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Abstract

1. ABSTRACT

The entomopathogenic bacterium Bacillus thuringiensis (Bt) is the leader of the
biological insecticides due to it produces proteins with insecticidal properties against
different pests. Among these proteins are the Vip proteins, which are secreted into the
culture medium, so they can not be part of the current bioproducts. On the other hand,
UV light is the most influential factor in the degradation of Bt proteins after application.
The objectives of this study were to make a comparison between two heterologous
production system and encapsulation of proteins and study the effect of ultraviolet light
on the insecticidal activity of these proteins. We managed to produce a secretable
protein Vip3Ag4 of Bacillus megaterium. Also we carry out the construction for the
expression of protein Vip3Ag4 in Pseudomonas fluorescens. It has been shown that
microencapsulation system of B. megaterium protects the protein from abiotic factors
such as the UV light, maintaining the activity of part of the protein. Microencapsulation
of proteins opens the door to future works based on the development of biopesticides

from Vip proteins.



Resumen

2. RESUMEN

Bacillus thuringiensis es el microorganismo mas empleado en el desarrollo de
bioinsecticidas, ya que produce proteinas con propiedades insecticidas para distintas
plagas. Los objetivos de este trabajo son realizar una comparacién entre dos sistemas
de produccién de proteina heterdloga y estudiar el efecto de la luz ultravioleta sobre la
actividad insecticida de estas proteinas. En este trabajo se ha producido con éxito la
proteina secretable Vip3Ag4 de B. thuringiensis en Bacillus megaterium. Ademas se llevd
a cabo la construccidon para la expresion de proteina Vip3Ag4 en Pseudomonas
fluorescens. En este trabajo se ha puesto de manifiesto que el sistema de
microencapsulacion de B. megaterium protege a la proteina de factores abiéticos como
la luz UV, haciendo que la proteina mantenga su toxicidad en el tiempo tras su aplicacién
en campo como agente de control de plagas. La microencapsulacion de proteinas abre
las puertas a trabajos futuros basados en el desarrollo de bioinsecticidas a partir de

proteinas Vip.
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3. INTRODUCCION

El control biolégico de plagas es un método que consiste en la utilizacién de
organismos vivos con el objetivo de controlar las poblaciones de fitéfagos que ocasionan
dafos en los cultivos. Debido al alto impacto medioambiental y a los peligros para la
salud humana y animal asociados al uso de plaguicidas quimicos, en la actualidad se
estan utilizando diferentes alternativas de control biolégico que los sustituyan. En las
ultimas décadas ha habido un renovado interés por desarrollar bioinsecticidas basados
en el uso de toxinas de Bacillus thuringiensis debido a su efectividad e inocuidad para el

ser humano, la fauna terrestre y acuicola y el medio ambiente.

Bacillus thuringiensis (Bt) es una bacteria Gram positiva, anaerdbica facultativa y
quimioorganotrofa, perteneciente a la familia Bacillaceae (Sneath, 1986). Este
microorganismo ha sido detectado en la mayor parte de los paises donde se han
realizado programas de muestreo y ha sido aislado en diversos ambientes como suelo
(Martin & Travers, 1989), polvo de grano almacenado (Delucca et al., 1984; Meadows
etal., 1992); caddveres de insectos (Heimpel, 1967; Kaelin et al., 1994), medios acuaticos
(Goldberg & Margalit, 1977) y filoplano (Smith & Couche, 1991). Sin embargo, la
caracteristica mas importante de B. thuringiensis es su capacidad para producir durante
la fase vegetativa y/o su fase de esporulacion una serie de proteinas con propiedades
insecticidas (Sneath, 1986; Estruch et al., 1996). En la actualidad se conocen unas 900
de estas proteinas que estdn agrupadas en cuatro grupos (Cry, Cyt, Vip y Sip) y que
muestran actividad insecticida para distintas especies de insectos, acaros, nematodos y
protozoos. Las toxinas Cry y Cyt, se producen formando cuerpos cristalinos asociados a
la fase de esporulacién de la bacteria (Bravo et al., 1998), mientras que las toxinas Vip
(Estruch et al., 1996) y Sip (Donovan et al., 2006) se producen en la fase vegetativa del
cultivo y son secretadas al medio. Todas estas proteinas se clasifican en funcion del
grado de similitud de su secuencia de aminoacidos segin marca el Comité Internacional
de Nomenclatura de Toxinas de B. thuringiensis (Crickmore et al., 2014). La
nomenclatura utilizada se compone por tres letras correspondientes a cada grupo,
seguidas de cuatro caracteres que se corresponden con cuatro niveles de homologia. El
primer y cuarto nivel viene dado por un nimero arabigo, mientras que el segundo y

tercer nivel, por una letra mayuscula y minuscula, respectivamente. El primer rango
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agrupa proteinas que conservan hasta un 45% de identidad en su secuencia de
aminodcidos y, en general, son tdxicas para especies de insectos incluidas en un mismo
orden. El segundo y tercer rango agrupa proteinas que comparten como maximo el 78
y 95% de su secuencia de aminodcidos, respectivamente, y pueden mostrar diferencias
en su espectro de huéspedes y en su potencia insecticida frente a las diferentes especies
de insectos para las que son todxicas. Las proteinas que se diferencian en el cuarto rango,
comparten mds de un 95% de su secuencia y se piensa que son el resultado de

mutaciones puntuales (Crickmore et al., 2014) (Figura 1).

V| 1 ADb1
450 5%
] | e

45-78% 78-95%

Figura 1. Ejemplo de nombre de una proteina Vip denominada de acuerdo con los
criterios de clasificacidn establecidos por el Comité Internacional de Nomenclatura de
Toxinas de Bacillus thuringiensis (Crickmore et al., 2014).

