatura ambiente
durante 30 min;

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

13) una alicuota se analiz6 en un gel de agarosa de 0,6% a 30 V en TBE 0,5x durante
toda la noche.
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6.3. Amplificacion génica mediante PCR (Polymerase Chain Reaction).

El método de “hot start” PCR se utilizé para la amplificacion del marco de lectura
abierto completo de los genes cry que fueron clonados en una cepa de B. thuringiensis
acristalifera. La metodologia clasica de PCR se utilizo para la seleccion de colonias de
Escherichia coli y B. thuringiensis transformadas con genes crylA y cry2A, y para
confirmar la identidad de dichos genes de toxinas insecticidas (ver item 7). Por otro
lado, la metodologia clasica de PCR y variantes se utilizaron para la deteccion de la
presencia de genes que codifican proteinas principalmente toxicas para insectos
pertenecientes a los ordenes Lepidoptera (cryl, cry2 y vip3A), Coleoptera (cry3, cry8,
cry23, cry37, vipl y vip2), y Diptera (cry4, cytl y cyt2), del gen thuE asociado a la
sintesis de f-exotoxina de tipo 1y del gen zmaA, que forma parte de un cluster de genes
asociados a la produccion de zwittermicina A, en aislamientos nativos nuevos de B.
thuringiensis obtenidos a partir de larvas vivas y sanas de C. pomonella. Ademas, se
utilizd6 una Rep-PCR (Repetitive Extragenic Palindromic Sequence-PCR) especifica
para bacterias del grupo B. cereus, en los aislamientos nativos nuevos y en las cepas
nativas mas toxicas para C. pomonella, para su tipificacién y establecimiento de
relaciones de parentesco.

6.3.1. Mezcla de reacciones.

En el cuadro 2.4 se muestra el protocolo utilizado para todas las reacciones, con
adaptaciones segun el caso.

Cuadro 2.4. Mezclas de reacciones para PCR.

. Volumen Concentracion
Reactivos .
() 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 pM) 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
Tagq DNA polimerasa (5U/ul)®  0,2-1,0 1,0-5,0 U

'D, directo; * R, reverso; * enzima T-plus DNA polimerasa (Inbio Highway).
6.3.2. Parametros de las reacciones.

Los ciclos de todas las reacciones se realizaron en un termociclador IVEMA T-18
(Cuadro 2.5).

Cuadro 2.5. Pardmetros generales de reacciones de PCR.

Temperatura (°C) Etapa Tiempo (min)
94 desnaturalizacion inicial lab
25 a 34 ciclos
94 desnaturalizacion la?2
* annealing 0,75al
72 elongacion 0,75a4
72 elongacion final 5a10

*Las temperaturas de annealing de los distintos cebadores se encuentran en el cuadro 2.6.




6.3.3. Cebadores.

Los cebadores utilizados para las reacciones de amplificacion de PCR de
fragmentos de genes que codifican proteinas
diptericidas, del gen thuE, del gen zmaA y de la Rep-PCR se encuentran descriptos en el

cuadro 2.6.

Cuadro 2.6. Cebadores utilizados en este estudio.

lepidoptericidas,
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coleoptericidas,

Gen o ol 2 Fragmento .
Nombre blanco Cebador (secuencia 5°-3") esperado Referencia
1(+) cryl TRACRHTDDBDGTATTAGAT 45 ca. 1,5 kb Juarez-Pérez
1(-) MDATYTCTAKRTCTTGACTA et al. 1997
H(+) cry2 TAAAGAAAGTGGGGAGTCTT 45 ca. 1,5 kb Masson et al.
HE) AACTCCATCGTTATTTGTAG 1998
DS3AF vip3A GTGAAAACAAGTGGCAGTG 48 608 pb Sauka et al.
DS3AR TCCGCTTCACTTGATTCTACT 2012
S3F cry3 TGAATCCRAACAATGAAGTG 49 ca. 820 pb Sauka et al.
S3R GTTAAWGTCATYTCTCTGCGA no publicado
STF cry7 TAGGTGTCCCAGTGCAAG 54 358 pb Sauka et al.
S7R GCCGCTTGTGCGTAAACT G no publicado
S8F cry8 GAATGCCTATCSGATGA 46 ca. 930 pb Sauka et al.
S8R CCABGCTTGTTGGAGTC 2017
S23F cry23 AAAGCACATACGATCCCTCA 49 702 pb Sauka et al.
S23R CATTTGGTGCTAATGAACCAT no publicado
S37F cry37 CGCAACTTTCACCATTAATTTC 49 330 pb Sauka et al.
S37R GAACCTTTCTCATCGCCATC no publicado
ViplF vipl TGGATTGGWTTGATTCARAG 49 ca. 530 pb Onco 2012
ViplR TARGGATCTCCAACTGTRTG
Vip2R vip2 TGGAAAYTAACYGYTACTG 49 826 pb Onco 2012
Vip2F GATAACCAAATTCYGSCAT
4AF cryd4A TCGTTCGGATGTATATACAAACAC 52 194 pb Sauka et al.
4ABR CGGCTTGATCTATGTCATAATCTG no publicado
4BF crydB  GATGCAATTGTACCGATGAGATTATC 52 250 pb Sauka et al.
4ABR CGGCTTGATCTATGTCATAATCTG no publicado
CytlF cytl CAATCAACAGCAAGRGTTATT 46 ca. 470 pb Saukay
CytlR GRATTGCAAACAGGACATTRTA Benintende
2012
Cyt2F cyt2 CAAATTGCAAATGGTMTTCC 46 340 pb Saukay
AACATCYACAGTAATYTCAAATGC Benintende

Cyt2R
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BEF1
BER1

BEF2
BER2

REP-1
REP-2

B-K1/F
B-K1/R1

ZAF
ZAR

ZCF
ZCR

1Ac-N-
BamH1

1Ac-C-
Sphl

2Aa-N-

BamH1

2Aa-C-
Sphl

pSVP27F
pSVP27R

1Ab
1)

Cl
CJ2

CJl4
CJ5

CJ6
CJ7

thuk

thuk

16S
rDNA

ZmaA
zmaC
crylAa,

crylAb

crylAc

cry2Aa

y
cry2Ab

vector
de
clonado

crylAb

crylAa

crylAb

y
crylAc

crylAc

GCGGCAGCCGTTTATTCAAA
CCCCTTCCCATGGAGAAACA

CAGTAAAAGGCCCATTGGAA
TTCCATGAATTTGCCGATTT
ATTAAAGTTTCACTTTAT
TTAAATCAGTGGGG
TCACCAAGGCRACGATGCG
CGTATTCACCGCGGCATG

TGAGTGGTTCTATACTCCAGG
AGTGTCAATAATGTCCGTTTG

TGAATCTATGAAGACAGCAGC
CTGCCACTCAAACTGTGTTCT

CGGGATCCATGGATAACAATCCGAA

CATCAATG*

ACATGCATGCCTATTCCTCCATAAG

GAGTAATTCCC

CGGGATCCATGAATARTGTATTGAAT

AGTGGAAGAAC

ACATGCATGCTTAATAAAGTGGGTG

RAAKATTAGTTG
AACATGCACCAATGTATACA
AGTCATAAAACCACTCCTTT
CGGATGCTCATAGAGGAGAA
MDATYTCTAKRTCTTGACTA

TTATACTTGGTTCAGGCCC
TTGGAGCTCTCAAGGTGTAA

AACAACTATCTGTTCTTGAC
CTCTTATTATACTTACACTAC

GTTAGATTAAATAGTAGTGG
TGTAGCTGGTACTGTATTG

54

54

42

63

53

53

55

45

53

53

53

384 pb

406 pb

ca. 1100 pb

602 pb

700 pb

ca. 3500 pb

1902 pb

400 pb®

1400 pb

246 pb

216 pb

180 pb

2012
Sauka et al.
2014
Sauka et al.
2014
Reyes-
Ramirez e

Ibarra 2005

Wau et al.
2006

Sauka et al.
2015

Sauka et al.
2015

Este estudio

Este estudio

Berretta et al.
no publicado

Juarez-Pérez
etal. 1997

Ceron et al.
1994

Ceron et al.
1994

Ceron et al.
1994

! Codigo 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. ‘Las bases nucleotidicas subrayadas corresponden a la




35

introduccién de sitios de restriccion para BamHI y Sphl respectivamente, que permiten el
clonado en pSVP27. *Tamafio correspondiente al amplicon sin inserto.

6.4. Electroforesis en geles de agarosa.

1) Para identificar y separar fragmentos de DNA, 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] segun corresponda);

2) se le agreg6 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 pl de las muestras y 2 pl de buffer de carga 6x (azul
bromofenol 0,25% y glicerol al 40% en agua desionizada);

4) se realizé la separacion mediante electroforesis (5 a 20 VV/cm) utilizando buffer TAE
1x;

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

6) se estimd el tamafio de los fragmento de DNA por comparacion con marcadores de
peso molecular (Marcador de DNA 1 Kpb, Inbio Highway, “Marcador de DNA 100-
1000 pb Inbio Highway y 1 Kb Plus DNA Ladder Invitrogen);

7) los geles fueron fotografiados utilizando un adquisidor de imagenes G:BOX
(SynGene), empleando el programa GenSnap (SynGene) para su visualizacion y
edicion.

6.5. Andlisis filogenético de los resultados obtenidos mediante Rep-PCR.

Se identificaron individualmente las bandas polimorficas a partir de los perfiles
electroforéticos obtenidos mediante Rep-PCR (ver item 6.3) de cada cepa comprendidas
entre 0,25 y 5,00 kb. Posteriormente se construyé manualmente una matriz binaria de
datos (0, ausencia de banda; 1, presencia de banda) con el fin de comparar los
polimorfismos obtenidos en el grupo de muestras analizadas. Se generaron a
continuacion, coeficientes de similitud de Jaccard empleando la aplicacion SIMQUAL
del paquete informatico NTSYSpc 2.02g (Applied Biostatistics, Inc.). Finalmente se
generd un analisis de clusters con sus correspondientes dendrogramas por el método
UPGMA (media aritmética no ponderada) usando las rutinas SAHN y TREE del
paquete informatico mencionado.

7. Clonado vy expresion de proteinas Cry individuales de Bacillus
thuringiensis.

La metodologia previamente descrita por Teixeira Correa et al. (2012) con
modificaciones se utilizé para el clonado y expresion de los genes crylAa, crylAb,
crylAc, cry2Aa y cry2Ab presentes en cepas de INTA TA21-2, INTA H48-5, svar.
kurstaki HD-73, INTA H42-1 e INTA TA24-6 respectivamente. Estas cepas fueron
seleccionadas debido a que el contenido en genes cry que porta cada una, facilitaron la
amplificacion inicial del gen de interés.

El plasmido empleado en este estudio fue el pSVP27 con un tamafio de 5601 pb
(Crickmore y Ellar 1992). Incluye una secuencia promotor denominado pCyt, que se
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localiza fisicamente antes del inicio del gen de interés, sefialando el inicio de la
transcripcion e impulsa la expresion de genes corriente abajo. Dicho promotor
constituye su sistema regulador de la expresion dependiente de la fase de esporulacion.
Ademas posee secuencias adicionales como genes de resistencia a antibi6ticos, en este
caso ampicilina y cloranfenicol, funcionales E. coli y B. thuringiensis respectivamente.
Es un vector de expresion inducible que se utilizé en el presente estudio para el clonado
de genes en E. coli a través de sus sitios de clonado mdltiple, provisto de varias dianas
Unicas para diferentes enzimas de restriccion (en este estudio BamHI y Sphl) y para la
expresion de dichos genes en B. thuringiensis. Por este motivo, se lo denomina vector
shuttle ya que puede manipularse en al menos dos especies hospedadoras diferentes.
(Fig. 2.1).

El DNA del vector pSVP27 fue obtenido mediante kit comercial “QIAprep Spin
Miniprep Kit” (Qiagen, Alemania), siguiendo las instrucciones del fabricante. A
continuacidn se digirié de la misma forma que los insertos de interés (ver cuadro 8, item
7.1), generando extremos cohesivos. Seguidamente fue tratado con la enzima SAP
(Shrimp Alkaline Phosphatase) (Promega), para eliminar los grupos fosfatos en los
extremos y finalmente se conservo a -20 °C hasta su uso.

AMP-r Poyt

\ =) % _. BamHi
y AN =~ Sphi
pSVP27A
(5601 pb)
T CAT-r

Fig. 2.1. Representacion esquematica del plasmido pSVP27. Posee un gen de resistencia a
ampicilina (AMP-r) y otro a cloranfenicol (CAT-r). Un sitio de insercion para un gen cry, en
este caso entre los sitios de restriccion para BamHI y Sphl, y un promotor pCyt que dirige la
expresion del mismo.

7.1. Clonado y expresién de genes cry.

1) el amplicon generado por “hot start” PCR conteniendo genes cry, fue corrido
mediante electroforesis en un gel de agarosa 1% en buffer TAE 1x para verificar que el
tamario fuera correcto (ca. 3,5 kb para genes cryl y 1,9 kb para cry2);

2) este amplicén se purifico de la matriz del gel de agarosa utilizando el kit comercial
Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) siguiendo las instrucciones del
fabricante;

3) se llevd a cabo la digestion del amplicon y del vector pSVP27 con BamHI y Sphl
incubandolos 3 h a 37°C (Cuadro 2.7);
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Cuadro 2.7. Reacciones de digestion con enzimas de restriccion.

Reactivos Inserto Vector
Agua desionizada estéril 16 pl 6 ul
Buffer 10x “C” 6 pl 6 ul
DNA amplicon 30 pl -
DNA vector - 40 pl
Enzimas de restriccion 1-1 pl 1-1pl
(BamHI1/Sphl)

'Promega.

4) posteriormente se realizd la reaccion de ligacion entre el vector y el amplicén
purificado (DNA inserto), incubandola 1 h a temperatura ambiente y luego colocandola
a 16 °C durante toda la noche (Cuadro 2.8);

Cuadro 2.8. Reaccion de ligacion.

Reactivos’ Reaccion Control
Agua desionizada estéril 0,3 ul 3,3 ul
Buffer 10x T4 DNA Ligasa 0,5 pl 0,5 ul
DNA vector 1l 1l
DNA inserto 3ul -
Enzima T4 DNA Ligasa 0,2 pl 0,2 ul

'Promega.

5) a continuacién se transformaron los productos de ligacion en células competentes de
Escherichia coli XL-1 mediante electroporacion. Para ello, las células de E. coli se
descongelaron a temperatura ambiente y se colocaron en hielo. En un tubo eppendorf se
mezcld 40 pl de las células con 1 pl del DNA a transformar. La mezcla se colocd en una
cubeta de electroporacion (0,2 cm, SIGMA) y se le aplico el pulso. Se utilizd el Gene
Pulser (Bio-Rad) bajo las siguientes condiciones: 25 pF, 200 Ohms y 2.5 kV.
Inmediatamente después se afiadié 960 ul de medio LB (Luria Bertani) (tripona, 10 g;
extracto de levadura, 5 g; NaCl, 5 g; NaOH 1N 1 ml; agua desionizada c.s.p. 1 litro), y
las células se transfirieron a un tubo eppendorf, incubandose por 1 h a 37°C. Se
distribuyd 100 pl del cultivo sobre medio agarizado LB suplementado con ampicilina
(concentracion de uso 50 pg/ml) como agente de seleccion de colonias transformadas y
se incubaron a 37°C durante 16 h. Asimismo se realizo un control de transformacion,
procesado en paralelo y siguiendo los pasos anteriores: mezclando DNA del vector
(vector circular y cerrado covalentemente) con células competentes, sin DNA inserto
(Cuadro 2.8);

6) se seleccionaron entre 10 y 50 colonias transformantes, y mediante PCR realizadas
con los cebadores pSVP27F y pSVP27R especificos del vector se estimé el tamafio
correcto del inserto. Se utiliz6 como control el clon recombinante transformado con
pSVP27 sin inserto;
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7) los clones que fueron identificados como portadores del plasmido recombinante
conteniendo el inserto de interés, se inocularon en 20 ml de caldo TB (Terrific Broth)
(SIGMA) con ampicilina (50 ug/ml), dejandolo crecer toda la noche a 37 °C con
agitacion de 250 rpm;

8) a partir de estos cultivos se purificaron los plasmidos por el método de extraccion por
lisis alcalina (ver item 7.3.);

9) a continuacion los plasmidos con el inserto se transformaron mediante
electroporacion en células competentes de B. thuringiensis svar. israelensis 4Q7, una
cepa mutante no productora de cristales (acristalifera). Se mezclo 100 ul de las células
con 5 pg del DNA a transformar. La mezcla se coloco en una cubeta de electroporacion
(0,2 cm, SIGMA) y se le aplicé el pulso eléctrico. Se utilizé el Gene Pulser (Bio-Rad)
bajo las siguientes condiciones: 25 uF, 400 Ohms y 1.4 kV. Inmediatamente después se
afiadio 1,9 ml de caldo LB y se incubd 2 h a 30°C con agitacién de 100 rpm. Se
centrifugo el cultivo durante 2 min a 10.000 rpm (Sigma 1-15pk), y el pellet obtenido se
resuspendio en 100 pl de medio LB fresco. Este volumen total se sembré en superficie
sobre placas de agar LB suplementado con cloranfenicol (7 pg/ml) como agente de
seleccion de las bacterias transformadas y se incubaron a 29°C durante 24 h. De la
misma forma se proceso el vector sin inserto (control de transformacion);

10) mediante PCR realizadas con los cebadores pSVP27F y pSVP27R especificos del
vector y cebadores especificos para cada clase o subclase de gen cry clonado (ver item
6.3.3.), se estimd el tamafio correcto del inserto y la identidad del gen cry clonado
respectivamente. Se utiliz6 como control el clon recombinante transformado con
pSVP27 sin inserto;

11) se secuenciaron parcialmente los amplicones obtenidos por PCR utilizando los
cebadores del vector (pSVP27F y pSVP27R) a partir de clones recombinantes de B.
thuringiensis seleccionados (ver item 7.4.);

12) las colonias de los clones recombinantes de B. thuringiensis transformadas con
genes de toxinas insecticidas se repicaron también a caldo BM suplementado con
cloranfenicol (7 pg/ml), y se las cultivd y proceso6 segun las condiciones descritas (ver
item 2.). A partir de estos cultivos se analizd la expresion mediante microscopia de
contraste de fases (ver item 4.) y geles SDS-PAGE de cultivos de los clones
seleccionados (ver item 5.1.);

13) luego se determinO la patogenicidad de todos los clones recombinantes de B.
thuringiensis seleccionados mediante bioensayos “burdos” con C. pomonella (ver item
3.1.1.) y particularmente los transformados con cry2 con A. aegypti (ver item 3.3.);

14) finalmente, se cuantifico por el método de Bradford la concentracion de proteinas
totales contenidas en pellet seco y molido de cada clon recombinante solubilizados en
condiciones alcalinas (1000 ug/ml) (ver item 5.3.).

7.2. Preparacion de células electrocompetentes.
7.2.1. Preparacion de células electrocompetentes de Escherichia coli.

Un ml de células de E. coli XL-1 crecidas durante una noche en caldo LB
(Beckton Dickinson) sin NaCl, se inoculé en 500 ml del mismo medio e incubd con
agitacion de 250 rpm y 37 °C, durante 3 a 4 h hasta OD = 0,2 medida a 600 nm en un
espectrofotometro (Spectrum SP2000uv). Los cultivos fueron colocados en hielo por 30
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min y luego se centrifugaron a 4.000 rpm (Thermo Scientific Sorvall RC 6+), a 4 °C
durante 10 min en frascos estériles de 200 ml. Cada pellet se resuspendié en 100 ml de
agua desionizada estéril fria y se centrifugd igual que en el paso anterior,
resuspendiendo en 50 ml de glicerol 10% estéril frio. La centrifugacion se repitié dos
veces a 4.000 rpm (Thermo Scientific Sorvall RC 6+), a 4 °C durante 15 min. Se
reunieron todos los pellets resuspendiendo en 4 ml de glicerol 10% estéril frio. Después
de repetir la centrifugacion en las mismas condiciones descritas anteriormente, se
resuspendio el pellet de células en 1 ml de glicerol 10% estéril frio. Las celulas
electrocompetentes fueron conservadas a -70 °C hasta su uso.

