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RESUMEN.

El uso de pesticidas para el control de plagas tiene efectos nocivos para la salud
humana y el medio ambiente. Como una estrategia alternativa para el control de
plagas, se promueve el uso de productos naturales u organismos benéficos, en
otras palabras, el control bioldégico. La bacteria Bacillus thuringiensis (Bt) es el
biopesticida mas utilizado en programas de control biolégico y fue el primer
organismo utilizado a gran escala en el control de lepidépteros plaga. Bt es una
bacteria gram positiva, que produce durante la esporulacién cristales parasporales
con propiedades insecticidas. Los cristales incluyen proteinas denominadas 6-
endotoxinas, dentro de las que se encuentran una gran variedad de proteinas Cry
toxicas para ciertos insectos (Lepidoptera, Diptera, Coleoptera, Hymenoptera,
Homoptera y Malophaga) pero no para otros, lo que le confiere selectividad de
accion. Por ejemplo, las proteinas Cry 1, Cry 2 y Cry 9 codifican proteinas toxicas
para lepidopteros. En este trabajo se aislaron cepas de Bt de suelos de diferentes
zonas del pais (Salto, Rivera, Treinta y tres, Lavalleja, Rocha y Maldonado),
seleccionandose por la presencia de genes cry 1y cry 2, y por su toxicidad contra
larvas de Pseudaletia adultera (Lepidoptera: Noctuidae). El bioensayo de toxicidad
fue estandarizado en cuanto al nimero de cristales, y estadio larval. Los resultados
de mortalidad de larvas se analizaron mediante tests de y? y mediante curvas de
sobrevivencia con el método de Kaplan-Meier. El screening con el disefio
optimizado consté de nueve ensayos que incluyeron 22 aislamientos y los
controles positivo y negativo correspondientes. En este conjunto de ensayos, los
controles negativo y positivo arrojan mortalidades consistentes entre ensayos (17
% y 92 % respectivamente, sin diferencias significativas entre ensayos, p > 0,05).
En cuanto a los aislamientos testeados, se detectaron cuatro (S2A con 67 % de
mortalidad; S3A y M4A con 75 % cada una y Tt 25 con 67 %) que provocaron
mayor mortalidad que los controles negativos (p < 0,05). Los resultados de los
analisis de sobrevivencia arrojaron resultados similares a los de mortalidad. Por
otro lado, para aquellos aislamientos que no produjeron alta mortalidad (< 65 %),
se evaluaron los efectos sub-letales (32 tests) tomando como indicador el éxito de

las larvas de llegar al estado adulto. La capacidad de completar el ciclo de



metamorfosis fue en forma general similar a la del control negativo, con la
excepcion de dos aislamientos, Tt 23 y M8 los cuales presentaron una menor tasa
de emergencia de adultos (20 % y 18 % respectivamente) que el control negativo
(> 50 %). Estos resultados motivan a continuar profundizando nuestros estudios
para obtener cepas que podrian usarse en la formulacion de productos con

actividad contra lepidopteros plaga.
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1.1 Plagas agricolas y pesticidas.

La agricultura ha tenido que enfrentar la actividad destructiva de numerosas
plagas, enfermedades y malezas desde tiempos inmemoriales, las que reducen la

vitalidad y capacidad de produccién de las plantas (Mnif and Ghribi 2015).

Una plaga se define “como cualquier especie que el hombre considera perjudicial a
su persona, a su propiedad o al medio ambiente”. Las plagas agricolas disminuyen
la produccion de los cultivos, reducen el valor de las cosechas o incrementan sus
costos de produccién, causando un perjuicio econédmico. En los sistemas agricolas,
las plagas animales estan constituidas principalmente por insectos, acaros,
nematodos, caracoles, aves y roedores; las enfermedades son causadas por
microorganismos tales como virus, bacterias, micoplasmas, viroides y hongos; y las
malezas son aquellas plantas que resultan indeseables porque compiten con las
plantas cultivadas en el uso del espacio, los nutrientes y el agua. Actualmente
existe una tendencia a incluir todos los organismos perjudiciales antes
mencionados bajo la denominacién de plagas agricolas (Agrifood Gateway,
Horticulture International, NC State University; Fausto H. Cisneros; 26/05/2018;

https://hortintl.cals.ncsu.edu/es/content/definicién-de-plaga-agricola). Sucede a

su vez, que tanto el ataque de insectos plaga como las enfermedades, son

favorecidos por la agricultura intensiva (Karuppuchamy and Venugopal 2016).

Mientras que s6lo un pequefio porcentaje de los artrépodos son clasificados como
especies plaga; son estas plagas las responsables de una gran devastacién de
cultivos, destruyendo el 18 % de la produccién mundial anual de cultivos y

contribuyendo a la pérdida del 20 % de los granos almacenados (Nicholson 2007).

Un plaguicida o pesticida es una sustancia o mezcla de sustancias destinadas a
prevenir, destruir, repeler o mitigar plagas y/o patogenos; o a ser utilizadas como
regulador de plantas o defoliante (United States Environmental Protection Agency;

26/05/2018; https://www.epa.gov/ingredients-used-pesticide-products/basic-

information-about-pesticide-ingredients). El término pesticida cubre una amplia

gama de compuestos incluyendo insecticidas, fungicidas, herbicidas, rodenticidas,

molusquicidas, nematicidas y otros. No se trata de un grupo quimico homogéneo,



https://hortintl.cals.ncsu.edu/es/content/definición-de-plaga-agrícola
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sino que existen numerosos compuestos quimicos con diferentes caracteristicas

(Aktar, Sengupta et al. 2009).

Después de la segunda guerra mundial, la revolucién verde proporciond grandes
ventajas a la agricultura, mediante el uso de agroquimicos tales como pesticidas y
fertilizantes quimicos, cultivares altamente productivos y la mecanizacién. El
resultado fue una importante disminucién en una gran variedad de poblaciones de
insectos plaga, y como consecuencia los insecticidas sintéticos se volvieron
populares debido a la accion residual y a su amplio espectro de toxicidad. El uso de
pesticidas sintéticos se volvié el método dominante en el control de plagas en

agricultura desde 1940 (Khan, Paul et al. 2016).

Los pesticidas han contribuido a un aumento espectacular en el rendimiento de los
cultivos. Incluso han ayudado a limitar la propagacion de ciertas plagas y
enfermedades. Sin embargo, a pesar de ser indispensables para la agricultura
moderna, son una importante fuente de contaminacién para organismos vivos y
presentan efectos potenciales adversos para el medio ambiente (Yazgan and Tanik
2005). También pueden tener efectos en la salud de los aplicadores y de los
consumidores a través de la ingesta de residuos en los alimentos (Damalas 2016).
Los efectos adversos para la salud incluyen dafios agudos, los cuales se ven en
general en los aplicadores, y cronicos. Los efectos agudos en la salud aparecen
poco después de la exposicion a los pesticidas y pueden manifestarse como
irritacidn en piel y ojos, dolor de cabeza, nauseas, debilidad, dificultad respiratoria,
confusion, desorientacion, convulsiones, coma e incluso muerte. Los efectos
crénicos aparecen meses o afios después de la exposicion continua a pesticidas aun
ante niveles minimos en el ambiente, o a partir de alimentos o agua contaminados
con residuos de los mismos. Estos efectos incluyen desérdenes en los sistemas
nervioso, reproductor o inmune, y cancer entre otros (Mansour 2004; Shishir, Hoq

etal. 2014).

Por otro lado, los pesticidas pueden afectar el suelo, dafiando las especies de
insectos benéficos, los microorganismos del suelo y las lombrices, que
naturalmente mantienen el suelo sano (Shishir, Hoq et al. 2014). En los tultimos
afios, se ha registrado un aumento en la incidencia de la contaminacién de suelo y

agua debido al uso de pesticidas, en gran parte causado por su mal uso (Yazgan
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and Tanik 2005). Los pesticidas aplicados en spray pueden impactar directamente
sobre vegetacidn no diana, o pueden desviarse o volatilizarse desde el area tratada
y contaminar aire, suelo, agua y plantas no diana (Aktar, Sengupta et al. 2009). En
un estudio de identificacién y cuantificacién de pesticidas en agua de rio realizado
en Espana, Pascual y col. (2017) encontraron pesticidas no aprobados por la Unién
Europea. Los autores plantean que la deteccidon de dichos productos puede estar
relacionada con la persistencia duradera de los mismos, debido a un proceso lento
de degradacion. La persistencia y la bioacumulacién podrian explicar ademas la
evidencia de contaminantes detectados en peces, en este mismo trabajo. En otro
estudio sobre el impacto de herbicidas en ecosistemas acuaticos, se observé
inhibicion en el crecimiento del alga verde plancténica Pseudokirchneriella
subcapitata (Selenastraceae), y un ndmero de efectos negativos a dosis sub-letales
sobre un pequeno crustdceo planctonico filtrador, Daphnia magna (Cladocera:
Daphniidae) que se alimenta del fitoplancton. Los efectos negativos, fueron
detectados a concentraciones permitidas de herbicidas de acuerdo a los puntos de
referencia establecidos para la vida acudtica, lo cual sugiere que los mismos deben
ser actualizados. Las algas estan entre las especies no diana mas afectadas por la
aplicacion de herbicidas. A su vez, cualquier declive en la produccién primaria,
causa un impacto negativo en los consumidores y afecta las funciones del
ecosistema, tales como fuente de alimentos y produccién de oxigeno. Esto
representa una amenaza a la biodiversidad acuatica, a la calidad del agua y a la

salud del ecosistema (Hasenbein, Peralta et al. 2017).

Muchos de los pesticidas que han sido prohibidos o retirados del mercado en los
paises desarrollados, atin son producidos y vendidos en los paises en desarrollo
por empresas nacionales o por multinacionales actuando a través de filiales o
empresas conjuntas (Mansour 2004). La imagen completa de la relacion costo-
beneficio del uso de pesticidas, difiere considerablemente entre paises

desarrollados y paises en desarrollo (Aktar, Sengupta et al. 2009).

