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RESUMEN

Historicamente el manejo de las poblaciones de insectos plaga se ha ba-
sado en el uso de insecticidas de naturaleza quimica, responsables de grandes
perjuicios al medio ambiente, a la salud de las poblaciones humanas urbanas y
rurales, y de la induccidn de resistencia a los principios activos utilizados en los
insectos. El empleo de agentes microbianos de control bioldgico, tales como las
bacterias, constituye una alternativa promisoria desde el punto de vista técnico,
econ6émico y ambiental, ya que su accidn se restringe solamente a organismos
blanco, no causando efectos nocivos hacia el ecosistema, hacia el resto de las
poblaciones naturales y al hombre. Por otro lado, su utilizacién permite reducir
la contaminaciéon de suelos y cuerpos de agua generando una mejor calidad
de vida. La bacteria Bacillus thuringiensis es el agente de control microbiano
mas utilizado a nivel mundial ya que produce toxinas (o proteinas Cry) que al
ser ingeridas por un insecto susceptible se unen especificamente a receptores
presentes en el intestino del mismo provocando su disrupcién y como conse-
cuencia de ello la muerte del insecto.
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Las investigaciones tendientes a seleccionar y caracterizar nuevas cepas de
bacterias entomopatdgenas, incluyendo a los genes que codifican las toxinas,
representan un importante aporte al control de insectos plaga y al manejo de
resistencias generadas por aplicaciones de bioformulados durante largos perio-
dos de tiempo. El objetivo central de esta linea de investigacion es aislar y ca-
racterizar cepas nativas de la bacteria entomopatogena B. thuringiensis que sean
capaces de controlar poblaciones de insectos dafinos, que puedan desarrollarse
como alternativas bioldgicas de interés regional y que puedan ser utilizados en
el marco del Manejo Integrado de insectos plaga. Desde el inicio de esta linea
de investigacidn se ha realizado el aislamiento de cepas nativas de esta bacteria,
se lleva a cabo la caracterizacion de las toxinas presentes en ellas por medio
de técnicas bioquimicas y moleculares, se han realizado ensayos de toxicidad
contra insectos de los 6rdenes coledptera y lepidoptera y se han desarrollado
diversas metodologias moleculares para identificar y caracterizar proteinas Cry.

INTRODUCCION

Muchas pricticas agricolas que se utilizan en la actualidad son responsables
del aumento en la cantidad y calidad de muchos productos alimenticios, sin
embargo, también favorecen a la multiplicacién de organismos, tales como
algunos insectos, que cuando se establecen en poblaciones numerosas pueden
provocar dafios econoémicos y grandes pérdidas a la produccion. Tradicional-
mente para el control de insectos plaga se utilizan productos quimicos sinté-
ticos, sin embargo, el uso excesivo de este tipo de productos traen aparejadas
importantes consecuencias negativas, como la contaminacién de aguas, suelos
y alimentos, efectos toxicos en la flora y la fauna no blanco de su accién, con-
centracion de estos insecticidas quimicos en la cadena alimentaria y seleccion
de poblaciones de insectos resistentes a dichos productos. Como respuesta al
desarrollo de resistencia a muchos agrotoxicos por parte de algunos insectos,
se han producido productos aiin mas toxicos, resultando en la mayoria de los
casos mas peligrosos y de mayor residualidad en el ambiente. A esta serie de
aspectos adversos debe sumarse el interés pablico, y en aumento, por la preser-
vacién del medio ambiente. Todas estas consideraciones han sido las principales
causas que han llevado a buscar alternativas mas seguras para el ser humano, el
medio ambiente y otros organismos, en el control y manejo de poblaciones de
insectos plaga [1]. Una de las alternativas mas promisorias al uso de insecticidas
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quimicos es el empleo de microorganismos entomopatogenos en el control de
insectos daninos. Entre éstos, la bacteria Bacillus thuringiensis, ha resultado tener
un importante efecto insecticida y a su vez presentar una alta especificidad.
Se encuentra ampliamente demostrado que esta bacteria no es patdgena para
mamiferos, aves, anfibios o reptiles y que es altamente especifica contra los in-
vertebrados susceptibles [2]. Los productos basados en sus proteinas insecticidas
generalmente tienen un costo de desarrollo y registro mucho menor que mu-
chos productos sintéticos. Sumado a esto, el modo de accidn de estas proteinas
difiere completamente del modo de accién de los productos convencionales,
y esto hace que sean componentes clave dentro de las estrategias de manejo
integrado de plagas dirigido hacia la preservaciéon de los enemigos naturales
y del manejo de resistencias a los agrotoxicos por parte de los insectos plaga.