Dentro del grupo de proteinas Vip se encuentran las toxinas binarias Vip1/Vip2,
que presentan actividad insecticida contra coledpteros y una especie de afido (Sattar &
Maiti, 2011), y las toxinas Vip3 que son activas contra lepiddpteros (Estruch et al., 1996).
El modo de accién propuesto para las proteinas binarias consiste en que las proteinas
Vipl podrian unirse a receptores especificos en las células epiteliales del intestino del
insecto, formando un poro. La proteina Vip2 podria pasar a través de este poro,
modificando la actina de las células epiteliales del intestino e inhibir la polimerizacién
(Warren, 1997). En el caso de las proteinas Vip3, el modelo descrito consiste en que las
proteinas tdxicas son procesadas en el intestino del insecto a una forma activa. Una vez
activadas se unen a receptores especificos en las células epiteliales del intestino

formando poros (Yu et al., 1997).

Sin embargo, hasta la fecha las proteinas Vip no han sido utilizadas como materia
activa en formulados bioinsecticidas y mediante pulverizaciones convencionales debido
a que contienen un péptido sefial en su secuencia, que hace que sean secretadas al
medio extracelular cuando son producidas en cepas de B. thuringiensis (Estruch et al.,

1996). Esta caracteristica ha dificultado la produccion y formulaciéon de insecticidas
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microbianos basados en este tipo de proteinas, ya que permanecen diluidas en el medio
de cultivo durante el proceso de centrifugacién que se utiliza para recuperar las esporas
y cristales, y por ello, hasta el momento las proteinas Vip Unicamente han sido utilizadas
en plantas transgénicas. Un ejemplo de ello es el algodén Cot102XCot67b (Syngenta)
gue expresa conjuntamente las toxinas CrylAb y Vip3Aal9 o el maiz MIR162 (SYN-
IR162-4) (Syngenta) que expresa la toxina Vip3Aa20.

Los bioinsecticidas a base de B. thuringiensis pueden clasificarse atendiendo a
su grado de modificacién genética en bioinsecticidas de primera, segunda o tercera
generacion. Los productos de primera generacidon se formulan con una mezcla de
esporas y cristales obtenida por fermentacion de distintas cepas silvestres,
constituyendo casi el 80% de los productos actualmente comercializados. Los
bioinsecticidas de segunda generacién se componen de esporas y cristales de cepas de
B. thuringiensis que han sido mejoradas genéticamente, bien por conjugacion,
transformacién, mutagénesis o construccion de proteinas hibridas, con la finalidad de
aumentar su espectro de huéspedes o aumentar su potencia insecticida. En el caso de
los bioinsecticidas de tercera generacion, éstos son producidos en plantas transgénicas
(Plantas-Bt) o a partir de otras especies bacterianas que son modificadas genéticamente

para producir proteinas insecticidas de B. thuringiensis.

En los ultimos anos, los bioinsecticidas de tercera generacidn han experimentado
un importante desarrollo. Este es el caso de la expresion de genes de B. thurigiensis en
cepas recombinantes de Pseudomonas fluorecens, un microorganismo Gram (-) y no
patogénico (Gaertner et al., 1993; Bunk et al., 2009). En este sistema de expresién y
produccién de proteina, una o varias toxinas de B. thuringiensis son expresadas en
células de P. fluorescens, y posteriormente son fijadas en la fase estacionaria mediante
métodos fisicos o quimicos quedando las toxinas encapsuladas por la membrana de P.
fluorescens (Cell Cap® System, Mycogen). El sistema de produccion Cell Cap® ha sido
utilizado por la compafna Mycogen Corporation para obtener los productos comerciales
MVP™, empleado para el control de lepiddpteros, y M-TRAK™ para el control de
coledpteros (Grace & Ewart, 1996). Previo a este trabajo, se desarroll6 en nuestro

laboratorio un sistema de expresion en Pseudomonas fluorescens de proteinas
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secretables, tanto Cryll como Vip3A (Herndndez-Rodriguez et al., 2013), de Bt basado

en un plasmido de expresién en Pseudomonas syringae, PMEKm12 (Lu et al., 2002).

Ademas del sistema de expresidon heterdloga de proteina en P. fluorescens
existen otros microorganismos aptos para expresar proteinas de B. thuringiensis. B.
megaterium es un microorganismo Gram (+), aérobico, esporulante, no patégeno y que
suele encontrarse en el filoplano de las plantas (Bora et al., 1994). Con esta bacteria
MoBiTec (Alemania) ha desarrollado el sistema Bacillus megaterium Protein Expression
System con el que es posible expresar y producir industrialmente una gran variedad de
proteinas heterdlogas con distinta finalidad (Vary et al., 2007). En la actualidad podemos
encontrar varios vectores de expresidon utiles para transformar B. megaterium
(Biedendieck et al., 2007) que permiten la expresion intracelular de proteinas utilizando
como inductor de expresidn génica un sustrato de bajo coste como la xilosa. Este azUcar
se obtiene por hidrdlisis de residuos vegetales y se encuentra naturalmente en mostos
de uva (Flanzy, 2003), paja residual de sorgo (Herrera et al., 2003) y salvado de trigo
(Sanjust et al., 2004).

Por otra parte, se ha visto que las proteinas de B. thuringiensis tienen una alta
sensibilidad diversos factores abidticos tales como la luz ultravioleta (UV), el calor, los
ciclos deshidratacién-rehidratacién, los cambios de pH y a la actividad proteolitica de los
microorganismos del filoplano. Estos factores pueden causar que la proteina se

desnaturalice o que se rompa en fragmentos dando lugar a péptidos inactivos.

