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Abstract

1. ABSTRACT

The entomopathogenic bacterium Bacillus thuringiensis is the leader of the
biological insecticides used worldwide to control pests in agriculture, forestry, and
mosquito vector of human diseases. In this work, we have performed a screening
among some isolates available in the B. thuringiensis strain collection of the Microbial
Bioinsecticides Group to select cry9 genes. Cry9B, Cry9D and Cry9E proteins were
successfully produced in recombinant bacteria to test insecticidal activity against six
lepidopteran species of agricultural importance. All three proteins were toxic against
Mamestra brassicae, Ostrinia nubilalis and Chrysodeixis chalcites using a diet surface
contamination method. Although we are in an early stage to detect whether Cry9
proteins are toxic for aphids, the protein Vip3Ca3 showed insecticidal activity against
the species Myzus persicae. These results provide promising information for the
development of new bioinsecticides in the context of an Integrated Pest Management

in agricultural crops.



Resumen

2. RESUMEN

Bacillus thuringiensis Berliner (Bt) es el microorganismo mas empleado en el
mundo como agente de control bioldgico ya que produce proteinas con propiedades
téxicas para distintos invertebrados. En este trabajo se ha conseguido detectar una
serie de genes cry9 a partir de un conjunto de aislados de B. thuringiensis proveniente
de la coleccion del grupo de Bioinsecticidas Microbianos. Las proteinas Cry9B, Cry9D
y Cry9E fueron producidas con éxito en bacterias recombinantes para evaluar su
actividad insecticida frente a seis especies de lepiddpteros y el afido Myzus persicae.
Las tres proteinas resultaron toxicas para las especies Mamestra brassicae, Ostrinia
nubilalis y Chrysodeixis chalcites en ensayos realizados siguiendo la metodologia de
contaminacion superficial de la dieta suministrada. Ademas de las proteinas Cry9, se
ensayaron proteinas del grupo Vip3 contra M. persicae. La proteina Vip3Ca3 mostré
actividad insecticida frente a dicha especie. Estos resultados proporcionan informacion
basica para continuar progresando en el desarrollo de estrategias de lucha mas

eficientes para el control de plagas agricolas.
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3. ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

Bacillus thuringiensis (Bt) es una bacteria gram (+) anaer@bica facultativa y
guimioorganotrofa, perteneciente al género Bacilaceae (Sneath, 1986). Se diferencia
del resto de especies de este género porque produce uno o varios cuerpos cristalinos
de naturaleza protéica, localizados en el citoplasma, asociados al proceso de
esporulacion y visibles a microscopio optico de contraste de fases. Las proteinas que
forman este cristal (Cry y Cyt) poseen propiedades téxicas para varios 6rdenes de
insectos, caracteristica que le confiere a este microorganismo un papel relevante como
bioinsecticida (de Maagd, 2001). Estos genes se expresan durante la fase estacionaria
de crecimiento y su producto protéico forma la inclusion cristalina que puede llegar a
constituir el 20-30% del peso seco de las células esporuladas (Schnepf et al., 1998).
Ademas, B. thuringiensis produce un tercer grupo de proteinas insecticidas durante su
periodo vegetativo que son secretadas al medio, las proteinas Vip (Estruch et al.,
1996).

Bacillus thuringiensis fue aislada por primera vez a comienzos del siglo XX
(Ishiwata, 1901) y en la actualidad se encuentra a la cabeza de los productos
bioinsecticidas comercializados a nivel mundial para controlar plagas agricolas,
forestales y mosquitos vectores de enfermedades humanas como el dengue o la
malaria. Ademés, desde hace algo més de 15 afios, se ha conseguido producir
proteinas insecticidas en plantas transgénicas, constituyendo los denominados
“cultivos Bt”". Los genes codificantes de estas toxinas provienen de diferentes cepas de
B. thuringinesis (Crickmore, 2006). Este microorganismo presenta una distribucion
ubicua, ha sido detectado en la mayor parte de los paises donde se han realizado
programas de muestreo y aislado en diversos ambientes (suelo, grano almacenado,
cadaveres de insectos y filoplano). Entre los diferentes nichos ecolégicos posibles, B.
thuringiensis puede ser considerado un patdégeno oportunista que para crear un medio
apropiado de crecimiento, propicia la muerte de su insecto hospedador por medio de la
actuacién de multiples toxinas, entre las que se encuentran las proteinas propias del
cristal toxico y gran variedad de factores de virulencia adicionales (Schnepf et al.,
1998). Hasta el afio 2008, se habian descrito 84 serovares de B. thuringiensis
diferentes, que quedan clasificados de acuerdo a su antigeno H o antigeno flagelar
(Sauka y Benintende, 2008). Cada cepa puede contener uno o varios plasmidos
diferentes y en cada plasmido puede encontrarse uno o varios genes cry (Whiteley y
Schnepf, 1986).
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La clasificacion de las proteinas téxicas producidas por B. thuringiensis esta
basada en el grado de identidad de su secuencia de aminoacidos con holotipos de
referencia (Crickmore et al., 2012). Para ello, se emplean &rboles filogenéticos que
estiman el grado de divergencia evolutiva entre las diferentes proteinas toxicas
producidas por B. thuringinesis. De esta forma, cada proteina descrita se caracteriza
por una secuencia de cuatro numeros arabigos y letras, organizados en rangos (Ej.
Cry9Aal). El primer rango relaciona proteinas que conservan hasta un 45% de
identidad y normalmente son activas frente al mismo orden de insectos. El segundo y
tercer rango, comparten como maximo el 78 y 95% de su secuencia de aminodcidos, y
pueden mostrar diferencias de actividad y potencia frente a las diferentes especies del
mismo orden. Las proteinas que se diferencian en el cuarto rango, normalmente

surgen de mutaciones puntuales (Crickmore et al., 1998).

Dado el interés que genera B. thuringiensis como agente bioinsecticida, la
produccién cientifica en este campo es extensa. Hasta el afio 2009, se habian
realizado unos 1700 ensayos, evaluando 125 holotipos de toxinas de Bt frente a 163
especies de insectos diferentes (van Frankenhuyzen, 2009). En particular, se ha
evaluado la actividad toxica de proteinas Cry y Cyt principalmente frente a
lepidépteros, coledpteros y dipteros. De la misma forma, se ha ido ampliado el rango
de toxicidad de estas proteinas a organismos de gran variedad de reinos, filos,
subclases y 6rdenes como protozoos, nematodos, 4caros, hemipteros, himendpteros y
ortopteros (Schnepf et al., 1998; van Frankenhuyzen, 2009). Actualmente, se conoce
actividad insecticida de una proteina frente varios 6rdenes de insectos al mismo
tiempo en 15 de las 87 familias descritas. Incluso, no puede ser descartado un
porcentaje mayor, ya que los estudios sobre toxicidad abarcando diferentes 6rdenes al

mismo tiempo no son abundantes (van Frankenhuyzen, 2009).

Las proteinas Cry poseen tres dominios estructurales reconocidos (Figura 1). El
primero (Dominio I) esta implicado en la formacion del poro en el tubo digestivo del
insecto y se compone de siete a-hélices antiparalelas, que quedan
tridimensionalmente situadas alrededor de la hélice 5. El segundo (Dominio II),
también llamado prisma-3, consiste en tres laminas  antiparalelas. El tercer dominio
(Dominio Ill) consiste en dos laminas B antiparalelas que forman un sandwich beta con
la topologia de un “jelly roll” (Schnepf et al., 1998; de Maagd et al., 2001). Los
dominios Il y lll son principalmente responsables del reconocimiento y union al
receptor de la membrana de las células del epitelio digestivo (de Maagd et al., 2001).