A pesar de que la bacteria B. thuringiensis fue determinada como tal a prin-
cipios del siglo pasado, a partir de la Segunda Guerra Mundial, cuando comen-
zaron a divisarse las primeras dificultades provocadas por el uso de insecticidas
sintéticos, se establecié como una alternativa real en el control de plagas. En
la actualidad, los productos desarrollados a partir de esta bacteria constituyen
los bioinsecticidas de mayor produccion y aplicacion en todo el mundo, repre-
sentando el 90 % del mercado de los agrotdxicos de origen bioldgico, aunque
solo constituye el 2 % de los insecticidas en su conjunto. También existen en
el mercado plantas genéticamente modificadas resistentes al ataque de algunos
insectos, a las que se les han incorporado genes que codifican toxinas de esta
bacteria [3].

B. thuringiensis comprende un grupo de bacterias aerdbicas, Gram positivas
formadoras de esporas y capaces de formar cristales de naturaleza proteica du-
rante la esporulacion, en la fase estacionaria de su ciclo celular. Esta inclusion
de tipo cristalina (8-endotoxina o cuerpo paraesporal) fue caracterizada ini-
cialmente como patdgena de insectos de los 6rdenes Lepidoptera, Coleoptera
y Diptera, aunque mas recientemente se ha demostrado su toxicidad contra
Ordenes de insectos como Hymenoptera, Homoptera y Mallophaga, asi como
de algunos Protozoos, Acaros y Nematodes. El principal factor de patogenici-
dad contra insectos plaga de la agricultura es la 6-endotoxina, que constituye
un agregado de moléculas proteicas (proteinas Cry) y no es toxico por si mis-
mo. Se trata en realidad de protoxinas de 130-140 o 60-70 kDa que deben
ser solubilizadas para entonces producir la liberacién de las toxinas biologi-
camente activas. Las d-endotoxinas pueden formar distintos tipos de cristales,
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que difieren en su forma, tamafio y patogenicidad. Hasta el momento han sido
clonados y secuenciados mas de 700 genes cry (codificantes de las proteinas
Cry) a partir de diversas cepas de B. thuringiensis y estos genes han sido expre-
sados en diversos organismos como Pseudomonas, cianobacterias y plantas para
el control de plagas agricolas y de importancia sanitaria [4, 5]. Normalmente
se encuentran en grandes plaismidos (DNA extracromosémico), aunque exis-
ten excepciones en las cuales se encuentran formando parte del cromosoma
bacteriano. Los genes cry se expresan cominmente en la fase estacionaria del
ciclo celular de la bacteria y sus productos son acumulados en la célula madre
formando la inclusién cristalina que representa entre un 20 a 30 % de peso
seco de un cultivo esporulado [4].

Las proteinas Cry comprenden un grupo de proteinas relacionadas, que
probablemente tengan una forma de accidén similar en el insecto susceptible,
independientemente de la cepa de B. thuringiensis de la cual provengan. Se ha
comprobado que cuando la protoxina de 130-140 kDa es ingerida por una
larva de un insecto susceptible, es solubilizada debido al alto pH (entre 8 y 10
en lepidopteros y dipteros) de su intestino medio, y posteriormente clivada
por la accién de enzimas proteoliticas presentes en el interior del intestino del
insecto. Este proceso da como resultado la liberacién de una molécula de me-
nor tamafio (que puede tener una masa molecular relativa, M , de entre 55-70
kDa). La toxina Cry3A, especifica contra coledpteros, es sélo soluble a pHs
mayores que 10 y por debajo de 4, mientras que las de tipo Cryl (especificas
contra lepidopteros) requieren un pH intestinal mayor de 8,9 para su 6ptima
activacion. La alcalinidad y la presencia de agentes reductores presentes en el
intestino medio del insecto son los factores principales que contribuyen a la
solubilizacion del cristal. La capacidad de solubilizar proteinas Cry a distin-
tos pHs es una de las determinantes de la especificidad de accidon de algunas
toxinas. Para ejemplificar este hecho se pueden citar ciertas protoxinas con
actividad potencial contra coledpteros que solo son toxicas después de una
activacion por solubilizacion in vitro, probablemente porque la protoxina es
insoluble al pH intestinal neutro a ligeramente acido de los coledpteros, tal es
el caso de la toxina Cry1Ba [6]. Para algunas combinaciones insecto-proteina
cristal el proceso proteolitico juega un papel significativo en la especificidad
contra el insecto blanco.