Para controlar los efectos adversos de la aplicacién indiscriminada de plaguicidas
surge el concepto del Manejo Integrado de Plagas (MIP). El uso racional de todo
tipo de pesticidas considerado como un pilar importante del MIP, es una estrategia

de control de plagas que apunta a una maxima eficacia con un impacto minimo en
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la salud y el medio ambiente, asi como también una minima presencia de residuos

en los alimentos (Damalas 2016)

El MIP segtn la Agencia de Proteccion Ambiental EPA (Environmental Protection
Agency) de Estados Unidos, es un enfoque para el control de plagas, que se basa en
una combinacién de practicas comunes que utilizan informacién sobre el ciclo de
vida de las plagas y la interaccién que éstas tienen con el medio ambiente. Esta
informaciéon se combina con los métodos de control de plagas disponibles, de los
cuales destacamos pesticidas y biopesticidas, y a partir de dicha combinacién se
intenta controlar el dafio provocado por las plagas de la manera mas econémica, y
con el menor peligro posible para las personas, la propiedad y el medio ambiente

(Fursan 2012).

Los biopesticidas son una clase de pesticidas derivados de materiales naturales
tales como animales, plantas, bacterias y ciertos minerales. Los biopesticidas se
dividen en tres clases principales: 1- Los pesticidas bioquimicos son sustancias
naturales que controlan las plagas mediante mecanismos no toéxicos. Incluyen
sustancias que interfieren con el apareamiento, tales como feromonas sexuales de
insectos asi como también extractos de plantas que atraen insectos plaga hacia
trampas; 2- Pesticidas microbianos consisten en un microorganismo (bacteria,
hongo, virus o protozoario) como el ingrediente activo. Los pesticidas microbianos
pueden controlar diferentes tipos de plagas, aunque cada ingrediente activo es
relativamente especifico para su plaga diana. Los pesticidas microbianos mas
ampliamente utilizados son las cepas de Bacillus thuringiensis. Cada cepa de esta
bacteria produce una mezcla diferente de proteinas que mata especificamente una
0 unas pocas especies relacionadas de larvas de insecto; 3- Protectores
incorporados a la planta son sustancias con accién pesticida que la planta produce
a partir de material genético que le ha sido afiadido. Un ejemplo son los genes de
las proteinas pesticidas de B. thuringiensis que son introducidos al material
genético de la planta, y asi la planta produce la sustancia que controla la plaga
(United States Environmental Protection Agency; 28/05/2018;

https://www.epa.gov/ingredients-used-pesticide-products/what-are-

biopesticides).
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El uso de biopesticidas es un componente importante del MIP y es capaz de
mejorar la relacion costo-beneficio de la produccion de muchos cultivos en todo el
mundo (Cespedes, Alarcon et al. 2015). Este hecho, junto con la nocion percibida
en general, de que los compuestos naturales son mas seguros que sus contrapartes
sintéticas, explican la preferencia por los pesticidas naturales, o biopesticidas, y la

drastica reaparicion de interés en estos compuestos (Lima, Melo et al. 2015).

El aumento en la popularidad de los biopesticidas en comparaciéon con los de
sintesis quimica se debe también a los efectos letales poco selectivos de los ultimos
y al rapido desarrollo de resistencia de los insectos plaga a los insecticidas
quimicos. Ademas, si bien existen pesticidas quimicos biodegradables, se ha
demostrado que otros persisten en el medio ambiente y contribuyen al desarrollo
de resistencia en varios organismos (Sanchis 2012; Cespedes, Alarcon et al. 2015).

Los biopesticidas, por su parte son biodegradables.

Los bioinsecticidas utilizados actualmente incluyen organismos entomopatogenos
y entomoéfagos, ademas de compuestos con actividad insecticida derivados de
plantas, metabolitos microbianos, y plantas transgénicas. De forma general, los
organismos entomopatdgenos son aquellos que infectan al insecto y se reproducen
en él hasta causarle la muerte (hongos, virus, bacterias, protozoarios, nematodos)

(Tamez Guerra, Galan Wong et al. 2001).

Existe una variedad de factores que pueden afectar la factibilidad econémica, la
aceptacion y el empleo de los bioinsecticidas. Estos factores incluyen el tipo de
plaga, el tamafio del mercado, el espectro de plagas que se pueden controlar con un
producto y el impacto que el bioinsecticida pueda tener en los insectos benéficos

(Tamez Guerra, Galan Wong et al. 2001).

Para lograr una agricultura sustentable, y satisfacer la demanda de productos de
origen natural u organismos benéficos para su uso en programas de MIP, se han
desarrollado programas biotecnolégicos dirigidos a la produccién de
bioinsecticidas (Amichot, Curty et al. 2015). Un ejemplo es el caso de la cochinilla
Icerya purchasi (Hemiptera: Margarodidae) que se alimenta de la savia que
succiona de hojas, ramas y tronco de algunas plantas, provocando defoliacién y

muerte de hojas y pequefias ramas. En 1868 fue descubierta esta plaga en
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California debido al impacto devastador que causoé en la industria de los citricos, y
ningin tratamiento resultaba efectivo. C. V. Riley y A. Koebele, descubrieron al
escarabajo vedalia, Rodolia cardinalis (Coleoptera: Coccinellidae) enemigo natural
de I purchasi del cual se alimenta. Y en 1890, dos afios después de la liberacién de
los escarabajos en los campos de citricos, ya se habia logrado un control efectivo de
la plaga (Cornell University, College of Agriculture and Life Sciences, Anthony
Shelton y Jill Eccleston, 14/08/2018,
https://biocontrol.entomology.cornell.edu/success.php).

La biotecnologia agricola estd enfocada a dar solucién a problemas de baja
produccion y pérdidas econémicas de cultivos, provocadas por factores bidticos y
abidticos del campo, y se enfoca principalmente en lograr una agricultura
sustentable. Un objetivo de la biotecnologia agricola es reducir la dependencia de
pesticidas quimicos sin afectar, o incluso incrementando la productividad del
campo, lo cual como consecuencia ayuda a reducir los problemas ambientales
(Tamez Guerra, Galdn Wong et al. 2001). El desarrollo e implementaciéon de
biopesticidas constituye una de las posibles aplicaciones para lograr este objetivo,
sustentada en el concepto de control biolégico, el cual requiere un profundo
conocimiento de la biologia y la evolucion de los patégenos correspondientes

(McDonald and Stukenbrock 2016).

1.2 Control bioldgico.

El control bioldgico es un componente del MIP. Se define como la reduccidn de las
poblaciones de plagas mediante enemigos naturales y por lo general implica un
papel humano activo. En general, las diferentes especies de insectos son
controladas por organismos naturales y factores ambientales, sin intervencién del
hombre, lo cual se conoce como control natural. Los enemigos naturales de
insectos plaga, incluyen predadores, parasitoides y patégenos. Los predadores son
principalmente especies de vida libre, que consumen una gran cantidad de presas
durante su vida. Los parasitoides son especies cuyos estados inmaduros se
desarrollan en o dentro de un insecto hospedero, causandole finalmente la muerte.

Muchas especies de avispas y algunas moscas son parasitoides. Los patégenos son
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organismos causantes de enfermedades, e incluyen bacterias, hongos y virus. Los
patégenos matan al hospedero y son relativamente especificos para ciertos grupos
de insectos (Cornell University College of Agriculture and LifeSciences; PhD Anthony
Shelton; 24/05/2018; https://biocontrol.entomology.cornell.edu/what.php).

Mientras que muchas especies de bacterias habitan el cuerpo de los insectos
estableciendo distintos niveles de relaciones mutualistas, s6lo un niimero limitado
de ellas se comporta como patdgenos. Estos ultimos han desarrollado una
multiplicidad de estrategias para invadir al hospedero, para superar su respuesta

inmune, para infectarlo y matarlo (Ruiu 2015).

En la relacion antagénica entre patdégeno y hospedero, se puede observar que
existe co-evolucidn reciproca. Por definicion, el patégeno tiene un efecto negativo
sobre la eficacia bioldgica (fitness) del hospedero, favoreciéndose en la
competencia aquellos hospederos con mecanismos de defensa mejorados. Si la
eficacia bioldgica (fitness) del patdégeno depende del hospedero, entonces la
defensa del hospedero puede ser perjudicial para el patégeno, conduciendo a la
seleccidon de patégenos con nuevos mecanismos de ataque. Cuando la interaccién
persiste en el tiempo, los ciclos de adaptacion y contra-adaptacién pueden
producir las mayores presiones selectivas conocidas en la naturaleza. Por ejemplo,
en un estudio de caracterizacion de los genes del patégeno involucrados en la
adaptacion co-evolutiva en un sistema de interaccion entre patdgeno y hospedero
animal, utilizaron como modelo el nematodo Caenorhabditis elegans como
hospedero animal y B. thuringiensis como patdgeno natural. Este estudio encontr6
un aumento en la virulencia del patégeno especificamente favorecida durante la
co-evolucién con el hospedero, en comparaciéon con la adaptacion unilateral del
patégeno a un hospedero no cambiante o a un ambiente libre de hospedero (Masri,

Branca et al. 2015).

La extensa variedad de cepas de B. thuringiensis y de toxinas que éstas producen,
permite la producciéon de bioinsecticidas utilizando la propia bacteria y también
permite el uso de los genes que codifican las toxinas para el desarrollo de plantas

transgénicas (Monnerat, Batista et al. 2007).
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1.3 Bacillus thuringiensis.