Las toxinas Cry pueden llegar a tener 8 regiones conservadas en la secuencia de
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aminodcidos. Entre estas secuencias, la existencia de las regiones 1-5 esta
relacionada con la estructura terciaria que la toxina debe mantener para conservar su
actividad (Schnepf et al., 1998).
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Figura 1. Estructura primaria y terciaria de las toxinas Cry. (a) Muestra la longitud relativa
de las protoxinas Cry y la posicion de las cinco regiones conservadas. En particular,
quedan resaltadas en color las proteinas Cry9 y Cryl para facilitar la localizacion de las
toxinas objeto de este trabajo. (b) Estructura tridimensional de la CrylAa toxina activada
doénde se muestran los tres dominios caracteristicos (I: azul, II: verde y lll: amarillo-rojo).
Adaptado de de Maagd et al., (2001).

El modo de accién de las toxinas Cry es un aspecto al que se le dedica un gran
esfuerzo en investigacion y, sin embargo, ain quedan muchos aspectos por dilucidar
(Vachon et al., 2012). A grandes rasgos, la secuencia de eventos que se explica a
continuacion estda ampliamente aceptada. En un primer lugar, un hipotético insecto
susceptible ingiere los cristales protéicos en forma de protoxinas. Una vez los cristales
alcanzan el tubo digestivo, son solubilizados y cada proteina es convertida por
digestidn proteolitica en una toxina activa de menor tamafio al inicial. A continuacion,
la toxina activa se une a un receptor especifico en la membrana de las células
epiteliales del tubo digestivo. Como consecuencia de este reconocimiento, se produce
un poro poco selectivo y permeable a pequefias moléculas (iones inorganicos,
aminoacidos y azucares). La presencia de estos poros interfiere con la fisiologia
celular ya que se eliminan los gradientes i6nicos trasmembrana, y se produce un flujo

masivo de solutos a la célula desde el lumen del tubo digestivo del insecto.
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Finalmente, se produce la lisis osmotica de la célula, dafiando de manera fatal el tejido
epitelial del tubo digestivo y causando la muerte del insecto por intoxicacion (Bravo et
al., 2004; Vachon et al., 2012). El proceso de reconocimiento del receptor especifico
por la toxina y la formacion del poro no estd completamente elucidado. Una de las
teorias mas convincentes supone un modelo de union secuencial de la toxina a varios
receptores especificos. En este modelo, la protoxina se une al receptor de cadherina
en la fase denominada de “pre-poro”, lo que produce un cambio conformacional en la
proteina exponiendo a digestién proteolitica la regién del extremo amino terminal de la
secuencia. En una segunda fase, las toxinas activadas forman oligdmeros tetrameros
con gran afinidad por un segundo receptor todavia no determinado (aminopeptidasa N
o fosfatasa alcalina). En esta teoria, esta uniéon produce el poro en el tejido epitelial

que desencadenard la lisis osmética (Bravo et al., 2004).

Segun la clasificacién actual basada en la comparacién de la secuencia de
aminoacidos de la proteina, existen 15 genes en la familia cry9 pertenecientes a 5
clases (cry9A, cry9B, cryC, cryD y cry9E). Las proteinas para las que codifican estos
genes comparten al menos el 78% de sus aminoacidos (Crickmore et al., 1998). El
primer gen de este grupo fue descubierto en el afio 1991 y pertenece a la subclase
cry9Aa (Smulevitch et al., 1991). Hasta la fecha, se ha descrito su actividad téxica
frente a 28 larvas de insectos diferentes pertenecientes a los érdenes Lepidoptera y
Coleoptera. Sin embargo, los estudios basados en familia de genes cry9 siguen
constituyendo un pequefio porcentaje de todos los trabajos realizados sobre proteinas
téxicas de B. thuringiensis (van Frankenhuyzen, 2009). Por el contrario, los genes cry9
presentan un gran interés. Hace mas de una década, Lambert et al., (1996)
denominaron a la toxina Cry9Cal como la proteina del cristal protéico de B.
thuringiensis més atractiva para desarrollar nuevos bioinsecticidas para el control de
lepidopteros. Segun estos autores, esta proteina es toxica para las mismas especies
contra las que se emplea con regularidad las toxinas CrylAb5 y CrylAcl, y amplia el
rango de actividad a otras especies plaga como Heliotis virescens, Ostrinia nubilalis y
Agrotis spp. Ademas, las toxinas Cry9 presentan un uso prometedor ya que combinan
una elevada toxicidad para algunas especies de lepiddpteros (van Frankenhuyzen et
al., 1997) con la union a un receptor epitelial que parece ser diferente del receptor de
las toxinas Cryl, las mas empleadas en el control de lepidépteros (Lambert, et al.,
1996, Ruiz de Escudero et al., 2007). La busqueda de toxinas que empleen receptores
alternativos a las de las proteinas habitualmente utilizadas supone una pieza clave en
el manejo de resistencias. De hecho, ya se han descrito poblaciones de insectos
resistentes a toxinas Cry en al menos ocho cultivos al aire libre, incluyendo seis
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especies de insectos resistentes a cultivos transformados con toxinas Cry de B.
thuringinesis (Tabashnik et al., 2011). De esta forma, la busqueda de nuevos genes
insecticidas, asi como la caracterizacién de su actividad tdxica supone un ambito de
investigacion de gran interés para el futuro desarrollo de alternativas en el control de

plagas mediante B. thuringiensis (Bravo et al., 1998; van Frankenhuyzen, 2009).

El empleo de B. thuringiensis en agricultura se ha llevado a cabo a dos niveles:

() mediante el uso de formulados bioinsecticidas, (ii) desarrollando plantas
transgénicas que expresan toxinas de propias de Bt. Los formulados bioinsecticidas
actualmente disponibles pueden ser de primera, segunda y tercera generacion, segun
el grado de modificacion genética del organismo empleado. Los formulados de primera
generacion estdn compuestos por toxinas y esporas, siendo la mayoria de los
productos comerciales. Su empleo es considerado un método racional e integrado de
lucha contra estas plagas respetuoso con el medio ambiente. Posteriormente, se
desarrollaron los bioinsecticidas de segunda generacion, compuestos por aquellos
formulados a partir de cepas de B. thuringiensis que han sido modificadas por algin
mecanismo de transferencia de genes para aumentar el espectro de huéspedes frente
a los que es activa o incrementar su toxicidad. En tercer lugar, los bioinsecticidas de
tercera generacion hacen referencia a los productos cuya formulacion contiene
bacterias recombinantes modificadas genéticamente con genes cry, 0 en el caso
contrario, cepas de B. thuringiensis a las que se introducen otros factores de virulencia
distintos de sus propias toxinas. Finalmente, los genes codificantes de proteinas
toxicas de B. thuringiensis han tenido una gran aplicacion en el desarrollo por
ingenieria genética de plantas transgénicas. La primera introduccion exitosa de un gen
cry en plantas de tabaco y su posterior expresion de la proteina en cantidad suficiente
para controlar larvas de Manduca sexta, data del afio 1987. Desde entonces, se han
introducido al menos diez tipos de genes cry distintos y un gen vip en hasta 26
especies vegetales diferentes (Sauka y Benintende, 2008). El cultivo de plantas
transgénicas Bt se estd ampliando de manera vertiginosa en todo el mundo. En 2010
se alcanzaron los 26 millones de ha de cultivo Bt, siendo los principales paises
productores Estados Unidos, Argentina y Brasil (Meissle et al., 2011). Entre las
razones de este gran incremento estan el hecho de que estas plantas controlan
satisfactoriamente a los insecto plaga diana de cada toxina y reducen la necesidad del
empleo de insecticidas de sintesis quimica (Sauka y Benintende, 2008). Entre las
posibles limitaciones que entrafia el cultivo de plantas trasgénicas Bt, ademas del
desarrollo de insectos resistentes a las toxinas Cry anteriormente descrito, se
encuentra la emergencia de plagas secundarias que en un manejo tradicional del
7
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cultivo son facilmente controladas por insecticidas de sintesis quimica (Meissle et al.,
2011).