7.2.2. Preparacion de células electrocompetentes de Bacillus thuringiensis.

Se prepararon células electrocompetentes de la cepa acristalifera B. thuringiensis
svar. israelensis 4Q7 mediante un protocolo modificado del reportado por Mahillon y
Lereclus (2000). Se inocul6 1 ml de un cultivo crecido toda la noche en caldo LB
(Beckton Dickinson) sin NaCl, en 500 ml del mismo medio a 30 °C y 250 rpm de
agitacion, durante aproximadamente 3 a 4h, hasta obtener una OD = 0,5-1 medida a 600
nm en un espectrofotdmetro (Spectrum SP2000uv). Se colocé el cultivo en hielo
durante 30 min y se centrifugd a 6.000 rpm (Thermo Scientific Sorvall RC 6+), a 4 °C
durante 10 min utilizando frascos estériles de 200 ml. Luego de descartar el
sobrenadante se resuspendieron las células en 150 ml de agua desionizada estéril fria
por cada frasco, y se repitidé la centrifugacion y la posterior resuspension en agua
desionizada estéril. Nuevamente se repitio la centrifugacion en las mismas condiciones,
resuspendiendo esta vez en 150 ml de agua desionizada estéril fria por frasco, y luego
en 5 ml de glicerol 10% estéril frio. Las fracciones fueron unificadas en un solo frasco y
se centrifugaron a 6.000 rpm (Thermo Scientific Sorvall RC 6+), a 4°C durante 15 min.
Finalmente se resuspendio el pellet de celulas en 2 ml de glicerol 10% esteéril frio. Las
células electrocompetentes fueron conservadas a -70°C hasta su uso.

7.3. Minipreparacién de DNA plasmidico.

Para la purificacion de DNA plasmidico de los clones obtenidos por
transformacion de E. coli XL-1 se utilizé el método de extraccion por lisis alcalina. Los
cultivos liquidos se realizaron transfiriendo el material adherido al tocar cada colonia
con un tip estéril a tubos conteniendo 20 ml de caldo TB (Terrific Broth) con el
agregado de ampicilina (50 pg/ml), y se incubaron a 37°C toda la noche con agitacion
de 250 rpm. Los cultivos se centrifugaron a 13.000 rpm (Sigma 1-15pk) durante 5 min'y
se resuspendio el pellet en 150 pl de una solucion Glucosa/Tris/EDTA pH: 7,9 (GTE).
Se agregd 250 pl de una soluciéon fresca 0,2 N de NaOH/SDS 1%, mezclando por
inversion e incubando luego por 5 min en hielo hasta la clarificacion del cultivo. Se
agregd 250 ul de acetato de potasio 3 M, mezclando suavemente por inversion y
repitiendo la incubacion en hielo. Se centrifugd a 12.000 rpm (Sigma 1-15pk) durante
10 min a T° ambiente transfiriendo el sobrenadante a un tubo eppendorf limpio e
incubandolo con ribonucleasa A a una concentracion final de 10 pg/ml durante 1 h a
37°C. Se realizé una extraccion con 300 ul de cloroformo, mezclando y centrifugando a
12.000 rpm (Sigma 1-15pk) durante 2 min para separar las fases. La fase acuosa se
recuperé en un nuevo tubo y se repitié la extraccion. Posteriormente, se agregd 1
volumen de isopropanol 100% mezclando por inversion y se centrifugdé a 13.000 rpm
(Sigma 1-15pk) durante 20 min. El pellet de DNA se lavo con etanol 70%,
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centrifugando a 12.000 rpm (Sigma 1-15pk) por 5 min y se secd a temperatura
ambiente. Se resuspendio el pellet en 30 ul de agua desionizada estéril.

7.4. Secuenciacion parcial de clones recombinantes de Bacillus thuringiensis y
genes 16S rDNA.

Se secuenciaron parcialmente los amplicones obtenidos por PCR utilizando los
cebadores del vector (pSVP27F y pSVP27R) a partir de clones recombinantes de B.
thuringiensis seleccionados y los cebadores B-K1/F y B-K1/R1 a partir de aislamientos
de B. thuringiensis nuevos obtenidos a partir de larvas vivas y sanas de C. pomonella,
empleando los mismos cebadores (Cuadro 2.6).

Las secuenciaciones se realizaron por método de Sanger (1977) en electroforesis
capilar con un secuenciador automético 3130xI Genetic Analyzer (Applied Biosystems)
en el servicio de secuenciacion del Instituto de Biotecnologia (INTA, Castelar).

8. Aislamiento y conservacion de nuevos Bacillus thuringiensis.

Se realizaron aislamientos de B. thuringiensis a partir de 32 larvas vivas y sanas
de C. pomonella provenientes de dos regiones de Argentina libres de la aplicacion de
bioinsecticidas, siguiendo un protocolo previamente establecido en el laboratorio que se
detalla a continuacion. Las nuevas bacterias aisladas se incorporaron a la coleccion de
bacterias entomopatogenas del IMYZA-INTA (Castelar).

8.1. Aislamiento de Bacillus thuringiensis.

1) Se coloc6 una larva en un tubo eppendorf estéril y se agregé 1,0 ml de agua
desionizada estéril. La misma se machaco con ayuda de una cuchara de laboratorio y se
homogenizo en agitador vortex durante 20 s;

2) el tubo se incub6 durante 12 min en bafio térmico a 65 °C y posteriormente durante 5
min en bafio de hielo;

3) se realizaron tres diluciones seriadas 1/10 con agua desionizada estéril;

4) se sembraron en superficie 100 pl de la suspension y de sus diluciones en placas
conteniendo Agar Nutritivo (Difco) suplementado con manganeso (MnSO,4.H,0, 0,05
g/l). Con una espatula de Drigalsky se disperso el volumen por toda la placa y en todas
las direcciones, hasta percibir su completa absorcién;

5) todas las placas se incubaron durante 48 h a 29 °C;

6) pasado el periodo de incubacién, se observaron las placas comenzando por la que
contenia la mayor dilucion. A cada una de las colonias aisladas con caracteristicas
macroscépicas tipicas de B. thuringiensis se le asigné un nimero correlativo no mayor a
20. Se realizaron preparados en fresco de las colonias y se observaron a 100X en un
microscopio de contraste fases (ver item 4.). Las colonias que evidenciaron la presencia
de cristales o en las que se sospecho de la presencia de los mismos se seleccionaron para
el siguiente paso;

7) se realizaron aislamientos por agotamiento en superficie de las colonias
seleccionadas en agar BM. Las placas se incubaron durante 48 h a 29 °C;
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8) se realizaron preparados en fresco de colonias aisladas de cada una de las placas y se
observaron a 100X en un microscopio de contraste fases (ver item 4.). Mediante esto
confirmamos la pureza, existencia de cristales y la morfologia de los mismos;

9) cada aislamiento de B. thuringiensis se repicd en agar BM y se incub6 durante 96 h a
29 °C. Este material se utilizd posteriormente para su conservacion.

8.2. Conservacion de los aislamientos.

La conservacion de los aislamientos nuevos de B. thuringiensis se realizd a
través de las siguientes formas:

8.2.1. Conservacion de la suspension espora-cristal a -20 °C.

En un tubo eppendorf estéril se colocaron 1200 pl de agua desionizada estéril. Se
recogié todo el material de un cultivo en agar BM obtenido tras 48 h de incubacion a 29
°C y se homogenizd en agitador vortex durante 30 s. Fracciones de 200 ul de este
material se agregaron a 4 tubos eppendorf de 1,5 ml conteniendo previamente 400 pl de
agua desionizada estéril. Finalmente, cada uno de los tubos con 600 pl de la suspension
espora-cristal se conservaron a -20 °C.

8.2.2. Conservacion en tiras de papel.

Se tomaron 200 pl de la suspension espora-cristal preparada en el item anterior y
se reparti6 homogéneamente sobre 9 tiras de papel de filtro (1,5 x 0,5 cm) estériles. Se
dejaron secar durante 3 h en cabina de flujo laminar. Posteriormente se colocaron de a
tres tiras en tubos de tapa a rosca de 2 ml estériles. Estos se conservaron a -20 °C.

9. Materiales y metodologias para el analisis exploratorio de las variables
gue influyen en la produccion de proteinas insecticidas.

Los materiales y metodologias que se detallan a continuacion se emplearon para la
seleccion de un medio de cultivo apropiado y para el andlisis exploratorio de variables
del mismo que influyen en la produccion de una cepa seleccionada por su toxicidad para
C. pomonella, tomando como parametro de medida la concentracion de proteinas
insecticidas producidas.

9.1. Preparacion del inéculo.

A partir de un cultivo de la cepa en estudio en agar LB (Becton Dickinson) incubado
a 29 °C durante 16 h, se tomé una colonia y se la inocul6 en 1 ml del mismo caldo,
incubandose bajo la misma condicion de temperatura durante 8 h. Este cultivo se
inoculé en 50 ml de caldo LB (Becton Dickinson) contenido en un erlenmeyer de 500
ml, incubandose durante 16 h a 29 °C con una agitacion de 250 rpm hasta obtener un
cultivo con una DO medida a 600 nm de 2,5.
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9.2. Caldos de cultivo empleados.

Se evaluaron dos medios de esporulacion de B. thuringiensis formulados en el
laboratorio, como el Caldo BM y el Caldo Triptosa Fosfato Modificado (TFM), y otros
tres reportados en la bibliografia; Caldo 1 (Ben Khedher et al. 2011), Caldo 2 (Arcas et
al. 1987) y Caldo 3 (Bulla et al. 1980) (Cuadro 2.9).

Se sembraron erlenmeyers de 500 ml conteniendo 50 ml de los medios a evaluar con
500 pl del inéculo (ver item 9.1.), e incubados durante 72 h a 29 °C a 250 rpm.

Cuadro 2.9. Composicion de los medios de cultivo empleados para la cepa
seleccionada.

Componentes CaldoBM | Caldo TFM | Caldo1 | Caldo2 | Caldo 3
(1) (1) (9 (9 (9
Glucosa 5 2 22,5 8 1
Glicerol - - 4,8 4 -
Almidén 2,5 - - - -
NaCl 2,5 5 - - -
(NH4),S0O, - - 54 1 2
Extracto de Levadura 4 - 5,8 4 2
KH,PO, 1 - 1 - -
KoHPO, 2,5 - 1 1 0,5
MgS0O,4.7H,0O 0,25 0,25 0,3 1 0,02
MnSQO4.H,O 0,1 0,1 0,008 0,03 0,05
FeSO, - - 0,01 - 0,0005
CaCl,.2H,0 - - 0,04 0,025
MnCl, - - - - -
CuSO, - - - - 0,005
ZnS0,4.7H,0 - - - - 0,005
Na,HPO, - 2,5 - - -
Triptosa - 20 - - -

9.3. Disefio experimental para el analisis de variables del medio de cultivo que
influyen en la produccion de proteinas insecticidas.

La determinacion de los componentes del medio que afectaban significativamente
la produccion de proteinas insecticidas se llevo a cabo mediante un disefio estadistico de
Plackett-Burman segun lo descripto por Ben Khedher et al. (2011). Se disefiaron 12
experimentos (12 medios de cultivo), donde cada componente (variable) de la formula
del medio basal se incorpord en dos niveles (-1; +1) (Cuadro 2.10).
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Cuadro 2.10. Matriz con los 12 experimentos disefiados por Plackett-Burman.

Corrida X1 X5 X3 Xa Xs Xe X7 Xs
1 -1 +1 +1 +1 -1 +1 +1 -1
2 -1 -1 +1 +1 -1 -1 +1 +1
3 -1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 +1
4 +1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 -1
5 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1
6 +1 -1 +1 +1 -1 +1 -1 -1
7 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 +1
8 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1
9 +1 +1 +1 -1 +1 +1 -1 +1
10 -1 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1
11 -1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1
12 +1 -1 +1 -1 -1 -1 +1 +1

El modelo matematico asociado con el disefio de tamizaje de Plackett-Burman es
un modelo aditivo:

Y=o+ B1Xst ... + B1aXna

Donde Y es la respuesta teodrica, Bi (i= 1-11) representa los coeficientes tedricos
y Xi (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 composicion en relacion al medio basal (Cuadro
2.11).

Cuadro 2. 11. Valores de los niveles de los distintos componentes del medio.

Variables Componentes (g/l) Nl\ielles de las Va”?f les

X1 K>HPO, 3,75 1,25
Xs KH,PO, 15 0,5
X3 NaCl 3,75 1,25
X4 MgSQ,.7H,0 0,375 0,125
Xs MnSO,4.H,0 0,15 0,05
Xe Extracto de levadura 6 2

X7 Glucosa 7,5 2,5
Xg Almidén 3,75 1,25

9.4. Parametros de medicion.

Se determind para todos los experimentos la concentracion de proteinas
solubilizadas a partir de pellets de cada cultivo. Se tomé 555,5 ul del cultivo y se
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centrifugd a 11.000 rpm (Sigma 1-15 pk). Se descartd el sobrenadante, se realizd un
lavado con 500 ul de agua desionizada estéril y se centrifugé nuevamente a 11.000 rpm
(Sigma 1-15 pk). Este procedimiento se repitio dos veces mas. El pellet se resuspendid
en NayC03; 50 mM, pH 10,6 para solubilizar los cristales de proteinas insecticidas
respetando las proporciones y condiciones de incubacion establecidas en el item 5.2.
Finalmente se cuantificaron las proteinas totales en el sobrenadante de acuerdo al
método de Bradford (ver item 5.3.). Se midio al final de los experimentos la DO de los
cultivos a 600 nm utilizando un espectrofotdmetro (Spectrum SP2000UV). Se utiliz6
como blanco el mismo medio de cultivo estéril. Se determiné el pH de los cultivos
empleando un pH-metro (Thermo Scientific ORION 4 STAR).



Capitulo 3:

Resultados y Discusion
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Capitulo 3: Resultados y Discusion

Los resultados obtenidos en el presente estudio se dividieron en tres secciones
principales:

1) Clonado y expresion de factores de virulencia activos de Bacillus thuringiensis y
andlisis de la toxicidad de proteinas Cry de Bacillus thuringiensis para larvas de
Carpocapsa (Cydia pomonella L.).

2) Aislamiento y caracterizacion de nuevos aislados de Bacillus thuringiensis a partir de
larvas vivas y sanas de Carpocapsa.

3) Seleccion de una cepa con alta actividad hacia larvas de Cydia pomonella y analisis
de los componentes de un medio de cultivo liquido que influyen en la produccién de
proteinas insecticidas de Bacillus thuringiensis.

Seccién 1: Clonado y expresion de factores de virulencia activos de Bacillus
thuringiensis y analisis de la toxicidad de proteinas Cry de B. thuringiensis
para larvas de Carpocapsa (Cydia pomonella L.).

Debido a que los cristales de las cepas silvestres contienen en general mas de una
proteina insecticida en su composicion, es de interés en muchos casos conocer la
toxicidad de cada una por separado para una determinada plaga (Sauka et al. 2007). Por
lo tanto, es necesario clonar cada gen de interés y expresarlo individualmente.

En una primera etapa se amplificaron, clonaron y expresaron individualmente
ciertos genes cry en una cepa acristalifera de B. thuringiensis svar. israelensis
denominada 4Q7 (Jeong et al. 2014). Debido a la baja eficiencia de transformacion que
registra esta bacteria, fue necesario como paso previo, la obtencion de los plasmidos
recombinantes en Escherichia coli. Cada plasmido se utiliz6 separadamente para
transformar la cepa 4Q7 y posteriormente, se evaluo la toxicidad de los distintos clones
recombinantes de B. thuringiensis. Por otro lado, se cuantificé la concentraciéon de
proteinas totales producidas por cada clon recombinante, datos a partir de los cuales, se
pudo estimar la concentracion de cada proteina Cry producida.

En una segunda etapa, se determind la toxicidad de las distintas proteinas Cry
solubilizadas en condiciones alcalinas, individualmente y en combinaciones especificas,
para larvas neonatas de C. pomonella. Se analizaron las interacciones entre las proteinas
Cry utilizadas en diferentes mezclas.

1.1. Clonado y expresion individual de proteinas Cry de Bacillus thuringiensis.

Para la expresion de proteinas Cry se han empleado distintos sistemas de
expresion, tanto procariotas como eucariotas. En el primer caso, utilizando vectores
plasmidicos para su expresion en E. coli (Bergamasco et al. 2011) y también en cepas
acristaliferas de B. thuringiensis (Jain et al. 2006; Li et al. 2014). En el segundo caso, se
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han utilizado vectores de baculovirus para expresar las proteinas Cry en células de
insectos (Martins et. al, 2008).

Se amplifico mediante “hot start” PCR el marco de lectura abierta completo de los
genes crylAa, crylAb, crylAc, cry2Aa y cry2Ab de las cepas INTA TA21-2, INTA
H48-5, HD-73 del svar. kurstaki, INTA H42-1 e INTA TA24-6 respectivamente,
utilizando los cebadores 1Ac-N-BamHI/1Ac-C-Sphl y 2Aa-N-BamHI1/2Aa-C-Sphl (Fig.
3.1). Estos cebadores contienen en sus extremos sitios de restriccion para las enzimas
BamHI y Sphl, que al ser incorporados en los extremos de los amplicones permitiran el
correcto clonado de los genes en el vector pSVP27 (Teixeira Correa et al. 2012).

—3000
—1000

Fig. 3. 1. Electroforesis de amplicones correspondientes a genes de toxinas insecticidas en geles
de agarosa al 1,0%, generados con los cebadores 1Ac-N-BamHI/1Ac-C-Sphl y 2Aa-N-
BamHI/2Aa-C-Sphl mediante “hot start” PCR a partir de distintas cepas de Bacillus
thuringiensis. (A): crylAa; Lineas 1, svar. kurstaki HD-1 (control positivo); 2, INTA TA21-2.
(B): crylAb; Lineas 1, svar. kurstaki HD-1 (control positivo); 2, INTA H48-5. (C): crylAc;
Lineas 1, svar. kurstaki HD-1 (control positivo); 2, svar. kurstaki HD-73. (D): cry2Aa; Lineas 1,
INTA H42-1; 2, svar. kurstaki HD-1 (control positivo). (E): cry2Ab; Lineas 1, INTA TA24-6; 2,
svar. kurstaki HD-1 (control positivo). Las flechas indican las bandas que corresponden a ca.
3500 pb (A, By C) y ca. 1900 pb (D y E). M: marcador de peso molecular 1 Kpb (Inbio
Highway).

A continuacion, los amplicones generados fueron digeridos con BamHI y Sphl
para permitir la ligacion con el plasmido pSVP27 cortado con las mismas enzimas. Los
productos de ligacion se utilizaron para transformar la cepa XL-1 de E. coli mediante
electroporacion. Se seleccionaron entre 30 y 50 colonias transformantes resistentes a
ampicilina, y mediante PCR con los cebadores pSVP27F y pSVP27R especificos del
vector que flanquean el sitio de clonado de los insertos, se detectaron aquellos clones
recombinantes conteniendo los genes de interés. Se utilizé como control, un clon de E.
coli transformado con el vector sin inserto (Fig. 3.2).
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Fig. 3.2. Electroforesis de amplicones generados con los cebadores pSVP27F y pSVP27R
especificos del vector en geles de agarosa al 1,0%, a partir de clones de Escherichia coli
transformados con el producto de ligacion del pSVP27 y los genes de toxinas insecticidas. (A):
crylAa; Lineas 1, 3, 6, 8 y 9, colonias negativas; 2, 4 y 7, colonias de clones recombinantes; 5,
colonia vector sin inserto. (B): crylAb; Lineas 1, 2, 3, 4, 6, 8, 9y 10, colonias negativas; 7, 12,
13y 14, colonias de clones recombinantes; 5, 11 y 15 colonias vector. (C): crylAc; Lineas 1, 2,
6, 7 y 10, colonias negativas; 4 y 8, colonias de clones recombinantes; 3, 5, 9 y 11 colonias
vector. (D): cry2Aa; Linea 2, colonia negativa; 3, 7, 14 y 15 colonias de clones recombinantes;
1,4,5,6,9,10, 11, 12 y 13, colonias vector. (E): cry2Ab; Lineas 6 y 10, colonias negativas; 1y
9, colonias de clones recombinantes; 2, 3, 4, 5, 7, 8 y 11 colonias vector. Las flechas indican las
bandas que corresponden a ca. 3900 pb (A, By C) y ca. 2300 pb (D y E). M: marcador de peso
molecular 1 Kpb (Inbio Highway).

De aquellos clones recombinantes de E. coli que contenian los distintos genes de
interés, se seleccion6 uno de cada uno de ellos y se realiz6 la extraccion de su DNA
plasmidico con el objeto de transformarlo mediante electroporacion en B. thuringiensis
4Q7. Se obtuvo un numero bajo de clones transformantes, y en general, tras la
realizacion de varios intentos fallidos (Cuadro 3.1). De éstos, s6lo un numero
restringido se utilizdé para estudios posteriores (Cuadro 3.1). A estos Gltimos se los
nombro siguiendo una nomenclatura comun que contempla el nombre del gen clonado,
el namero del clon obtenido para los casos donde se obtuvieron mas de uno, seguido del
nombre del vector y la cepa donde fue transformado (Cuadro 3.1). Por ejemplo: el clon
recombinante “CrylAb(19).pSVP27-4Q7” refiere al gen crylAb, clon ndmero 19,
clonado en el vector pSVP27 y transformado en B. thuringiensis 4Q7.