Bacillus thuringiensis es una bacteria gram positiva, con flagelo peritrico, que mide
de 3 a 5 pm de largo por 1 a 1,2 pm de ancho y que posee la caracteristica de
desarrollar endosporas de resistencia elipsoidales que no provocan el
hinchamiento del perfil bacilar (Figura 1) (Maughan and Van der Auwera 2011).
Pertenece al phylum Firmicutes, familia Bacillaceae, género Bacillus y forma parte
del grupo de Bacillus cereus que incluye otras 11 especies de las cuales B. cereus, B.
anthracis, B. mycoides, B. pseudomycoides, y B. weihenstephanensis son especies
identificadas durante el siglo XX. Sin embargo actualmente hay seis especies mas
que fueron clasificadas dentro del grupo mediante analisis de genomas. Algunos de
los nombres propuestos para estas especies recientemente descubiertas, ain no
han sido validados para su publicacion (Liu, Lai et al. 2015; Miller, Beno et al. 2016;
Bazinet 2017). Ciertas caracteristicas fenotipicas distinguen a las bacterias del
grupo B. cereus de otras especies del género. Entre ellas se destaca la presencia de
esporas elipsoidales que no deforman el perfil bacilar, la capacidad de producir
lecitinasa y la incapacidad de fermentar manitol (Fritze 2004). La diferenciacién

fenotipica de las especies dentro del grupo no es sencilla.

Ademas, estudios en la secuencia del gen que codifica para la subunidad 16S del
ARNr de las especies de este grupo han revelado que comparten una alta similitud
de secuencia (99-100 %) lo que sugiere que esta region nucleotidica no seria util
para discriminar entre los miembros de este grupo. B. thuringiensis, en particular,
se caracteriza por la produccidon de cristales parasporales de naturaleza proteica
con propiedades insecticidas y nematicidas; caracteristica que permite distinguirla
de las otras especies del grupo (Bavykin, Lysov et al. 2004; Sauka and Benintende

2008; Xu, Wang et al. 2014).

Figura 1: Imagen de microscopia electrénica de transmision
de una cepa de Bacillus thuringiensis. C: cristal parasporal; E:
endospora. Barra: 0,5 pm (Sauka and Benintende 2008).
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B. thuringiensis fue descubierta originalmente en 1902 por el bidlogo japonés
Shigetane Ishiwatari quien la aisl6 de gusanos de seda Bombyx mori (Lepidoptera:
Bombycidae) infectados. Sin embargo, fue formalmente caracterizada en 1915 por
el bacteridlogo aleman Ernst Berliner quien la aislé6 de larvas de Ephestia
kuehniella (Lepidoptera: Pyralidae) infectadas, en la provincia alemana de
Thuringia, de donde proviene el nombre thuringiensis (George and Crickmore

2012).

Dada su capacidad de formar esporas, este microorganismo se encuentra en una
amplia variedad de ambientes tales como suelos, agua, plantas, granos
almacenados, insectos muertos y heces de insecto. Algunos autores consideran que
su principal nicho ecolégico son los insectos, basandose en que los aislamientos
originales (Ishiwatari, 1901; Berliner, 1915) se obtuvieron a partir de larvas de
insectos muertos (Federici 1999; Santana, Moccia-V et al. 2008). Sin embargo, es
posible observar una gran variedad de estrategias de este microorganismo para
ocupar diferentes nichos y lograr su dispersién en el ambiente, ya sea causando o
no, enfermedad. Si bien el suelo es el mayor reservorio de B. thuringiensis, desde
alli es capaz de colonizar la rizésfera, lo que favorece a su vez la colonizacién
endofitica de las plantas. B. thuringiensis puede infectar de forma paraténical
invertebrados de suelo como insectos y nematodos, colonizando el intestino y las
heces de los mismos, o de forma patogénica, matando al hospedero y creciendo en
su cadaver. Por otra parte, B. thuringiensis puede alcanzar la superficie de las
plantas mediante salpicaduras de agua de lluvia, o a través de las heces de insectos
o0 pajaros. La lluvia también puede llevar a esta bacteria hacia cuerpos de agua, en
donde ésta puede infectar y proliferar en vertebrados o invertebrados y persistir
en estos ambientes asociandose a plantas acudticas u otros sustratos. Es asi que B.
thuringiensis es una bacteria muy versatil que ocupa una gran variedad de nichos

(Argdlo-Filho and Loguercio 2014).

1 Cuando un microorganismo coloniza un determinado hospedero sin causarle dafio o enfermedad,
y el hospedero no es indispensable para el ciclo de vida del microorganismo, dicho organismo se
conoce como “hospedero paraténico”.
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Hoy en dia, un gran nimero de cepas de B. thuringiensis han sido aisladas y
clasificadas en al menos 71 serotipos? H por la reaccion de antigeno flagelar (Xu,

Wang et al. 2014).

La composicion de las inclusiones cristalinas parasporales producidas durante la
esporulacidn es glicoproteica y representan entre el 20 y 30 % del peso seco de la
célula. Los cristales presentan distintas morfologias y pueden clasificarse en
bipiramidales, ctbicos, cuadrados aplanados, esféricos y otras formas atipicas
menos frecuentes (Figura 2) (Sauka and Benintende 2008; Bar6 Robaina, Fontana
Capalbo et al. 2009). Los cristales contienen proteinas insecticidas también
llamadas &-endotoxinas, tales como las proteinas Cry y las proteinas Cyt, en
conjunto también llamadas ICPs (insecticidal crystal proteins) de una masa
molecular que varia entre 25-140 kDa. ICPs individuales o mezclas de ellas,
pueden ser extremadamente toxicas para ciertas especies, sin embargo,
practicamente no tdéxicas para otros insectos de la misma familia o incluso del
mismo género (Bobrowski, Pasquali et al. 2001; Grove, Kimble et al. 2001; Sauka,

Rodriguez et al. 2012; Malo, Nicolas et al. 2018).

Muchas cepas de B. thuringiensis producen otro tipo de proteinas insecticidas que
son secretadas al medio. Entre ellas se encuentran las proteinas Vip (vegetative
insecticidal proteins) que no forman cristales y son secretadas durante la fase de
crecimiento vegetativo. Esta clase de proteinas incluye los grupos Vip 1, Vip 2 y Vip
3 que se pueden clasificar en 9 subgrupos, 27 clases y 92 subclases segun la
similitud de secuencia aminoacidica. Recientemente se identific6 una nueva familia
de proteinas Vip, clasificada como Vip 4; ain se desconocen sus propiedades
insecticidas (Estruch, Warren et al. 1996; Sauka, Rodriguez et al. 2012; Palma,
Muiioz et al. 2014).

Otro tipo de proteina secretada al medio fue descrita por Donovan y col. (2006) y
denominada proteina Sip (secreted insecticidal protein) a partir de sobrenadantes
de cultivo. Esta proteina designada como Sip 1Aal es el primer miembro de esta
familia de proteinas de secrecion, la cual presenta toxicidad contra larvas de

coledpteros (Palma, Mufioz et al. 2014).

2 . . . . O . sy . ) 7 s
Variedades de un microorganismo identificadas mediante analisis serolégico, segin los antigenos
que presentan en su superficie.
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Figura 2: Imagen de microscopia electrénica de barrido de
una cepa de B. thuringiensis. Las flechas indican los cristales
bipiramidales y ctibicos (Baré Robaina et al. 2009).

Asimismo B. thuringiensis produce Thuringiensin (Thu), también conocido como [3-
exotoxina. Se trata de un factor de amplio espectro termoestable, expresado
durante la fase de crecimiento vegetativo y excretado al sobrenadante. Thu es un
oligosacarido pequefio compuesto por adenosina, glucosa, acido fosférico y
didcidogluconico; y tiene un peso molecular de 701 Da. Thu es toxico para especies
de insectos de los drdenes Diptera, Coleoptera, Lepidoptera, Hymenoptera,
Orthoptera e Isoptera, y varias especies de nemdatodos. Sin embargo, varios
experimentos han mostrado que Thu es toxico también para los mamiferos y su
uso ha sido prohibido por la Organizacién Mundial de la Salud (Liu, Ruan et al.

2014).

Hasta el momento, tomando como base la homologia de secuencia aminoacidica, se
distinguen mas de 300 holotipos3 de §-endotoxinas, las cuales se han categorizado
en 75 familias Cry y 3 familias Cyt (Tanada and Kaya 2012). Las proteinas Cry
(crystal) son téxicas de forma especifica para determinados 6rdenes de insectos:
Lepidoptera, Diptera, Coleoptera, Hymenoptera, Homoptera y Malophaga, asi como
también para nematodos, teniendo algunas de ellas un espectro insecticida amplio

que abarca mas de un orden (Crickmore, Zeigler et al. 1998; Fiuza, Schiinemann et

3La primera secuencia aminoacidica reportada de un gen se denomina secuencia holotipo. Las
secuencias aminoacidicas reportadas con posterioridad, se definen segin el nimero de cambios de
aminoacidos que presenten respecto a la secuencia holotipo.
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al. 2012). Las proteinas Cyt son toxinas hemoliticas y citoliticas con actividad
contra larvas de dipteros, pero presentan un amplio rango de citotoxicidad in vitro
contra células de mamiferos. Las toxinas Cyt muestran una limitada homologia de
secuencia con la familia de proteinas Cry. Se ha determinado la estructura de
nueve proteinas Cry y tres proteinas Cyt, las que muestran arquitecturas
conservadas segun la clase (Cry o Cyt) y sus diferentes mecanismos insecticidas

(Sansinenea 2012; Xu, Wang et al. 2014; Xu, Chinte et al. 2015).

Las toxinas Cry y Cyt son proteinas perforadoras de membranas celulares, aunque
no relacionadas estructuralmente y difieren en sus requerimientos de
componentes esenciales de membrana. Las proteinas Cry se unen a receptores de
membrana, mientras que las Cyt se unen con alta afinidad a fosfolipidos

insaturados (Ben-Dov 2014).