Uno de los principales responsables de la fotodegradacién y la consecuente
pérdida de toxicidad de las proteinas insecticidas es la radiacién solar UV-A (320-400
nm) y UV-B (280-320 nm) recibida en la superficie de la Tierra. La radiacién UV-C (200-
280 nm), es la de mayor energia, pero ésta no es capaz de llegar a la superficie terrestre
debido a que es absorbida por el oxigeno y el ozono presente en la estratosfera. Sin
embargo, Griego y Spence (1978) determinaron que el espectro de radiacién UV-By UV-
C es conjuntamente responsable de la inactivacién de las proteinas de Bt. Desde
entonces, un amplio nimero de estudios de fotodegradacion se basan en el empleo del
espectro de radiacion UV-B y/o UV-C ya que permiten establecer modelos de

degradacion/proteccion de proteinas.
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Por todo ello, se hace necesaria la busqueda de soluciones basadas en sistemas
de produccidn de proteinas que permitan la microencapsulacion de proteinas
secretables, como las Vip. Estos sistemas de microencapsulacion permitiran la aplicaciéon
convencional de estas proteinas secretables, ademas de evitar la pérdida de actividad

de las toxinas debido a la desnaturalizacién por factores bidticos y abiéticos.
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4. OBJETIVOS

Los objetivos de este trabajo son:
1) Comparar dos sistemas de produccién de proteinas insecticidas secretables.

2) Estudiar el efecto de la luz ultravioleta sobre la actividad insecticida de la

proteina producida y protegida por dichos sistemas de expresion.

Para ello, expresaremos la proteina Vip3Ag4 en B. megaterium y P. fluorescens y
evaluaremos su actividad insecticida sobre un lepidéptero plaga. El sistema de expresion

heterdloga debe de cumplir una serie de requisitos:

- El microorganismo empleado debe ser seguro y su liberacién en los ecosistemas
entrafiara ningun riesgo para las personas, la fauna terrestre o acuicola, las
plantas y el medio ambiente.

- Una vez producida la proteina, la pared bacteriana debe mantenerse intacta y
actuar como una microcdpsula natural.

- Las proteinas contenidas en las células bacterianas deben tener actividad
insecticida por ingestion para las especies diana.

- Las proteinas deben poder ser producidas a escala industrial con un coste bajo
gue haga viable la comercializacion del bioinsecticida.

- La encapsulacion bacteriana debe aportar ventajas para la formulacion,

almacenamiento y/o aplicacion del bioinsecticida.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1.- Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento

El gen insecticida vip3Ag4 (Palma et al., 2013) utilizado para este estudio se
obtuvo de la cepa Z21.2 de Bacillus thuringiensis. Esta cepa proviene de una coleccién
que fue aislada dentro de un programa nacional de busqueda de nuevas cepas de B.
thuringiensis (Iriarte et al., 2000). El cultivo de esta cepa para la posterior amplificacion
del gen vip3Ag4 se llevd a cabo en medio Luria-Bertani (1% triptona, 0,5% extracto de
levadura, 1% NaCl, 1,5 % Agar; pH 7) a 37 °C en agitacion (200 rpm) durante toda la
noche. Para la expresion de la proteina Vip3Ag4 en Bacillus megaterium se empled la
cepa comercial WH320, que fue crecida en medio de cultivo 2xTY (1,6% de triptona, 1 %
de extracto de levadura, 0,5 % de NaCl; pH 7.0) a 37 °Cy 200 rpm durante toda la noche.
Para la expresion de la proteina Vip3Ag4 en Pseudomonas fluorescens se empled la cepa
SW 25. El cultivo de esta cepa se realizé en medio King’s medium B (KMB) (2% proteosa
peptona, 0,15% Kz;HPOa, 0,15 % MgS0Oa4e7H,0, 1% glicerol, 1,5% agar; pH 7) a 28 °C en
agitacion (200 rpm) durante toda la noche. La clonacién de genes se llevd a cabo en
células competentes de Escherichia coli DH5a producidas en el laboratorio y que fueron

cultivadas a 37 °C en medio LB, suplementado con el correspondiente antibiético.

5.2.- Amplificacion y clonacion del gen vip3Ag4 en los vectores de expresion

Para la expresién de la proteina Vip3Ag4 en B. megaterium, el gen vip3Ag4 fue
clonado en el vector de expresion pN-His-TEV1622 (Biedendieck et al., 2007) (Figura 2A).
El gen fue introducido en marco de lectura abierta con el promotor Py, inducible por
xilosa, y en fusion con una cola de histidinas (6x His-Tag) codificada en el vector en el
extremo amino. Este vector de expresidn confiere resistencia a tetraciclina a las células
transformadas. La construcciéon pN1622Ag4 transformada en B. megaterium fue
proporcionada por el Dr. Leopoldo Palma (datos no publicados).

Para llevar a cabo la expresidn de la proteina Vip3Ag4 en P. fluorescens, el gen
vip3Ag4 se clond en el vector de expresion pMEKm12 (Lu et al., 2002) (Figura 2B). En
esta construccion, el gen vip3Ag4 fue introducido en marco de lectura abierta con el
promotor tac — lac (inducible por IPTG) y en fusién con una cola de maltosas.

Inicialmente, el gen vip3Ag4 fue amplificado por PCR utilizando cebadores especificos.

12
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Estos cebadores, a los que se les afiadié el sitio de restriccion de EcoRl (subrayado en la
secuencia), hibridan con la secuencia del gen desde el codén de inicio ATG (5'-
GAATTCATGAACAAGAATAATACTAAATTAAAC -3’) hasta el codén de stop ACT (5'-
CCTTAAAAAGCTAATTCACTGAATTC -3’) dando lugar a un fragmento de 2364 pb
correspondientes al gen vip3Ag4. Ademas se disefié un cebador interno reverso (5° -
GTGTCCCTTTGAATTTATGTC - 3’) situado a 200 pb desde el coddn de inicio y que permite

comprobar la direccién en la que se ha insertado el gen.

A) xylA' B)

START Kpnl BamH| Nru'| STOP

Spe | Smal BspMI1 Sphl Bglll

N

Pa

XYIA" Tgtr
xylR
pBR ori

Tet® PWH1520 "

7929bp AP
PEC15
r
/
Tet?(Bac)
PMEKm12 (9.9 kb)

Figura 2. A) Vector de expresion pWH1520: pBC16 ori, origen de replicacién en B.
megaterium; pBR ori, origen de replicacidn en E.coli; Pa, promotor inducible por xilosa;
xyIR, gen que codifica el represor dependiente de xilosa; AmpR®, gen de resistencia a
ampicilina; Tet®, gen de resistencia a tetraciclina; B) Vector de expresién pMEKm12: ori
1600, origen de replicacién en P. fluorescens; tac-lac, promotor inducible por IPTG; nptll,
gen de resistencia a kanamicina; malE, gen que codifica para la proteina de unién a
maltosa (MBP).