De los clones seleccionados, se realizd una extraccion de DNA total por hervor
simple (ver item 6.1.1. — “Materiales y métodos”) y mediante PCR realizadas con los
cebadores del vector y cebadores especificos para cada subclase de genes cry (ver item
6.3.3. — “Materiales y métodos”), se estimo el tamafio correcto del inserto (Fig. 3.3), y
la identidad de los genes clonados respectivamente (Fig. 3.4). Se utilizé cémo control
sin inserto a pSVP27-4Q7.
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Cuadro 3.1. Clones recombinantes obtenidos y seleccionados de Bacillus thuringiensis
portando genes cry.

Gen N° de clones N° de clonesen Nombre de los clones
obtenidos en B.  B. thuringiensis
thuringiensis seleccionados

crylAa 1 1 crylAa.pSVP27-4Q7
. crylAb(19).pSVP27-4Q7
crylAb  masde 30 2 cry1Ab(24).pSVP27-4Q7
crylAc 1 1 crylAc.pSVP27-4Q7
cry2Aa(l).pSVP27-4Q7
cry2Aa maés de 30 3 cry2Aa(5).pSVP27-4Q7

cry2Aa(13).pSVP27-4Q7

cry2Ab(1).pSVP27-4Q7
cry2Ab 6 3 cry2Ab(4).pSVP27-4Q7

cry2Ab(6).pSVP27-4Q7

Fig. 3.3. Electroforesis de amplicones generados con los cebadores pSVP27F y pSVP27R
especificos del vector en geles de agarosa al 1,0%, a partir de clones recombinantes de Bacillus
thuringiensis transformados con pSVP27 conteniendo genes de toxinas insecticidas. (A):
crylAa; Lineas 1, crylAa.pSVP27-XL1 (control positivo); 2, crylAa.pSVP27-4Q7. (B):
crylAb; Lineas 1, crylAb.pSVP27-XL1 (control positivo); 2, crylAb(19).pSVP27-4Q7; 3,
crylAb(24).pSVP27-4Q7. (C): crylAc; Lineas 1, crylAc.pSVP27-XL1 (control positivo); 2,
crylAc.pSVP27-4Q7. (D): cry2Aa; Lineas 1, cry2Aa(1).pSVP27-XL1 (control positivo); 2,
cry2Aa(l).pSVP27-4Q7; 3, cry2Aa(5).pSVP27-4Q7; 4, cry2Aa(13).pSVP27-4Q7. (E): cry2Ab;
Lineas 1, cry2Ab(1).pSVP27-XL1 (control positivo); 2, cry2Ab(1).pSVP27-4Q7; 3,
cry2Ab(4).pSVP27-4Q7; 4, cry2Ab(6).pSVP27-4Q7. Las flechas indican las bandas que
corresponden a ca. 3900 pb (A, By C) y ca. 2300 (D y E). M: marcador de peso molecular 1
Kpb (Inbio Highway).
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Fig. 3.4. Electroforesis de amplicones generados con cebadores especificos para cada clase o
subclase de gen cry clonado en geles de agarosa al 1,0%. (A): crylAa; Lineas 1, INTA TA21-2
(control positivo); 2, crylAa.pSVP27-4Q7. (B): crylAb; Lineas 1, INTA H48-5 (control
positivo); 2, crylAb(19).pSVP27-4Q7; 3, crylAb(24).pSVP27-4Q7. (C): crylAc; Lineas 1,
svar. kurstaki HD-73 (control positivo); 2, crylAc.pSVP27-4Q7. (D): cry2Aa; Lineas 1, INTA
H42-1 (control positivo); 2, cry2Aa(l).pSVP27-4Q7; 3, cry2Aa(5).pSVP27-4Q7; 4,
cry2Aa(13).pSVP27-4Q7. (E): cry2Ab; Lineas 1, INTA TA24-6 (control positivo); 2,
cry2Ab(1).pSVP27-4Q7; 3, cry2Ab(4).pSVP27-4Q7; 4, cry2Ab(6).pSVP27-4Q7. Las flechas
indican las bandas que corresponden a 246 pb (A), 1400 pb (B), 180 pb (C) y 1500 pb (D y E).
M: marcador de peso molecular 1 Kpb (Inbio Highway).

Asimismo, se secuenciaron parcialmente los amplicones obtenidos por PCR
utilizando los cebadores del vector con el objeto de verificar la correcta insercion de los
genes cry clonados en pSVP27. En la figura 3.5 se presenta una representacion
esquematica del alineamiento de las secuencias nucleotidicas obtenidas para cada clon.
Particularmente en el extremo 5° (Fig. 3.5A), se pudo identificar una region
correspondiente al promotor (pCyt) de pSVP27 (secuencias 100% idénticas en todos los
casos), y a continuacion el coddon de inicio de la traduccién (ATG) de cada gen cry
clonado. Por otro lado, se identificd en el extremo 3’ (Fig. 3.5B), el correspondiente
coddén de terminacion (TAA o TAG). También se logr6 identificar las secuencias
correspondientes a los sitios de restriccion BamHI (Fig. 3.5A) y Sphl (Fig. 3.5B)
flanqueando los mismos.

Una de las principales caracteristicas de un sistema de expresion en B.
thuringiensis, es que permite la cristalizacidn de las proteinas Cry (Navas et al. 2014).
El vector pSVP27 utilizado en este estudio se caracteriza por presentar, corriente arriba
del sitio de clonado, un promotor (pCyt) dependiente de la esporulacion que dirige la
expresion (Fig. 2.1 — “Materiales y métodos”) (Teixeira Corréa et al. 2012).

Habiendo comprobado el tamafio correspondiente del inserto, la identidad de los
genes y la correcta insercion de los mismos en pSVP27, se verifico el clonado correcto
de los genes de interés. Esto mismo hace suponer que la expresion de las proteinas Cry
correspondientes en los clones recombinantes obtenidos seria factible.
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En cultivos completamente esporulados de los clones seleccionados, se detectd la
presencia de estructuras muy pequefias libres, posiblemente cristales, mediante
microscopia oOptica de contraste de fases. Si bien debido a su tamafio no se pudieron
establecer sus morfologias, quedd clara la presencia de los mismos cuando se los
comparé con un clon que contenia el vector sin inserto (pSVP27-4Q7). Estas
observaciones sugeririan que estos clones estarian expresando sus correspondientes
genes cry. Sin embargo, para confirmar la presencia de estas estructuras se deberian
analizar esporangios de estos clones recombinantes a través de microscopia electronica
de transmision o de cultivos esporulados mediantes microscopia electronica de barrido.

El andlisis en geles SDS-PAGE de los pellets de cultivos en caldo de esporulacion
obtenidos tras diferentes tiempos de incubacion (de 24 a 96 hs) se ilustra en la figura
3.6. Lo esperable era que todos los clones recombinantes seleccionados que expresen
genes cryl muestren una banda de 130 a 140 kDa a partir de las 72 h de incubacién
(Sauka y Benintende, 2008). En este estudio no se han detectado las mismas, con
excepcion de una banda de ca. 130 kDa en crylAc.pSVP27-4Q7 a las 72 y 96 h de
incubacidn, que corresponderia a CrylAc (Fig. 3.6A). Por otro lado, lo esperable fue
también que los clones recombinantes seleccionados que expresen genes cry2 muestren
una banda de 65 kDa a partir de las 72 h de incubacion (Sauka y Benintende, 2008). Se
observo una banda que corresponderia a ca. 65 kDa que corresponderia a la proteina
Cry2Aa, a 72 h de incubacidn, sélo en el caso de los clones cry2Aa(1).pSVP27-4Q7 y
cry2Aa(5).pSVP27-4Q7 (Fig. 3.6B). Estas bandas no fueron detectables a las 96 h (Fig.
3.6B). En el cuadro 3.2 se resumen los resultados del analisis de la expresion mediante
geles SDS-PAGE de cultivos de los clones seleccionados.

Cuadro 3.2. Expresion de proteinas Cry de clones recombinantes de Bacillus
thuringiensis analizada mediante geles SDS-PAGE.

Clon recombinante Gen cry Expregién de |13.
clonado proteina Cry
CrylAa.pSVP27-4Q7 crylAa No detectada
CrylAb(19).pSVP27-4Q7 crylAb No detectada
CrylAb(24).pSVP27-4Q7 crylAb No detectada
CrylAc.pSVP27-4Q7 crylAc Detectada
Crylla.pSVP27-4Q7 crylla No detectada
Cry2Aa(1).pSVP27-4Q7 cry2Aa Detectada
Cry2Aa(5).pSVP27-4Q7 cry2Aa Detectada
Cry2Aa(13).pSVP27-4Q7 cry2Aa No detectada
Cry2Ab(1).pSVP27-4Q7 cry2Ab No detectada
Cry2Ab(4).pSVP27-4Q7 cry2Ab No detectada
Cry2Ab(6).pSVP27-4Q7 cry2Ab No detectada

'Expresion de la proteina Cry de peso molecular esperado tras 72 y/o 96 h de incubacién.
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Posteriormente, se determin0 la patogenicidad de los 10 clones recombinantes de
B. thuringiensis seleccionados en este estudio mediante bioensayos “burdos”. Se
empled la fraccion de cultivo denominada biomasa (pellet seco y molido), en una
concentracion final de 1000 pug/ml de dieta y larvas neonatas de C. pomonella (Cuadro
3.3). También se incorporé en esta etapa el clon crylla.pSVP27-4Q7 que expresa
Crylla (Pedarros et al. 2015). El clon pSVP27-4Q7 que contiene el vector pSVP27 sin
inserto fue incorporado como control negativo. En particular para los clones
recombinantes cry2Aa(1).pSVP27-4Q7, cry2Aa(5).pSVP27-4Q7 y
cry2Aa(13).pSVP27-4Q7 transformados con cry2Aa, también se determind la
patogenicidad para larvas del cuarto estadio de A. aegypti (Cuadro 3.3).

Cuadro 3.3. Evaluacién de la actividad insecticida de clones recombinantes de Bacillus
thuringiensis en Cydia pomonella y Aedes aegypti.

. Gencry  Mortalidad (%)  Mortalidad (%)"

Clon recombinante ;

clonado C. pomonella A. aegypti
crylAa.pSVP27-4Q7 crylAa 95,7+0,0 ND?
crylAb(19).pSVP27-4Q7 crylAb 100,0+0,0 ND
crylAb(24).pSVP27-4Q7  crylAb 100,0+0,0 ND
crylAc.pSVP27-4Q7 crylAc 17,4+0,0 ND
crylla.pSVP27-4Q7 crylla 91,3+4,3 ND

cry2Aa(l).pSVP27-4Q7 cry2Aa 87,3+0,0 25,040,0

cry2Aa(5).pSVP27-4Q7 cry2Aa 90,1+2 4 20,0+0,0

cry2Aa(13).pSVP27-4Q7 cry2Aa 95,7+0,0 25,0+0,0
cry2Ab(1).pSVP27-4Q7 cry2Ab 1,4+24 ND
cry2Ab(4).pSVP27-4Q7 cry2Ab 0,0+0,0 ND
cry2Ab(6).pSVP27-4Q7 cry2Ab 0,0£0,0 ND
pSVP27-4Q7 - 0,0+0,0 0,0

IMedia + DE. 2No determinado.

Los clones recombinantes analizados en estas condiciones mostraron un nivel de
actividad insecticida de leve a elevado para C. pomonella, reportando mortalidades
comprendidas entre el 17,4% y el 100,0%. La excepcion la constituyeron los clones
cry2Ab(1).pSVP27-4Q7, cry2Ab(4).pSVP27-4Q7 y cry2Ab(6).pSVP27-4Q7, que a
pesar de las altas concentraciones ensayadas, no causaron mortalidad. El clon
crylAc.pSVP27-4Q7 produjo una leve mortalidad, pero una reduccion muy
significativa en el peso de las larvas (0,00517+0,00125 g) en comparacion con el clon
pSVP27-4Q7 (0,10275+0,00271 g). Esta reduccion en el peso quedd evidenciada a 0jo
desnudo (Fig. 3.7), y tras analizar los resultados de la prueba t de Student (t = 46,16; p <
0,0005). Ademas, cry2Aa(1).pSVP27-4Q7, cry2Aa(5).pSVP27-4Q7 y
cry2Aa(13).pSVP27-4Q7 produjeron cierta mortalidad en A. aegypti nunca superior al
25%. En general los resultados concuerdan con lo esperado, ya que las toxinas Cryl y
Cry2A han sido reportadas como toxicas para larvas de diversos lepiddpteros, y
lepidopteros y dipteros respectivamente, con la excepcion de Cry2Ab que no es activa
en larvas de A. aegypti especificamente (McNeil et al. 2011; Ricietto et al. 2016; Sauka
et al. 2007; Shu et al. 2017; Yilmaz et al. 2017). Estas observaciones sugeririan que los
clones analizados, con excepcion de los transformados con cry2Ab, estarian expresando
sus correspondientes genes cry.
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Fig. 3.7. Imagenes representativas de una larva sana (A) y una tratada (B) de Cydia pomonella
al finalizar el bioensayo (lectura 5 d). Barra 1 mm.

A continuacién, se cuantifico por el método de Bradford la concentracion de
proteinas totales contenidas en una suspension de pellet seco y molido (1000 pg/ml) de
cada clon recombinante en solucién tamponada de carbonato de sodio (ver item 5.3 —
“Materiales y métodos™) (Cuadro 3.4). A cada valor de la concentracion de proteinas
totales (proteinas de las esporas + Cry), se le restd la concentracion de proteinas totales
de pSVP27-4Q7 (proteinas de las esporas). Esto permitié la estimacion de la
concentracion de cada proteina Cry producida en todos los clones recombinantes
(Cuadro 3.4). Las concentraciones de proteinas Cry estimadas para cada clon fue
variable a pesar de que el contexto del huésped para la produccion de las proteinas
insecticidas fue estandarizado (B. thuringiensis 4Q7). Si bien se desconoce a que se
pueden deber estas variaciones, esto mismo concuerda con lo reportado por Li y
Bouwer (2014). Estos autores obtuvieron diferentes concentraciones de proteinas Cry
producidas por distintos clones recombinantes en E. coli BL1.

Finalmente, es posible inferir que los clones recombinantes obtenidos expresarian
sus proteinas Cry respectivas, debido a que mostraron estructuras similares a cristales
tras la esporulacion, a que en algunos se detectd la banda de peso molecular esperado en
los geles de SDS-PAGE, a que produjeron concentraciones de proteinas totales mayores
que pSVP27-4Q7, pero sobre todo a que sus proteinas causaron mortalidad o alteraron
significativamente el crecimiento de C. pomonella. Esta premisa se refuerza
particularmente en aquellos clones que expresarian Cry2Aa, ya que ademas, causaron
mortalidad en larvas de A. aegypti.

Asimismo, el nivel de expresion de los clones recombinantes seria muy bajo. Esta
conclusion surge debido a que la concentracidon de proteina Cry sembrada en los geles
de SDS-PAGE y estimada a partir de los datos presentados en el cuadro 3.4 (resultados
no presentados), se encontrarian por debajo de la sensibilidad de deteccidn de los geles
teflidos con Coomassie blue R-250 (ca. 0,1 ug de proteina) (Lin et al. 2008). Esto
denotaria la razén por la cual en la mayoria de clones no se detectaron bandas de peso
molecular esperado (Fig. 3.6. y Cuadro 3.2.). No obstante, se podria haber utilizado un
método de tincion de geles de mayor sensibilidad (por ej.: tincion con plata) (Merril et
al. 1979), o realizado ensayos de transferencia e inmunodeteccién (Western blot) para
detectar las proteinas expresadas (Vazquez-Padron et al. 2004).
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Cuadro 3.4. Cuantificacion de proteinas totales y estimacion de la concentracion de
proteinas Cry individuales en clones recombinantes de Bacillus thuringiensis.

Concentracion Concentracion
Clon recombinante Gencry  de proteinas de proteinas
clonado totales (ug/mg  Cry (ug/mg
biomasa) biomasa)
crylAa.pSVP27-4Q7 crylAa 268,2 152,1
crylAb(19).pSVP2-4Q7  CrylAb 242,3 126,2
crylAb(24).pSVP27-4Q7  CrylAb 297,1 181,0
crylAc.pSVP27-4Q7 crylAc 348,8 232,7
crylla.pSVP27-4Q7 crylla 223,3 107,2
cry2Aa(1).pSVP27-4Q7  Cry2Aa 246,1 130,0
cry2Aa(5).pSVP27-4Q7  Cry2Aa 376,2 260,1
cry2Aa(13).pSVP27-4Q7  Cry2Aa 313,1 197,0
cry2Ab(1).pSVP27-4Q7  Cry2Ab 161,7 45,6
cry2Ab(4).pSVP27-4Q7  Cry2Ab 275,8 159,7
cry2Ab(6).pSVP27-4Q7  Cry2Ab 162,5 46,4
pSVP27-4Q7 - 116,1 -

En la literatura existen trabajos en los que se describieron distintas estrategias
para mejorar la expresion de proteinas Cry en clones recombinantes de B. thuringiensis
(Deng et al. 2014). Se podria mejorar la expresion de los genes clonados en este estudio
a través de otras estrategias que incluyan algin promotor mas fuerte que el utilizado e
incrementando el ndmero de copias de los genes cry (Arantes y Lereclus 1991),
introduciendo en el vector de expresion una secuencia Shine-Dalgarno estabilizadora de
RNAm (Park et al. 1998), utilizando el vector construido en una mutante defectiva en la
esporulacién (Lereclus et al. 1995), o co-expresando una proteina helper (Shao et al.
2001).

De esta manera, en el presente trabajo de tesis se destaca la consolidacion del
establecimiento en el laboratorio de una estrategia para el clonado y expresion de genes
cry en B. thuringiensis. Asimismo, la disponibilidad en el laboratorio de una coleccién
de clones recombinantes que producen proteinas Cry individualmente, abre el camino a
estudios nuevos donde se evalle su toxicidad para otras especies de insectos plaga
distintos a C. pomonella.

1.2. Toxicidad de proteinas Cry de B. thuringiensis para larvas de Cydia pomonella.

Se selecciond al azar un clon recombinante de cada subclase de gen cry clonado
para continuar con los estudios: crylAa.pSVP27-4Q7, crylAb(19).pSVP27-4Q7,
crylla.pSVP27-4Q7 y cry2Aa(5).pSVP27-4Q7. Los clones recombinantes que expresan
CrylAc y Cry2Ab fueron descartados por la baja o nula actividad insecticida en C.
pomonella (Cuadro 3.3).
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1.2.1. Toxicidad de proteinas Cry individuales para Cydia pomonella.

Se realizaron bioensayos “finos” para determinar la virulencia en C. pomonella
de cuatro proteinas Cry individuales diferentes obtenidas a partir de los clones
recombinantes seleccionados (ver item 1.2). Se evaluaron seis concentraciones de cada
preparacion (suspension de pellet seco y molido en solucion tamponada de carbonato de
sodio) con factores de dilucion aproximados de 0,5 a 0,7, para la estimacion de la CLsg
y de otros parametros estadisticos (Cuadro 3.5). A partir del valor de CLsy media
(Cuadro 3.5), y considerando la concentracion de proteinas Cry individuales producida
por cada clon recombinante de B. thuringiensis (Cuadro 3.4), se estimo el valor de CLsg
real (Cuadro 3.5).

Cuadro 3.5. Toxicidad de proteinas Cry individuales de Bacillus thuringiensis para
larvas neonatas de Cydia pomonella.

- 1
Prg:tre;na (Sgb?rﬂl) CV?  Pendiente  »? (4gl)®
CrylAa 45,5 [33,5-59,8] 1,9 3,6
30,4 [19,7-41,0] 1,7 1,5
42,0 [28,6-58,2] 1,6 1,4
Media* 39,3 0,20
Real’ 6,0
CrylAb 64,6 [43,6-112,9] 1,3 4,7
51,4 [33,2-91,8] 1,2 3,1
60,6 [42,6-96,1] 1,5 0,6
Media 58,9 0,12
Real 7,4
Crylla 153,5 [110,6-224,0] 1,8 3,4
137,5[97,9-203,2] 1,7 6,7
123,6 [87,6-171,1] 1,7 3,8
Media 138,2 0,11
Real 14,8
Cry2Aa 128,7 [83,2-172,0] 1,8 1,7
118,1 [83,6-151,0] 2,4 0,8
87,3 [55,8-116,5] 2,3 0,5
Media 111,4 0,19
Real 29,0

'Concentracion letal media y limites de confianza del 95%; 2Coeficiente de variacion; *Chi-
cuadrado con 4 grados de libertad; “Media, CLs, promedio de tres repeticiones. °Real, CLas
promedio real.