Respecto a la nomenclatura de las proteinas producidas por B. thuringiensis,
inicialmente cada nuevo gen caracterizado recibia una designacién arbitraria de
quienes lo descubrian: icp, cry, Bta, bt1, bt2, etc. El primer intento de sistematizar
la nomenclatura genética se basaba en la actividad insecticida de las proteinas para
la clasificacion primaria de los genes correspondientes. Y los diferentes grupos se
nombraban con nimeros romanos: cry I, cry II, cry I, cry IV, etc. Actualmente,
para organizar la inmensa cantidad de datos obtenidos mediante los esfuerzos de
secuenciacion gendmica, surgié un nuevo paradigma en la nomenclatura, basado
en el sistema internacionalmente reconocido de nomenclatura de la superfamilia
del citocromo P-450. La base de este sistema es asignar nombres a miembros de
superfamilias de genes de acuerdo con el grado de divergencia evolutiva, estimada
mediante algoritmos de arboles filogenéticos. El formato de nomenclatura esta
disenado para transmitir informaciéon sobre dichas relaciones filogenéticas,
afiadiendo a la raiz mnemotécnica nimeros y letras asignados de forma jerarquica,
para indicar grados de divergencia. Este nuevo sistema cambia los numeros
romanos por nimeros arabicos en el rango primario, luego se va agregando una
letra mayudscula y una letra minuscula, segiin déonde se ubique el gen en el arbol
filogenético, por ejemplo cry 23Aa. Existe un comité del Centro de Stock Genético
de Bacillus, BGSC (Bacillus Genetic Stock Center) para asistir a quienes trabajan en

el campo de la genética de B. thuringiensis en la asignacion de nombres a nuevos
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genes cry y cyt. La lista actualizada de genes correspondientes a toxinas de B.

thuringiensis esta  disponible en internet en la siguiente URL:

http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil Crickmore/Bt/intro.html (Crickmore,

Zeigler et al. 1998).

Las clases Cry 1, Cry 2 y Cry 9 son proteinas toxicas para lepidépteros (Shu, Su et
al. 2013). Las proteinas Cry 3, Cry 7, Cry 8, Cry 18, Cry 34, Cry 35 y Cry 43 son
efectivas contra coledpteros. Varios grupos de proteinas Cry tales como Cry 2, Cry
4, Cry 10, Cry 11, Cry 16, Cry 17 entre otros, tienen actividad insecticida contra
dipteros. Mientras que las proteinas Cry 5, Cry 6, Cry 12, Cry 13, Cry 14, Cry 21y

Cry 55 presentan actividad contra nematodos (Guan, Dai et al. 2014).

Los genes cry y cyt que codifican las §-endotoxinas se localizan en plasmidos de
alto peso molecular. Actualmente mas de 560 genes cry han sido identificados y
clasificados en 68 clases segun la homologia de las proteinas que codifican
(Crickmore 2016). Las cepas de B. thuringiensis suelen presentar un conjunto de
plasmidos, cuyo nimero puede variar entre 1 y 17 con tamafos que van de 2-250
kb (Gonzalez and Carlton 1984; Reyes-Ramirez and Ibarra 2008; Baig and Mehnaz
2010).

Los patrones plasmidicos se han utilizado para caracterizar cepas, Reyes-Ramirez
e Ibarra (2008) compararon el perfil plasmidico de diferentes cepas de B.
thuringiensis, las cuales mostraron patrones plasmidicos Unicos. Esto evidencia la
importancia de esta herramienta como procedimiento de caracterizacién y revela
el caracter unico y complejo de esta caracteristica de B. thuringiensis (Hercos

Velicente and Gomes De Paula Lana 2008).

En un patrén plasmidico se reconocen dos grupos de plasmidos, aquellos que son
<30 MDa y los que son >30 MDa llamados megaplasmidos. No se ha encontrado
una funcidén especifica de los plasmidos pequefios, razon por la cual se denominan
“cripticos”, mientras que la principal funcién reconocida de los megaplasmidos es

contener los genes de las 6-endotoxinas (Reyes-Ramirez and Ibarra 2008).

La bacteria B. thuringiensis subsp. israelensis contiene un megaplasmido llamado
pBtoxis (128 kb) que codifica varias proteinas Cry y Cyt. Ademas el plasmido

contiene varias secuencias que codifican para otras proteinas cuyo rol es promover
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la formacidn del cristal y aumentar la viabilidad celular, actuando probablemente

como chaperonas (Berry, O'Neil et al. 2002; Ben-Dov 2014).

Mas del 23 % de los genes del plasmido pBtoxis se asemejan a genes relacionados
con transposones, lo cual favorece eventos de recombinaciéon entre cepas de B.
thuringiensis. Entre los elementos moviles encontrados hay dos transposones
pertenecientes a la familia Tn3 y varias secuencias de insercion pertenecientes a
las tres grandes familias IS de procariotas (Zghal and Jaoua 2006). La estructura
dinamica del plasmido podria eliminar o inactivar genes cry y por lo tanto, causar
una pérdida parcial o total de la actividad insecticida (Elleuch, Zribi Zghal et al.

2015).

Mientras que la mayoria de las toxinas cristales de B. thuringiensis son codificadas
por plasmidos grandes, cuya expresion estd bajo el control de promotores
dependientes de la esporulacion, también hay toxinas Cry cripticas que no son
expresadas. Como es el caso de un aislamiento argentino de una cepa de B.
thuringiensis (INTA TA24-6) la cual posee un gen cry 2Ab criptico que
aparentemente se transcribe pero no se traduce a proteina. El alto nivel de
expresion de proteinas cristales es controlado por una variedad de mecanismos
que ocurren a nivel transcripcional, post-transcripcional y post-traduccional

(Sauka, Basurto-Rios et al. 2010; Deist, Rausch et al. 2014).

Mas alla de las estrategias de expresion de las proteinas Cry, la estabilidad de los
altos niveles de produccién de toxinas se alcanza mediante la cristalizacion, de
manera que las proteinas quedan protegidas de la degradaciéon por endo-
proteasas. Las proteinas Cry grandes (120-140 kDa) cristalizan espontaneamente
debido a la presencia de un motivo conservado C-terminal rico en cisteinas,
llamado “dominio estructural”. Para superar la ausencia de este dominio
estructural en las demas proteinas Cry, B. thuringiensis ha desarrollado diferentes
estrategias post-traduccionales como la cristalizacion dirigida por proteinas de
ayuda que estan cercanas a los genes cry o cyt, o por chaperonas (Porcar,

Déleclusse et al. 2014).
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Presumiblemente, la capacidad para la cristalizacién in vivo evoluciond en B.
thuringiensis como un mecanismo para almacenar las toxinas de una forma

concentrada y con un manejo eficiente del espacio (Sawaya, Cascio et al. 2014).

Actualmente varias decenas de miles de aislamientos de B. thuringiensis, obtenidos
de diferentes ambientes (tales como insectos muertos, agua, suelo y ambientes
marinos), estan distribuidos entre varias colecciones publicas y privadas, y son
considerados potenciales “reservorios” de nuevas toxinas insecticidas y/o
nematicidas. Sin embargo, para poder estimar el riesgo de liberar cualquier
microorganismo al ambiente es importante comprender la manera en que éste
interactia con sus alrededores y con la demdas biota (Quesada-Moraga, Garcia-

Tévar et al. 2004; Oztiirk, Acik et al. 2009).

Por ejemplo, los renacuajos y las larvas de mosquitos coexisten naturalmente en
aguas estancadas y compiten por recursos, de manera que los renacuajos podrian
estar expuestos a los insecticidas contra mosquitos. Los efectos de B. thuringiensis
israelensis (usado en todo el mundo en el control de dipteros y recomendado para
el control del vector del dengue) en anfibios no han sido lo suficientemente
estudiados. De hecho, las pruebas utilizadas para justificar la aprobaciéon para el
uso y la liberaciéon al mercado de los productos de B. thuringiensis, y los protocolos
utilizados para evaluar el desarrollo de toxicidad, en algunos casos han sido

superficiales (Dos Santos, Teixeira et al. 2013; Lajmanovich, Junges et al. 2015).

1.3.1 Productos formulados y plantas transgénicas.

Muchos pesticidas modernos son biodegradables, pero otros se degradan
lentamente y tienen la capacidad de bioacumularse en la cadena tréfica y en los
principales depredadores a través del consumo de biota contaminada (Cespedes,
Alarcon et al. 2015). En cambio, las formulaciones de B. thuringiensis, siendo
proteinas son facilmente degradadas y persisten muy poco en el suelo,
produciendo un efecto despreciable en la salud del mismo (Singh, Boora et al.

2007).

De hecho, B. thuringiensis es el insecticida biol6gico mas aplicado en el mundo y se

utiliza para controlar diversos insectos y nematodos que afectan la agricultura, la
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actividad forestal y que transmiten patégenos humanos y animales (Sauka and

Benintende 2008).

Los bioinsecticidas a base de B. thuringiensis fueron comercializados por primera
vez en Francia en 1938 con poco éxito. Sin embargo, con el desarrollo de nuevas
estrategias de cultivo de células microbianas y la posibilidad de realizar dichos
cultivos en escala industrial, estos productos mostraron un gran crecimiento en el
mercado a partir de los afios 1950s. Inicialmente B. thuringiensis var kurstaki (la
primera cepa aislada para control biol6gico) domind el mercado y fue utilizada
para el control biolégico de lepidépteros plaga en una gran variedad de cultivos.
Después del descubrimiento de B. thuringiensis var israelensis en 1976, el comercio
de B. thuringiensis se ampli6 aun mas, debido a la actividad larvicida de esta
bacteria contra Aedes aegyptii (Diptera: Culicidae), principal vector de
enfermedades humanas como el dengue. Actualmente entre los microorganismos,
Bacillus thuringiensis es el bioinsecticida mas utilizado en programas de control
biologico (50 % del mercado de bioinsecticidas) (Elsayed, Othman et al. 2014;
Amichot, Curty et al. 2015).

En 1970 Laboratorios Abbot ingreso6 al mercado con Dipel, la primera preparacion
comercial a base del aislamiento B. thuringiensis subsp. kurstaki (HD-1) que fue
utilizada para el control de varios lepidopteros plaga de cultivos, tales como
Trichoplusia ni (Lepidoptera: Noctuidae), Helicoverpa zea (Lepidoptera: Noctuidae)
y Heliothis virescens (Lepidoptera: Noctuidae), y en plagas forestales tales como
Lymantria dispar (Lepidoptera: Lymantriidae) y Choristoneura fumiferana

(Lepidoptera: Tortricidae) (Sansinenea 2012).