Para la reaccién de PCR se preparé una mezcla en un volumen final de 25 pl,
compuesta por 5 ul de buffer 5x PrimeSTAR®, 0,2 mM desoxinucledtidos trifosfato
(dNTPs), 0,3 uM de cada cebador, 0,2 ul de PrimeSTAR® HS DNA Polymerase (Takara Bio
Inc., Japan) y 1 ul de ADN molde que provenia de una extraccion de ADN total de la cepa
de B. thuringiensis Z21.2 (Ruiz de Escudero et al., 2006). El protocolo de la reaccién
consistid en una primera desnaturalizaciéon a 95 °C durante 3 minutos, seguida de un

ciclo de 1 minuto a 95 °C, un minuto de anillamiento a 50 °C y 3 minutos de elongacién
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a 72 °C. Este ciclo se repitio 34 veces y terminé con 10 minutos a 72 °C. El producto de
la PCR fue sometido a electroforesis en gel de agarosa 1 % en tampdn TAE (tris-acetato-
EDTA), y usando como marcador de peso molecular el 1 kb ADN ladder (NIPPON
Genetics EUROPE GmbH, Alemania). El gel, una vez resuelto, se tifié con bromuro de
etidio (Sambrook & Russell, 2001) y se visualizé mediante captura fotografica en un
transiluminador de luz UV (G:BOX, Syngene). El amplicén se extrajo del gel con ayuda de
un bisturi y el ADN se purificéd utilizando el kit NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up
(Macherey-Nagel) (GmbH & Co. KG., Alemania). Posteriormente se cloné en el vector de
clonacion pJET 1.2 de acuerdo con las instrucciones del fabricante (CloneJET PCR Cloning
Kit, Fermentas, Canadd) obteniéndose la construccion pJETAg4. Esta construccion fue
transformada por choque térmico en células quimiocompetentes de E. coli DH5a, y para
ello se afiadieron 7,5 ul del producto de la ligacion a 120 pl de células competentes. La
mezcla se mantuvo en hielo durante 30 minutos, después se introdujo en un bafio de
agua a42 °Cdurante 45 segundos y seguidamente se afiadié 1 ml de LB. Posteriormente,
las células se incubaron durante una hora a 37 °C a 200 rpm, se sembraron en placas de
LB suplementadas con 100 pg/ml de ampicilina y se incubaron a 37 °C durante 24 h. Al
dia siguiente, se realizd6 un aislamiento de ADN plasmidico (NucleoSpin Plasmid,
Macherey-Nagel) de un cierto nimero de colonias). Seguidamente, se realizd una
digestion del plasmido pJETAg4 con la enzima de restriccidn EcoRl y el producto de ésta
se resolvié en gel de agarosa al 1%. El fragmento de ADN correspondiente al gen vip3Ag4
fue recortado y purificado mediante el kit NucleoSpin Gel and PCR Clean-up, vy
posteriormente fue clonado en el vector de expresidn de Pseudomonas pMEKm12.
Previo a la clonaciodn, el vector p MEKm12 fue digerido con la enzima de restricciéon EcoRl
y desfosforilado con la enzima Antartic Phosphatase (NEB Inc., UK). La concentracidn de
ADN del inserto y del plasmido fue estimada mediante electroforesis en gel de agarosa
con ayuda del marcador de peso molecular cuantificable 1 kb ADN ladder. La reaccién
de ligaciéon se llevé a cabo empleando como mezcla de reaccién 2 pl de tampdn de
Reaccidn 2x, 1 ul de T4 ADN Ligasa, 150 ng ADN purificado, 50 ng vector pMEKm12, en
un volumen final de 20 pl. Esta reaccion se incubd durante toda la noche a 16 °Cy fue

transformada en la cepa de E.coli DH5a. De esta manera, se obtuvo la construccion
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PMEKm12-vip3Ag4. La construccidon fue enviada a secuenciar para comprobar la

secuencia, correcta insercion y direccion del gen (STABvida, Portugal).

5.3.- Expresion de la proteina Vip3Ag4 en Bacillus megaterium

Para la expresion de la proteina Vip3Ag4 la cepa WH320 de B. megaterium fue
cultivada en medio de cultivo 2xTY con tetraciclina (10 pg/ml). Una vez alcanzada una
densidad éptica de 0,3 a 600 nm se indujo la expresion mediante la adicion de xilosa a
una concentracion final de 0,5% (p/v). La induccidn de la expresidon continué durante
toda la noche. La mitad del volumen de fermentacion fue utilizado para la extraccién y
purificacién de la proteina recombinante y la otra mitad se fijé con lugol (Sigma-Aldrich,
EEUU) para ser utilizada como fuente de proteina encapsulada en los bioensayos. La
fraccion de cultivo destinada a la purificacién fue centrifugada a 6.000 rpm durante 10
minutos a 4 °C vy el pellet obtenido fue resuspendido en 30 ml de buffer de extraccién
(20mM NaH2POs; 500 mM NaCl; 1 mg/ml lisozima) junto con 30 ul de Benzonasa®
(Novagen, Alemania) y 30 ul de PMSF (100 mM). La mezcla se incubé en agitacién suave
a 37 °C durante 1 hora. A continuacién, se lisaron las células mediante pulsos de
ultrasonidos (Branson Sonifier 250, Branson Ultrasonics Corporation, EEUU). Se
aplicaron 2 ciclos de 60 segundos al 60% de potencia y con un periodo de descanso de
60 segundos entre ciclos. Seguidamente, las células, a las que se les afiadié 30 pl de
PMSF, se incubaron en hielo en agitacion magnética suave durante 1 hora para
solubilizar los cuerpos e inclusidn. Posteriormente, la mezcla se centrifugdé durante 30
minutos a 11.000 rpm. El sobrenadante se filtré secuencialmente con filtros de acetato
de celulosa 0,45 um y 0,2 um de didmetro de poro. A continuacion, se purificé la
proteina mediante columnas de afinidad Niquel-Histidina Protino Ni-TED 2000
(Macherey-Nagel) siguiendo las instrucciones del fabricante. Estas columnas se basan
en la afinidad que poseen las proteinas recombinantes marcadas con una cola de
histidinas por los iones de niquel inmovilizados en la fase sélida de las columnas. Una
vez purificada, la proteina fue cambiada del buffer de elucion, que contiene imidazol, a
agua mili-Q mediante una columna de desalado (Sephadex G-25M, GE Healthcare).
Durante el proceso de expresion y purificacién, se tomaron muestras que fueron