A partir de los datos de CLsg real, se pudo inferir que las proteinas CrylAa y
CrylAb resultaron ser las méas toxicas, demostrando un nivel de accién similar. A su
vez, ambas resultaron ser aproximadamente dos veces mas toxicas que Crylla y entre
cuatro a cinco veces mas que Cry2Aa (Cuadro 3.5).

Hasta el momento no existen trabajos publicados en los que se describa la
toxicidad de proteinas Cry individuales para larvas de una poblacion nativa de C.
pomonella. En la literatura solo se hallan algunos reportes puntuales en los que se
describid la actividad insecticida de proteinas individuales provenientes de poblaciones
europeas (Baranek et al. 2015, Boncheva et al. 2006, Rang et al. 2000). De la
comparacion de los resultados experimentales de este trabajo de tesis con estos estudios,
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surgen diferencias entre las toxicidades relativas de CrylAa, CrylAb, CrylAc, Cryllay
Cry2Aa. Mientras que en este trabajo Cry2Aa resultd ser de las menos toxicas (Cuadro
3.5), Rang et al. (2000) reportaron que Cry2Aa fue la mas toxica, seguida de CrylAay
CrylAb. Por otra parte, se destaca en este trabajo que CrylAc resultd practicamente no
toxica (Cuadro 3.3), mientras que Boncheva et al. (2006) reportaron un nivel de
actividad insecticida moderado para esta proteina. Ademas, reportaron las toxicidades
de otras 8 proteinas Cry1, resultando CrylDa como la mas toxica, seguida de CrylAb,
CrylBa y CrylAc, mientras que CrylAa, CrylFa y Crylla, resultaron menos toxicas.
CrylCa y CrylCb no mostraron actividad. Méas recientemente, Baranek et al. (2015)
informaron una actividad insecticida considerable de las proteinas Vip3Aa58 y
Vip3Aa59, proteinas que no han sido analizadas en este estudio.

Boncheva et al. (2006) han adjudicado este tipo de diferencias al uso de proteinas
Cry intactas en lugar de solubilizadas y a los distintos métodos de bioensayo empleados
con C. pomonella. Sin embargo, debido a que se compartié una metodologia similar de
analisis, dicha consideracidn no seria valida para explicar las diferencias encontradas en
relacion al presente estudio. Por lo tanto, exitirian otras razones que permitirian una
mejor explicacion.

Una de estas razones podria estar dada por diferencias en la microbiota de las
distintas poblaciones de C. pomonella estudiadas, y que actuarian sobre la actividad
bioldgica de las toxinas. Paramasiva et al. (2014) asociaron la presencia y/o ausencia de
ciertas especies bacterianas en diferentes poblaciones de Helicoverpa armigera H.
(Lepidoptera: Noctuidae) de la India, con la susceptibilidad a las toxinas de B.
thuringiensis. Otra de estas razones podria atribuirse a que existan variaciones genéticas
en las distintas poblaciones de C. pomonella que se comparan, determinando cambios
en la susceptibilidad a distintas proteinas insecticidas. Esta hipdtesis se puede sustentar,
entre otros, en los reportes previos de Tabashnik et al. (1997) y Monnerat et al. (2006).
En ellos, se relaciond la variabilidad genética de distintas poblaciones de Plutella
xylostella L. (Lepidoptera: Plutellidae) y de Spodoptera frugiperda S. (Lepidoptera:
Noctuidae), obtenidas de regiones distantes geograficamente, con diferencias en la
susceptibilidad a distintas proteinas Cryl. En el caso de P. xylostella, se sabe que el
mecanismo de resistencia principal a Cryl puede asociarse con una nula o escasa union
de las toxinas al receptor en el intestino medio (Ferré et al. 1991), y que su herencia
estaria controlada por un gen (0 unos pocos genes) autosémico recesivo (Tabashnik et
al. 1997). Se han relacionado mutaciones en los receptores con cambios en la
susceptibilidad a toxinas Cryl, lo cual corresponde a las expectativas basadas en el
modelo de union (Ballester et al. 1999, Baxter et al. 2008). No obstante, cualquier
mutacion que altere cualquiera de los pasos en el mecanismo de accion de las proteinas
insecticidas de B. thuringiensis podria conducir a cambios de susceptibilidad o a la
resistencia, y diferentes poblaciones de un mismo insecto podrian desarrollar distintos
mecanismos de resistencia a proteinas insecticidas especificas (Pigott y Ellar 2007).

Por todo lo expuesto hasta aqui, no seria inadecuado especular que la poblacion
nativa de C. pomonella utilizada en este estudio presente variaciones genotipicas con
respecto a las poblaciones europeas. Asimismo, podrian haberse acumulado mutaciones
durante la evolucion que hayan modificado el mecanismo de accion de las proteinas
Cry2Aa y CrylAc en particular, causando pérdidas de susceptibilidad en la poblacion
nativa de C. pomonella. Sin embargo, se requeririan estudios numerosos sobre la
poblacién nativa y las poblaciones europeas para confirmar lo planteado.
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Por otro lado, se destacan en la literatura trabajos que describieron la toxicidad de
proteinas Cry y Vip individuales para larvas de otros lepiddpteros tortricidos distintos
de C. pomonella. Van Frankenhuyzen et al. (1997), reportaron que Cry9Ca fue
significativamente mas toxica para Choristoneura fumiferana C. que CrylAb, CrylBa,
CrylCa, CrylDa, CrylEa, CrylFa. Ruiz de Escudero et al. (2007) publicaron estudios
sobre la toxicidad de otras 7 proteinas Cry para Lobesia botrana D. y Sch. y obtuvieron
que Cry9Ca resulté también la mas activa, seguida de Cry2Ab, CrylAb, Cry2Aa y
Crylla, mientras que CrylFa y CrylJa no fueron activas. Sauka et al. (2007)
describieron en C. aporema a CrylAb y CrylAc como las mas activas, seguidas de
Cry9Ca, CrylAa, CrylCa y CrylBa que mostraron un nivel de toxicidad bajo. CrylDa
no mostrd actividad insecticida, ni ningun efecto en el crecimiento de C. aporema. Por
otro lado, Li y Bouwer (2012) obtuvieron que Cry2Aa y CrylAc resultaron las mas
toxicas para Thaumatotibia leucotreta M., seguido de CrylAb y CrylAa, y por ultimo,
Cry9Aa y CrylCa. Finalmente, Ricietto et al. (2016) reportaron que Vip3Aa y CrylAa
fueron las mas activas en Grapholita molesta B., seguidas por CrylAc, Vip3Af y
Cry1Ca, mientras que Vip3Ca fue inactiva. De igual modo que cuando se compararon
estudios en C. pomonella, se observaron diferencias entre las toxicidades relativas de
proteinas insecticidas, y ademas no se logré identificar una proteina insecticida mas
activa que sea comun en todos los casos estudiados. Esto era de esperar, ya que Si
existieron estas diferencias haciendo comparaciones intraespecie, resulto logico que las
mismas se mantengan al realizar comparaciones interespecies dentro de la Familia
Tortricidae.

1.2.2. Toxicidad de mezclas de proteinas Cry para Cydia pomonella y analisis
de las interacciones entre ellas.

Es extensamente conocido que ciertos perfiles de genes cry son detectados con
mayor frecuencia que otros en B. thuringiensis. Es frecuente el hallazgo de aislamientos
de B. thuringiensis que porten combinaciones de varios genes crylA, generalmente
junto a genes cryll y cry2A demostrando una ligacion genética fuerte entre ellos
(Armengol et al. 2007; Bravo et al, 1998; Sauka y Benintende 2017). Considerando la
existencia de esta clase de asociaciones, se ensayaron 5 mezclas de proteinas Cry
solubilizadas y se calcularon sus factores de sinergismo (FS). Las mezclas evaluadas se
prepararon combinando iguales proporciones de las diferentes proteinas insecticidas.

En el cuadro 3.6 se muestra la concentracion letal de las mezclas de proteinas
Cry (analizadas por Probit) y el FS calculado mediante el uso de la ecuacion de
Tabashnik (Tabashnik 1992). Si el valor de CLsy tedrico es igual al de ClLsg
experimental, entonces el efecto observado es considerado aditivo y el FS [CLsg
(tedrico)/CLsy (experimental)] es igual a 1. Por otra parte, el efecto observado es
antagonista o sinérgico si el FS es mas bajo 0 mas alto que 1 respectivamente (Poncet et
al. 1995).

Los efectos de las interacciones entre diferentes proteinas Cryl y Cry2
producidas individualmente han sido estudiados previamente por varios autores en
distintas especies de lepidopteros (Li y Bouwer 2014; Sauka et al. 2007; Sharma et al.
2010). De acuerdo a nuestro conocimiento, este tipo de interacciones no se conoce en C.
pomonella hasta el momento. Solo se ha reportado en esta plaga el efecto sinérgico de
proteinas Vip3Aa combinadas con distintas proteinas Cry (Baranek et al. 2017).
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Cuadro 3.6. Toxicidad de mezclas de proteinas Cry de Bacillus thuringiensis para
larvas neonatas de Cydia pomonella y célculo del factor de sinergismo utilizando la
formula de Tabashnik.

ClLso 2 ClLso
Mezcla (experimental)’ CV? Pendiente (4x|)3 (tedrico)*  FS°
(ug/ml) 9" (ug/mi)

CrylAa/Crylla 87,9 [63,6-126.6] 16 2,0
66,0 [48,0-116,5] 2,3 1,0
52,6 [38,6-68,9] 2,0 0,8

Media 68,8 0,26 61,3 0,9
CrylAb/Crylla 315 [21,2-42,3] 18 5,3
44,0 [29,8-60,7] 1,0 3,7
32,7 [18,1-48 4] 1,3 2,0

Media 36,1 0,19 82,6 2,3
CrylAa/CrylAb 43,7 [29,3-70,1] 13 35
33,6 [20,0-57,9] 1,0 3,7
29,7 [9,4-5-85,6] 13 7.4

Media 35,7 0,20 471 1,3
CrylAa/Cry2Aa 87,2 [63,5-149,2] 13 23
98,4 [66,1-206,7] 1,6 3,2
87,8 [61,1-159,8] 1,4 6,4

Media 91,1 0,07 9,9 0,1
CrylAb/Cry2Aa 42,9 [19,4-74.4] 22 8,4
37,8 [28,6-47,4] 2,3 6,0
57,2[43,8-76,0] 2,0 4,2

Media 46,0 0,22 11,8 0,3

Concentracion letal media y limites de confianza del 95%; “Coeficiente de variacion; ° Chi-
cuadrado con 4 grados de libertad; “Media, CLs, promedio de tres repeticiones. * CLs, tedrica,
calculada con la formula de Tabashnik; °Factor de Sinergismo.

En este estudio, el FS que se calcul6 para la mezcla de proteinas CrylAb/Crylla
mostré un FS mayor que 1, sugiriendo un efecto sinérgico entre ambas proteinas Cry
para C. pomonella (Cuadro 3.6). Este tipo de interacciones no se halla descrito en la
literatura, por lo que constituiria el primer reporte de esta interaccion sinérgica en
lepidopteros. Por otro lado, ensayos de union in vitro con toxinas biotiniladas a
vesiculas de membrana de intestino medio de L. botrana y Earias insulana B.
(Lepidoptera: Noctuidae), revelaron que CrylAb no comparte sitios de unién con
Crylla (Ruiz de Escudero et al. 2006). El hecho de que L. botrana y C. pomonella
pertenezcan a la misma Familia, podria especular que esta misma caracteristica sea
compartida también por C. pomonella. Esto a su vez permitiria sugerir que el empleo
combinado de CrylAb y Crylla para el control de esta plaga seria viable. Sin embargo,
se deberian realizar ensayos de union entre estas proteinas Cry y vesiculas de membrana
del intestino medio de C. pomonella para confirmar esta hipotesis.

Por otro lado, las mezclas CrylAa/Cry2Aa y CrylAb/Cry2Aa mostraron un FS
menor a 1, sugiriendo un efecto antagonista (Cuadro 3.6). Considerando la relacion
cercana entre CrylAa y CrylAb, el hallazgo del mismo tipo de interaccion entre sus
combinaciones con Cry2Aa era de esperar. Por otra parte, el efecto antagonista
observado en este estudio para estas combinaciones de proteinas discrepan con lo




61

publicado previamente por Li y Bouwer (2014), quienes observaron solo un efecto
aditivo cuando ensayaron esas combinaciones en H. armigera. Estas diferencias
destacan la importancia del analisis de las interacciones de proteinas insecticidas con
diferentes insectos, en lugar de intentar extrapolar los efectos de una especie a otra. Por
otro lado, al tratar de explicar interacciones antagénicas como las observadas en este
estudio, algunos autores han sugerido que las dos proteinas de la mezcla podrian formar
un complejo que llevaria a su inactivacion (Lemes et al. 2014). Otra explicacion
especulativa seria que ese antagonismo resultaria de la interaccién de ambas proteinas
con la misma proteina de membrana, independientemente de que se unan o no a los
mismos epitopes (Lemes et al. 2014). Se necesita méas trabajo para hallar a qué nivel
estan teniendo lugar las interacciones en C. pomonella e, idealmente, para identificar los
determinantes responsables de tales interacciones.

Finalmente, CrylAa/Crylla y CrylAa/CrylAb presentaron un FS cercano a 1
evidenciando un efecto aditivo entre las mismas. Este tipo de interacciones no se halla
descrito en la literatura para CrylAa/Crylla, por lo que constituiria también el primer
reporte de esta interaccion aditiva en lepidopteros. Contrariamente, la mezcla
CrylAa/CrylAb ha sido ensayada en varias especies de lepidopteros. Se ha observado
que el tipo de interaccion producida para dicha mezcla es variable, pudiendo ser aditiva
sinérgica o antagonica segun el insecto objeto de evaluacion (Gao et al. 2010; Lee et al.
1996; Li y Bouwer 2014; Sauka et al. 2007; Sharma et al. 2010). En principio, se podria
pensar que el tipo de interaccion para esta mezcla se compartiria entre miembros de la
misma familia de lepiddpteros ensayada. CrylAa/CrylAb evidenciaron un efecto
aditivo en los tortricidos C. pomonella y C. aporema ensayados en este estudio (Sauka
et al. 2007). No obstante, cuando se empez0 a analizar las interacciones entre insectos
de diferentes especies pertenecientes a otras familias se observo que no es facil la
generalizacion, y lo evidenciado en tortricidos solo seria un caso puntual. En el caso de
noctuidos, CrylAa/CrylAb evidenciaron un efecto sinérgico en Sesamia inferens W.
(Gao et al. 2010), y un efecto antagonico en H. armigera (Li y Bouwer 2014). En el
caso de ciertos piralidos, se evidenciaron también diferencias en el tipo de interaccion
para CrylAa/CrylAb en Chilo supressalis W. (efecto sinérgico) y Chilo partellus S.
(efecto aditivo) (Gao et al. 2010; Sharma et al. 2010).

Teniendo en consideracion que en este estudio las proteinas CrylAa y CrylAb
fueron las que presentaron mayor virulencia para C. pomonella, se propone el uso de
cualquiera de ellas individualmente para el control optimo de este insecto plaga en
nuestra region, ya sea formando parte de bioinsecticidas de primera generacion o de
organismos genéticamente modificados (por ejemplo, bacterias o plantas) expresando
esas proteinas insecticidas. Asimismo, no se descarta el uso de CrylAb junto a Crylla
debido al buen grado de virulencia y al efecto sinérgico mostrado entre ambas. Sin
embargo, para prevenir el desarrollo potencial de resistencia en C. pomonella,
especialmente por un mecanismo basado en la alteracion del receptor, deberian
realizarse ensayos in vitro entre estas proteinas Cry y vesiculas de membrana del
intestino medio del insecto para descartar si comparten el mismo sitio de unién (Ruiz de
Escudero et al. 2006). Por otro lado, el uso combinado de CrylAa o CrylAb con
Cry2Aa no se recomendaria debido al efecto antagonista que surgié de la interaccion
entre ellas. EI empleo potencial de otras proteinas insecticidas no incluidas en este
estudio tendrian que considerarse, por lo que deberian ser incluidas en estudios futuros
que evallen su actividad insecticida en la poblacion nativa de C. pomonella. Tal seria el
caso de las proteinas CrylDa y Cry9Ca, que han sido reportadas como las mas activas
en una poblacién europea de C. pomonella (Boncheva et al. 2006), y en otros tortricidos
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respectivamente (Ruiz de Escudero et al. 2007; van Frankenhuyzen et al. 1997), y de las
Vip3Aa por su efecto sinérgico junto a ciertas proteinas Cry también en C. pomonella
(Baranek et al. 2017).

= Resumen de los resultados obtenidos en la seccidn 1.

- Se seleccionaron 10 clones recombinantes de B. thuringiensis transformados con
crylAa, crylAb, crylAc, cry2Aay cry2Ab.

- En cultivos completamente esporulados de los clones seleccionados, se detecto la
presencia de estructuras muy pequefias libres (posiblemente cristales) mediante
microscopia optica de contraste de fases.

- El andlisis mediante SDS-PAGE de los pellets de cultivos en caldo de esporulacién
mostré solo en crylAc.pSVP27-4Q7 una banda correspondiente a ca. 130 kDa
(CrylAc) a las 72 y 96 h de incubacion, y sbélo en el caso de los clones
cry2Aa(1).pSVP27-4Q7 y cry2Aa(5).pSVP27-4Q7 una banda de ca. 65 kDa
(Cry2Aa) a las 72 h de incubacion. Estas ltimas no fueron detectables a las 96 h.

- Los clones recombinantes analizados mostraron un nivel de actividad insecticida de
leve a elevado para C. pomonella, reportando mortalidades comprendidas entre el
17,4% vy el 100,0%. La excepcion la constituyeron los clones cry2Ab(1).pSVP27-
4Q7, cry2Ab(4).pSVP27-4Q7 y cry2Ab(6).pSVP27-4Q7, que a pesar de las altas
concentraciones ensayadas, no causaron mortalidad.

- El clon crylAc.pSVP27-4Q7 produjo una leve mortalidad, pero una reduccion muy
significativa en el peso de las larvas (0,00517+0,00125 g) en comparacion con el
clon pSVP27-4Q7 (0,10275%0,00271 g).

- Los clones cry2Aa(1).pSVP27-4Q7, cry2Aa(5).pSVP27-4Q7 y cry2Aa(13).pSVP27-
4Q7 causaron mortalidad en A. aegypti.

- Las concentraciones de proteinas Cry estimadas para cada clon recombinante fue
variable a pesar de que el contexto del huésped para la produccion de las proteinas
insecticidas fue estandarizado (B. thuringiensis 4Q7).

- Las proteinas CrylAa y CrylAb resultaron ser las mas toxicas para C. pomonella
con una CLsg de 6,0 pg/ml y 7,4 pg/ml respectivamente, seguido de la Crylla con
una CLsg de 14,8 pg/ml, y finalmente la Cry2Aa con una CLso de 29,0 pg/ml.

- EI FS calculado para la mezcla de proteinas CrylAb/Crylla mostré un FS mayor que
1, sugiriendo un efecto sinérgico entre ambas proteinas Cry.

- Las mezclas CrylAa/Cry2Aa y CrylAb/Cry2Aa mostraron un SF menor a 1,
sugiriendo un efecto antagonista.

- Las mezclas CrylAa/Crylla y CrylAa/CrylAb presentaron un FS cercano a 1,
evidenciando un efecto aditivo entre las mismas.

Seccién _2: Aislamiento y caracterizacion de nuevos aislados de Bacillus
thuringiensis a partir de larvas vivas y sanas de Carpocapsa.

Durante los Gltimos afios, se han establecido en distintas partes del mundo,
colecciones de B. thuringiensis con el objeto de hallar nuevas cepas productoras de
factores de virulencia que posean mayor poder insecticida o tdxicas para insectos en los
qgue no se han reportado actividad (Bravo et al. 1998; Carozzi et al. 1991; Sauka y
Benintende 2017; Uribe et al. 2003; Wang et al. 2003). Una estrategia comun de
aislamiento incluye muestrear zonas donde conviven los insectos y el cultivo afectado
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con el objeto de obtener B. thuringiensis toxicos para la plaga (Ohba y Aratake 1994).
En estos ambientes es factible encontrar larvas de insectos muertos que pueden
constituir una fuente interesante de aislamientos de B. thuringiensis (Cavados et al.
2001; Konecka et al. 2007; Liu et al. 2014a). No obstante, el aislamiento de B.
thuringiensis a partir de larvas vivas y sanas de insectos no ha sido estudiado. Se
describe en la presente seccion, el aislamiento, y caracterizacion fenotipica y genotipica
de B. thuringiensis, obtenidos de larvas vivas y sanas de Cydia pomonella provenientes
de zonas de produccion.