Los insectos pertenecientes al orden Hemiptera son un claro ejemplo de este
tipo de plagas que emergen al reducir el uso masivo de insecticidas de sintesis. De
hecho, segun estudios en plantas Bt, se observé una mayor tasa reproductora del
afido Rhopalosiphum maidis, una especie no susceptible a las toxinas Cry expresadas
en la planta (Faria et al., 2007). Esta es una de las razones que hacen valiosa y util la
busqueda de genes producidos por Bt con actividad téxica frente a hemipteros
(Chougule y Bonning, 2012). Hasta la fecha, hay pocas referencias de estudios que
muestran una actividad insecticida frente a este orden de insectos (Walters y English,
1995; Porcar et al., 2009; Sattar y Maiti, 2011). Estos trabajos hacen referencia a los
genes cry2, cry3, cry4, cryll, vipl-vip2, en los que se ve coémo la dosis toxica para
hemipteros es varios 6rdenes superior que la dosis habitualmente empleada para
combatir lepidépteros (Chougule y Bonning, 2012). Sin embargo, existen dos casos de
toxinas con propiedades muy prometedoras para el control de hemipteros. Por un
lado, las toxinas ViplAe-Vip2Ae muestran una CLsy de 0,57 pg/ml frente a la especie
Aphis gossypii (Sattar y Maiti, 2011). Mientras que por otro, la toxina bajo patente
TIC807 (también denominada Cry51Aa2) que se ha expresado en plantas
transgénicas de algodon ha mostrado actividad insecticida contra el género Lygus spp.
con una CLs, de aproximadamente 250 ppm (Baum et al., 2012). En este contexto, la
busqueda de genes, ya sean cry o vip, que expresen proteinas con actividad

insecticida frente a hemipteros sigue siendo una necesidad.

OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo fin de Master fue buscar cepas de B. thuringiensis
que contuvieran genes cry9 y presentaran un elevado potencial insecticida frente a

diferentes especies de los 6rdenes Hemiptera y Lepidoptera.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1. Busqueda y seleccion de cepas portadoras de genes cry9 mediante PCR

Como punto de partida de este trabajo se seleccionaron varias cepas de B.
thuringiensis de la coleccion del Grupo de Investigacion de Bioinsecticidas Microbianos
con el objetivo de detectar mediante PCR la presencia de distintos tipos de genes
cry9. Las cepas se escogieron de manera que fueran representativas de diferentes

areas geograficas y biotopos (Tabla 1).

Tablal. Caracteristicas de los aislados seleccionados para realizar la busqueda de genes
cry9.

Aislado Procedencia Biotopo

B41.1 Barcelona Suelo cerealista. Cereal 25 cm
G4.1 Gomera Suelo agricola

H29-3 El Hierro Suelo agricola
HUO04-2 Huesca Polvo de maiz. Silo
LEAPIO1 Badajoz Larva muerta
ML090 Badajoz Larva muerta
NA118 Navarra Patata. Suelo agricola
NA142-12 Navarra Polvo de granero. Silo
NA142-27 Navarra Polvo de granero. Silo
NA142-34 Navarra Polvo de granero. Silo
NA142-52 Navarra Polvo de granero. Silo
TE25-2 Teruel Polvo de cereal, trigo y cebada
TF26 Tenerife Suelo

Para detectar la presencia de genes cry9 en las cepas seleccionadas se
emplearon cebadores especificos de los genes cry9A, cry9B, cry9C y cry9D. Estos
cebadores fueron disefiados para el estudio de la diversidad de genes cry en cepas de
B. thuringiensis (Ben Dov et al. 1997). La secuencia de nucledétidos de los cebadores,

asi como el tamafio del amplicon esperado en la reaccion, se muestra en la tabla 2.
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TablaZ2. Cebadores empleados en la busqueda de genes cry9 (Ben-Dov et al., 1997).

Tamaiio
Gen Cebador directo (5'—3’) Cebador reverso (5’—3’) esperado
(pb)
cry94 GGTTCACTTACATTGCCGGTTAGC GTTTGAGCCGCTTCACAGCAATCC 1547
cry9B GCAAATGCATTTAGCGCTGGTCAA | GTTTGAGCCGCTTCACAGCAATCC 701
cry9c CCACCAGATGAAAGTACCGGAAG GTTTGAGCCGCTTCACAGCAATCC 1232
cry9D GCAATAAGGGTGTCGGTCACTGG GTTTGAGCCGCTTCACAGCAATCC 938

La extraccion del ADN bacteriano se realizo diluyendo en 100 ul de H,O MiliQ
estéril una colonia procedente de una placa con medio LB-Agar (10 g triptona, 5 g
extracto de levadura, 10 g NaCl, 15 g Agar, en un volumen final de 1 L de H,O milliQ;
pH 7) incubada toda la noche a 28 °C. A continuacién, la suspension se calentd a 100
°C durante 5 minutos y se mantuvo en el congelador a -20 °C durante, al menaos, 20
minutos. La reaccion de PCR se llevd a cabo en un volumen final de 25 pl, compuesto
por 5 ul de solucion de ADN, 1 U de Tag ADN polimerasa (Bioline, UK), 2,5 pl del
buffer de la enzima, 2 mM de MgCl,, 0,25 mM de cada uno de los cuatro nucledtidos
trifosfato (NTPs) y 0,5 pl de los cebadores necesarios (directo y reverso), a una
concentracion final de 2 uM (Tabla 2). Las condiciones de la reaccion fueron: 95 °C
durante 3 minutos; 30 ciclos de amplificacién consistentes en 1’ de desnaturalizacion
a 95 °C, y 1’ de anillamiento a una temperatura a 56 °C, y 90" de elongacién a 72 °C.

Finalmente, se realiz6 un periodo de extension a 72 °C durante 7 minutos.

Los productos de PCR fueron sometidos a electroforesis en un gel de agarosa
(1%) en TAE (tampon tris-acetato-EDTA) para ser, posteriormente, tefiidos con
Bromuro de Etidio. Los geles se visualizaron mediante captura fotografica en un
transiluminador de luz UV (G:BOX, Syngene). Para la amplificacién total de cada gen
cry9 se seleccionaron las cepas procurando que cada una de ellas tuviera la menor
diversidad de genes cry9 posible. Ademas, gracias a la caracterizacién de genes cry
mediante secuenciacion masiva de la cepa Hu4-02 que previamente se habia llevado

a cabo en el laboratorio, se introdujo esta cepa para la amplificacién del gen cry9E.
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4.2. Clonaje de genes cry9

4.2.1. Amplificacibn completa de los genes cry9

La amplificacibn completa de los genes cry se realiz6 mediante de cebadores
especificos de la region nucleotidica correspondiente al extremo amino-terminal,
comenzando en el primer ATG y carboxilo-terminal (justo antes del codon de parada),
de los diferentes genes (Tabla 3). Con el objetivo de amplificar los genes cry con una
baja tasa de mutaciones se empled una enzima de alta fidelidad (PrimeSTAR®HS
DNA polymerase, Takara Bio Inc, Japan). La mezcla de la reaccion se realizdé en un
volumen final de 25 pl y consistié en 5 pl de 5x PrimeSTAR Buffer (Mg®*plus), 2 pl de
la mezcla de dNTPs, 0,25 pl de PrimeSTAR®HS ADN polimerasa, los cebadores
especificos a una concentracion final de 0,3 uM y 5 pl de ADN molde. Las condiciones
empleadas en la reaccién de PCR de alta fidelidad fueron: 95 °C durante 3 minutos; 32
ciclos de amplificacion consistentes en 30” de desnaturalizacion a 95 °C, y 30" de
anillamiento a 52-56 °C, 3’ 40” de elongacion a 72 °C; y un periodo de extension a 72

°C durante 12 minutos.