observadas en un gel de acrilamida (SDS-PAGE) al 11% para identificar las bandas
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obtenidas en el perfil proteico. Como marcador de peso molecular se utilizd Precision

Plus Protein™ Standars — Dual color (BioRad, EEUU).

5.4.- Fijacion con lugol 1 %, recuento y analisis de viabilidad

La otra mitad de células de B. megaterium inducidas se cosecharon igualmente
por centrifugacién a 6.000 rpm y 4 °C. Posteriormente, se fijaron mediante un
tratamiento con lugol 2 % durante 4 horas a temperatura ambiente y con agitacién
suave (Barnes & Cummings, 1987). Una vez finalizado este proceso, se lavaron tres veces
con agua mili-Qy se resuspendieron en 20 ml de agua mili-Q. Este tratamiento con lugol
2 % se realizd también sobre las células control obtenidas a partir del cultivo sin inducir.
El ensayo de viabilidad se llevé a cabo sembrando en placas de LB las células fijadas,

tanto con antibidtico (tetraciclina, 10 pg/ml) como sin él.

5.5.- Clonaje y transformacion del gen vip3Ag4 en Pseudomonas fluorescens

Para la expresién de proteina Vip3Ag4 en P. fluorescens, la construccién
pPMEKm12-vip3g4 fue transformada en células electrocompetentes de P. fluorescens.
Dichas células se prepararon inoculando una colonia de la cepa SW 25 en 20 ml de medio
KMB liquido. El cultivo se incubd durante toda la noche a 28 °C en agitacidn (200 rpm).
Las células se recuperaron por centrifugacidn y posteriormente se lavaron dos veces con
1 ml de sacarosa estéril 300 mM centrifugando durante 2 min a 6000 rpm. Finalmente
el pellet se resuspendid en un volumen final de 100 ul de sacarosa 300 mM. La
transformacién de las células se llevé a cabo transfiriendo la construccién pMEKm12-
vip3Ag4 a una cubeta de electroporacién de 0,4 cm de ancho (BioRad, EEUU) junto con
100 pl de bacterias electrocompetentes. Las condiciones de transformacién fueron un
pulso de 2,5 kV, 25 uF y 400 Q. Una vez realizada la electroporacion se afiadié 1 ml de
medio KMB y se incubd durante 4 horas a 28 °C. Las células transformadas se sembraron
en medio KMB con kanamicina a una concentracion final de 50 ug/ml. Se seleccionaron
10 colonias transformadas para comprobar mediante PCR que hubieran incorporado la

construccion pMEKm12-vip3Ag4.
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5.6.- Cuantificacion de proteina encapsulada y purificada

La cuantificacion de la proteina obtenida del proceso de produccién se llevo a
cabo mediante electroforesis en gel de acrilamida en la que se visualizé la proteina
purificada a cuantificar junto con un patrén de Albumina del Suero Bovino (BSA).
Posteriormente se calculé la concentracién de proteina obtenida en el proceso de
purificacion mediante densitometria utilizando el software Gene Tools (Syngene). Para
llevar a cabo el célculo de la concentracion de proteina encapsulada (ng/cel) se realizd
un recuento de células en una camara de Neubauer. Esto permitiéd estimar la
concentracion de proteina por volumen de cultivo y la concentracidon de proteina por

célula.

5.7.- Evaluacidn de la toxicidad de la proteina Vip3Ag4

La toxicidad de la proteina Vip3Ag4 fue evaluada en larvas del lepiddptero
Spodoptera litoralis siguiendo el método de contaminacién superficial de la dieta. Para
ello, se empled una dieta general de lepiddpteros (Greene et al., 1976) que fue
distribuida en cajitas con 24 pocillos mientras permanecia liquida. Una vez solidificada
la dieta, ésta fue impregnada superficialmente con 35 pl de una determinada dilucién
de la proteina. Para cada tratamiento se emplearon cinco concentraciones con factor de
dilucién constante. Con el fin de estudiar la capacidad fotoprotectora de la
microencapsulacion, la proteina purificada y la proteina encapsulada fueron sometidas
a una radiacion UV de 40 KJ/cm?. Este nivel de radiacion representa la energia maxima
recibida por unidad de superficie en el paralelo 42° (Pamplona) durante dos dias
soleados. Para llevar a cabo la fotoexposicion se dispensd la toxina o suspensidn de
células a ensayar en placas de 12 pocillos que se dejaron secar a 28 °C durante toda la
noche. La proteina, una vez seca, se expuso a la radiacion UV en un Crosslinker
(Stratalinker 1800, Agilent Technologies, Inc., EEUU). Se rehidraté la muestra y se se
dispensd sobre la dieta solidificada como se describe anteriormente. Como control
negativo, en el caso de la proteina purificada se utilizd agua, y en el caso de la proteina
encapsulada en B. megaterium se empled la concentracion de células de B. megaterium
sin inducir mas alta del bioensayo. Se realizaron controles de deshidratacién con el fin