Una vez que la toxina se ha activado, se une a una proteina de unién espe-
cifica (el receptor) presente en las células epiteliales de las microvellosidades del
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intestino medio, se inserta parcial o completamente dentro de la membrana,
provocando la formacién de poros, dando como resultado la lisis de las células
del intestino medio, la disrupcién de la integridad del intestino y la muerte
del insecto [4].

La unién de las toxinas Cry a los receptores presentes en las células del
epitelio del intestino medio del insecto susceptible es una determinante de
la especificidad, la correlacién entre esta unidn y la toxicidad ha sido amplia-
mente demostrada en diversas especies de lepidopteros usando vesiculas de las
microvellosidades de las células intestinales (BBMVs) desde las investigaciones
reportadas por Wolfersberger en 1990 [7] hasta los trabajos mas recientes [6].
Las principales proteinas propuestas como posibles receptores de las toxinas
CrylA en lepiddpteros son una proteina de la familia de las caderinas (BtR) y
la aminopeptidasa N (APN), que se encuentra anclada a la membrana a través
de un grupo glicosilfosfatidil-inositol (GPI) [6]. Bravo y colaboradores [3] han
demostrado que la interaccidon de algunas toxinas con la proteina caderina del
insecto promueve un corte adicional del extremo amino terminal de la protei-
na Cry, esto facilitaria la formacién de un oligbmero o pre-poro formado por
cuatro mondmeros y seria responsable de la insercion a la membrana y final-
mente a la formacidén del poro en la membrana intestinal. Para que el pre-poro
se inserte a la membrana, se requiere la interaccioén con la APN. Experimentos
en sistemas in vitro han demostrado en muchos casos una correlacion entre la
afinidad de unién de la toxina y la actividad insecticida, determinando que
una alta toxicidad se corresponde con mas cantidad de sitios de unién y mayor
afinidad, y lo contrario para toxinas menos activas [8].

Las subespecies altamente toxicas, registradas y utilizadas como compo-
nentes de formulados comerciales son muy limitadas. Entre ellas se incluyen
las spp. kurstaki, aizawai, israelensis y tenebrionis. Por otra parte, los genes que se
utilizan en la produccién de plantas genéticamente modificadas se encuentran
bajo patentes internacionales [9]. Por estas razones, a pesar de la gran cantidad
y diversidad de proteinas descriptas hasta el momento, la basqueda de nuevas
toxinas insecticidas sigue teniendo de gran interés en el drea de la patologia de
los invertebrados. Por otro lado, atin existe un gran nimero de plagas que no
pueden ser controladas por medio de las proteinas Cry conocidas. Finalmente,
como unicamente han sido utilizadas algunas cepas de esta bacteria en la pro-
duccién de formulados comerciales, se ha registrado el desarrollo de resisten-
cias a campo por parte de las poblaciones de algunos insectos anteriormente
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susceptibles a su accién. Por lo tanto, la obtencién de nuevos aislamientos de
B. thuringiensis que presenten toxinas diferentes a las ya descriptas, es de gran
interés comercial [10]. En este contexto, el objetivo de esta linea de investiga-
cién es el aislamiento y caracterizaciéon bioquimica, toxicologica y molecular
de cepas nativas de B. thuringiensis altamente toxicas contra insectos de impor-
tancia agricola.