La extraccion del ADN bacteriano se realizé6 como se ha descrito anteriormente,
excepto para las cepas TF26 y NA142-12, cuyos pldsmidos fueron purificados por
columna mediante el kit NucleoSpin Plasmid (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG.,
Germany), a partir de un cultivo de 5 ml en medio LB a 28 °C y 200 rpm, crecido

durante 16 horas aproximadamente.

4.2.2. Diseino de cebadores y andlisis de secuencias

Los cebadores especificos para amplificar los genes cry9 se disefiaron a partir
de la base de datos de genes insecticidas de B. thuringiensis (Crickmore et al., 2012),

empleando el programa informatico Serial Cloner v. 2.1 (Tabla 3).

4.2.3. Clonaje de los productos de PCR

El clonaje de los genes cry9 una vez amplificados se realizé en el vector pJET
(CloneJET PCR Cloning Kit, Fermentas, Canada) de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. El clonaje se produjo a partir del gen completo amplificado y purificado del

gel de agarosa (NucleoSpin Extract Il, Macherey-Nagel GmbH & Co. KG., Germany).
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Tabla 3. Cebadores especificos disefiados para amplificar y clonar genes cry9.

Gen referencia . Cebador
. Tipo
Gen para secuencia . .
o cebador . T2 anillamiento
(Acc. N2) Secuencia
(2C)
cry94A Cry09Aal Directo | GTCGACATGAATCAAAATAAACACGGAATTA
(CAA41122)
Reverso | CTCGAGCTTTTCTGTTTCAACGAATTCAATAC >3
cry9B Cry09Bb1 Directo | GGATCCCATGAATCGAAATAATCAAAATGAATATG
(AAV28716)
Reverso | GTCGACCTCTTGTGTTTCAATGAGCTC 52
cry9C Cry09Cal Directo GGATCCCATGAATCGAAATAATCAAAATGAATATG
(CAA85764)
Reverso | GTCGACCTCTTGTGTTTCAATAAACTCAAT >
cry9D Cry09Dal Directo | GGATCCCATGAATCGAAATAATCAAAATGAATATG
(BAA19948) 56
Reverso | GTCGACCTCTTGTGTTTCAATAAACTCAAT
cry9E Cry9E Directo GCTAGCATGAATCGAAATAATCCAAATGAATATG
(Secuencia en
HU4-2) Reverso | GAATTCTCCTCTTGTGTTTCAATGAACTCA 55

Y |a secuencia de los cebadores incluye sitios para dianas de restriccién y una region de solapamiento
con los genes cry9 de 21-28 nt.

La reaccion de ligacion se llevo a cabo empleando como mezcla de reaccion 5
ul del 2x Reaction Buffer, 1 pl de T4 DNA Ligase, ADN purificado, pJET1.2/blunt
Cloning Vector, completando hasta un volumen final de 20 pl con H,O MiliQ estéril. La
relacién entre ADN del inserto y ADN del vector se calculé en base a la férmula del

pPGEM-T para optimizar la ligacion, siendo 3:1 la relacion molar inserto:vector:

ng of vector x Kb size of insert 3
¥ =
Eb size of vector 1

ng of insert =

La concentracibn de ADN disponible se calculdé por comparacién con los
valores proporcionados por el marcador de peso molecular Hyperladder |, en un gel de

agarosa (0,8%). La reaccién de ligacion se realiz6 a temperatura ambiente durante 30
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minutos. El producto de la ligacion se sometié a una dialisis para eliminar las sales de
la mezcla, colocando 10 pl del producto sobre filtros Millipore VSWP de 0,025 pum,
durante 30 minutos. A continuacion, se realizé la transformacion por electroporacion
de células de Escherichia coli DH10B, que fueron suministradas en un kit comercial
(MegaX DH10B™ T1R Electrocomp™ Cells, Invitrogen, Life Technologies Ltd., UK).
Para ello, se afadieron 10 pl del producto de la ligacion a 40 pl de células
competentes. La mezcla se introdujo en cubetas de electroporacion de 0,1 cm (Gene
Pulser ® Cuvette, Biorad, USA), donde fue sometida a un pulso eléctrico (2,0 kV, 200
Q y 25 yF). Posteriormente, las células se incubaron durante una hora en 1 ml de
medio de recuperacion (Recovery Medium; Invitrogen, Life Technologies Ltd., UK) en
condiciones de agitacion (200 rpm) y a 37 °C. Las células transformadas se sembraron
en placas de LB Amp (100 pg/ml) y se incubaron a 37 °C durante 24 horas. Para
confirmar que las colonias seleccionadas tras la transformacion hubieran incorporado
el gen cry9, se realiz6 la extraccion del plasmido con el kit NucleoSpin Plasmid
(Macherey-Nagel GmbH & Co. KG., Germany), seguido de una doble digestién con las
enzimas incorporadas en los cebadores, que deberia liberar un fragmento del tamafio

del gen cry9 (Tabla 3). Los fragmentos se visualizaron en un gel de agarosa al 0,8%.

4.2.4. Clonaje de los genes cry9 en el vector pET28b

Cada gen cry9 fue subclonado en el vector de expresibn pET28b para la
produccion y purificaciébn de la correspondiente proteina. Para ello, se realizé una
doble digestion, tanto del plasmido pET28b, como del plasmido pJetl.2/blunt que tenia
incorporado el gen cry9 de interés. La doble digestion se llevé a cabo con las enzimas
de restricciobn que reconocen las dianas que se incorporaron en los oligonucle6tidos
disefiados para amplificar el gen (Tabla 3). Los fragmentos digeridos se visualizaron
en un gel de agarosa al 0,8% y las bandas correspondientes al tamafio del gen cry9 y
el plasmido pET28b fueron purificadas con el kit NucleoSpin Extract Il (Macherey-
Nagel GmbH & Co. KG., Germany). El ADN fue cuantificado en un gel de agarosa al
0,8%. La ligacion se llevé a cabo durante toda la noche a 16 °C, en un volumen final
de 20 ul, empleando 1 pl de enzima T4 DNA Ligase (New England Biolabs Inc., UK), 2
ul de 10x T4 DNA Ligase Buffer y volumenes de ADN en proporcién molar 1:3 (vector
PET28b:inserto). Posteriormente se transformaron células de E. coli DH10B con el
producto de la ligacién, siguiendo el protocolo descrito en el apartado anterior, con la
salvedad de que el antibiético selectivo empleado fue Kanamicina (50 pg/ml). Se
seleccionaron 4-6 colonias de las placas resultantes de la transformacion y se

comprobd la presencia del gen en el plasmido pET28b extrayendo y digiriendo el
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plasmido con las enzimas de restriccion correspondientes. Los genes fueron
secuenciados analiticamente (Sistemas Gendmicos, Valencia, Spain) para confirmar

que el gen de interés se clon6 adecuadamente antes de ser inducida su expresion.