de estudiar el efecto de la deshidratacion tanto sobre la proteina purificada como sobre
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la encapsulada. Una vez dispensada la dilucion de proteina sobre la dieta, las cajas se
dejaron secar a temperatura ambiente en la campana de flujo laminar hasta eliminar el
agua por evaporacion. Seguidamente se colocé una larva neonata de S. littoralis en cada
pocilloy se cerrd la placa colocando tres capas de papel absorbente para evitar el exceso
de humedad y sellar completamente la placa. El bioensayo se mantuvo en condiciones
controladas 16:8 horas (luz:oscuridad), 251 °C y 705 % de humedad relativa. Se
realizaron al menos tres repeticiones de cada tratamiento con 24 larvas por
concentracion. La mortalidad fue evaluada a los 7 dias y los datos dosis-mortalidad se
analizaron mediante un analisis Probit (Finney, 1971) con el software POLO-PC (LeOra
Software Company, 1987) a través del cual se determind la Concentracion Letal 50 (CLso)

de cada tratamiento.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1.- Amplificacion y clonaje del gen vip3Ag4 en pMEKm12

La amplificacion mediante PCR del gen vip3Ag4 se muestra en la figura 3A. El
tamafio del fragmento observado en el gel se corresponde con el amplicédn esperado de
2364 pb. Posteriormente, vip3Ag4 fue clonado en pJET y tras la transformacion, se
comprobé mediante digestiéon con la enzima de restriccion EcoRl, si los clones
seleccionados contenian la construccion pJETAg4. Los tres clones seleccionados

contenian el gen vip3Ag4 (Figura 3B).

' — 10000 pb ~ 10000 pb
o4
. i x
3000 pb " . W 73000 pb

= 2000 pb 2000 pb
= 1500 pb = 1500 pb
= 1000 pb = 1000 pb

Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa (1%): A) Amplificacion del gen vip3Ag4 a partir
de la cepa Z21.2 de Bt. Carriles 1y 2: fragmentos amplificados por PCR; M: marcador de
peso molecular B) Carriles 1 a 3: producto de la digestion con la enzima de restriccién
EcoRl de tres clones que muestran el plasmido pJET (2974 kb) y el inserto, el gen vip3Ag4
(2364 kb). M: marcador de peso molecular.

A partir de este gel, se extrajeron los amplicones correspondientes al gen
vip3Ag4 para su posterior clonaje en el vector de expresion en Pseudomonas pMEKm12.
Para llevar a cabo esta clonacidn se determind la cantidad de ADN tanto del vector

PMEKm12 (Figura 4A), como la del inserto correspondiente al gen (Figura 4B).
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Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa (1%): A) Cuantificaciéon de varios clones del
vector pMEKm12 digeridos con EcoRl. M: marcador de peso molecular B) Cuantificacion
de la purificacion del fragmento de ADN correspondiente a varios clones del gen
vip3Ag4. M: marcador de peso molecular.

El gen vip3Ag4 fue clonado en el vector de expresiéon y tras la transformacion, se
comprobdé mediante digestion con la enzima de restriccion EcoRl que las células de E.
coli contenian la construccion pMEKm12-vip3Ag4 (Figura 5A). Una vez comprobada la
correcta incorporacién en fase de lectura abierta del inserto mediante secuenciacion, la
construccion fue empleada para transformar la cepa de P. fluorescens SW25. Los
transformantes de Pseuodomonas obtenidos fueron analizados por PCR para
determinar si el gen estaba presente en ellos. El gel de agarosa mostré el fragmento de
amplificaciéon correspondiente al tamano del gen vip3Ag4 (Figura 5B), por lo que
cualquiera de los clones obtenidos podria ser empleado para la produccion de Vip3Ag4.
Sin embargo, la produccién de la proteina Vip3Ag4 en P. fluorescens no alcanzo a llevarse
finalmente acabo en este trabajo, quedando previsto el realizarlo en futuras

investigaciones en el laboratorio.
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Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa (1%). A) Digestién de la construccion
PMEKmM12-vip3Ag4. Se muestra el vector p MEKm12 (9,9 kb) y el inserto correspondiente
al gen vip3Ag4. M: marcador de peso molecular. B) PCR de comprobacion a partir de
colonias de P. fluorescens SW25 transformadas. Carriles 1 a 9: amplificones
correspondientes al gen vip3Ag4 (-): control negativo; (+): control positivo; M: marcador
de peso molecular.

6.2.- Expresion y purificacion de la proteina Vip3Ag4 en B. megaterium

El producto del gen vip3Ag4 es una proteina de aproximadamente 88 kDa. Con
el fin de monitorizar el proceso de expresién y purificacién de la proteina Vip3Ag4, se
tomaron muestras a lo largo del proceso de produccion. Las muestras fueron analizadas
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). La banda mayoritaria de
entre 75 y 100 kDa que se observé en el gel mostro el tamariio esperado (Figura 6), por
lo que la produccién en B. megaterium de esta proteina se indujo con éxito mediante la
adicién de xilosa 5 % (p/v). Posteriormente, la proteina fue purificada en una columna

de Niquel y fue eluida principalmente en la primera fraccién (Figura 6).
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25 kDa

Figura 6. SDS-PAGE donde se muestra el proceso de purificacidon de la proteina. Cada
carril corresponde con una alicuota tomada en el proceso de purificacion. M: marcador
Precision Plus Protein Standards; 1: Sobrenadante de lisado; 2: Pellet, 3: Primera
fraccién eluida de la columna de niquel, 4: Primera fraccidon de la columna de desalado,
5: Segunda fraccion eluida de la columna de niquel, 6: Segunda fraccién de la columna
de desalado.