Con el paso del tiempo, B. thuringiensis y sus productos han sido formulados en
varias formas para su aplicacion como agentes de control biologico. Tales
formulaciones pueden ser sélidas (polvos o granulados) o liquidas. Actualmente
hay mas de 400 formulaciones a base de B. thuringiensis registradas en el mercado
y la mayoria contienen proteinas insecticidas y esporas. Los productos formulados
de B. thuringiensis se aplican directamente en forma de pulverizaciones (George

and Crickmore 2012).
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La comercializacion de plantas que expresan proteinas Cry para el manejo de
insectos plaga, ha revolucionado la agricultura y se ha convertido en una
herramienta importante en los programas de manejo integrado de plagas. Los
cultivos transgénicos que expresan toxinas Cry han demostrado ser eficaces en el
control de importantes plagas de insectos agricolas. Algunos genes cry como: cry
1Ab, cry 1Ac, cry 1F y cry 2Ab han sido introducidos en maiz y algodén, resultando
en un menor uso de insecticidas quimicos y en algunos casos, en un mayor

rendimiento del cultivo (Liu, Chen et al. 2014).

El uso de genes cry en plantas transgénicas se volvi6 una estrategia en el control de
plagas a mediados de los afos 90. La primera generacion de cultivos de B.
thuringiensis (Bt) se generé mediante la transferencia de un tUnico gen cry al
genoma de la planta. La segunda generaciéon de cultivos Bt incorpora la
combinacién de dos o mas genes de B. thuringiensis en la planta, ofreciendo un
espectro de accion mas amplio y reduciendo la posibilidad de que los insectos
plaga desarrollen resistencia. Actualmente, el algodén Bt de segunda generacién
aprobado, contiene varias combinaciones de genes de B. thuringiensis, tales como
Bollgard Il (que expresa Cry 1Ac y Cry 2Ab), WideStrike (que expresa Cry 1Ac y
Cry 1F) y VipCot (que expresa Cry 1Ab y Vip 3A). La eleccidon de qué genes utilizar
en estas combinaciones, se basa en la habilidad de las dos toxinas de unirse a
diferentes receptores dentro del intestino del insecto, ya que la alteracién del sitio
de unién es un mecanismo de resistencia ampliamente extendido. Otro aspecto
importante a tener en cuenta es la interaccion del efecto de ambas proteinas, la

cual puede ser sinérgica o antagonica (Lemes, Davolos et al. 2014).

Los cultivos transgénicos que expresan varias toxinas Cry actualmente cubren mas
de 160 millones de hectareas en todo el mundo, lo que resulta en una proteccién
efectiva contra el dafio de los insectos y en una reduccién de la dependencia de los

insecticidas quimicos (Portugal, Gringorten et al. 2014).

Ademas la expresion de 6-endotoxinas de B. thuringiensis en las plantas ha sido
especialmente util contra plagas que atacan partes de la planta que generalmente
no estan bien protegidas por la aplicacién de insecticidas convencionales. Algunos

lepidopteros perforan el tallo de las plantas y destruyen su integridad estructural,
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y de esa forma dentro del tallo la plaga se encontraria relativamente a salvo de un

insecticida aplicado en la superficie de la planta (Khan, Paul et al. 2016).

1.4 Patogénesis y resistencia.

Las proteinas Cry se forman como protoxinas de 130 kDa y son activadas
proteoliticamente por enzimas del intestino del insecto, lo que da como resultado
un fragmento de 60 kDa, resistente a las proteasas del intestino del insecto y capaz

de destruir las células del intestino (Portugal, Gringorten et al. 2014).

Sin embargo, el primer impacto de la toxina Cry en el insecto es el cese de la
alimentacién debido a la paralisis del intestino. Las células del intestino se hinchan
conduciendo a un desbalance idnico y a la muerte. Los eventos moleculares que
conducen a la muerte del insecto mediada por toxinas Cry son controvertidos, pero
los pasos iniciales aceptados se describen a continuacién. El proceso insecticida de
las 6-endotoxinas comienza con la disoluciéon del cristal bajo las condiciones
alcalinas del lumen del intestino del insecto. Dicha solubilizaciéon genera una
protoxina inactiva que debe ser activada por las proteasas del intestino. Es asi, que
la protoxina es clivada proteoliticamente en el extremo C-terminal y/o en el N-
terminal, generando la toxina activada. La toxina entonces atraviesa la matriz
peritrofica y se une a los receptores de la membrana apical de las células del
intestino, donde oligomeriza y forma canales idnicos o poros, que conducen a la
lisis osmotica de las células, dafio en el tejido epitelial del intestino y muerte de la
larva. Tanto la activacion de la protoxina como la unién de la toxina activada a los
receptores especificos que los insectos susceptibles expresan en las células del
intestino, son pasos clave que explican la actividad insecticida de las proteinas
(Deist, Rausch et al. 2014; Elleuch, Zribi Zghal et al. 2015; Obata, Tanaka et al.
2015).

Los receptores de toxina mejor caracterizados son las proteinas tipo cadherina y
las N-aminopeptidasas (APN), aunque otros tipos de receptores como la fosfatasa
alcalina (ALP), proteinas transportadoras ABC (ATP - binding cassette) y los
glicolipidos han sido reportados en varios 6rdenes de insectos y nematodos. La

superfamilia de cadherinas constituye un receptor importante de varias clases de
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toxinas Cry en especies de insectos de al menos tres 6rdenes (Contreras, Benito-

Jardén et al. 2015; Qiu, Hou et al. 2015).

El desarrollo de resistencia a las toxinas Cry es un proceso gobernado por un gran
numero de factores, mutaciones que alteren cualquiera de los pasos en el modo de
accion de las toxinas de B. thuringiensis, potencialmente pueden conducir a
resistencia. Hasta el momento, han sido reportados varios mecanismos de
resistencia, incluyendo alteraciones en las proteasas digestivas del intestino,
alteraciones en los niveles de fosfatasa alcalina, respuesta inmune elevada,
aumento de la produccidn de esterasa y reduccion en la unién de la toxina Cry. Sin
embargo, el trastorno en la unidén de la toxina con los receptores del intestino es el
mecanismo de resistencia mas comun en lepidépteros (Lemes, Davolos et al. 2014;

Zhu, Lei et al. 2015).

El amplio uso de cultivos Bt ha aumentado la presiéon de seleccién de insectos
resistentes. Desde que los cultivos Bt se comercializaron por primera vez en 1996,
al menos ocho especies diferentes de insectos han desarrollado resistencia a las
toxinas de B. thuringiensis en condiciones de campo. El desarrollo de insectos
resistentes en plantas transgénicas amenaza el uso sustentable de la tecnologia de
B. thuringiensis en la proteccidn de cultivos, ya sea mediante cultivos transgénicos
o mediante las formulaciones aplicadas en spray. Una estrategia es el uso de
refugios de plantas no-Bt que aumentan la supervivencia de plagas susceptibles y
constituyen una reserva de un pool de alelos susceptibles a B. thuringiensis en la

poblacion (Zhang, Ma et al. 2013; Liu, Chen et al. 2014; Gomez, Flores et al. 2015).

Otra estrategia es la optimizacion de la toxina (mediante modificacidn de los sitios
de corte de las proteasas, intercambio de dominios, mutagénesis sitio-dirigida y
adicién de péptidos) la cual proporciona un enfoque muy util para extender la
utilidad de estas proteinas en la supresion de plagas que exhiben una baja
susceptibilidad a las toxinas nativas y para superar la resistencia en el campo

(Deist, Rausch et al. 2014).

Los beneficios de larga duracién de los insecticidas a base de B. thuringiensis y de

los cultivos Bt dependeran mayormente de la comprension del modo de accion de
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las proteinas Cry y de las bases bioquimicas y genéticas de la resistencia en los

insectos (Park, Gonzalez-Martinez et al. 2014; Guo, Kang et al. 2015).

El manejo efectivo del desarrollo de resistencia a B. thuringiensis en las
poblaciones de insectos, requiere una comprensién cabal de los mecanismos de
resistencia. Y por su parte, comprender los mecanismos de resistencia también
puede proporcionar nuevos conocimientos en el modo de accién de las toxinas Cry

(Zhu, Lei et al. 2015).

A pesar de la importancia de la amplia variedad de toxinas que dan lugar a la
accion entomopatogénica de B. thuringiensis, sélo se ha publicado informacién
estructural de un pequeio grupo de dichas toxinas. Un conocimiento mas profundo
de la estructura es crucial para la comprensién de la interaccién toxina-receptor

(Palma and Berry 2016).

1.4.1 Efecto sub-letal.

En la aplicacion de B. thuringiensis en el campo, la exposicion de los insectos a las
toxinas es generalmente un evento transitorio. Esto se debe a que las aplicaciones
de la toxina normalmente no cubren la totalidad de la planta, y/o a que el
movimiento de las larvas reduce el tiempo de exposicién a las toxinas. Bajo estas
condiciones, la posibilidad de que la larva esté expuesta a concentraciones sub-
letales de la toxina prevalece, ya sea que dicha exposicién sea continua o

intermitente en la naturaleza (Salama, Foda et al. 1981).

Estudios realizados en el lepidoptero Chlosyne lacinia (Lepidoptera: Nymphalidae)
indican que la proteina Cry 1Ac (65 kDa) administrada a una concentracion sub-
letal, puede ser tomada y transferida a la descendencia en la cual puede aumentar

la mortalidad y el tiempo de desarrollo (Paula, Andow et al. 2014).