2.1. Aislamiento, identificacion y caracterizacion preliminar de nuevos Bacillus
thuringiensis.

Se realizaron aislamientos de B. thuringiensis a partir de 32 larvas vivas y sanas
de C. pomonella, provenientes de dos regiones de Argentina libres de la aplicacion de
bioinsecticidas (Cuadro 3.7). Estos aislamientos se realizaron siguiendo el protocolo
descrito previamente (ver item 8.1- “Materiales y métodos”).

Se obtuvieron 8 aislamientos nativos de B. thuringiensis que fueron incorporados
a la “Coleccion de bacterias entomopatogenas” perteneciente al Instituto de
Microbiologia y Zoologia Agricola (IMYZA) - INTA. La presencia de B. thuringiensis
se identific en un 9,4% (3/32) de las larvas estudiadas (Cuadro 3.7). Las larvas a partir
de las cuales se identifico B. thuringiensis brindaron entre 1 y 5 aislamientos, y
compartieron el mismo lugar de procedencia (Cuadro 3.7).

Cuadro 3.7. Procedencia de las larvas de Cydia pomonella analizadas y nimero de
aislamientos nativos de Bacillus thuringiensis obtenidos.

Cadigo de . NUmero de
muestra Procedencia aislamientos
L274 Tunuyén, Mendoza (Finca Hinojosa G. Smith) 0
L275 Tunuyén, Mendoza (Finca Hinojosa G. Smith) 0
L276 Tunuyéan, Mendoza (Finca Hinojosa G. Smith) 5
L277 Tunuyéan, Mendoza (Finca Hinojosa G. Smith) 2
L278 Tunuyén, Mendoza (Finca Hinojosa G. Smith) 0
L279 Tunuyén, Mendoza (Finca Hinojosa G. Smith) 0
L280 Tunuyan, Mendoza (Finca Hinojosa G. Smith) 1
L281 Tunuyan, Mendoza (Finca Hinojosa G. Smith) 0
L282 Tunuyén, Mendoza (Finca Hinojosa G. Smith) 0
L283 Tunuyén, Mendoza (Oasis Centro) 0
L284 Tunuyan, Mendoza (Oasis Centro) 0
L285 Tunuyan, Mendoza (Oasis Centro) 0
L286 Tunuyén, Mendoza (Oasis Centro) 0
L287 Tunuyén, Mendoza (Oasis Centro) 0
L288 Tunuyéan, Mendoza (Oasis Centro) 0
L289 Tunuyéan, Mendoza (Oasis Centro) 0
L290 Tunuyan, Mendoza (Oasis Centro) 0
L291 Tunuyan, Mendoza (Oasis Centro) 0




64

L292 Tunuyén, Mendoza (Oasis Centro)

L294 Alto Valle, Rio Negro (Villa Regina-Chacra Pacenti)
L295 Alto Valle, Rio Negro (Villa Regina-Chacra Pacenti)
L296 Alto Valle, Rio Negro (Villa Regina-Chacra Pacenti)
L297 Alto Valle, Rio Negro (Villa Regina-Chacra Pacenti)
L298 Alto Valle, Rio Negro (Villa Regina-Chacra Pacenti)
L299 Alto Valle, Rio Negro (Villa Regina-Chacra Pacenti)
L300 Alto Valle, Rio Negro (Villa Regina-Chacra Pacenti)
L301 Alto Valle, Rio Negro (Villa Regina-Chacra Pacenti)
L302 Alto Valle, Rio Negro (Villa Regina-Chacra Pacenti)
L303 Alto Valle, Rio Negro (Villa Regina-Chacra Pacenti)
L304 Alto Valle, Rio Negro (Villa Regina-Chacra Pacenti)
L305 Alto Valle, Rio Negro (Villa Regina-Chacra Pacenti)
L306 Alto Valle, Rio Negro (Villa Regina-Chacra Pacenti)

O O OO O O O OO oo o o o

Los aislamientos de B. thuringiensis fueron identificados por la presencia de
cristales parasporales observados bajo microscopio de contraste de fases. La morfologia
de los mismos correspondié en todos los casos a cristales ovoides (Cuadro 3.8),
ubicandose éstos entre las formas detectadas con menor frecuencia en colecciones de B.
thuringiensis de diversas partes del mundo. Los cristales bipiramidales y cibicos son los
que se encuentran representados con mayor frecuencia (Bravo et al. 1998; Mahadeva
Swamy et al. 2013; Uribe et al. 2003), algo similar a lo observado previamente en
aislamientos de nuestro pais (Alvarez et al. 2009; Beron y Salerno 2006; Sauka y
Benintende 2017).

Posteriormente, se llevd a cabo la amplificacién por PCR de un fragmento del gen
16S rRNA utilizando los cebadores K1R y K1F para confirmar la identidad de los
aislamientos de B. thuringiensis (ver item 6.3.3. - “Materiales y Métodos”). Luego de
verificar el tamafio correcto de los amplicones en un gel de agarosa (Fig. 3.8), los
mismos fueron secuenciados. El analisis primario de la similitud entre las secuencias de
los nucleétidos obtenidos (Cuadro 3.8), y los depositados en la base de datos del
GenBank utilizando el analisis BLAST, mostré que los aislamientos pertenecen a los
Firmicutes clase Bacilli de la familia Bacillaceae y estan relacionados con B.
thuringiensis y otros miembros del Grupo Bacillus cereus por presentar un 100% de
similitud.

Cuadro 3.8. Morfologia de los cristales y nimero de acceso a las secuencias parciales
de los genes 16S rRNA de los aislamientos nativos de Bacillus thuringiensis.

Aislamiento  Tipo de cristal Gen 16S rRNA
N° de acceso GenBank
INTA L276-1 Ovoide KR270788
INTA L276-5 Ovoide KR270789
INTA L276-9 Ovoide KR270790
INTA L276-10 Ovoide KR270791
INTA L276-11 Ovoide KR270792
INTA L277-5 Ovoide KR270793
INTA L277-10 Ovoide KR270794
INTA L280-4 Ovoide KR270795
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Fig. 3.8. Electroforesis en gel de agarosa al 1,5% de los amplicones de un fragmento del gen
16S rRNA. Lineas: 1, INTA L276-1; 2, INTA L276-5; 3, INTA L276-9; 4, INTA L276-10; 5,
INTA L276-11; 6, INTA L277-5; 7, INTA L277-10; 8, INTA L280-4. La flecha indica las
bandas que corresponden a 1114 pb. M: marcador de peso molecular 1 Kpb (Inbio Highway).

Finalmente, se analizd el contenido proteico de los cristales de los aislamientos
nativos de B. thuringiensis mediante electroforesis en geles de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) (Fig. 3.9). Esta técnica se empled para
comparar los perfiles de los nuevos aislamientos con los de B. thuringiensis svar.
kurstaki HD-1 y svar. morrisoni tenebrionis DSM2803 utilizadas como referencia.
Ninguno de los aislamientos en estudio present6 un perfil idéntico al de las mismas. Se
observo gue la mayoria de los aislamientos nativos presentaron una banda de ca. 130
kDa (B. thuringiensis INTA L276-1, INTA L276-5, INTA L276-9, INTA L276-10 e
INTA L276-11). Dicha banda también presente en la cepa HD-1, esta asociada a un
cristal de morfologia bipiramidal (Sauka y Benintende 2008). Sin embargo, la presencia
de proteinas de tamafio similar (ca. 130 kDa) en los aislamientos nativos no permitio
relacionarlos directamente con la cepa de referencia, dado que no se observé la
presencia de cristales bipiramidales durante la caracterizaciébn microscopica de los
aislamientos. A su vez, se han reportado B. thuringiensis conteniendo una banda
principal de ca. 130 kDa y cristales ovoides asociados a proteinas Cry8 o Cry9 con
toxicidad para lepiddpteros y coleopteros, o solo lepiddpteros respectivamente (Amadio
et al. 2013; Sauka y Benintende 2017; Wasano y Ohba 1998). Los ensayos bioldgicos
de toxicidad con larvas de estos tipos de insectos seran claves para determinar si la
mencionada asociacion se cumple en estos nuevos aislamientos.

Por otra parte, se observo que otros aislamientos presentaron bandas atipicas de
ca. 180 kDa y otras bandas menores (B. thuringiensis INTA L277-5, INTA L277-10 e
INTA L280-4). Este tamafio de banda no pudo asociarse con morfologias de cristales
producidos por otras cepas conocidas con toxicidad para lepidopteros, coledpteros o
dipteros (Carroll et al. 1989; Ibarra et al. 2003; Sauka y Benintende 2008). No obstante,
estos aislamientos mostraron gran similitud con la cepa india B. thuringiensis LDC-391
reportada previamente (Poornima et al. 2010). La misma presentd cristales ovoides
pequefios, bandas de 180, 85, 75 y 28 kDa en el SDS-PAGE, que no resultaron tdxicos
para lepidopteros ni dipteros.
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Fig. 3.9. Perfiles proteicos de los cristales de aislamientos nativos y cepas de referencia de
Bacillus thuringiensis. Lineas: 1, svar. morrisoni cepa tenebrionis DSM2803; 2 y 8, svar.
kurstaki HD-1; 3, INTA L276-1; 4, INTA L276-5; 5, INTA L276-9; 6, INTA L276-10; 7, INTA
L276-11; 9, INTA L277-5; 10, INTA L277-10; 11, INTA L280-4. Las flechas indican las
bandas que corresponden a 67 kDa (linea 1), 130 y 65 kDa (lineas 2 y 8) respectivamente. M:
marcador de peso molecular “Broad Range Protein Molecular Weight Markers” (Promega).

2.1.1. Deteccion de genes de toxinas insecticidas Cry y Vip mediante
amplificacion genica.

Se procedi6 a identificar la identidad de genes de toxinas insecticidas presentes
en los nuevos aislamientos de B. thuringiensis mediante amplificacion génica (PCR) y
variantes (ver item 6.3 - “Materiales y métodos”). Por un lado, se procedio a la
deteccion de genes cryl, cry2 y vip3A asociados a proteinas toxicas principalmente para
insectos del Orden Lepidoptera. Se empled la cepa B. thuringiensis svar. kurstaki HD-1
como referencia. Ninguno de los 8 aislamientos obtenidos en el presente estudio
amplifico fragmentos de DNA correspondientes a los genes buscados (Fig. 3.10).

En los aislamientos nativos nuevos, se procedié también a la deteccion de genes
cry3, cry8, cry23, cry37, vipl y vip2 que codifican proteinas toxicas principalmente para
coledpteros. Las cepas B. thuringiensis svar. morrisoni cepa tenebrionis DSM2803 e
INTA Fr7-4 se emplearon como referencias. Se obtuvo ausencia de amplificaciones
para los genes cry3, cry23, cry37, vipl y vip2, mientras que en 5 aislamientos se detectd
la presencia de una banda de ca. 930 pb, correspondiente al gen cry8 (Fig. 3.11y 3.12).

Para finalizar, se procedié a la deteccion de los genes cry4, cytl y cyt2
codificantes de proteinas toxicas para mosquitos. Se empled la cepa B. thuringiensis
svar. israelensis HD-567 como referencia. Al igual que en otros de los casos anteriores,
se observo que los aislamientos nativos de B. thuringiensis en estudio resultaron
negativos para las reacciones de amplificacion (Fig. 3.13).
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Fig. 3.10. Amplificacion génica de cryl (A) y cry2 (B). Lineas: 1, INTA L276-1; 2, INTA
L276-5; 3, INTA L276-9; 4, svar. kurstaki HD-1; 5, INTA L276-10; 6, INTA L276-11; 7, INTA
L277-5; 8, INTA L277-10; 9, INTA L280-4. Amplificacién génica de vip3A (C). Lineas: 1,
svar. kurstaki HD-1; 2, INTA L276-1; 3, INTA L276-5; 4, INTA L276-9; 5, INTA L276-10; 6,
INTA L276-11; 7, INTA L277-5; 8, INTA L277-10; 9, INTA L280-4. Las flechas indican las
bandas que corresponden a ca. 1500 pb (A 'y B), y 608 pb (C). M: marcador de peso molecular 1
Kpb (Inbio Highway).
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Fig. 3. 11. Amplificacion génica de cry3 (A), cry8 (B), cry23 (C) y cry37 (D). Lineas: 1, svar.
morrisoni cepa tenebrionis DSM2803 (A, Cy D) o INTA Fr7-4 (B); 2, INTA L276-1; 3, INTA
L276-5; 4, INTA L276-9; 5, INTA L276-10; 6, INTA L276-11; 7, INTA L277-5; 8, INTA
L277-10; 9, INTA L280-4. Las flechas indican las bandas que corresponden a 850 pb (A), ca.
930 pb (B), 702 pb (C) y 330 pb (D). M: marcador de peso molecular 1Kpb (Inbio Highway) (A
y B) y 100 pb (Inbio Highway) (C y D).
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Fig. 3.12. Amplificacién génica de vipl (A) y vip2 (B). Lineas: 1, INTA L276-1; 2, INTA
L276-5; 3, INTA L276-9; 4, INTA L276-10; 5, INTA L276-11; 6, INTA L277-5; 7, INTA
L277-10; 8, INTA L280-4; 9, svar. morrisoni cepa tenebrionis DSM2803. Las flechas indican

las bandas que corresponden a 530 pb (A) y 826 pb (B). M: marcador de peso molecular 100 pb
(Inbio Highway).
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Fig. 3.13. Amplificacion génica de cry4 (A). Lineas: 1, svar. israelensis HD-567; 2, INTA
L276-1; 3, INTA L276-5; 4, INTA L276-9; 5, INTA L276-10; 6, INTA L276-11; 7, INTA
L277-5; 8, INTA L277-10; 9, INTA L280-4. Amplificacion génica de cytl (B) y cyt2 (C).
Lineas: 1, INTA L276-1; 2, INTA L276-5; 3, INTA L276-9; 4, INTA L276-10; 5, INTA L276-
11; 6, INTA L277-5; 7, INTA L277-10; 8, INTA L280-4; 9, svar. israelensis HD-567. Las
flechas indican las bandas que corresponden a 250 y 194 pb respectivamente (A), 470 pb (B), y
340 pb (C). M: marcador de peso molecular 100 pb (Inbio Highway).

C

La ausencia de amplificaciones con cebadores generales y especificos para la
deteccion de los genes de toxinas insecticidas buscados, con excepcion de algunos
aislamientos para cry8, sugiere la ausencia de dichos genes en los aislamientos
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analizados. Los cebadores utilizados en esta etapa, reconocen solo secuencias idénticas
a la de genes reportados o con ligeras sustituciones. Por ello, variantes de los genes de
toxinas insecticidas estudiados posiblemente no serian detectadas. Asimismo, se estudio
solamente la presencia de los grupos de genes de toxinas insecticidas que se detectan
con mayor frecuencia en B. thuringiensis y que codifican proteinas con toxicidad
considerable para insectos de los 6rdenes Lepidoptera, Coleoptera y Diptera. Reparando
en el conocimiento de que existen actualmente 75 grupos de genes cry, 3 de cyt y 4 de
vip reportados (Crickmore et al. 2018), es probable que estos aislamientos puedan ser
portadores de genes de toxinas insecticidas no buscados durante este trabajo.

La deteccion de genes cry8 en los aislamientos INTA L276-1, INTA L276-5,
INTA L276-9, INTA L276-10 e INTA L276-1 fue consistente, como era de esperar, con
la produccién de cristales ovoides y una banda de ca. 130 kDa en el SDS-PAGE
(Amadio et al. 2013; Sauka y Benintende 2017; Wasano et al. 1998).

2.1.2. Deteccion de genes que codifican otros metabolitos insecticidas o
mejoradores de la actividad insecticida.

Se procedidé a la deteccion de los genes thuE y zmaA que forman parte de los
operones responsables de codificar la p-exotoxina de tipo | y zwittermicina A
respectivamente. Las cepas B. thuringiensis svar. thuringiensis HD-2 y svar. indiana
HD-521 se utilizaron como referencias. Se observd nuevamente en estos casos, que los
aislamientos nativos de B. thuringiensis en estudio resultaron negativos para las
correspondientes reacciones de amplificacion (Fig. 3.14). Estos resultados sugieren que
estos aislamientos no serian productores de ninguno de los dos metabolitos
mencionados.

M123 4546 789

M1 2 3 45673859

S04 8

Fig. 3.14. Amplificacion génica de thuE (A y B) y zmaA (C). Lineas: 1, svar. thuringiensis HD-
2 (A'y B) y svar. indiana HD-521 (C); 2, INTA L276-1; 3, INTA L276-5; 4, INTA L276-9; 5,
INTA L276-10; 6, INTA L276-11; 7, INTA L277-5; 8, INTA L277-10; 9, INTA L280-4. Las
flechas indican las bandas que corresponden a 385 (A), 406 pb (B), y 602 y 700 pb (C). M:
marcador de peso molecular 100 pb (Inbio Highway).

2.2. Andlisis de aislamientos nativos de Bacillus thuringiensis mediante Rep-PCR.

La clasificacion de B. thuringiensis en 84 serovares es posible gracias a la
serologia del antigeno flagelar (H) (de Barjac y Franchon 1990; Xu y Cdéte 2006). Si
bien constituye un método fiable, especifico y sensible, presenta el inconveniente de que
se necesita un gran nimero de anticuerpos para su implementacion. Por ello, se
describieron métodos alternativos de tipificacion para aislamientos de B. thuringiensis,



70

casi todos basados en herramientas de biologia molecular, con el objetivo de encontrar
técnicas sustitutas mas simples a la serotipificacion flagelar que puedan mantener cierta
correlacion con esta ultima (Gaviria Rivera y Priest 2003; Reyes-Ramirez e lbarra
2005). Dentro de estas técnicas, el andlisis mediante Rep-PCR permitid establecer
exitosamente una relacion entre el serovar al que pertenece la cepa de B. thuringiensis
en estudio y el patron electroforético obtenido (Reyes-Ramirez e Ibarra 2005).

Para esta parte del trabajo se utilizaron los 8 aislamientos nativos de B.
thuringiensis obtenidos. Ademés, se incluyeron las cepas lepidoptericidas B.
thuringiensis svar. kurstaki HD-1, svar. thuringiensis HD-2 y svar. aizawai HD-137, las
diptericidas svar. israelensis IPS-82, svar. israelensis HD-567, y la coleoptericida svar.
morrisoni tenebrionis DSM2803 como cepas de referencia.

Se identificaron dos perfiles electroforéticos distintivos como resultado del analisis
de estos aislamientos empleando Rep-PCR (Fig. 3.15). Ninguno de estos dos fue
idéntico al de alguna de las cepas de referencia. Esto nos sugirié que estos aislamientos
no pertenecerian a ninguno de los serovares analizados, de acuerdo con las conclusiones
extraidas durante el desarrollo de esta técnica (Reyes-Ramirez e Ibarra 2005). El perfil
de uno de estos grupos se asemejé al de la cepa coleoptericida B. thuringiensis svar.
morrisoni tenebrionis DSM2803 utilizada como referencia.

Los aislamientos INTA L276-1, INTA L276-5, INTA L276-9, INTA L276-10,
INTA L276-11 por un lado, e INTA L277-5, INTA L277-10, INTA L280-4 por otro,
presentaron perfiles electroforéticos idénticos entre si. Aquellos aislamientos que
provenian de la misma muestra, que poseen los mismos genes codificantes de toxinas
insecticidas y que demostraron un perfil electroforético idéntico podrian considerarse
“gemelos”, ya que serian clones de la misma bacteria.
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Fig. 3.15. Perfiles electroforéticos (A) y representacion esquematica (B) de cepas de
referencia y de los aislamientos nativos obtenidos mediante Rep-PCR. Lineas: 1, svar.
kurstaki HD-1; 2, svar. thuringiensis HD-2; 3, svar. israelensis IPS82; 4, svar. israelensis
HD-567; 5, svar. aizawai HD-137; 6, svar. morrisoni cepa tenebrionis DSM2803; 7, INTA
L276-1; 8, INTA L276-5; 9, INTA L276-9; 10, INTA L276-10; 11, INTA L276-11; 12,
INTA L277-5; 13, INTA L277-10; 14, INTA L280-4. M: marcador de peso molecular 1 kb
(Inbio Highway).
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La diversidad de los perfiles electroforéticos de Rep-PCR observados sugirié una
variabilidad genética baja entre los aislamientos de B. thuringiensis obtenidos de estos
muestreos puntuales. Esta observacion coincide con reportes previos sobre la diversidad
de esta bacteria entomopatégena en Argentina que indicaban una baja diversidad en
ellos (Basile 2008; Sauka et al, 2011; Sauka y Benintende 2017). Sin embargo, esto esta
en contraposicion a lo representado en otras colecciones de B. thuringiensis de otros
lugares del mundo donde se ha reportado una diversidad genética importante (Cherif et
al, 2007; Reyes-Ramirez e Ibarra 2005; Zothansanga et al. 2016; Wang et al, 2003).