A lo largo de los experimentos de purificacion se observé que gran parte de la
proteina final obtenida proviene de los cuerpos de inclusién solubilizados mediante
agitacion en agitador magnético en frio. Se estimd que este paso de solubilizacién hace
que la cantidad de proteina recuperada sea de aproximadamente el doble (datos no
mostrados). Por otra parte, en trabajos anteriores de expresion de proteinas Vip3 en B.
megaterium realizados en nuestro laboratorio, se estudié la capacidad de encapsulacion
de este microorganismo y se determind que contrariamente a los que sucede en B.
thuringiensis, estas proteinas no se secretaban al medio de cultivo durante el proceso
de expresion (Palma et al., datos no publicados).

Una vez que las células de B. megaterium fueron fijadas con lugol se llevé a cabo
un ensayo de viabilidad (supervivencia celular) mediante siembra en placa de varias
alicuotas del cultivo fijado. Dado que no crecié ninguna colonia en el medio de cultivo
tras 72 horas de incubacién podemos decir que el tratamiento con lugol resulta efectivo
como método de fijacion (Barnes & Cummings, 1987), para poder llevar a cabo con
seguridad la liberacién en la naturaleza de microorganismos genéticamente modificados

(Viebahn et al., 2009).
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6.3.- Cuantificacion de la proteina Vip3Ag4

La cuantificacion de Vip3Ag4 por densitometria en gel dio como resultado una
concentracién de 6 mg de proteina por litro de cultivo (Figura 7). Teniendo en cuenta la
biomasa del cultivo, pudimos calcular que se produjeron unos 0,44 mg de proteina por
gramo de pellet. El recuento de células totales (viables y no viables) realizado en cdmara
de Neubauer fue de 1,27 x 10'° células/ml. Con este dato obtuvimos que la

concentracidn de proteina encapsulada es 1,75 x 10°® ng de proteina/célula.

Recta de BSA (ug)

M 1 2 8 6 4 2 1

250 kDa
150 kDa
100 kDa

75kDa =T

50 kDa

37kDa ==

Figura 7. SDS-PAGE en el que se muestra la cuantificacién de la proteina Vip3Ag4
producida en B. megaterium. M: marcador Precision Plus Protein Standards; Carril 1: 8
ul de proteina purificada; Carril 2: 4 ul de proteina purificada; Recta patrén de BSA: con
8,6,4,2,1ug de BSA.

Los rendimientos de proteina producida fueron similares a los obtenidos en otros
procesos de produccidon de este tipo de proteinas en sistemas de produccién de

proteina, como E.coli.

6.4.- Evaluacién de la actividad insecticida

Los resultados de actividad insecticida demostraron que la proteina Vip3Ag4
producida en B. megaterium es altamente tdxica contra las larvas de S. littoralis. Los
controles de deshidratacién de proteina, tanto libre como encapsulada, realizados al

principio de los ensayos mostraron que el proceso de secado previo a los tratamientos
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no tiene efecto en la actividad insecticida (datos no mostrados). La proteina Vip3Ag4
purificada por columna a partir del lisado de B. megaterium presenté una ClLso de 27,5
ng/cm? (Tabla 1). Este dato es similar al obtenido en una trabajo anterior, en el que la
proteina fue producida en E. coli BL21 (DE3), y tuvo una Clso de 34,89 ng/cm? (Palma et
al., 2013). En el caso de la proteina producida y encapsulada en B. megaterium
(Vip3Ag4_encap), también se observé que fue tdéxica contra las larvas de S. littoralis,
siendo su Clsp de 258,5 ng/cm? (Tabla 1). Este dato muestra que la CLso de la proteina
encapsulada es unas 10 veces superior a la de la proteina purificada. Esta diferencia
puede deberse a que la proteina que esta dentro de la célula de B. megaterium se
encuentre formando cuerpos de inclusidn no solubilizables totalmente por los jugos
intestinales de la larva. Ademas el hecho de que la proteina se encuentre envuelta por
la pared del microorganismo pudo hacer que la digestién de la proteina fuera mas
complicada. Esta tendencia también se ve en Herndndez-Rodriguez (2013), donde se
probaron dos proteinas, Cryllay Vip3Aa, purificadas de Pseudomnas y encapsuladas en
Pseudomonas, contra dos especies de lepiddpteros; y en ambos casos se vio como la
Clsode las proteinas encapsuladas era ligeramente superior a la de la proteina purificada
en columna.

Spodoptera littoralis es una plaga polifaga cuya susceptibilidad a las proteinas
Vip3 ha sido evaluada recientemente (Ruiz de Escudero et al., 2014).La susceptibilidad
de esta especie a este grupo de proteinas es elevada, y las CLso de Vip3Aa, Vip3Ab,
Vip3Ae y Vip3Af oscilan entre 4 y 163 ng/cm? . Por otro lado también se conoce la
susceptibilidad de esta especia a las proteinas Cry (Van Rie et al., 1990). El uso de
combinaciones de proteinas Cry y Vip3, con diferente modos de accién (Lee et al., 2003;
Sena et al., 2009), podria servir para minimizar la aparicién resistencias.

Los bioensayos realizados con la proteina purificada y encapsulada sometida a
radiacion ultravioleta muestran la disminucién de la toxicidad de la proteina Vip3Ag4.
En el caso de la proteina pura expuesta (Vip3Ag4+UV), con una CLso de 518 ng/cm?, la
exposicién a la radiacién UV hace que su actividad se reduzca unas 20 veces en
comparacion con la proteina pura no expuesta. Por otra parte, el bioensayo de proteina
encapsulada expuesta a radiacion UV (Vip3Ag4_encap+UV) reveld que B. megaterium

confiere resistencia a la proteina Vip3g4 frente a la radiacién. La proteina encapsulada
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y expuesta mostré una ClLso de 479 ng/cm? lo que supone que ésta proteina reduce su
actividad 1,66 en comparaciéon con la proteina encapsulada no fotoexpuesta. Esta
bajada de actividad es significativamente menor a la que se produce cuando
fotoexponemos la proteina purificada.