Se han evaluado los efectos biologicos de dosis sub-letales y el tiempo de
exposicion a bajas concentraciones de toxina durante y después de remover la
toxina de la dieta en ensayos realizados contra tres especies de lepiddpteros:
Spodoptera littoralis (Lepidoptera: Noctuidae), Spodoptera exigua (Lepidoptera:
Noctuidae) y Heliothis armigera (Lepidoptera: Noctuidae). Se observé retardo en el

desarrollo larval, reduccién en la produccion de huevos y en la fertilidad,
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reduccion importante en el peso de las pupas y aparicidon de deformidades tanto en
las poblaciones de pupas como de adultos. La influencia de la exposiciéon a
concentraciones sub-letales de la toxina también se manifestd6 en términos de
disminucién en la emergencia de adultos, reduccion de la fecundidad y periodo

generacional prolongado (Salama, Foda et al. 1981).

Se podria concluir que la exposicion a niveles sub-letales de las toxinas de B.
thuringiensis o la reduccién en el tiempo de exposiciéon a las mismas, inducen
varios efectos bioldgicos en las especies evaluadas que reducen indirectamente la

potencia de los dafios que las plagas causan a la planta (Salama, Foda et al. 1981).

1.5 Bioensavos.

La determinaciéon de toxicidad mediante bioensayos es un paso complementario

critico en la identificacion de un aislamiento (Ammouneh, Harba et al. 2011).

Los bioensayos se utilizan para medir los parametros clave para seleccionar cepas
eficaces en el control microbiolégico, incluyendo factores tales como el rango de
hospedero, velocidad de muerte y actividad contra distintos estadios del insecto.
Se ha descripto una gran variedad de métodos de bioensayos y los investigadores
deben seleccionar la técnica mas apropiada basados en el conocimiento de factores
tales como la bacteria patégena y su modo de accidn, la especie plaga a evaluar y su
forma de alimentacion, y si es plausible el mantenimiento de una colonia de

laboratorio (O’Callaghan, Glare et al. 2012).

La realizacién de controles es crucial en cualquier bioensayo. El control negativo
deberia incluir cualquier agente de dilucién o ingrediente utilizado en la
preparacion de los tratamientos, excepto el agente activo (0’Callaghan, Glare et al.

2012).

Los bioensayos en los que se utiliza dieta artificial son altamente reproducibles y
eficientes. Los ensayos a base de dieta, no tienen la necesidad de colectar o
mantener una provision de material foliar, el cual es inherentemente mas variable
que la dieta artificial. Obviamente este método sélo puede utilizarse cuando la

especie en estudio puede ser alimentada con dieta artificial, cuando ésta permite el
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crecimiento normal del insecto y no es perjudicial para el agente activo que se

quiere evaluar (O’Callaghan, Glare et al. 2012).

Grupos de investigacion de varios paises han realizado un gran nimero de trabajos
en los que han evaluado la actividad insecticida de diferentes toxinas de B.
thuringiensis contra distintas especies de lepiddpteros plaga. Las larvas en algunos
casos son alimentadas con dieta artificial, en otros con discos de hojas o también
con dieta artificial mezclada con hojas trituradas. Generalmente la dieta es tratada
con una suspension de esporas y cristales de los aislamientos cuya toxicidad se
desea evaluar. Se han realizado bioensayos con larvas de 1°, 2° y 3° estadio. Para el
control negativo se utiliza agua destilada o buffer de solubilizacidn, en lugar de las
proteinas de B. thuringiensis. En la mayoria de los casos se registra la mortalidad
de las larvas hasta el estado de pupa. Y las larvas se consideran muertas si no
responden ante el contacto con algin elemento, como por ejemplo un pincel fino.
En los ensayos en los que se evalu6 ademas el posible efecto sub-letal de las
toxinas, se registraron otros parametros tales como el tiempo de desarrollo de los
individuos desde el estado de larva hasta la fase de pupa, el porcentaje de larvas
que alcanzaron el estado de pupa, el peso individual de cada pupa, y el nimero de
adultos que emergieron. Incluso hay bioensayos realizados con adultos de
lepidopteros en los que se analiz6 la transferencia de las toxinas de B. thuringiensis
a la siguiente generacion (Dubois and Dean 1995; Quesada-Moraga, Garcia-Tovar
et al. 2004; Blibech, Ksantini et al. 2012; Pérez-Guerrero, Aldebis et al. 2012;
Lemes, Davolos et al. 2014; Li and Bouwer 2014; Paula, Andow et al. 2014; Gulzar
and Wright 2015).

1.6 Pseudaletia adultera (Lepidoptera: Noctuidae).

Los insectos fitéfagos son la mayor amenaza a la produccidon de alimentos para
consumo humano, y las larvas de lepiddpteros se consideran los insectos mas
destructivos. Larvas de lepidépteros que se encuentran en todo el mundo, atacan
diferentes plantas cultivadas y silvestres, causando graves pérdidas econémicas

(Nicholson 2007; Elleuch, Zghal et al. 2014).
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Pseudaletia adultera (Figura 3) representa la principal plaga del trigo en Uruguay.
Su nombre comun es lagarta de los cereales, lagarta del trigo u oruga militar. Su
distribucién se extiende al norte de Argentina, sur de Brasil, Paraguay y Uruguay.
La importancia de este insecto esta dada por dos razones fundamentales: sus
ataques son frecuentes y los hospederos que ataca (alfalfa, alpiste, arroz, avena,
cebada, centeno, maiz, raigras, lino y tomate) ocupan un area importante de la
region agricola-ganadera del pais. Esta situacion determina que casi todos los afios
se utilicen importantes cantidades de insecticidas en un area considerable del pais.
El tipo de dafio que causa varia de acuerdo con el hospedero. En trigo, las larvas se
alimentan fundamentalmente de hojas, en cebada cortan las espigas, y en avena y
raigras cortan el grano, por lo tanto, las pérdidas son directas (Bentancourt and
Scatoni 1999). Se trata de un lepidéptero plaga cuya distribucién esta restringida a
nuestra region y no hay demasiados estudios sobre ella. Localmente, en el marco
de estudios de comportamiento de este noctuideo se habia logrado establecer y
mantener una colonia de laboratorio en el Laboratorio de Ecologia Quimica
(Rehermann, Altesor et al. 2016). Por estas razones en este trabajo, se utilizo P.

adultera como insecto plaga para la realizacion de los ensayos in vivo.

En este contexto, el presente trabajo pretendi6 ampliar el repertorio de B.
thuringiensis aislados localmente, con especial énfasis en aquellos que fueran
activos contra P. adultera. La busqueda de nuevas cepas de B. thuringiensis se basa
en el interés de desarrollar un producto formulado a partir de cepas adaptadas al
ambiente en el cual seria aplicado, con la intencién de disminuir la actual
dependencia de productos importados. Esta idea constituye un paso en el
desarrollo de la industria local, asi como también de la ciencia basica en tanto abre

el camino al descubrimiento de nuevas toxinas cry.
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Figura 3: Larva (A) y adulto (B) de Pseudaletia
adultera. Este lepidoptero representa la principal plaga
del trigo en Uruguay (Bentancourt and Scatoni 1999).
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2.1 Objetivo general.

* Construir un cepario nacional de Bacillus thuringiensis a partir del cual

seleccionar una cepa efectiva en el control de Pseudaletia adultera.

2.2 Objetivos especificos.

* Poner a punto los métodos de aislamiento, identificacién y caracterizacion
de cepas de B. thuringiensis.

» Aislar cepas nativas de B. thuringiensis a partir de muestras de suelo de
diversas zonas del pais.

» Construir un cepario con las cepas nativas identificadas.

= Seleccionar las cepas con toxicidad potencial frente a lepiddpteros.

= Seleccionar la cepa que presente mayor actividad contra Pseudaletia

adultera, mediante ensayos in vivo.
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3.1 Aislamiento e identificacion de Bacillus thuringiensis a partir de

muestras de suelo.

3.1.1 Muestras de suelo y proceso de aislamiento.

Se trabajo con 110 muestras de suelo recolectadas en diferentes zonas del pais, en
los departamentos de Salto, Rivera, Treinta y Tres, Lavalleja, Rocha y Maldonado
(Figura 4). Las muestras de suelo, una vez recolectadas en bolsas plasticas fueron
almacenadas a 4 °C hasta su uso. Los aislamientos obtenidos fueron nombrados
haciendo referencia a la procedencia de la muestra de suelo de la cual surgieron;
asi las cepas M son las provenientes de Minas, las cepas S son las provenientes de
Salto, las cepas R de Rocha, las cepas M’ de Maldonado, las cepas Tt de Treinta y

Tres, y las cepas Riv provienen de Rivera.

ARGENTINA

BRASIL

| ~= l ‘
Lavalleja ,@

la Plata

OCEANO

Montevideo ATLANTICO

Figura 4: Mapa del Uruguay donde se sefialan los
departamentos de los cuales se tomaron las muestras
de suelo para este trabajo.

Se utiliz6 el método de aislamiento desarrollado por Baig y Mehnaz (2010) con
modificaciones. Se incub6 1 g de suelo en 9 mL de NaAcO 0,3 M durante 4 ha 37 °C

con agitacion a 150 rpm. Luego se pasé 1 mL de la suspensién resultante a un tubo
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de 1,5 mL y se calent6 a 80 °C durante 10 min. Finalmente se realiz6 aislamiento
por estria en placa de MYP (Manitol, Yema de huevo, Polimixina), medio selectivo y
diferencial para bacterias del grupo Bacillus cereus sensu lato (Chang, Shangkuan

etal. 2003), y se incub6 a 28 °C durante 24-48 h.

Al finalizar la incubacién se seleccionaron las colonias tipicas de bacterias del
grupo Bacillus cereus, es decir aquellas que no fermentaban el manitol, estaban
rodeadas por un precipitado causado por la hidrdlisis de la lecitina de la yema de
huevo por accion de lecitinasa producida por el microorganismo, y correspondian
a bastones gram positivos esporulados, cuya espora no deformaba el perfil bacilar
(Logan and De Vos 2009). A partir de dichas colonias se realizé un reaislamiento
por estria en placa de medio no selectivo T3 (3 g de triptona, 2 g de triptosa, 1,5 g
de extracto de levadura, 0,05 M de fosfato de sodio y 0,005 g de MnCl; por litro de
agua (Travers, Martin et al. 1987)) y se incub6 a 28 °C por 24 h. En algunos casos
se tomaron hasta dos colonias tipicas del grupo Bacillus cereus, con diferente

morfologia, para sembrar en placa de medio T3.