2.3. Andlisis filogenético.

Para analizar las relaciones genéticas entre las distintas bacterias estudiadas, se
confeccion6 una matriz binaria basada en 18 bandas polimorficas identificadas a partir
de los perfiles electroforéticos obtenidos por Rep-PCR comprendidas entre 0,25 y 4,0
kb de peso (Fig. 3.15). A partir de esta matriz, se llevd a cabo el correspondiente
analisis de clusters por el método UPGMA, el cual brindé un Gnico dendrograma (Fig.
3.16).

svar. kurstaki HD-1
svar. aizawai HD-137
INTA L277-5 BTl
INTA L277-10 Linaje I

‘ INTA L280-4
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——————————— svar. jnoiTisoni tenebrionis DSM2803
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BT2
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Fig. 3.16. Dendrograma estimado de los perfiles electroforéticos de Rep-PCR generados a

partir de aislamientos nativos y cepas de referencia de Bacillus thuringiensis, utilizando el
coeficiente de Jaccard y el método UPGMA.

En el dendrograma se evidenciaron tres grupos (BT1, BT2 y BT3). Del mismo
modo, dentro de estos grupos se diferenciaron dos linajes principales establecidos en
base a un minimo del 75% de similitud. En el linaje | se incluyeron aislamientos nativos
procedentes de dos larvas distintas de Mendoza. Los aislamientos INTA L277-5, INTA
L277-10 e INTA L280-4 compartieron el mismo perfil electroforético, lo que se reflejo
en un coeficiente de Jaccard de 1. En el linaje Il, los aislamientos obtenidos de la
muestra L276, también de Mendoza, y la cepa DSM2803 mostraron una similitud
superior al 80%.

Se pudo notar en este estudio relaciones de parentesco entre los aislamientos
nativos y ciertas cepas de B. thuringiensis empleadas como referencia y que se
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caracterizan por una actividad toxica especifica para un determinado Orden de insectos.
Esto se deduce del agrupamiento de ciertos aislamientos entorno a las cepas B.
thuringiensis svar. kurstaki HD-1 y svar. aizawai HD-137 toxicas para lepiddpteros en
el grupo BT1 y a B. thuringiensis svar. morrisoni tenebrionis DSM2803 tdxica para
coleopteros en el grupo BT2 (Linaje II).

Si bien no se detectd la presencia de genes de toxinas insecticidas o de genes
codificantes de otros factores de virulencia conocidos en los aislamientos INTA L277-5,
INTA L277-10 e INTA L280-4, sugiriendo que no serian toxicos para lepiddpteros,
coleopteros o dipteros, no se debe descartar categoricamente la carencia de actividad
insecticida de los mismos. Para avalar o descartar esta hipotesis seria necesario realizar
ensayos bioldgicos de toxicidad donde se enfrenten los aislamientos en estudio y larvas
de insectos pertenecientes a los Ordenes mencionados. Como se mencioné parrafos
arriba (ver seccion 2.1.1. “Resultados y discusion™), podrian existir variantes no
detectadas de los genes insecticidas analizados que podrian codificar proteinas con una
actividad insecticida especifica.

2.4. Evaluacion de la actividad toxica de los aislamientos nativos obtenidos para
larvas de distintos 6rdenes de insectos.

Se realiz6 la evaluacion toxicoldgica de suspensiones de pellet seco y molido de
los 8 aislamientos de B. thuringiensis obtenidos mediante bioensayos ‘“burdos”
utilizando larvas de lepidépteros (C. pomonella) y dipteros (A. aegypti) (Cuadro 3.8).
También se evaluaron los cultivos completos mediante el mismo tipo de bioensayos
utilizando larvas de coledpteros (Alphitobius diaperinus) (Cuadro 3.9). B. thuringiensis
svar. kurstaki HD-1, svar. morrisoni tenebrionis DSM2803 y svar. israelensis HD-567
se emplearon como controles positivo (Cuadro 3.9).

Cuadro 3.9. Toxicidad de los aislamientos nativos obtenidos y cepas de referencia para
larvas de distintos 6rdenes de insectos.

Aislamiento/Cepa de Mortalidad (%)' Mortalidad (%) Mortalidad (%)

B. thuringiensis C. pomonella A. diaperinus A. aegypti
INTA L276-1 2,1+2 94 8,3+59 4 0,0+0,0
INTA L276-5 424594 18,8+2,94 0,0+0,0
INTA L276-9 10,4+8,8% 4,2+40,0° 0,0+0,0
INTA L276-10 6,2+2,94 12,5+0,04 0,0+0,0
INTA L276-11 2,1+2 94 8,3+0,04 0,0+0,0
INTA L277-5 4,240,04 424594 0,0+0,0
INTA L277-10 2,1+2 94 2,1+2 94 0,0+0,0
INTA L280-4 0,0+0,0% 8,3+0,04 0,0+0,0

svar. kurstaki HD-1 66,7+5,9°5 ND? ND
svar. morrisoni ND 41,7+11,8° ND
tenebrionis DSM2803
svar. israelensis HD-567 ND ND 100+0,0

"Media + DE. Valores de la media con distinta letra presentan diferencias significativas de
acuerdo al Test de Tukey (p < 0,001). 2ND, no determinado.
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Ninguno de los aislamientos nativos resulto significativamente toxico para C.
pomonella ni A. diaperinus. Mostraron un nivel de actividad insecticida nulo a leve,
reportando mortalidades comprendidas entre el 0,0% y el 10,4% para C. pomonella y
entre el 2,1% vy el 18,8% para A. diaperinus. La baja o nula toxicidad para C. pomonella
era esperable, ya que los aislamientos provinieron de larvas vivas y sanas de la misma
especie donde se evalud su patogenicidad. Se podria hipotetizar que estos B.
thuringiensis se encontraban en las larvas de donde se aislaron como saprofitos, y
Ilegaron a ellas por estar en contacto con sus esporas libres o contenidas en su alimento
habitual. Por otro lado, la baja toxicidad para A. diaperinus se pudo correlacionar
claramente en los aislamientos obtenidos de la muestra L276 con la presencia de un
cristal ovoide asociado a una proteina de ca. 130 kDa y genes cry8. Por otra parte,
ninguno de los aislamientos tampoco produjo mortalidad, ni ningun efecto visible, sobre
larvas de A. aegypti. Teniendo en cuenta que en los aislamientos no se detectaron genes
de toxinas insecticidas asociadas con actividad diptericida, era de esperar que los
mismos no sean activos.

Las proteinas Cry8 se han descripto como toxicas para coledpteros, por ejemplo
para Anthonomus grandis B. (Navas et al. 2014), y principalmente para ciertos
miembros de la familia Scarabaeidae (Asano et al. 2003; Shu et al. 2009), y para
algunos lepiddpteros como Anticarsia gemmatalis (Amadio et al. 2013). Por ello, los
aislamientos INTA L276-1, INTA L276-5, INTA L276-9, INTA L276-10, INTA L276-
11 podrian ser toxicos para otras especies de coledpteros que no han sido ain evaluadas
(por ejemplo, especies de escarabeidos). Sin embargo, para descartar o confirmar una
actividad toxica importante por parte de estos aislamientos nativos nuevos, seria
necesario realizar nuevos ensayos bioldgicos de toxicidad donde se enfrenten los
mismos Y larvas de insectos pertenecientes a otras especies de los 6rdenes estudiados,
incluso larvas de otros Filo como el Nematoda.

Para finalizar, la estrategia de aislamiento empleada result6 Gtil para la obtencion
de nuevos aislamientos de B. thuringiensis a partir de larvas vivas y sanas de C.
pomonella provenientes de zonas de produccion.

= Resumen de los resultados obtenidos en la seccién 2.

- La presencia de B. thuringiensis se identificd en un 9,4% (3/32) de las larvas vivas y
sanas de C. pomonella, provenientes de dos regiones de Argentina libres de la
aplicacién de bioinsecticidas estudiadas.

- Las larvas a partir de las cuales se identifico B. thuringiensis brindaron entre 1y 5
aislamientos, y compartieron el mismo lugar de procedencia

- Se obtuvieron 8 aislamientos que fueron identificados por la presencia de cristales
parasporales y analisis de un fragmento del gen 16S rRNA.

- Se individualizaron cristales ovoides mediante microscopia de contraste de fases en
todos ellos.

- El andlisis de los cristales mediante SDS-PAGE brind6 la existencia de una banda
principal de ca. 130 kDa en B. thuringiensis INTA L276-1, INTA L276-5, INTA
L276-9, INTA L276-10 e INTA L276-11, mientras que una de ca. 180 kDa vy otras
bandas menores en B. thuringiensis INTA L277-5, INTA L277-10 e INTA L280-4.

- Se obtuvo ausencia de amplificaciones para los genes de toxinas insecticidas
estudiados en todos los aislamientos, a excepcion de los genes cry8 que fueron
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identificados en los aislamientos INTA L276-1; INTA L276-5; INTA L276-9; INTA
L276-10 e INTA 276-11.

- Los aislamientos INTA L276-1, INTA L276-5, INTA L276-9, INTA L276-10,
INTA L276-11 por un lado, e INTA L277-5, INTA L277-10, INTA L280-4 por otro,
presentaron perfiles electroforéticos idénticos entre si.

- Ninguno de los aislamientos nativos resultd significativamente toxico para C.
pomonella ni A. diaperinus.

- Ninguno de los aislamientos produjo mortalidad, ni ningin efecto visible, sobre
larvas de A. aegypti.

Seccién 3: Seleccion de una cepa con alta actividad hacia larvas de Cydia
pomonella analisis de los componentes de un medio de cultivo liquido que
influyen en la produccién de proteinas insecticidas de Bacillus thuringiensis.

La importancia que presenta investigar cepas nativas de B. thuringiensis, radica en
que son propias del ecosistema argentino, cosa que no acontece al utilizar cepas
exoticas para el control de insectos plaga, ya que las mismas responden a condiciones
existentes en el medioambiente del que fueron aisladas. Por ende, era de esperar que
este estudio permitiese la seleccion de cepas nativas con cualidades destacadas desde el
punto de vista de los bioinsecticidas.

Se realiz6 un estudio de tamizaje empleando la biomasa, compuesta por el pellet
seco y molido mencionado anteriormente, de cepas nativas y exoticas de B.
thuringiensis en basqueda de aquellas patogenas para larvas de C. pomonella. Una vez
seleccionadas las cepas mas tdxicas, las mismas se caracterizaron fenotipica y
genotipicamente. A continuacion, se establecio la virulencia a través de la estimacion de
la concentracion letal media (CLs). También se evalu6 como influyen la solubilizacion
y tripsinizacion in vitro de los cristales en la virulencia de ciertas cepas.

Por Gltimo se selecciond un medio de cultivo liquido para la produccién de una de
las cepas en particular con el objeto de lograr una mayor biomasa activa. Esto resulta de
importancia para el desarrollo futuro de un bioinsecticida.

3.1. Tamizaje de cepas toxicas para larvas de Cydia pomonella.

Se determind la patogenicidad de 73 cepas nativas y 12 cepas exoéticas (detalladas
en los cuadros 2.1 y 2.2 - “Materiales y métodos”) de B. thuringiensis mediante
bioensayos “burdos” utilizando una concentracion final de biomasa (mezcla de esporas
y cristales) de 5 pug/ml de dieta utilizando larvas neonatas de C. pomonella (Cuadro 3.10
y 3.11). Las 85 cepas en total evaluadas demostraron un nivel variable de toxicidad
frente a dicha plaga. Se registraron mortalidades comprendidas de 0% a 95,8% y de
10,4% a 83,0% en las cepas nativas y exdticas de B. thuringiensis respectivamente.
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Cuadro 3.10. Actividad toxica de cepas nativas de Bacillus thuringiensis para larvas de
Cydia pomonella.

Cepa de B. Mortalidad" Cepa de B. Mortalidad
thuringiensis (%) thuringiensis (%)
INTA 3-1 70,8+0,0 INTA Mo023-2 79,2+5,9
INTA 7-3 81,3+8,8 INTA Mo026-1 75,0+5,9
INTA 77-10 0,0+0,0 INTA Mo27-1 70,8+11,8
INTA 78-2 66,7+5,9 INTA Mo28-4 85,4+20,6
INTA 79-37 83,3+0,0 INTA Mo029-1 81,2+2,9
INTA 79-38 29,2459 INTA H1-1 77,1+8,8
INTA Ep-2 90,7+0,0 INTA H1-2 75,0+11,8
INTA Fo3-2 79,2+5,9 INTA H2-5 77,1+2,9
INTA Fr7-4 6,2+2,9 INTA H2-12 54,4+6,2
INTA L1-2 79,2+11,8 INTA H3-2 79,2+5,9
INTA L2-1 43,7£2,9 INTA H3-3 58,3+11.8
INTA L14-2 81,3+8,8 INTA H3-5 66,7+0,0
INTA L93-3 93,8+2,9 INTA H4-1 77,1147
INTA 50-4 6,2+2,9 INTA H4-3 68,7+2,9
INTA 54-8 95,8+0,0 INTA H5-2 89,6+8,8
INTA 56-4 27,129 INTA H5-5 77,1+8,8
INTA Mol-7 95,8+5,9 INTA H6-3 77,1+2,9
INTA Mol-10 64,6+2,9 INTA H7-3 3,1£1,2
INTA Mol-12 41,7+0,0 INTA H11-4 89,6+8,8
INTA Mo4-6 10,4+2,9 INTA H12-5 95,8+5,9
INTA Mo5-8 91,7+0,0 INTA H13-5 16,7+£11,8
INTA Mo8-1 77,1+8,8 INTA H14-1 93,6+2,9
INTA Mo8-2 85,4+8,8 INTA H17-5 70,8+0,0
INTA Mo09-1 89,6+8,8 INTA H22-2 81,2+20,6
INTA Mo09-5 16,7+5,9 INTA H42-1 89,6+2,9
INTA Mol4-1 87,5+11,8 INTA H45-4 75,0+5,9
INTA Mol4-2 68,7+2,9 INTA H46-12 68,8+8,8
INTA Mo14-3 75,0177 INTA H46-18 91,7+0,0
INTA Mo15-2 77,1+8,8 INTA H47-2 83,3+0,0
INTA Mol7-1 68,7+2,9 INTA H48-5 75,0+11,8
INTA Mo22-4 79,2+5,9 INTA H48-6 60,4+14,7
INTA TA1-11 75,0+0,0 INTA H48-8 93,6+2,9
INTA TA1-13 81,3+8,8 INTA H48-34 75,0£5,9
INTA TA20-6 64,6+14,7 INTA Pol49-6 87,5+5,9
INTA TA21-2 50,0+0,0 INTA VO3 85,4+2,9
INTA TA24-2 87,5+5,9
INTA TA24-6 6,3+8,8
INTA TA24-10 64,6+20,6
"Media + DE.

Se obtuvieron 9 cepas nativas y 4 exdticas que demostraron una mortalidad menor
al 30%, 3y 6 entre 30 y 50%, y 61 y 2 mayor al 50%.

Los datos de mortalidad obtenidos en este estudio para cepas nativas de B.
thuringiensis revelan un elevado poder patogénico de las mismas contra la Carpocapsa.
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Las cinco cepas nativas que resultaron ser las mas toxicas para C. pomonella fueron B.
thuringiensis INTA H12-5, INTA Mo1-7, INTA 54-8, INTA L93-3, e INTA H42-1, con
mortalidades del 95,8%, 95,8%, 95,8%, 93,7% y 89,6% respectivamente (Cuadro 3.10).
Las mismas fueron seleccionadas para estudios posteriores.

Cuadro 3.11. Actividad tdéxica de cepas exoticas de Bacillus thuringiensis para larvas
de Cydia pomonella.

Cepa de B. Mortalidad” Cepa de B. Mortalidad”
thuringiensis (%) thuringiensis (%)

aizawai HD-137 54,2+0,0 kurstaki HD-73 43,5+0,0
entomocidus HD-110 43,7£2,9 morrisoni tenebrionis

DSM2803 10,4+8,9
galleriae T0O5001 50,0+0,0 thompsoni HD-542 43,8+8,8
israelensis 1PS-82 10,4+2,9 thuringiensis HD-2 41,7459
kumamotoensis HD-867 16,7+0,0 tochigiensis HD-868 10,4+2,9
kurstaki HD-1 83,0+5,9 tolworthi HD-125 50,0+5,9
'Media + DE.

Ninguna de las cepas exdticas de B. thuringiensis resultd mas toxica en este
estudio de tamizaje que las cinco cepas nativas seleccionadas. La cepa exotica HD-1
perteneciente al serovar kurstaki result6 la mas toxica (Cuadro 3.11).

Contrariamente a lo observado en esta tesis (Cuadro 3.11), Andermatt et al.
(1998) observaron que B. thuringiensis svar. kurstaki HD-73 result6 2 veces més toxica
para C. pomonella que HD-1. Como fue discutido en el item 1.2.1, esta disparidad
podria también ser debida principalmente a diferencias genéticas entre las poblaciones
de insectos plaga que se comparan (en este caso la Carpocapsa argentina respecto a una
poblacion europea), que determinan cambios en la susceptibilidad a distintas proteinas
insecticidas (Monnerat et al. 2006, Tabashnik et al. 1997). No obstante, es sabido que
HD-73 presenta Unicamente el gen crylAc (Wilks et al. 1998), mientras que svar.
kurstaki HD-1 los genes crylAa, crylAb, crylAc, crylla, cry2Aa, cry2Ab y vip3Aa
(Zhu et al. 2015). Como se vi6 en el cuadro 3.3, la proteina CrylAc mostrd una baja
actividad insecticida, y a su vez, significativamente mas baja que CrylAa, CrylAb,
Cryllay Cry2Aa en las condiciones ensayadas. Por lo tanto, las diferencias observadas
durante este estudio entre los porcentajes de mortalidad de HD-73 y HD-1 no resultarian
ilogicas. De igual modo, la baja actividad insecticida de CrylAc se correlacioné con
este mismo nivel de actividad insecticida presentado por la cepa nativa INTA TA24-6
(Cuadro 3.10). Esta cepa se caracterizd por portar los genes crylAc y cry2Ab, de los
cuales, este ultimo es criptico (Sauka et al. 2010).

Algunos investigadores han indicado la eficacia de un producto que contiene una
cepa de B. thuringiensis svar. aizawai como ingrediente activo para el control de la
Carpocapsa (Cichdn et al. 2013). Aunque desconocemos la cepa de ese serovar utilizada
para la elaboracion de tal bioinsecticida, pero considerando que HD-1 (svar. kurstaki)
resultd mas toxico que la cepa HD-137 (svar. aizawai), podriamos pensar en la
posibilidad de que el control de C. pomonella con B. thuringiensis podria ser mejorado.
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3.2. 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 C. pomonella se presentan en el cuadro 3.12.

Cuadro 3.12. Principales caracteristicas fenotipicas y genotipicas de las cepas nativas
mas toxicas.

Morfologia de  Perfil proteico

Cepa Perfil de genes cry y vip

cristales (kDa)

INTA L93-3 bipiramidal y ca. 130y 65  crylAa, crylAb, crylAc, crylla,
cabico cry2Aa, cry2Ab y vip3Aa

INTA Mol-7 bipiramidal y ca. 130y 65 crylAa, crylAb, crylAc, crylla,
cubico cry2Aa, cry2Ab y vip3Aa

INTA 54-8 bipiramidal y ca. 130y 65  crylAa, crylAc, crylla, cry2Aa,

cabico cry2Ab y vip3Aa

INTA H12-5 bipiramidal y ca. 130y 65 crylAa, crylAc, crylla, cry2Aa,
cubico cry2Ab y vip3Aa

INTA H42-1 bipiramidal y ca. 130y 65  crylAa, crylAb, crylAcy cry2Aa
cubico

Bacillus thuringiensis INTA H12-5, INTA L93-3, INTA 54-8, INTA H42-1 e
INTA Mol-7 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. 3.17A), pero distintos perfiles de
genes de toxinas insecticidas (Sauka y Benintende 2017). Estas cepas producen cristales
bipiramidales y cubicos y proteinas principales de ca. 130 y 65 kDa, consistentes con la
presencia de genes cryl y cry2 (Sauka y Benintende 2008). En cuanto a genes de
toxinas insecticidas (Cuadro 3.12), INTA L93-3 e INTA Mol-7 por un lado, e INTA
54-8 e INTA H12-5 por otro, presentaron perfiles similares que difirieron en solo un
gen respectivamente. La cepa nativa INTA H42-1 difirié de los anteriores y presenta un
perfil atipico que, de acuerdo a nuestro conocimiento, no se ha observado en otra cepa
de B. thuringiensis publicada (Sauka y Benintende 2017).