RESULTADOS OBTENIDOS

Los trabajos realizados por este grupo de investigacion inicialmente se en-
focaron hacia la generacién de un banco de cepas, fuente de nuevas proteinas
Cry [11]. Como resultado de ello, se aislaron 41 cepas nativas de B. thuringiensis
(Fig. 1A), principalmente a partir de muestras de suelo y utilizando técnicas
basicas de microbiologia, obteniéndose una coleccion (FCC) que fue caracte-
rizada morfolégicamente, y por sus propiedades toxicologicas y genéticas. En
particular, la caracterizacién toxicologica se ha realizado por medio de ensayos
biologicos contra los lepidopteros y coledpteros plaga de cultivos como soja,
maiz, tabaco, algodoén y horticolas, entre otros, Spodoptera frugiperda, Anticarsia
gemmatallis, Rachiplusia nu, Manduca sexta, Anthonomus grandis, Diabrotica speciosa
y ‘lenebrio mollitor (Fig. 1 B-D). En cuanto a la caracterizacioén genética, hemos
desarrollado nuevas estrategias para comenzar el aislamiento y caracterizacioén
de nuevos genes codificantes de proteinas Cry (genes cry). Una de ellas basada
en la técnica de la reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR) y que utiliza
cinco combinaciones diferentes de cebadores degenerados disefiados a partir
de alineamientos de multiples secuencias nucleotidicas de muy diversas toxinas
Cry, ademas de reacciones de PCR anidada. Esta técnica fue validada con 13
cepas de referencia y permitié el inicio de la identificacion de nuevos genes
codificantes de proteinas Cry muy diversas filogenéticamente, tales como pro-
teinas de tipo Cry8, Cry24 y tipo Cry9 [12, 13]. Por otro lado, para diferenciar
diversas toxinas Cry presentes en una misma cepa desarrollamos una estrategia
basada en la electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE) que
utiliza algunos de los cebadores degenerados citados anteriormente y que nos
permitié detectar diferencias entre las cepas analizadas [14]. A partir de estas
y otras metodologias moleculares, como la amplificacién asimétrica “Thermal
Asymmetric InterLaced PCR”, TAIL-PCR [15] logramos caracterizar genes
cry nativos, que han sido clonados y seran expresados en sistemas heterélogos
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Figura 1. A) Cepa nativa de la bacteria B. thuringiensis; e, esporas, ¢, Cuerpos
paraesporales portadores de las proteinas Cry. B a D) Larvas del lepiddptero R. nu: en
B), con signos de infeccién por bacteriosis, en C) larva sana en dieta artificial de cria en
laboratorio, en D) larva sana en dieta natural.
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para demostrar su actividad tdxica y posibles sinergismos con otras proteinas
de esta familia. La caracterizacién bioquimica de las cepas bacterianas se realiza
por medio de la determinacion de las masas moleculares relativas de las protei-
nas presentes en ellas, utilizando la técnica de electroforesis desnaturalizante en
geles de poliacrilamida (SDS-PAGE), asi como su identificacién por MALDI-
TOF/TOE

PERSPECTIVAS

Durante el desarrollo de esta linea de investigaciéon se ha generado una
coleccién de nuevos aislamientos de B. thuringiensis, a partir de los cuales se
detectaron y caracterizaron nuevas secuencias codificantes de genes cry, con
propiedades toxicologicas diferentes a las exhibidas por las cepas de uso co-
mercial. A su vez, fueron desarrolladas estrategias novedosas para continuar
caracterizando el contenido genético de nuevos aislamientos de B. thuringiensis.
Se continuarin las actividades de caracterizacién bioquimica y molecular de
secuencias codificantes de proteinas Cry, su expresién en sistemas heterdlogos
y su potencial uso como herramientas atiles para ser incorporadas dentro de
las estrategias de Control Biolégico de insectos actualmente utilizadas (insec-
ticidas biologicos o disefio de genes sintéticos) y que se enmarcan dentro del
Manejo Integrado de plagas.

OFERTA TECNOLOGICA

Desde el afio 2005, a través de la FIBA se vienen realizando convenios con
empresas para el desarrollo de nuevos productos bioinsecticidas basados en
nuevas cepas de B. thuringiensis y a partir de 2012 se realizan también Servi-
cios Tecnoldgicos de Alto Nivel vinculados con el asesoramiento, evaluaciéon
y desarrollo de productos formulados a base de B. thuringiensis para el control
de lepidopteros plaga. Se evalta la calidad de los productos en cuanto a su cre-
cimiento celular y desarrollo de cuerpos paraesporales en diversos medios de
cultivo. Se realiza el asesoramiento en la elaboracion de informes que son pre-
sentados ante entes regulatorios nacionales con el objetivo de obtener patentes
de productos nacionales desarrollados a partir de cepas nativas de esta bacteria.
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