A continuacién se describe la técnica de identificacién utilizada y esquematizada

en la figura 5.

Todos los aislamientos fueron sembrados en placa de Agar-sangre para evaluar la
actividad B-hemolitica de los mismos. El resultado negativo de esta prueba es

caracteristico de la especie Bacillus anthracis (Logan and De Vos 2009).

3.1.3 Formacion de cristales parasporales.

Se realizaron preparados a partir de cultivos en placa de T3 de 2-3 dias de
incubacion a 28 °C. En cada caso se realiz6 un frotis, se tifié con Azul de Coomassie
(Ammons, Rampersad et al. 2002) y se observ6 al microscopio 6ptico (Olympus CX
21) por inmersion en busca de cristales parasporales, ya que la presencia de los
mismos, es caracteristica distintiva de la especie Bacillus thuringiensis (Logan and

De Vos 2009).
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Medio MYP
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Figura 5: Esquema de identificaciéon de Bacillus thuringiensis disefiado en base a las
caracteristicas de las especies del grupo Bacillus cereus descriptas en el Bergey’s
Manual of Sistematic bacteriology 2009.

3.2 Construccion de un cepario de cepas nativas de Bacillus

thuringiensis.

Luego de confirmada la presencia de cristales mediante observaciéon microscépica,
se realizaron cultivos de todas las cepas en tubo de T3 inclinado con tapa de rosca

y se guardaron en camara de frio a 4 °C.
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3.3 Seleccion de las cepas con toxicidad potencial frente a lepidopteros.

3.3.1 Extraccion de ADN mediante lisis celular.

Se realizé una lisis celular segin Juarez-Pérez y Ferrandis (1997) con
modificaciones. A partir de un cultivo en placa de T3 de 12-14 h de incubacién
(para evitar que las células hubiesen esporulado) a 28 °C, se realizé una
suspension de una ansada del cultivo en 100 pL de H20 miliQ, se calent6 a 100 °C
durante 10 min en un bloque térmico (Accublock™ Mini, Labnet International,
Inc.), se centrifugé a 10.000 rpm durante 1 min y el sobrenadante se utilizd

directamente para realizar la reaccion de PCR.

3.3.2 Amplificacién de genes cry.

La amplificacion de las regiones correspondientes a los genes cry 1 (277 pb) y cry
2 (701 pb) se realiz6 segin Ben-Dov y col. (1997). Los primers utilizados
provinieron de Macrogen Inc. (Korea): para cry 1 fueron Unl(d) (5-
CATGATTCATGCGGCAGATAAAC-3") y Unl(r) (5-TTGTGACACTTCTGCTTCCCATT-
3’) y para cry 2 Un2(d) (5’-GTTATTCTTAATGCAGATGAATGGG-3’) y Un2(r) (5'-
CGGATAAAATAATCTGGGAAATAGT-3’). La reaccion de amplificacién se realizé en
un volumen final de 25 pL conteniendo 2,5 uL de Buffer 10X (Fermentas
International Inc., Canada), 12,3 pL de H20 miliQ estéril, 1,5 pL. de MgClz, 0,5 pL de
cada primer 25 uM, 2,5 pL. de dNTPs 2 mM, 0,2 pL de Taq polimerasa 5 U/uL
(Fermentas International Inc., Canada) y 5 pL de ADN proveniente del
sobrenadante descripto en la seccion 3.3.1. Para el gen cry 1, la amplificacién
comenzdé con un paso de desnaturalizacion de 2 min a 94 °C, seguido por 30 ciclos
de 94 °C 1 min, 54 °C 50 seg, 72 °C 90 seg y una extension final de 72 °C 5 min. La
amplificaciéon fue realizada en un termociclador MultiGene Mini Labnet
International, Inc. (Edison, NJ, USA). Para el gen cry 2, la amplificacién comenzé
con un paso de desnaturalizaciéon de 5 min a 94 °C, seguido de 25 ciclos de 94 °C 1
min, 45 °C 45 seg, 72 °C 2 min y una extension final de 72 °C 10 min. Cada reaccién
se realiz6 con un control negativo, sin ADN en el que se complet6 el volumen con
H20 miliQ, y un control positivo, con ADN de la cepa Bacillus thuringiensis var

kurstaki NRRL HD-1 de la coleccion del ARS USDA. A su vez, se realizaron controles
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de amplificacion para verificar la ausencia de inhibidores en las soluciones
obtenidas a partir de cada lisis celular usada para la amplificacion de genes cry. En
forma paralela a la amplificacion de genes cry y a partir de la misma solucion de
lisado celular, se realizé una PCR para amplificar el gen groEL (400 pb) el cual es
especifico del grupo Bacillus cereus y por lo tanto debe estar presente en todas las
bacterias del grupo (Park y col. (2007). Los primers utilizados provinieron de
Macrogen Inc. (Korea): BCGSH-1F(d) (5°-GTGCGAACCCAATGGGTCTTC-37) y
BCGSH-1R(r) (5"-CCTTGTTGTACCACTTGCTC-3"). La reacciéon de amplificacion se
realizé en un volumen final de 25 pL conteniendo 2,5 pL de Buffer 10X (Fermentas
International Inc., Canada), 12,3 pL de H20 miliQ estéril, 1,5 pL de MgClz, 0,5 pL de
cada primer 25 pM, 2,5 pL. de dNTPs 2 mM, 0,2 pL de Taq polimerasa 5 U/uL
(Fermentas International Inc, Canadd) y 5 pL de ADN proveniente del
sobrenadante descripto en la seccién 3.3.1. La amplificacién comenzo6 con un paso
de desnaturalizacion de 5 min a 94 °C, seguido por 30 ciclos de 94 °C 30 seg, 63 °C
30 seg, 72 °C 30 seg y una extension final de 72 °C 5 min.

Los productos de PCR fueron detectados mediante electroforesis en gel de agarosa
(Promega Corporation, Madison, USA) al 1,2 %, con Gel Red como indicador a una
concentracion final de 50X en cada muestra. El gel se observo bajo una lampara UV
de longitud de onda media, alrededor de 300 nm (Sambrook and Russell 2001). El
tamafo de los amplicones fue estimado por comparacion con un marcador de peso
molecular (GeneRuler ™ 1Kb DNA ladder, ready to use, Fermentas International
Inc., Canada). Se consider6 que un aislamiento no contenia genes cry 1 6 cry 2 si no
se obtenia amplificaciéon de dichos genes pero si se obtenia amplificacién del gen

groEL a partir del mismo lisado celular.

3.4 Seleccion _de la cepa que presente mavor actividad contra

Pseudaletia adultera mediante ensavos in vivo.

3.4.1 Preparacion de los indculos a aplicar a la dieta de P. adultera.

A medida que se fueron realizando los diferentes ensayos, se introdujeron algunas
variantes en el procedimiento de preparacién de los indculos a ser aplicados sobre

la dieta de P. adultera (Tabla 1), de manera de poder optimizar la produccion de
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cristales por parte de las cepas y para estandarizar los indculos a utilizar en cada

ensayo.

En todos los ensayos se prepar6 un in6culo con la cepa B. thuringiensis de la
formulacién comercial Dimy Pel® (Dimy productos para jardineria Ltda; Industria

brasilera) para utilizar como control positivo.

Al principio del trabajo, se prepararon matraces de 250 mL con 50 mL de caldo T3
estéril, se inocularon con una ansada de cultivo de las cepas que se deseaba
evaluar y se incubaron a 28 °C, con agitacién a 150 rpm, durante 5 dias, para
permitir que la mayor parte de las células lisara y expulsara las esporas y los

cristales (Procedimiento 1 en Tabla 1).

Luego se hizo un frotis a partir de cada matraz, se tifi6 con Azul de Coomassie y se
observé al microscopio 6ptico por inmersién para corroborar la presencia de

esporas y cristales, y la ausencia de contaminacion.

El contenido de cada matraz se repartié en dos tubos de 50 mL, se centrifug6 a
4500 g durante 5 min, se descarto el sobrenadante y se lavo el pellet con 20 mL de
agua estéril. Este paso se repitio dos veces. Finalmente se resuspendio el pellet de
los dos tubos en un volumen final de 10 mL de agua estéril. La suspension de
esporas y cristales obtenida se utilizo para inocular la dieta de las larvas (Bozlagan,

Ayvaz et al. 2010).

3.4.1.1 Medida de la concentracion de proteinas por método de Bradford.

En los primeros cuatro ensayos (Procedimiento 1 en Tabla 1) a partir de la
suspension de esporas y cristales, se midi6 la concentracion de proteinas mediante
el método de Bradford (Bradford 1976; Pérez-Guerrero, Aldebis et al. 2012; Liao,
Gao et al. 2015), midiendo absorbancia a 595 nm en un espectrofotémetro (Jenway

6715 UV/Vis).

3.4.1.2 Recuento microscépico directo de esporas y cristales, y
estandarizacion de los indculos.

A partir del quinto ensayo se realizo la estandarizaciéon de los in6culos de acuerdo
a la concentracion de cristales. A partir de 1 pL de la suspension de esporas y

cristales obtenida segun lo explicado en el punto 3.4.1, se realiz6 un frotis en un
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area de 1 cm?del portaobjeto, se tifid6 con Azul de Coomassie y se observd por
inmersion al microscopio Optico. Se contd la cantidad de esporas y cristales en
cinco campos de observacién diferentes de area conocida, y se calculd la
concentracion de esporas y cristales de cada in6culo en esporas/pL y cristales/uL
respectivamente. Este procedimiento se hizo por triplicado y los calculos finales se
realizaron promediando los datos obtenidos. Finalmente, se estandarizaron por
dilucion todos los indéculos a una concentracion de 1 x 10° cristales/pL

(Procedimiento 2 en Tabla 1).