Finalmente, se realiz6 una segunda transformacion del plasmido pET-28b que
incorpor6 el gen cry9, en la cepa E. coli One Shot® BL21(DE3) (Invitrogen). Las
células fueron transformadas con el siguiente protocolo: Se afiadié 10 pl del plasmido
pET-28b que habia incorporado el gen cry9 a 40 ul de células competentes. Se
mantuvo la mezcla en hielo durante 30 minutos y se aplicé un choque térmico de 42 °C
durante 2 minutos. A continuacion se afiadieron 500 ul de LB y se mantuvo a 37 °C en
agitacion durante 1 hora. Finalmente, se sembraron las células en placas de
LB/Kanamicina (50 pg/ml) y se incubaron a 37 °C durante 24 horas. Se seleccionaron
4 colonias transformadas para comprobar mediante digestion que hubieran

incorporado el plasmido y el gen cry9.
4.3. Produccién de las proteinas Cry9 @

Para comenzar el proceso de produccién de la proteina, se selecciondé una
colonia de BL21(DE3) transformada con el vector pET28b que incorporara el gen cry9
de interés. El preinéculo se obtuvo a partir de un cultivo de 125 ml de medio 2xTY (16
g triptona, 10 g extracto de levadura, 5 g NaCl, en un volumen final de 1 | de H,O
milliQ; pH. 7) incubado toda la noche a 37 °C y 200 rpm en un matraz de 500 ml, que
fue inoculado con la colonia seleccionada. A continuacion, se inocularon dos matraces
de 2 1, que contenian 500 ml de 2xTY cada uno con 10 ml de precultivo y se mantuvo a
37 °C y 200 rpm hasta que alcanz6 una densidad éptica de 0,6 (A=600 nm). En ese
momento se indujo la expresion de la proteina con IPTG (2 mM). Tras un periodo de 6
horas de cultivo, se recuperaron las células centrifugando a 5.500 rpm durante 30
minutos. Se descarto el sobrenadante para congelar el pellet a -20 °C. Al dia siguiente
se inici6 el proceso de extraccion, solubilizacion y purificacion de la proteina. Para ello
se resuspendié cada pellet obtenido en 10 ml de buffer (20 mM buffer fosfato pH 7,4,
500 mM NacCl; 3 mg/ml lysozima). Se afiadi6é 20 pl de Benzonasa (25 U/ul) y 20 pl de
PMSF (100mM) a cada tubo de centrifuga y se incubaron a 37 °C durante 1 hora. A
continuacion, se lisaron las células mediante sonicacion con ultrasonidos (Branson
Sonifier 250, Branson Ultrasonics Corporation, USA.) con 3 ciclos de 60 segundos a
50-60% de potencia y manteniendo periodos de descanso de 60 segundos entre los
ciclos. Tras centrifugar las células a 10.000 rpm durante 30 minutos se recuperé el
pellet que fue resuspendido en un volumen de buffer alcalino (50 mM Na,COs3; 0,1 M

NaCl; 10mM DTT) y se incubd en agitacion magnética durante 2 horas en hielo para
14
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solubilizar los cuerpos de inclusién. Posteriormente, se centrifugé durante 45 minutos
a 10.000 rpm y se conservo el sobrenadante que contenia la toxina soluble. Se ajust6
el pH de esta solucién a 8,4 con HCI diluido y se filtr6 el sobrenadante con filtros de
acetato de celulosa de tamafio 0,45 um y 0,2 um. A continuacién, se purifico la
proteina mediante columnas de afinidad Niquel-Histidina (Protino Ni-TED 1000
Machery-Nagel, UK), y tras la elucion de la proteina se realiz6 un cambio de buffer a
tampon carbonato (50mM Na,COs;, 100 mM NaCl, pH 11,3); con columnas de
desalado (SephadexTH G-25M, GE Healthcare). Durante el proceso de expresion y
purificacion, se tomaron muestras que fueron observadas en un gel de acrilamida
(SDS-PAGE) al 11% para identificar las bandas obtenidas en el perfil protéico. Se
empled el marcador molecular Precision Plus Protein™ Standars — Dual color (BioRad,

USA). La proteina se cuantificé segun el método Bradford (Bradford, 1976).
4.4, Evaluacién de la toxicidad de las proteinas Cry9

Para determinar el espectro insecticida de las proteinas Cry9 producidas se
emplearon diferentes métodos de bioensayos dependiendo de las caracteristicas

de los insectos.

4.4.1. Bioensayos con lepidépteros

En el caso de las especies de lepiddpteros las toxinas fueron suministradas a
los insectos siguiendo el método de contaminacion superficial de la dieta. Para ello, se
empled una dieta general de lepidopteros (Greene et al., 1976) que fue distribuida en
cajitas con 24 pocillos mientras permanecia liquida. Una vez solidificada la dieta, se
impregno superficialmente con 30 pl de una determinada dilucién de la proteina. Tras
la evaporacion del agua, se coloc6 una larva neonata en cada pocillo y se cerro 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

controladas16:8 horas (luz:oscuridad), 25 °C y 70% de Humedad relativa.

Para seleccionar aquellas especies susceptibles a la toxina producida cada una
de ellas fue ensayada a una (1000 ng/cm?) o dos dosis (1000 y 500 ng/cm?). Como
control se utilizé una placa de 24 pocillos donde se dispens6 buffer carbonato sobre la
dieta. Este ensayo se realizd con todas las especies disponibles en el laboratorio de
Bioinsecticidas Microbianos (Chrysodeixis chalcites, Spodoptera exigua, Spodoptera
frugiperda, Spodoptera littoralis, Helicoverpa armigera, Mamestra brassicae y Ostrinia
nubilalis). Cada bioensayo se repiti6 al menos dos veces para las proteinas que

mostraron actividad. La mortalidad fue evaluada a los 5 dias.
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4.4.2. Bioensayos con afidos

Los afidos empleados en este trabajo provienen de una colonia de Myzus
persicae (Sulzer) generada a partir de una hembra recolectada en un cultivo de
pimiento localizado en El Encin (Madrid), en 1989. La colonia fue amablemente cedida
por el Prof. Alberto Fereres (grupo de Insectos Vectores de Patdgenos de Plantas,
Instituto de Ciencias Agrarias, CSIC). La colonia de pulgones se mantuvo
alimentandose sobre planta de pimiento (Capsicum anuum L.), en una camara
climatica con condiciones controladas de fotoperiodo (16:8), temperatura (25 °C) y
humedad (70%).

La metodologia empleada para evaluar el potencial insecticida de las toxinas
de B. thuringiensis sobre M. persicae es una adaptacion de la descrita por Sadeghi et
al. (2009). Se disefi6 como unidad experimental una cajita cilindrica de 3 cm de
didmetro y 1,5 cm de altura, donde se introdujeron de 10 a 15 pulgones en estadio
ninfal N1-N2. Las cohortes de insectos de igual edad fueron obtenidas confinando
previamente adultos en hojitas de pimiento embebidas en un vial de 1,5 ml con H,O.
Las cajitas donde se colocaron las ninfas de M. persicae fueron selladas en su
abertura superior con una capa de Parafim®M (Brand, Germany). Sobre esta capa se
situaron 100 pl de solucién alimenticia de sacarosa al 20% (con toxina o sin ella) y se
confind situando otra capa de parafilm sobre ella, evitando la presencia de aire entre
ambas capas. Los insectos se alimentaron de esta solucion atravesando con sus
estiletes la fina capa de parafilm. El bioensayo se mantuvo en condiciones controladas
(25 °C, 16L:80, 70%HR) durante tres dias, momento en que se evalu6 la mortalidad
en los insectos.