Entre la literatura podemos encontrar otros trabajos en los que se ha estudiado
el efecto de la radiacién ultravioleta sobre las esporas y los cristales proteicos de B.
thuringiensis. Myasnik (2001) realizé una comparativa sobra la sensibilidad a la radiacion
UV-B por parte de B. thuringiensis y otros microorganismo del género Bacillus y
determind que las esporas de B. thuringiensis subesp. israelensis eran tan resistentes
como las esporas de Bacillus subtillis y mas resistentes que las esporas de Bacillus cereus,
presentando una resistencia maxima a la radiacion UV-B de 48 horas.
Otros autores como Zhang (2008) han estudiado la mejora de la resistencia la radiaciéon
UV de B. thuringiensis mediante la expresion del gen de la melanina junto con la proteina

insecticida obteniendo como resultado una resistencia a la radiacidon 9 veces mayor.

Tabla 1. Concentracién letal media (CLso) de Vip3Ag4 contra larvas neonatas de S.

littoralis.

Bondad

Recta de regresion CLso . Potencia L.C. (95%)°
. del ajuste )
Tratamiento relativa
PendientetES a‘tES ng/cm? y g.l. Inferior  Superior

Vip3Ag4 1,8+0,2 2,540,3 27,5 21 3 19,8 13,3 29,7
Vip3Ag4+UV 1,440,2 1,240,5 5180 2,4 3 1 - -
Vip3Ag4_encap 1,840,2 0,7£0,4 2585 20 3 1,66 1,0 2,5
Vip3Agd +UV -

P=Rg7_encap 3,040.3 4790 21 3 1 ; ;

3,1+0,8

a*Ordenada en el origen
9 Limites de confianza al 95 %

Otros autores han encapsulado proteinas de B. thuringiensis en sistemas
alternativos y abidticos como micro-gotas lipidicas (Cheung & Hammock, 1985), la
microencapsulacion de esporas y cristales de B. thuringiensis en alginato de calcio
mediante gelificacién interna (Garcia-Gutierrez et al.,, 2011). Estos sistemas de

microencapsulacion consisten en producir la proteina en un microorganismo,
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posteriormente se requiere un proceso de purificacion de la proteina y finalmente se
realiza la microencapsulacion. Este tipo de encapsulacién presenta como desventaja la
duracion del proceso de produccion y el coste econdmico del mismo. Por ello, la
microencapsulacion en microorganismo, siempre y cuando se utilicen sustratos
inductores de bajo coste como la xilosa, presenta mds ventajas ya que estos sistemas
permiten la encapsulacién en el mismo organismo en el que se produce evitando asi el

proceso de purificacidn y posterior microencapsulacion.

El sistema de produccidn en P. fluorescens con el vector de expresién pMEKm12
es un sistema de expresion de proteina inducible por IPTG (isopropil-p-D-1-
tiogalactopiranésido) y seguin los autores Lu et al.,, (2002)y trabajos realizados en
nuestro laboratorio (Hernandez-Rodriguez et al., 2013), la cantidad necesaria para llevar
a cabo la induccidn en P. fluorescens es 5 mM de IPTG frente a los 0,5-1,5 mM de IPTG
necesarios para llevar a cabo la induccion en E. coli. Esto hace que la produccidn de
proteina en el vector de expresion pMEKm12 presente un alto coste de produccién ya
que el IPTG es un sustrato inductor relativamente caro. En cambio, el vector de
expresion de B. megaterium pWH1520 (y los derivados de este) se inducen mediante la
adicion de xilosa, un azucar que se obtiene por hidrdlisis a partir de subproductos

vegetales, lo que hace que este inductor tenga un coste significativamente menor.

El hecho de que el sistema de expresidn de proteinas en P. fluorescens sea a
priori mas costoso debido al precio del inductor, no hace que la produccién de proteinas
en P. fluorescens deje de ser interesante, ya que este microorganismo puede
proporcionar una fotoproteccion de proteina intracelular superior a la que ofrece B.
megaterium. Sin embargo, y ademas de el elevado coste de induccién, el sistema de
expresion en P. fluorescens posee otras desventajas tales como el disponer de un
numero de vectores de expresion limitado y que las proteinas expresadas no son

facilmente purificadas (Lu et al., 2002).

Estos sistemas de produccién de proteinas secretables de Bt permitirian
aprovechar un grupo de proteinas que por sus caracteristicas hasta la fecha quedaban
fuera del uso como agentes de control de plagas. Ademas, las protegerian de uno de los

factores abidticos mds importantes en campo como es la radiacién UV. En este trabajo,
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se ha estudiado por primera vez la actividad téxica de la proteina insecticida Vip3Ag4
microencapsulada en B. megaterium sobre S. littoralis, un insecto plaga polifago muy
destructivo, demostrando el elevado potencial que posee este sistema para la
produccién de nuevos formulados bioinsecticidas y aumentando las perspectivas de su
uso en el desarrollo da bioinsecticidas basados en proteinas secretables de B.

thuringiensis.

27



Conclusiones

7. CONCLUSIONES

Se ha conseguido producir la proteina secretable Vip3Ag4 de B. thuringiensis en
Bacillus megaterium. La proteina es activa tanto pura como encapsulada contra
S. littoralis, por lo que el sistema puede considerarse adecuado para la

produccién de este tipo de proteinas.

La exposicion de la proteina pura a la luz UV hace que su actividad disminuya 20
veces. Sin embargo, la actividad insecticida de Vip3Ag4 microencapsulada en B.
megaterium sélo disminuye 1.66 veces. Por lo que la microencapsulacion aporta

proteccion a la toxina frente a factores medioambientales como la radiacién UV.

El sistema de produccidon de proteinas insecticidas en B. megaterium podria
tener ventajas respecto a otros, como el sistema en Pseudomonas o E. coli,
debido sobre todo al bajo coste del inductor. Sin embargo, habria que estudiary
mejorar la disponibilidad de la proteina una vez encapsulada, ya que segun los
resultados de los bioensayos parece ser que no toda la proteina encapsulada es

asimilable por el insecto.
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