Todas estas caracteristicas de las cepas tdxicas para la Carpocapsa se asemejan
bien a caracteres de cepas de B. thuringiensis claramente establecidas como
lepidoptericidas (Sauka y Benintende 2008). Asimismo, esta afirmacién se ve
fortalecida en que estas cepas mostraron perfiles electroforéticos de Rep-PCR idénticos
a la cepa HD-1 utilizada como referencia (Fig. 3.17B), lo que sugirié ademas, 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). En forma complementaria, se realizd un dendrograma que confirma estos
resultados (Fig. 3.18).

Bacillus thuringiensis svar. kurstaki HD-1 es la cepa mas utilizada como
ingrediente activo de insecticidas biolégicos para el control de insectos lepidopteros que
afectan la agricultura y la actividad forestal (Sauka y Benintende 2008). Esta cepa
presenta los genes crylAa, crylAb, crylAc, crylla, cry2Aa, cry2Ab y vip3Aa (Zhu et al.
2015), un perfil génico idéntico, o practicamente idéntico, al de las cinco cepas nativas
(Cuadro 3.12). Se destaca en INTA H42-1 un perfil de genes de toxinas insecticidas
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caracteristico y distintivo al de otras cepas descriptas hasta ahora (Sauka y Benintende,
2017). Carece de los genes crylla, cry2Ab y vip3Aa, los cuales se hallan fuertemente
ligados genéticamente a genes crylA y cry2Aa (Sauka y Benintende 2017). Cuando se
determind el perfil de plasmidos, se obtuvieron los siguientes resultados: INTA 54-8 e
INTA H12-5 por un lado e INTA L93-3, INTA Mo1-7 e INTA H42-1 presentaron los
mismos perfiles plasmidicos respectivamente (Fig. 3.17D). En términos generales
ninguna cepa seleccionada se diferencio del perfil de HD-1 (Fig. 3.17D).

1234567M

pb

10000
8000

6000
3000
bad 3000
2500
2000

1500

al 1000
750

500
250

123456 78 9M 1. 2.8 4 56 78 9 M

pb

3000
2500

2000

TSI e e — | 2000

—_—— — e e o e | 1000
750

250

Fig. 3.17. Caracterizacion de cepas nativas de Bacillus thuringiensis seleccionadas. (A):
Analisis electroforético de las proteinas que forman los cristales. Lineas: 1, INTA H12-5; 2,
INTA L93-3; 3, INTA 54-8; 4, INTA H42-1; 5, INTA Mol-7; 6, svar. kurstaki HD-1, 7; svar.
aizawai HD-137; M: marcador de peso molecular “Broad Range Protein Molecular Weight
Markers” (kDa) (Promega). (B): Perfil electroforético obtenido mediante Rep-PCR y (C):
Representacion esquematica; Lineas: 1, svar. kurstaki HD-1; 2, svar. aizawai HD-133; 3, svar.
israelensis HD-567; 4, svar. morrisoni cepa tenebrionis DSM2803; 5, INTA L93-3; 6, INTA
Mol-7; 7, INTA H12-5; 8, INTA 54-8; 9, INTA H42-1. (D): Perfiles de plasmidos. Lineas: 1,
svar. aizawai HD-137; 2, svar. kurstaki HD-1; 3, INTA H42-1; 4, INTA L93-3; 5, INTA 54-8;
6, Mo1-7; 7, INTA H12-5. M: marcador de peso molecular 1 kpb (Inbio Highway).
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svar. morrisoni tenebrionis DSM2803

Coeficiente de Jaccard

Fig. 3.18. Dendrograma estimado de los perfiles electroforéticos de Rep-PCR obtenidos de
cepas de referencia y nativas seleccionadas de Bacillus thuringiensis.

Finalmente se evalto la presencia del gen thuE asociado a la sintesis de p-
exotoxina. Se observd que los aislamientos nativos de B. thuringiensis en estudio
resultaron negativos para las correspondientes reacciones de amplificacion (Fig. 3.19).
Esto sugiere que ninguna de estas cepas seria productora de S-exotoxina, por lo que se
descartaria su rol en la patogenicidad para C. pomonella (Sauka et al. 2014).

1:2: 3 4 5.6 7T M:1:2:3 4 5 67 M

(A) (B)
Fig. 3.19. Amplificacion génica de thuE. (A y B) Lineas: 1, INTA L93-3; 2, INTA Mol-7; 3,
INTA H12-5; 4, INTA 54-8; 5, INTA H42-1; 6, thuringiensis HD-2; 7, INTA H48-5. Las
flechas indican las bandas que corresponden a 384 pb (A: lineas: 6 y 7, thuringienis HD-2 e

INTA H48-5) y 406 pb (B: lineas: 6 y 7, thuringiensis HD-2 e INTA H48-5). M: marcador de
peso molecular 100 pb (Inbio Highway).

3.3. Bioensayos “finos” con Cydia pomonella.

3.3.1. Cuantificacion de la virulencia de cepas tdxicas para Cydia pomonella
mediante estimacion de la concentracion letal media.

Las cinco cepas nativas de B. thuringiensis que resultaron ser las mas tdxicas para
C. pomonella fueron seleccionadas para ser analizadas en bioensayos “finos”. Se
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evaluaron seis concentraciones de cada preparacion (suspensiones de pellet seco y
molido) comprendidas entre 0,9 y 9 pg/ml de dieta larval (factor de dilucion: 0,625),
para la estimacion de la CLsp y de otros pardmetros estadisticos (Cuadro 3.13).

Teniendo en cuenta los valores de CLsp obtenidos, las cepas nativas INTA H12-5e
INTA L93-3 resultaron ser las mas toxicas para C. pomonella, incluso mas toxicas que
la cepa exdtica B. thuringiensis svar. kurstaki HD-1. No obstante, las diferencias entre
ellas no fueron estadisticamente significativas (Cuadro 3.13). Estas tres cepas
presentaron un perfil de genes de toxinas insecticidas similar, careciendo INTA H12-5
del gen crylAb (Cuadro 3.12) (Zhu et al. 2015). Tomando en consideracion estos
resultados, los datos de mortalidad y perfiles génicos de las otras cepas seleccionadas,
se pudo observar que cepas con idéntico perfil génico difirieron considerablemente en
su accion insecticida. Por ejemplo, las cepas INTA L93-3 e INTA Mol-7 presentaron
los genes crylAa, crylAb, crylAc, crylla, cry2Aay cry2Ab, pero INTA L93-3 un grado
de virulencia significativamente mayor que INTA Mol-7. Este mismo tipo de
observaciones donde cepas con perfiles de genes de toxinas insecticidas idénticos o
similares mostraron diferencias en la accion insecticida, también fueron descriptas por
otros autores en otras especies de insectos distintas a C. pomonella (Hongyu et al. 2000;
Martinez et al. 2005; Sauka y Benintende 2017). Las razones para estas variaciones no
son claras, pero podrian relacionarse con factores que incluyen: los niveles de expresion
de los genes de toxinas insecticidas, posibles interacciones entre las proteinas que estos
codifican, como también la posible presencia de otros metabolitos insecticidas no
detectados o conocidos hasta el momento.

Liu et al. (2013) reportaron para HD-1 un nivel de virulencia significativamente
menor al obtenido durante este estudio (Cuadro 3.13). Ellos ensayaron concentraciones
de protoxina a través de bioensayos de alimentacién inducida, informando una CLs, de
15,7 ug/ml en larvas de 3er estadio de C. pomonella. Si bien la preparacion del material
toxico y el tipo de bioensayo empleado son factores que pueden influenciar en los
resultados de los bioensayos, en este caso las discrepancias se explicarian por el mayor
grado de desarrollo de las larvas utilizadas (McLaughlin et al. 1984).

Por otra parte, cabe destacar que HD-1 perteneciente al svar. kurstaki y todas las
cepas nativas seleccionadas resultaron entre 1 y 3 veces mas toxicas que HD-137
perteneciente al svar. aizawai, remitiendo a esta Ultima como la peor opcion en cuanto a
su eleccion para destinarla al control eficiente de C. pomonella (Cuadro 3.13).

Se conoce que B. thuringiensis svar. aizawai HD-133, cepa muy similar a HD-137,
posee un perfil de genes de toxinas insecticidas diferente al de HD-1 (crylAa, crylAb,
crylCa, crylDa, crylla, cry2Ab y cry9Ea) (Fu et al. 2017), de los cuales solo CrylAb,
CrylCay CrylDa se expresarian formando cristales (Masson et al. 1998). Konecka et
al. (2015) reportaron que B. thuringiensis MPU B9, una cepa que presenta un perfil
génico similar a HD-133 (crylAa, crylB, crylC, crylD, cryll, cry2Ab, cry9B y cry9E),
resultd significativamente mas activa que la cepa HD-1en C. pomonella. En este caso,
esta mayor actividad insecticida por parte de MPU B9 se asocio principalmente con la
presencia de CrylB, CrylC, CrylD y Cry9. Evidentemente este tipo de proteinas que
estarian presentes en HD-137, pero ausentes en HD-1, no jugarian un papel tan
relevante en la actividad insecticida sobre la poblacion nativa de C. pomonella utilizada
en este estudio.

Por lo expuesto hasta ahora, B. thuringiensis INTA H12-5 podria considerarse
como la mejor opcidon como ingrediente activo de un formulado nativo nuevo de alta
toxicidad para C. pomonella, considerando la utilizacién de recursos genéticos nativos



81

de aplicacion regional. Otra de las cepas a tener en cuenta es INTA H42-1, debido a que
su toxicidad resulto similar a la de HD-1 y a que adicionalmente presenta variaciones en
su perfil de genes de toxinas insecticidas. Esta Ultima caracteristica podria ser utilizada
para su diferenciacion, y eventualmente, ser ventajosa ante una situacion de desarrollo
de resistencia por parte de esta plaga.

Cuadro 3.13. Andlisis Probit de las cepas exoéticas y nativas mas toxicas para larvas
neonatas de Cydia pomonella.

Clso'

Clgo

2 - 2 4
Cepa (ug/ml) CcVv (ug/mly? Pendiente (4 gl)

kurstaki HD-1 1,5 [1,0-2,0] 7,6 [5,0-17,0] 1,8 1,8
1,5[1,1-2,0] 6,1 [4,4-11,4] 2,1 1,5
2,1 [1,4-2,4] 7,5 [5,2-14,2] 2,1 1,6

Media® 1,74 0,20 7.1
aizawai HD-137 3,1[2,1-4,7] 25,6 [12,2-167,6] 1,4 4,3
3,8 [2,4-5,8] 39,3 [18,0-252,5] 1,3 0,3
3,9 [2,7-5,7] 30,6 [15,8-124,2] 1,4 4,2

Media 36° 0,12 31,8
INTAH12-5 1,3[1,0-2,0] 6,7 [3,7-24,5] 1,8 3,1
1,3[1,0-1,8] 5,7 [3,3-17,2] 1,9 1,2
1,0 [0,8-1,2] 3,3[2,3-4,7] 2,4 1,9

Media 12ACE 0,14 5,2
INTAL93-3 1,6[1,1-2,0] 5,9 [4,2-10,4] 2,2 1,8
1,4[0,9-1,8] 5,7 [4,0-10,6] 2,1 0,3
1,1[0,7-1,5] 4,4 [3,2-7,8] 2,1 5,2

Media 1,44 018 5,3
INTA54-8  2,0[1,5-2,5] 7,1[5,1-12,8] 2,3 2,3
1,41,0-1,8] 4,9[3,6-8,3] 2,3 1,4
1,8 [1,3-2,3] 7,0 [5,0-13,1] 2,2 1,1

Media 1,74%E6 018 6,4
INTAH42-1  2,5[1,9-3,2] 9,4 [6,5-18,1] 2,2 0,6
1,9 [1,2-2,6] 11,5 [6,9-34,7] 1,6 2,0
2,2 [1,7-2,9] 8,7 [6,0-16,6] 2,2 3,0

Media 22ADEGT 014 9,9
INTA Mol-7 2,4[1,7-3,2] 11,8 [7,5-29,4] 1,8 0,8
3,5 [2,6-4,8] 18,8 [11,6-45,9] 1,8 4,6
2,8 [1,9-4,0] 20,2 [11,5-64,3] 1,5 2,4

Media 2,0BDFRHT 0519 16,9

Concentracion letal media y limites de confianza del 95%; Coeficiente de variacion;
3Concentracion letal 90% y limites de confianza del 95%; “Chi-cuadrado con 4 grados de
libertad; *Media, promedio de tres repeticiones. Valores de la media con distinta letra presentan
diferencias significativas de acuerdo al Test de Tukey (p < 0,05).
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3.3.2. Efecto de la solubilizacion y tripsinizacion in vitro de los cristales de dos
cepas nativas seleccionadas sobre la actividad toxica para Cydia pomonella.

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). Para determinar si la administracién de la
protoxina previamente procesada producia algin efecto en la actividad tdxica, se
cuantifico la virulencia del pellet seco y molido de INTA H12-5 e INTA H42-1 para C.
pomonella sometido a un proceso de solubilizacion (S), y de solubilizacién y posterior
digestion con tripsina (ST) in vitro (Cuadro 3.14). Luego, se compararon los valores de
CLso obtenidos entre si realizando una prueba t de Student. De este andlisis surgié que
existian diferencias significativas entre los distintos tratamientos para INTA H12-5 (t =
4,33; p =0,049) e INTA H42-1 (t = 5,12; p = 0,007) (Cuadro 3.14). Estas observaciones
sugeririan que C. pomonella no posee las enzimas y/o los niveles adecuados de las
mismas para el procesamiento completo de las proteinas Cry en el intestino medio, por
lo que no permitirian la expresion maxima de la actividad insecticida de este
entomopatogeno. El papel de las proteasas intestinales influyendo en los niveles de
susceptibilidad a proteinas Cry se puso por primera vez de manifiesto en Plodia
interpunctella H. (Lepidoptera: Pyralidae). Se encontré que los insectos menos
sensibles activaban mas lentamente la proteina CrylAc que los mas susceptibles y que
ello se debia a que los primeros carecian de una tripsin-proteasa en su intestino,
hipotéticamente involucrada en el procesamiento de las proteinas Cry (Oppert et al.
1994; Oppert et al. 1997).

Si bien no fue objeto de estudio la comparacion de la virulencia de los
tratamientos parciales (S) (Cuadro 3.14), y la de las suspensiones de pellet seco y
molido sin tratar (Cuadro 3.13), son Ilamativas las diferencias observadas entre ambas.
El mayor grado de virulencia de estos ultimos con respecto al de los S podria deberse a
menores niveles de proteinas Cry ingeridas por la larva. Se han reportado casos en
donde luego de la solubilizacién, la actividad tdxica de los cristales se reduce
drasticamente (Chilcott y Ellar 1988; Insell y Fitz-James 1985; Visser et al. 1986).

Cuadro 3.14. Andlisis Probit de la biomasa activa de dos cepas nativas seleccionadas
sometidas a distintos tratamientos.

Cepa/ CLsy’ s _ , .
Tratamiento’ (ug/ml) CV®  Pendiente x°(4gl)
INTA H12-5

S 1,3[0,9-1,7] 1,7 15

S 1,6 [1,1-2,3] 1,5 3.2
Media® ]_15A 0,16

ST 0,8 [0,5-1,1] 2.0 11

ST 0,8 [0,5-1,0] 2,1 1,3

Media 0,8° 0,05

INTA H42-1
S 7,8 [4,6-36,3] 1,1 16
S 10,9 [6,5-45,1] 1,4 0.6
S 11,2 [6,8-40,6] 1,5 14
Media 10,04 0,19
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ST 3,7[2,6-6,2] 1,4 3,8

ST 4,8 [3,8-6,7] 2,3 2,1

ST 3,2 [2,6-4,1] 2,4 2,5
Media 39° 0,21

'S: Pellet seco, molido y solubilizado; ST: Pellet seco, molido, solubilizado y tripsinizado.
“Concentracion letal media con limites de confianza de 95%. Los valores de las medias para una
misma cepa con distinta letra presentan diferencias significativas de acuerdo a la prueba t de
Student (p < 0,05). Coeficiente de variacion. “Chi-cuadrado con 4 grados de libertad. ° Valor
promedio de la CLs, de distintos bioensayos.

3.3.3. Correlacion entre los niveles de toxicidad de cepas exdticas de Bacillus
thuringiensis y los obtenidos para cepas pertenecientes a los mismos serovares
gue se hallan como ingrediente activo de bioinsecticidas comerciales.

Considerando que uno de los bioinsecticidas recomendado para el control de C.
pomonella tiene como ingrediente activo una cepa de B. thuringiensis svar. aizawai
(Cichon et al. 2013), y que en este estudio se observd que existen otras cepas exdéticas
de B. thuringiensis mas tdxicas que la cepa HD-137 perteneciente al svar. aizawai
(Cuadro 3.13), se plante6 la idea de cuantificar la virulencia de dos bioinsecticidas
bacterianos a base de cepas pertenecientes a distintos serovares disponibles en nuestro
mercado.

Se evalud un producto comercial de 16.000 Ul/ml y otro de 15.000 Ul/ml
formulados con cepas de B. thuringiensis svar. kurstaki y svar. aizawai respectivamente.
Se equipararon las potencias de los productos a las de valor menor, se realizaron
bioensayos finos y se estimaron los valores de CLs (Cuadro 3.15).

Cuadro 3.15. Analisis Probit de suspensiones de dos bioinsecticidas comerciales
equilibrados en potencia.

Ingrediente activo CLs, (ug/ml)* CV® Pendiente y%°
B. thuringiensis 19,9 [12,1-32,6] 1,2 4,9
svar. kurstaki 24,9 [12,7-50,2] 0,8 2,1
31,6 [17,3-60,9] 0,9 3,4
Media* 255 4 0,23
B. thuringiensis 1585,4 [751,5-3783,8] 0,7 3,6
svar. aizawai 1843,9 [724,4-6185,4] 0,5 1,5
1926,0 [810,9-5743,1] 0,6 2,1
Media 1785,1° 0,10

! Concentracion letal media con limites de confianza de 95%. Los valores de las medias para
una misma cepa con distinta letra presentan diferencias significativas de acuerdo a la prueba t de
Student (p < 0,05). ? Coeficiente de variacion. * Chi-cuadrado con 4 grados de libertad. * Valor
promedio de la CLs, de distintos bioensayos.

El bioinsecticida que contenia en su formulacion una cepa del svar. kurstaki
resultd significativamente més toxico para C. pomonella que el del svar. aizawai (t =
17,14; p < 0,0001) (Cuadro 3.15). A pesar de que desconocemos la identidad y
caracteristicas de la cepa de B. thuringiensis aizawai utilizada en este Gltimo producto,
los resultados experimentales se podrian correlacionar con los resultados de mortalidad
obtenidos en items anteriores, en cuanto a la toxicidad mayor de la cepa HD-1 (svar.
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kurstaki) respecto de HD-137 (svar. aizawai). De acuerdo a lo expuesto, estaria claro
que la cepa HD-1 perteneciente al svar. kurstaki constituiria la mejor opcién dentro de
las cepas exoaticas de B. thuringiensis.

3.4. Andlisis exploratorio de las variables que influyen en la produccion de
proteinas insecticidas de Bacillus thuringiensis INTA H42-1 en medio de cultivo
liquido.

La alta virulencia de B. thuringiensis INTA H42-1 para larvas de C. pomonella,
sumado a que no se encontraron diferencias significativas en cuanto a toxicidad con la
cepa HD-1 perteneciente al svar. kurstaki utilizada como referencia y porque presenta
un perfil génico de toxinas insecticidas atipico que la hace “Unica”, se selecciono a esta
cepa como candidata para la elaboracién de un bioinsecticida. Por ende, se requiere de
un medio de cultivo adecuado para su produccion, en el que la misma produzca grandes
cantidades de cristales proteicos que sean capaces de generar un nivel de toxicidad
apropiado. En esta etapa, se selecciond un medio de cultivo liquido para la produccion
de INTA H42-1, y se trabajo en el analisis preliminar de las variables que influyen en la
produccidn de sus proteinas insecticidas en medio de cultivo liquido.

3.4.1. Seleccion de un medio de cultivo liquido.

Se evaluaron cinco medios de esporulacién de B. thuringiensis distintos, tres de
ellos reportados en la bibliografia, y se los compar6 con dos caldos formulados en el
laboratorio (Caldo BM y Caldo TFM) (ver item 9.2 - “Materiales y métodos”™). S6lo en
el Caldo BM y en el Caldo 3 se logr6 una esporulacion superior al 99% tras la
observacion de una alicuota bajo microscopio de contraste de fases, luego de 72 h de
cultivo. En el resto se observaron porcentajes de esporulacién entre un 30 y 50% luego
de 120 h de incubacion. Esto sugiere que esos caldos no eran propicios para la
esporulacién de INTA H42-1 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 obtencion
de los cristales.