Siguiendo esta metodologia, junto con las proteinas Cry9 producidas en este
trabajo, se ensayaron una bateria de proteinas Vip3 descubiertas y producidas
anteriormente en el laboratorio de Bioinsecticidas Microbianos. Se emple6 como
control una solucién de sacarosa al 20%, en H,O milliQ o buffer carbonato, en funcién

del buffer empleado para solubilizar la toxina.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Seleccién de cepas portadoras de genes cry9

La amplificacién de genes cry9 en base a los cebadores especificos utilizados
se muestran en la figura 2. Se detectaron cepas que presentan varios genes cry9, asi
como dos cepas que no portaban ningln gen de esta clase (Tabla 4). En conjunto, se
detectaron genes cry9 en un elevado porcentaje de las cepas evaluadas, cry9A (8%),
cry9B (62%), cry9C (46%) y cry9D (77%).

Es interesante resaltar que se encontré al menos un gen codificante para una
proteina Cry9 en la mayoria de las cepas evaluadas. Este resultado es una muestra
mas de la riqueza y diversidad de genes toxicos insecticidas que presenta B.
thuringiensis, asi como un impulso para seguir estudiando este organismo, que
todavia sigue ofreciendo nuevos genes con actividad toxica de espectro desconocido
(Palma et al., 2012). En particular, las muestras estudiadas provienen, en parte, de un
estudio realizado por Iriarte et al., (1998) donde se desarroll6 un muestreo intensivo en
diferentes biotopos y regiones espafiolas. En este trabajo identificaron 38 serovares
diferentes de B. thuringiensis, que supuso el 65% de los descritos hasta ese momento
a nivel mundial.

Otros trabajos de busqueda y caracterizacion de genes cry también han
estudiado la distribucion de los genes cry9 en base a cebadores especificos (Bravo et
al., 1998; Ben-Dov et al., 1997). Los resultados varian en la frecuencia de genes cry9
entre el 3% en México (Bravo et al., 1998), 10% en Israel (Ben-Dov et al., 1997), 14%
en India (Patel et al., 2009), 30% en Iran (Seifinejad et al., 2008) y el 37% en Tailandia
(Thammasittirong y Attathom, 2008). Ademas, es habitual encontrar otros genes cry1,
cry2 o vip3 en cepas que contienen cry9 (Thammasittirong y Attathom, 2008;
Seifinejad et al., 2008), si bien no parecen estar ligados en todos los casos (Sauka y
Benintende, 2008).
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Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa (1%) que muestra los productos de PCR
amplificados de cepas nativas de B. thuringiensis con los cebadores especificos de
genes cry9 (Ben-Dov et al.,, 1997). Se indican con un asterisco (*) aquellos carriles
donde se identifican bandas caracteristicas de genes cry9. (1) Hyperladder I; (2) G4.1;
(3) NA142-34; (4) B4.1-1; (5) LEAPIOL1; (6) NA142-27; (7) TE 25-2; (8) ML090; (9)
NA142-52; (10) NA142-12; (11) NA118; (12) TF26; (13) H29-3; (14) HUO04-2; (15)

Control — (H,0).
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Tabla 4. Presencia de genes cry en la coleccién de cepas de B. thuringiensis seleccionadas.

Cepa cry9A cry9B cry9C cry9D
G4.1 _ - - -
NA142-34 - + + +
B4.1-1 _ + + +
LEAPIO1 _ - - -
NA142-27 - + + +
TE25-2 _ + - +
ML090 _ + + +
NA142-52 - - - +
NA142-12 - - - +
NA118 - + - +
TF26 - - + -
H29-3 + + + +
HU04-2 _ + - +

En base a los resultados obtenidos, se seleccionaron 5 cepas para amplificar
completamente cada uno de los genes cry9: cry9A (H29-3), cry9B (NA118), cry9C
(TF26), cry9D (NA142-12). Ademas, se incluyé en el estudio la cepa HU4-2 cuyo
genoma ha sido recientemente secuenciado en el laboratorio de Bioinsecticidas
Microbianos y ha demostrado poseer el gen cry9E, por comparacion en la base de

datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI).

Los cebadores especificos empleados para detectar la diversidad de genes
cry9 amplifican regiones propias y Unicas de cada subclase (Ben-Dov et al., 1997). Sin
embargo, las regiones de los extremos amino y carboxilo terminal de los diferentes
genes cry9 presentan una baja variabilidad en su secuencia. Esto condicioné que los
cebadores que amplificaron el gen completo fueron bastante similares y pudo dar lugar
a amplificaciones inespecificas de un gen cry9 diferente del gen diana del cebador

disefiado. Por esta razon se tratd6 de seleccionar cepas que contenian una baja
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diversidad de genes cry9 (ej. cry9C, cry9D), si bien en algunos casos (cry9A, cry9B,
cry9E) no fue posible aplicar este criterio.

5.2. Amplificacién completa de los genes cry9 y produccion de las proteinas
Cry9

El proceso de clonaje fue satisfactorio para el caso de los genes cry9B, cry 9C,
cry9D y cry9E (Figura 3).
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Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa (0,8%) que muestra los productos de la doble
digestion del plasmido pET28 (5kb), que ha liberado el gen cry9 (3,5 kb) incorporado. a)
pPET28b + cry9B, b) pET28 + cry9C, c) pET28 + cry9D, d) pET28 + cry9E.

El proceso de produccion se llevdé a cabo correctamente para las proteinas
Cry9B, Cry9D y Cry9E. En los tres casos se obtuvo una proteina de un tamafio en
torno a 140-150 KDa que quedo retenida en la columna de Niquel y fue eluida
principalmente en la primera fraccién (Figura 4). Ademas, la cuantificacion por el

método de Bradford, estimé una cantidad de proteina de 270 ug/ml (Cry9B), 354 ug/ml
(Cry9D) y 474 pg/ml (Cry9E).
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Figura 4. SDS-PAGE donde se muestra la expresién y purificacion de las proteinas (a)
Cry9B, (b) Cry9D y (c) Cry9E. Cada carril corresponde con una alicuota tomada en el
proceso de produccion y purificacion. (1) Marcador: Precision Plus Protein'™ Standars; (2)
Muestra pre-induccién; (3) Muestra post-induccién; (4) Pellet; (5) Sobrenadante tras el
proceso de solubilizacién; (6) Primera fraccion eluida de la columna PROTINO®; (7) Segunda
fraccion eluida de la columna PrRoTINO ®; (8) Tercera fraccion eluida de la columna PROTINO
e (9) Primera fraccién de la columna de desalado; (10) segunda fraccion de la columna de

desalado.

21



Resultados y Discusion

Se obtuvieron rendimientos de toxina en torno a 1 o 1,5 mg en cada litro de
medio de cultivo empleado, que pueden considerarse valores bajos si se comparan
con otras proteinas producidas en el laboratorio (ej. Vip3). Este bajo rendimiento
podria ser debido una solubilizacién incompleta de los cuerpos de inclusion ya que las
cepas de E. coli transformadas para producir las toxinas Cry9, acumularon
mayoritariamente la proteina en una fraccion insoluble. Siguiendo la metodologia
establecida por otros autores (Lambert et al., 1996; Porcar et al., 2009), fue necesario
incluir en el proceso de produccion un paso de solubilizacion a pH basico en tampén
carbonato. Tal y como se observa en la Figura 4, gran parte de la proteina resultante
del paso de solubilizacién (carril 5 en el gel), se correspondié con la proteina Cry9
expresada, que fue retenida en la columna de Niquel durante la purificacién gracias a

la cola de Histidinas incluida en la proteina recombinante por el vector pET-28b.

5.3. Espectro de actividad frente a lepiddpteros

El proceso de amplificacion de genes cry9 y la posterior transformacién de
bacterias recombinantes de E. coli con plasmidos que incorporaron estos genes,
permitid caracterizar las propiedades insecticidas de los genes cry9, evitando las
posibles interferencias del resto de proteinas toxicas presentes en las cepas originales
de B. thuringiensis portadoras del gen cry9. Esta metodologia tiene dos claras
aplicaciones. Por un lado, la caracterizacion de una nueva toxina puede ayudar al
desarrollo de formulados de bioinsecticidas, de primera, segunda o tercera generacion
(Sauka y Benintende, 2008), que sean altamente téxicos para el rango de especies en
gue la proteina muestre actividad insecticida. Esto puede aportar herramientas para
que los agricultores empleen bioinsecticidas a base de B. thuringiensis como
estrategia de control de plagas emergentes; como en el caso de Tuta absoluta (la
polilla del tomate) y Chrysodeixis chalcites (Moll4 et al., 2011; Dominguez et al., 2012).
La segunda aplicacion se relaciona con el desarrollo de plantas transgénicas que
expresen nuevos genes toxicos de B. thuringiensis. Incluso, estudios recientes
prueban proteinas quiméricas (Cry9Ca+Vip3Aa7) cuya actividad resulta mas elevada
gue la de la mezcla de las proteinas individuales lo que permite aumentar su actividad
téxica frente a Plutella xylostella, un insecto plaga de cruciferas que facilmente

desarrolla resistencias frente a insecticidas (Dong et al., 2012).
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Las tres toxinas producidas, Cry9B, Cry9D y Cry9E, mostraron un rango de

actividad similar para las especies ensayadas (Tablas 5, 6y 7).

Tabla 5. Mortalidad producida por la toxina Cry9B en larvas neonatas de lepidopteros.

Control Dosis Dosis
. 1000 ng/cm’ 500 ng/cm’
Especie
n' | Mortalidadtsd® | n' Mortalidad+sd > | n' | Mortalidad#sd >
(%) (%) (%)
Chrysodeixis chalcites 46 43+6,1 44 97,8+3,1 40 17,7 +4,8
Mamestra brassicae 46 2,2+3,1 45 80,1+1,3 45 13,4+1,3
Ostrinia nubilalis 40 50+6,1 27 50,0 + 70,7 29 0
Helicoverpa armigera 20 15,0 24 12,5 - -
Spodoptera frugiperda 24 0 23 4,3 - -
Spodoptera exigua 24 8,3 24 0 - -
Spodoptera littoralis 25 0 23 0 - -

1 ’ . ..
'n=ntimero de individuos evaluados.

2 . . ,
)sd: desviacién estandar

Tabla 6. Mortalidad producida por la toxina Cry9D en larvas neonatas de lepiddpteros.

Especie Control Dosis 1000 ng/cm’ Dosis 500 ng/cm’

n! | Mortalidadtsd > | ;1 | Mortalidadtsd® | ;' | Mortalidad+sd *

(%) (%) (%)
Chrysodeixis chalcites 46 0,0 31 90,9+12,9 29 96,7 +4,7
Mamestra brassicae 47 10,6 + 14,7 40 73,6 £30,0 40 86,2 +11,2
Ostrinia nubilalis 37 2,7+3,5 21 100 15 100
Helicoverpa armigera 24 0 24 0 - -
Spodoptera exigua 24 4,2 24 0 - -
Spodoptera littoralis 24 0 24 0 - -

1 , . ..
'n=ntmero de individuos evaluados.

2 . .z 3
)sd: desviacién estandar
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Tabla 7. Mortalidad producida por la toxina Cry9E en larvas neonatas de lepiddpteros.

Especie Control Dosis 1000 ng/cm2 Dosis 500 ng/cm2

n' Mortalidad+sd ° n' Mortalidad#sd > | n' Mortalidad+sd °

(%) (%) (%)
Chrysodeixis chalcites 46 0,0 35 86,7+9,4 35 100
Mamestra brassicae 47 10,6 + 14,7 39 72,1+17,1 36 89,4 +6,2
Ostrinia nubilalis 37 2,7+3,5 27 100 17 100
Helicoverpa armigera 24 0,0 24 0 - -
Spodoptera exigua 24 4,2 24 0 - -
Spodoptera littoralis 24 0,0 24 0 - -

1 . . . .
'n=ntmero de individuos evaluados.

2 . .z s
sd: desviacién estandar

En general, las proteinas Cry9B, Cry9D y Cry9E fueron altamente toxicas a la
dosis de 1000 ng/cm? para tres especies de lepidopteros: Chrysodeixis chalcites,
Mamestra brassicae y Ostrinia nubilalis, pertenecientes a dos familias distintas,
Noctuidae y Piralidae. La Unica excepcidén a esta generalizacion es la toxina Cry9B,
gue mostrd una actividad intermedia frente a la especie Ostrinia nubilalis cuando se
ensay0 la dosis mas elevada. Por el contrario, ninguna de las toxinas ensayadas
mostré actividad insecticida contra las especies Helicoverpa armigera, Spodoptera

frugiperda, Spodoptera exigua y Spodoptera littoralis.

En relaciéon con las tres especies de lepiddpteros y toxinas descritas en este
trabajo, tan sélo se han encontrado dos datos de toxicidad en la literatura disponible
hasta la fecha (Silva-Werneck y Ellar, 2008; Hua et al., 2001). En el trabajo de Silva-
Werneck y Ellar (2008) se evalu6 la toxina Cry9Bb frente a Mamestra brassicae,
estimando una concentracion letal 50 (CLsg) de 20 pg/cm?. Nuestros datos indican una
concentracién menor ya que la mortalidad producida por Cry9B a 1 pg/cm? ronda el
80%. Sin embargo, al contrario que en nuestros resultados, los autores observaron
actividad para la proteina Cry9Bb contra S. frugiperda. No obstante, la concentraciéon
empleada en ese estudio para causar la muerte a menos del 30% de las larvas fue 20
veces superior que nuestra mayor concentracion (Silva-Werneck y Ellar, 2008). Por
otro lado, Hua et al. (2001), estudio la interaccion de diferentes proteinas Cry con los
receptores de la membrana epitelial del intestino de O. nubilalis. Entre las diferentes
toxinas evaluadas, se determing la CLs, para la proteina Cry9E (830 ng/ml de dieta),
siendo considerada muy activa frente a esta especie. Aunque los métodos de

bioensayo no son comparables, ya que nuestro trabajo se realizd siguiendo la
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metodologia de contaminacion superficial frente a la inclusién de la toxina en la dieta;
sin embargo, coincidimos con los autores del trabajo en que Cry9E es una toxina

altamente toxica para O. nubilalis.