Sakharova et al. (1988), reportaron que un exceso de glucosa en el medio de
cultivo puede conducir a una reduccion en el nimero de células obtenidas y en la
velocidad de crecimiento durante la fase exponencial, afectando la formacion de
esporas; adicionalmente establecieron que a niveles mayores a 15 g/l de extracto de
levadura la esporulacion se ve inhibida. Por ende, los niveles bajos de esporulacion
observados para los caldos TFM, 1 y 2 podrian deberse a un exceso de nutrientes
presente en los medios de cultivo.

Teniendo en cuenta los parametros de medicion y el andlisis de los resultados que
se presentan (Cuadro 3.16), se seleccion6 al caldo BM para continuar los estudios. La
cepa INTA H42-1 produjo 3 veces mas proteinas totales y una mayor densidad optica
en caldo BM que en el caldo 3.
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Cuadro 3.16. Mediciones de densidad Optica, pH y cuantificacion de proteinas de
INTA H42-1 en caldos de esporulacion.

Medio DO' pH Proteinas (ug/ml)
*Caldo BM 204 72 263,5
Caldo 3 1,79 7,7 80,6

! Densidad 6ptica. *Fue necesario realizar dilucion al ¥, ya que el cultivo original superaba la
absorbancia méxima medible por el espectrofotémetro utilizado.

Se ha encontrado también que la limitacion de nutrientes en el medio de
fermentacion tiene efectos negativos sobre el crecimiento celular y formacion de
bioproductos (Amin 1994). Por tal motivo, la menor produccion de proteinas y
densidad dptica obtenida en el Caldo 3 con repecto al BM, podria asociarse con las
menores concentraciones de fuente de carbono:nitrégeno que presenta el Caldo 3 en su
formulacion (ver item 9.2 - “Materiales y métodos”).

3.4.2. Determinacion de los componentes del medio que influyen
significativamente en la produccién de proteinas del cristal.

Se emple6 un disefio de Plackett-Burman de 12 experimentos para determinar
cuadles de los ocho componentes del caldo BM, afectaban significativamente la
produccion de proteinas de la biomasa activa de B. thuringiensis INTA H42-1. La
determinacion de estos componentes seria de utilidad, para lograr en estudios futuros, la
optimizacion de un medio de cultivo propicio para su produccién. En el cuadro 3.17 se
presentaron los valores de proteinas totales obtenidos tras la cuantificacion.

Cuadro 3.17. Valores de la concentracion de proteinas experimental y predicha en los
medios disefiados por Plackett-Burman

Medi Respuesta experimental Respuesta predicha
edio
(Hg/ml) (Hg/ml)

1 136,67 168,813
2 215,31 178,17
3 31,81 68,95
4 194,68 199,05
5 168,5 167,88
6 12,15 -19,99
7 201,27 196,89
8 158,2 153,82
9 42,11 41,49
10 372,61 340,46
11 57,09 57,71
12 223,74 260,88

El anélisis estadistico determind que la glucosa (E= 4,61; p = 0,019) es el unico
componente que mostré un efecto positivo y significativo sobre la produccion de
proteinas en las concentraciones evaluadas. El resto de los componentes no mostraron
un efecto significativo (p < 0,05): NaCl (E= -2,57; p= 0,08 ), MnSO4.H,0 (E= -2,43;
p= 0,09), almidon soluble (E= 2,1; p = 0,12 ), extracto de levadura (E= -1,8; p= 0,17),
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MgSQO, 7H,0 (E=-1,35; p= 0,27 ), KH,PO, (E= 1,14; p= 0,34 ) y K,HPO4 (E= -0,87; p
= 0,44). En la figura 3.20 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
produccion de proteinas.

Glucosa

Nacl

MnSO..H,0
Almidon

Extracto de levadura
MgS0..7H,0

KH,PO,

K,HPO,

o

ot

2 2 4

Efectos estandarizados

Fig. 3.20. Gréfico de Pareto con los efectos estandarizados de cada uno de los componentes del
caldo BM. Nivel de significancia del 5%.

Como se menciono anteriormente, el efecto de la glucosa sobre la produccion de
proteinas de INTA H42-1 fue significativo y positivo. Esto indicaria que mientras
aumenta la proporcion de glucosa en el medio, se genera una mayor cantidad de
proteinas que se traduce en un aumento de la concentracion de las mismas en la
biomasa. La glucosa constituye la principal fuente de carbono del medio,
proporcionando energia utilizable por las bacterias para realizar funciones vitales. Estas
observaciones concuerdan con lo reportado por otros autores donde se describen los
efectos significativos y positivos de la glucosa sobre la produccion de proteinas
insecticidas Cry en varias cepas de B. thuringiensis (Anderson y Jayaraman 2003; Ben
Khedher et al. 2011; Devidas et al. 2014). Sin embargo, este tipo de efecto positivo
sobre la sintesis de proteinas del cristal se daria hasta una concentracion maxima de
glucosa, por encima de la cudl, la concentracion de proteinas insecticidas que se obtenga
iria en disminucion. Este valor de concentracion de glucosa estaria entre 20 y 30 g/l,
dependiendo del medio de cultivo y la cepa utilizada (Anderson y Jayaraman 2003; Ben
Khedher et al. 2011). Esto se deberia a que a concentraciones altas de glucosa, varios
operones involucrados en la sintesis de proteinas Cry podrian verse reprimidos
(Magasanik et al. 1987). Por lo expuesto, la concentracion optima de glucosa para la
produccién de INTA H42-1 en el caldo en estudio estaria por encima del maximo de 7,5
g/l ensayado durante este trabajo (ver item 9.3 - “Materiales y métodos”). En estudios
posteriores se deberian ensayar caldos con concentraciones crecientes de glucosa, con el
objeto de establecer aquella concentracion que permita obtener la mayor cantidad de
proteinas insecticidas de INTA H42-1. Por otra parte, Ghribi et al. (2007) reportaron
que el efecto de represion catabolica por carbono puede ser superado a través de un
control adecuado de la aereacidn, por lo se que deberian realizar también otros estudios
de este estilo, para lograr la optimizacion de la produccion de proteinas insecticidas.

Se ha descrito también que el aumento de las concentraciones de glucosa
conduce a un incremento del tamafio de las inclusiones cristalinas con un mayor



87

contenido de proteinas y mayor actividad insecticida. Scherrer et al. (1973) ensayaron
caldos con concentraciones de glucosa que variaron entre 0 y 15 g/l, obteniendo
cristales entre 0,5 y 2,0 um, concentraciones de proteinas entre 0,12 y 1,10 mg/5.10°
cristales, causando mortalidad creciente en larvas de Pieris brassicae L. (Lepidoptera:
Pieridae) a medida que las concentraciones de glucosa iban en aumento. Ademas se vid
que en ausencia de glucosa, la biomasa total y el recuento de esporas obtenidas son
bajas, con valores de 3,7 g/l de peso seco y 1,8x10° esporas/ml respectivamente
(Saksinchai et al. 2001).

Ademas de la glucosa, el almiddn soluble es otra fuente de carbono presente en
el medio. La primera en metabolizarse seria la glucosa, ya que es una molécula simple y
requiere menos energia para ese proceso. Ben Khedher et al. (2013) informaron
previamente que los niveles de almiddn fueron criticos para la produccion de proteinas
insecticidas, favoreciendo especificamente su biosintesis. Sin embargo, tal como
muestra la figura 3.20, el almidon soluble también mostré un efecto positivo sobre la
produccion de proteinas, por lo que este componente también influiria favorablemente
en la sintesis de proteinas cristalinas insecticidas, pero en este caso, lo haria no
significativamente.

Por otro lado, el extracto de levadura representa la fuente de nitrogeno en el
medio, un componente esencial para la sintesis de proteinas. Avignone-Rossa et al.
(1990) reportaron un incremento en las concentraciones de proteinas insecticidas
obtenidas cuando ensayaron caldos con concentraciones de extracto de levadura entre 2
y 10 g/l. De igual modo, Ben Khedher et al. (2011) observaron este mismo tipo de
efecto positivo, pero a su vez significativo, sobre la produccion proteinas insecticidas en
caldos con extracto de levadura entre 4 y 6 g/l. En cambio, en el presente estudio, el
extracto de levadura mostr6 un efecto negativo sobre la produccion de proteinas
constituyendo una rareza (Fig. 3.20). Quiere decir que a medida que aumento la
concentracion de extracto de levadura en el medio, disminuyé aunque no
significativamente la concentracion de proteinas producidas.

Es sabido 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 insecticidas
(Ertola, 1987), y considerando que el andlisis de Plackett-Burman solo detecta efectos
principales sin tener en cuenta interacciones (Plackett y Burman, 1946), resultaria de
interés para futuros estudios, avanzar en el analisis de la interaccion entre la glucosa y el
extracto de levadura.

Una vez finalizada la optimizacion del caldo, este se deberia comparar con el
medio basal, con la finalidad de verificar la contribucién significativa en la produccion
de proteinas insecticidas. Se podrian establecer relaciones con el nimero de esporas
obtenidas en cada medio, para tratar de estimar el tamafio de los cristales. Una mayor
concentracion de proteinas por cantidad de esporas en el medio mejorado podria estar
relacionada con un aumento en el tamafio de los cristales (Pérez 2016). Por altimo, se
deberian realizar bioensayos con larvas de C. pomonella para comparar la actividad
insecticida de biomasas obtenidas a partir de los caldos mejorado y basal. Es de esperar
que un aumento significativo en la produccion de proteinas en el medio mejorado con
respecto al basal, se tradujera en un aumento significativo en el nivel de actividad
insecticida (Pérez 2016).
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Resumen de los resultados obtenidos en la seccion 3.

Se obtuvieron mortalidades para C. pomonella que variaron entre 2,6% y 95,8%. Los
cinco aislamientos que resultaron ser los mas toxicos fueron B. thuringiensis INTA
H12-5, INTA Mol-7, INTA 54-8, INTA L93-3 e INTA H42-1 con mortalidades del
95,8%, 95,8%, 95,8%, 93,8% y 89,6% respectivamente.

En esta etapa preliminar, ninguna de las cepas exdéticas de B. thuringiensis resulto
mas toxica que las cinco cepas nativas seleccionadas. La cepa HD-1 perteneciente al
svar. kurstaki resultd la mas toxica entre las cepas exoticas.

Los cinco aislamientos de B. thuringiensis méas toxicos para C. pomonella se
asemejaron fenotipica y genotipicamente a la cepa HD-1 perteneciente al svar.
kurstaki utilizada como referencia.

Teniendo en cuenta los valores de CLsp obtenidos y sus limites fiduciales, las cepas
nativas INTA H12-5 (1,2 pg/ml) e INTA L93-3 (1,4 pg/ml) resultaron ser las mas
toxicas para C. pomonella, incluso mas toxicas que la cepa exdtica B. thuringiensis
svar. kurstaki HD-1 (1,7 pg/ml). No obstante, las diferencias entre ellos no fueron
estadisticamente significativas.

Los cristales de INTA H12-5 e INTA H42-1 fueron sometidos a distintos
tratamientos y se observo que la toxicidad de los mismos aumenté significativamente
con la tripsinizacion in vitro, lo que sugeriria que C. pomonella no posee las enzimas
y/o los niveles adecuados de las mismas para el procesamiento completo de las
proteinas Cry en el intestino medio.

El bioinsecticida que contenia en su formulacién una cepa del svar. kurstaki (CLso=
25,5 pg/ml) como ingrediente activo resultod significativamente mas toxico para C.
pomonella que el que contenia a una del svar. aizawai (CLso= 1785,1 pg/ml).

La cepa nativa INTA H42-1 se constituyd como la mejor opcion para ser utilizada
como ingrediente activo de un formulado nuevo destinado al control de la
Carpocapsa, debido a que su toxicidad no presentd diferencias significativas con
respecto a la de la cepa svar. kurstaki HD-1 y por poseer un perfil de genes cry
caracteristico.

Se seleccion6 al caldo BM para la produccion de INTA H42-1 porque fue en el cual
se obtuvo la mayor produccién de proteinas totales.

La glucosa es el unico componente de medio que mostrd un efecto positivo y
significativo sobre la produccidon de proteinas en las concentraciones evaluadas.
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Capitulo 4: Conclusiones generales

Los estudios realizados a lo largo de este trabajo han permitido consolidar una
estrategia funcional en el laboratorio para la obtencion de proteinas Cry individuales.
Estas proteinas permitieron realizar por primera vez estudios de toxicidad utilizandolas
bajo esa modalidad, en una poblacién argentina de C. pomonella. Las diferencias
observadas en la susceptibilidad de esta poblacion nativa con respecto a otras europeas,
nos mostraron la importancia de la evaluacion de proteinas insecticidas individuales en
distintas poblaciones de insectos, en lugar de la extrapolacion de resultados de una
region a otra con el objeto de seleccionar las proteinas mas activas. Ademas, estas
proteinas Cry permitieron revelar como interactian entre si, al administrarlas de forma
combinada a C. pomonella. De este modo, se describieron los primeros reportes de
interaccidn de tipo sinérgica en lepiddpteros para la mezcla CrylAb y Crylla y de tipo
aditiva para la mezcla CrylAay Crylla.

Por otra parte, estos estudios nos mostraron también por primera vez, que el
aislamiento de nuevos aislados de B. thuringiensis a partir de larvas vivas y sanas de
Carpocapsa era posible. Ciertos caracteres fenotipicos y genotipicos de algunos de ellos
(INTA L277-5, INTA L277-10 e INTA L280-4), hicieron pensar que podrian presentar
una actividad insecticida novedosa para larvas de insectos pertenecientes a otras
especies de ordenes distintos a los estudiados.

Estos estudios develaron ademas, que el control de C. pomonella con B.
thuringiensis en la region podria ser optimizado. Se evidencio que existen otras cepas
de B. thuringiensis mas tdxicas que las del serovar utilizado como ingrediente activo en
uno de los bioinsecticidas recomendado para su control en la region. EI empleo de
bionsecticidas comerciales con cepas del svar. kurstaki en lugar de formulados con
cepas del svar. aizawai constituirian la mejor opcion.

Finalmente, estos estudios permitieron la seleccion de la cepa nativa B.
thuringiensis INTA H42-1con un novedoso perfil de genes de toxinas insecticidas y con
alta actividad para larvas de C. pomonella. Este recurso genético nativo se constituyo
como candidata para la elaboracion de un bioinsecticida para un control 6ptimo de dicha
plaga en la region. Asimismo, estos estudios permitieron el andlisis de los componentes
de un medio de cultivo liquido que influyen en la produccién de proteinas insecticidas
de INTA H42-1, destacandose la importancia de la glucosa como factor significativo en
la produccién de las proteinas de los cristales. Por el contrario, el efecto negativo
aunque no significativo del extracto de levadura sobre la produccién de las mismas no
resulta comdn.

Los resultados obtenidos durante este trabajo de tesis significan aportes
sustanciales al desarrollo de tecnologias destinadas al control de esta plaga.

Se destacan a continuacién las siguientes conclusiones:

Seccién 1: Clonado y expresion de factores de virulencia activos de Bacillus
thuringiensis y analisis de la toxicidad de proteinas Cry de B. thuringiensis
para larvas de Carpocapsa (Cydia pomonella L.).

Se consolido en el laboratorio una estrategia para el clonado y expresion de genes cry en
B. thuringiensis.
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Se obtuvieron clones recombinantes de B. thuringiensis que expresan proteinas Cryl y
Cry2 individualmente. Debido a que todos ellos produjeron concentraciones de
proteinas mayores que pSVP27-4Q7, mostraron estructuras similares a cristales tras la
esporulacion, y sus proteinas causaron mortalidad en larvas de C. pomonella o alteraron
significativamente su crecimiento. Aunque no en todos los casos se pudo identificar la
banda correspondiente en SDS-PAGE.

La mortalidad causada por los clones transformados con cry2Aa en larvas de A. aegypti
refuerza la premisa de que se estarian expresando.

No se logré comprobar fehacientemente la expresion de cry2Ab, debido a que sus clones
no causaron mortalidad en C. pomonella.

Las proteinas individuales CrylAay CrylAb de B. thuringiensis poseen altos niveles de
toxicidad para C. pomonella, por lo que podrian utilizarse para el control de este
lepidoptero, ya sea formando parte de bioinsecticidas de primera generacion o de
organismos modificados genéticamente expresando dichas toxinas.

El uso simultdneo de las toxinas CrylAb/Crylla también podria emplearse en
organismos genéticamente modificados para un control éptimo de C. pomonella, ya que
dicha mezcla mostré un efecto sinérgico.

El uso combinado de las toxinas CrylAa/Cry2Aa y CrylAb/Cry2Aa en organismos
genéticamente modificados deberia ser evitado, ya que mostraron un antagonismo
moderado y probablemente compartan el mismo sitio de union.

Seccién _2: Aislamiento y caracterizacion de nuevos aislados de Bacillus
thuringiensis a partir de larvas vivas y sanas de Carpocapsa.

Fue factible aislar B. thuringiensis de larvas vivas y sanas de C. pomonella a partir de
zonas de produccion.

Los aislamientos obtenidos resultaron diferentes a las cepas svar. kurstaki HD-1 y svar.
morrisoni tenebrionis DSM2803 utilizadas como referencia, debido a que mostraron
diferentes perfiles proteicos de sus cristales y a que no son portadores de genes
codificantes de las mismas toxinas.

Los distintos aislamientos obtenidos a partir de L276 por un lado, y de L277 por otro,
serian aislamientos “gemelos” de B. thuringiensis debido a que comparten los mismos
caracteres fenotipicos y genotipicos.

Los aislamientos de B. thuringiensis obtenidos a partir de larvas vivas y sanas de C.
pomonella se deberian a que fueron aislados como sapréfitos, habiendo llegado
posiblemente a las larvas por ingestion de alimento contaminado o por contacto con
esporas libres de las bacterias.

La bajisima o ausente mortalidad causada por los aislamientos en larvas de C.
pomonella y A. aegypti se deberia a que no producirian toxinas lepidoptericidas ni
diptericidas, ya que carecen de los genes de toxinas responsables de toxicidad en los
insectos hospedantes mas conocidos.

La baja toxicidad de ciertos aislamientos para A. diaperinus se deberia a toxinas Cry8,
por ser portadores del correspondiente grupo de genes cry, a que se asociaron con la
presencia de un cristal ovoide y a una proteina de ca. 130 kDa.



92

o Es probable que estos aislamientos sean portadores de genes de toxinas insecticidas no
buscados durante este trabajo y/o con un espectro de accién distintos a los estudiados, o
simplemente no toxicas.

o Serian necesarios nuevos ensayos bioldgicos de patogenicidad utilizando nuevas
especies de insectos hospedantes, para confirmar actividad toxica de estos aislamientos
nativos.

o Estos aislamientos nativos podrian emplearse en el desarrollo de bioinsecticidas en caso
de detectarse alguna actividad toxica de interés debido a que carecen de S-exotoxina.

Seccion 3: Seleccidon de una cepa con alta actividad hacia larvas de Cydia
pomonella y analisis de los componentes de un medio de cultivo liquido que
influyen en la produccion de proteinas insecticidas de Bacillus thuringiensis.

o Se logré la seleccion preliminar de cinco cepas nativas (INTA H12-5, INTA Mol-7,
INTA 54-8, INTA L93-3, e INTA H42-1), que resultaron ser las mas toxicas para larvas
de C. pomonella.

o Las caracteristicas fenotipicas y genotipicas de las cepas seleccionadas se asemejaron a
caracteres tipicos de cepas de B. thuringiensis lepidoptericidas. A su vez, mostraron
perfiles electroforéticos de Rep-PCR idénticos a la cepa de referencia HD-1, lo que
indicaria su pertenencia al serovar kurstaki.

o Considerando que HD-1 (svar. kurstaki) y todas las cepas nativas seleccionadas
resultaron mas toxicas que la cepa HD-137 (svar. aizawai), seria factible el
mejoramiento del control de C. pomonella.

o B. thuringiensis INTA H42-1 se constituyd como la mejor opcion para ser utilizada
como ingrediente activo de un formulado nativo nuevo de alta toxicidad para C.
pomonella, debido a que presenta variaciones en su perfil de genes de toxinas
insecticidas distinguiéndose del resto de las cepas seleccionadas.

o Lasolubilizacion y tripsinizacion in vitro de los cristales de B. thuringiensis INTA H12-
5e INTA H42-1, incrementaria significativamente su virulencia en C. pomonella, por lo
que se deduce que C. pomonella no posee las enzimas y/o los niveles adecuados de las
mismas para el procesamiento completo de las proteinas Cry en el intestino medio.

o El bioinsecticida que contenia en su formulacion una cepa del svar. kurstaki resultd
significativamente mas téxico para C. pomonella que el del svar. aizawai.

o El caldo BM resultdé un medio propicio para la produccién de B. thuringiensis INTA
H42-1 debido a que fue en el que se logré una mayor produccion de proteinas totales.

o La glucosa constituye un componente importante del caldo BM ya que influyo
significativa y positivamente en la produccién de proteinas de B. thuringiensis INTA
H42-1.
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