Dentro de la clase de proteinas Cry9, la mayor parte de ensayos de toxicidad
se han realizado con las subclases Cry9A y Cry9C. Si bien los datos no son
comparables debido la especificidad del rango de huésped que caracteriza a las
proteinas insecticidas de B. thuringinesis, se han obtenido datos de toxicidad muy
prometedores para especies como Lobesia botrana (Ruiz de Escudero et al., 2007),
Agrotis ipsilon (de Maagd, 2003), H. armigera (Li y Bower, 2012), Choristoneura
fumiferana (van Frankenhuyzen et al., 1997) S. exigua, S. littoralis, M. brassicae,
Agrotis segetum, Heliotis virescens, Manduca sexta, O. nubilalis y P. xylostella
(Lambert et al., 1996).Por otro lado, en este trabajo se ha evaluado la actividad téxica
de las protoxinas. Seria interesante evaluar la actividad insecticida de estas mismas
proteinas, previa digestion con tripsina, ya que se ha visto en la mayoria de las
combinaciones toxina-insecto como se incrementa su toxicidad tras este proceso de

activacion (62,5%) (van Frankenhuyzen, 2009).

5.4. Espectro de actividad frente a afidos

Entre las toxinas seleccionadas en el laboratorio para evaluar su toxicidad
contra el pulgén M. persicae, tan s6lo una de ellas resultd activa (Tabla 8). Esta
proteina, denominada Vip3Ca3 fue descubierta en el laboratorio de Bioinsecticidas
Microbianos (Palma et al., 2012). Ademas, sélo dicha proteina mostrd actividad toxica
cuando se compar6 su toxicidad con el resto de las toxinas del grupo Vip3Ca (Tabla
9).

Por otro lado, el tampon carbonato (pH 11,3) empleado como buffer para eluir
las proteinas Cry9 resultod téxico (100% de mortalidad) frente a la especie de afido
ensayada. Este resultado fue inesperado e impidid6 que extrajéramos conclusiones
sobre el grado de actividad de las toxinas Cry9 sobre M. persicae. Por ello, se esta
planeando ensayar distintos tampones de elucion, con distinta concentracion salina y
pH, que nos permitan mantener las proteinas solubles y no sean toxicos para M.
persicae.
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Tabla 8. Mortalidad producida en ninfas de M. persicae tras tres dias de
alimentacidén en solucion de sacarosa al 20% y la toxina correspondiente.

Toxina Con((:gn/tr:‘a:)cién n' Mortalidad (%) Des:&:zii:l;e:;jr;dar

Sacarosa 20% - 80 3,8 52
100 20 5,0 7,1
Vip3Aa45 500 40 7,5 15,0
1000 60 35,0 24,3

100 20 0,0 0,0

Vip3Ag4 500 40 2,5 5,0
1000 60 31,7 40,2

100 40 15,0 12,9

Vip3Ca3 400 30 80,0 17,3
445 20 100,0 0,0

1 . . . .
'n=ntmero de individuos evaluados.

Tabla 9. Mortalidad observada en ninfas de M. persicae tras tres dias de
alimentacion en solucion de sacarosa al 20% y la toxina correspondiente.

Toxina Con(c:gn/tr:‘al)cién n' Mortalidad (%) Des;llizzili:“e:;a"jl;dar

Sacarosa 20% - 160 20,2 12,8
50 50 21,5 2,2
Vip3Cal 100 51 6,0 2,8
200 52 4,0 5,7
50 56 20,7 7,5
Vip3Ca2 200 50 15,6 6,3
400 48 20,0 5,7
50 54 14,8 0,8

Vip3Ca3 200 39 46,6 32,0
400 51 98,2 2,5

1 , . ..
'n= ntimero de individuos evaluados.

La concentracion necesaria de la proteina Vip3Ca3 para matar la totalidad de
los insectos se encuentra en torno a 450 pg/ml. Inicialmente puede parecer una
concentracion muy elevada si la comparamos con las empleadas en el control

lepidopteros; sin embargo, valores de similares (125-500 pg/ml) fueron descritos en
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otros trabajos (Porcar et al., 2009). Una de las hip6tesis que apoyan estos resultados
seria que B. thuringinesis no ha evolucionado naturalmente para matar organismos
con el sistema de alimentacién propio de los hemipteros y, por tanto, toda actividad
toxica es fruto del azar. Hasta la fecha, se ha descrito actividad toxica en diferentes
especies de pulgones para las toxinas Cry2, Cry3A, Cry4A, Cryl1A, Cry3A, Vipl-Vip2
(Chougule y Bonning, 2012). La baja susceptibilidad de los pulgones a proteinas
téxicas de B. thuringiensis puede deberse a las condiciones del tubo digestivo de estos
insectos, con un pH no suficientemente basico para producir una solubilizacion
adecuada de las proteinas y sin las proteasas necesarias para procesar las protoxinas
(Chougule y Bonning, 2012). Sin embargo, recientemente se ha demostrado que
existen receptores a las toxinas CrylAc y Cry3Aa en las células epiteliales de la
especie de &fido Acyrtosiphon pisum (Li et al., 2011), por tanto, la busqueda de
proteinas activas suficientemente téxicas contra este grupo de insectos es un camino
prometedor. De hecho, recientemente se ha descrito y patentado la proteina
Cry51Aa2, que resulta suficientemente téxica frente a hemipteros como para ser
producida en plantas transgénicas de algoddn y reducir la capacidad reproductora de
los insectos diana, la especie de Miridos Ligus hesperus (Baum et al.,, 2012).
Particularmente interesante es el hecho de que las proteinas Vip3Cal y Vip3Caz2, que
tan sélo difieren de la proteina Vip3Ca3 en dos mutaciones puntuales en su secuencia
de aminoacidos que producen sustituciones no sinénimas (Palma et al., 2012). El
cambio conformacional producido por estas mutaciones parece ser suficiente para

eliminar su actividad toxica frente al pulgén M. persicae.

En resumen, con el objetivo de profundizar en el estudio de las toxinas
producidas por B. thuringiensis, se han producido tres proteinas Cry9 con actividad
téxica para tres especies de lepidopteros de importancia como plaga agricola y se ha
detectado una proteina Vip3 que muestra toxicidad frente a afidos. Este estudio puede
contribuir al desarrollo de bioinsecticidas que contengan toxinas Cry9 y que sean
activas contra plagas de importancia econémica en la agricultura. Ademas, la
caracterizacion de genes toxicos cry9 abre la puerta para investigar en la produccion
de nuevos genotipos de plantas transformadas con estos. Estas estrategias pueden
contribuir a minimizar el riesgo de desarrollo de resistencias por parte de los insectos
plaga diana de las toxinas Cry, por tanto, contribuyendo a un adecuado manejo

integrado de plagas.
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CONCLUSIONES

e En este trabajo, se han detectado genes cry9 en 11 de las 13 cepas de Bacillus
thuringiensis seleccionadas, lo que supone una frecuencia de genes elevada

en comparacion con las descritas en otras colecciones.

e Las proteinas Cry9B, Cry9D y Cry9E fueron producidas con éxito en bacterias
recombinantes y purificadas mediante columnas de afinidad, si bien, el

rendimiento obtenido en este proceso no fue elevado.

e Las proteinas Cry9B, Cry9D y Cry9E han resultado altamente toxicas frente a
las especies plaga Chrysodeixis chalcites, Mamestra brassicae y Ostrinia
nubilalis, en ensayos de contaminacion superficial de la dieta a una

concentracion de 1 pg/cm?.

¢ Se ha detectado una elevada toxicidad de la proteina Vip3Ca3 frente a Myzus
persicae, ampliando el espectro de actividad conocido para las toxinas

producidas por B. thuringiensis.

e Las proteinas estudiadas en este trabajo son firmes candidatas para el
desarrollo de nuevos formulados bioinsecticidas o plantas transgénicas cuyo

insecto diana sean las especies frente a las que muestran elevada toxicidad.
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