Por ultimo, a partir del séptimo ensayo, se realizé otra modificaciéon en el
protocolo, esta vez al principio del procedimiento de preparacion de los in6culos
de la dieta larval. Los matraces con caldo T3 utilizados para realizar el cultivo
liquido de las cepas, fueron inoculados con 1 mL de suspensiéon Mc Farland 1 de las
cepas a evaluar en suero fisiologico estéril, en lugar de utilizar una ansada como se
hizo previamente. El resto del procedimiento se mantuvo (Procedimiento 3 en

Tabla 1).

Tabla 1: Esquema de las modificaciones realizadas en el proceso de optimizacién de la
preparacion de los in6culos a utilizar en los ensayos in vivo. (*)

P1 | P2  P3
Inoculacién de matraces con una ansada de las cepas. X | X
Inoculacién de matraces con 1mL de suspension McFarland 1 de las cepas. X
Incubacion a 28 °C durante 5 dias con agitacion. X | X | X
Observacion al microscopio para descartar contaminacion. X | X | X
Centrifugado, lavado y resuspension. X | X | X
Medida de concentraciéon de proteinas. X

Recuento microscopico directo y estandarizacion a 1 x 106 cristales/pL. X
Inoculacion de la dieta.

>
>
>

*El procedimiento 1 (P1) se realiz6 en los ensayos 1-4; el procedimiento 2 (P2) en los
ensayos 5y 6; y el procedimiento 3 (P3) se realizé en los ensayos 7-13.

3.4.2 Bioensayos contra larvas de Pseudaletia adultera.

Se utilizaron larvas de Pseudaletia adultera de una colonia establecida y mantenida
por el Laboratorio de Ecologia Quimica de la Facultad de Quimica sobre dieta

artificial (Monnerat, Batista et al. 2007).
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Se realizaron ensayos in vivo contra larvas en 3° estadio, alimentadas con dieta
artificial tratada superficialmente con 500 pL de los distintos indculos. Los
indculos se aplicaron homogéneamente sobre un trozo de dieta solidificada (de 2
cm de lado aproximadamente) y se dejo secar antes de colocar las larvas. Se
realizaron 12 réplicas por cada tratamiento. Como control positivo se realizé un
tratamiento con la cepa de Bacillus thuringiensis aislada a partir de la formulacion
Dimy Pel®. Y se realiz6 como control negativo un tratamiento con agua estéril en
lugar del in6culo. Cada larva se colocé en una placa de Petri estéril con dieta y
papel estéril (Figura 6). Se control6 mortalidad cada 24-48 h hasta la emergencia
de los adultos. Las condiciones de los ensayos fueron las mismas que las del
mantenimiento de la colonia: temperatura de 21 * 1 °C, humedad de 60 + 10 % y

un fotoperiodo de 14:10 h de luz/oscuridad.

Para el andlisis estadistico de los datos se utilizé el programa Minitab® Statistical
Software. Los resultados de mortalidad de las larvas se analizaron mediante tests
estadisticos de Chi cuadrado (y2), Modelos Lineales Generalizados y mediante
curvas de sobrevivencia con el método de Kaplan-Meier. Se evaluaron ademas los
efectos sub-letales mediante tests de Chi cuadrado (¥2) y Modelos Lineales
Generalizados, tomando como indicador el éxito de las larvas en llegar al estado

adulto.

Figura 6: Placa de Petri (8,5 cm de didmetro) estéril
con larva de Pseudaletia adultera alimentada con dieta
artificial tratada con indculo.
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4.1 Aislamiento e identificacion de Bacillus thuringiensis a partir de

muestras de suelo.

Con el método de aislamiento selectivo se obtuvieron 144 aislamientos
correspondientes al grupo Bacillus cereus sensu lato. Ocho aislamientos dieron
negativo en la prueba de 3-hemodlisis, por lo cual fueron descartados. En la figura 7
se observa una placa de Agar-sangre con 7 cepas sembradas, en la cepa S10(2) se

observa una clara 3-hemolisis positiva.

R1
$10(2)
R11
$10
R15
R15(3)

R15(2)

Figura 7: Placa de Agar-sangre con siete aislamientos sembrados, donde se observa una
clara B-hemdlisis positiva para la cepa S10(2) (se observa el halo transparente de
hemdlisis alrededor de la linea de sembrado).

Los 136 aislamientos restantes fueron observados por inmersiéon al microscopio
optico con tincion de Azul de Coomassie, y en 114 de éstos se encontraron cristales
correspondientes a la especie Bacillus thuringiensis. En la figura 8 se muestran

imagenes de algunos de ellos.
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Figura 8: Fotos tomadas al microscopio 6ptico con aumento 1000 X de frotis tefiidos
con Azul de Coomassie realizados a tres aislamientos: Tt 3 en (A); Tt 16(2) en (B);
M7A en (C); en las que se observan células (flechas negras), esporas (flechas verdes) y

cristales (flechas rojas) caracteristicos de la especie B. thuringiensis.
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En todos los departamentos muestreados en el presente trabajo, se constaté la
presencia de B. thuringiensis a partir de las muestras de suelo analizadas. Los
aislamientos correspondientes a B. thuringiensis presentaron una amplia
distribuciéon geografica, lo cual se observa al calcular los porcentajes
correspondientes a los distintos departamentos de los cuales se tomaron las

muestras de suelo (Tabla 2).

Tabla 2: Resultados del porcentaje de muestras con al menos un aislamiento
correspondiente a B. thuringiensis, porcentaje de aislamientos con cry 1 y cry 2 por
separado, seglin el departamento de procedencia y el nimero de muestras de suelo.

Departamento n° de % de muestras % de % de
muestras de | con al menos aislamientos aislamientos
suelo un Bt concry 1 con cry 2

Maldonado 10 80 % 0% 0%

Rivera 10 80 % 6,0 % 0%

Lavalleja 20 45 % 2,4 % 1,2 %
Rocha 20 95 % 1,2 % 0%

Salto 20 75 % 7,2 % 1,2 %
Treintay Tres 30 80 % 10,8 % 2,4 %
Total 110 75,4 % 27,7 % 4,8 %

4.2 Seleccion de las cepas con toxicidad potencial frente a lepiddopteros.

La presencia de genes cry 1 y cry 2 se analiz6 en un aislamiento por cada muestra
de suelo, es decir, un total de 83 aislamientos. 22 dieron positivo en la
amplificacion del gen cry 1, 3 dieron positivo en la amplificacién del gen cry 2, y
uno dio positivo para ambos genes (Tabla 3), resultando en un total de 26 cepas
con toxicidad potencial frente a lepidopteros de acuerdo al perfil de genes cry
analizado. En la busqueda de genes cry mediante PCR, se realiz6 en paralelo otra
reaccion con primers que amplifican para el gen groEL que es especifico de
bacterias del grupo Bacillus cereus, de manera de poder verificar que el producto
del lisado no hubiera inhibido la amplificacién con los primers especificos para cry

1y/o cry 2, en caso de amplificacion negativa (Figura 9).
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Tabla 3: Resultados de la amplificacion de los genes cry 1 y cry 2.

(+) indica presencia del gen; (-) indica ausencia del gen. (*)

Cepa

S2A
S3A
S6A
S8T
S11
S12
M4A
M7A
M8
Tt4

Tt 14
Tt 16
Tt 18
Tt 19
Tt 20
Tt 23
Tt 25
Tt 27(2)
Tt 29(2)
Tt 30
Riv 1
Riv 3
Riv 4
Riv 7
Riv 9
R15(3)

Departamento

Salto
Salto
Salto
Salto
Salto
Salto
Lavalleja
Lavalleja
Lavalleja
Treintay Tres
Treintay Tres
Treintay Tres
Treintay Tres
Treintay Tres
Treintay Tres
Treintay Tres
Treintay Tres
Treintay Tres
Treintay Tres
Treintay Tres
Rivera
Rivera
Rivera
Rivera
Rivera
Rocha

cryl

e R e I TS I I o BT S S T R s

+

++ |+ o+ o+

larvas
Larvicida
Larvicida
ND
NE
ND
ND
Larvicida
ND
Subletal
ND
ND
NE
ND
ND
ND
Subletal
Larvicida
ND
ND
ND
ND
NE
ND
ND
ND
NE

Actividad contra

*Se indica el departamento de procedencia de cada cepa y la actividad contra larvas en los

bioensayos realizados (ND: no detectada; NE: no ensayada).
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Figura 9: Fotos de los geles de agarosa de los resultados de las reacciones de PCR con
primers para el gen cry 1 (A) y para el gen groEL (B) especifico para especies del grupo
Bacillus cereus. Carriles: 1- S2A; 2- S3A; 3- Tt 25; 4- S6A; 5- Riv 1; 6- Riv 3; 7- M4A; 8-
M8; 9- Bt formulacion; 10- HD-1 (cepa de coleccién); 11- Marcador de peso molecular
1Kb.

4.3 Seleccion de la cepa que presente mayvor actividad contra

Pseudaletia adultera mediante ensavos in vivo.

Se realizaron 13 ensayos en total. Los primeros cuatro ensayos se efectuaron con el
protocolo inicial (Procedimiento 1 en Tabla 1). Los ensayos 5 y 6 se realizaron en
base al mismo protocolo con el agregado de la estandarizacién de los in6culos
(Procedimiento 2 en Tabla 1). Finalmente, los ensayos 7-13 se realizaron con el

protocolo final (Procedimiento 3 en Tabla 1).

Los resultados de los ensayos 1-4 no se presentan porque las concentraciones de
los in6culos que se utilizaron para tratar la dieta de las larvas, no fueron
previamente estandarizadas, de manera que no es posible comparar los resultados

obtenidos a partir de ellos.

A continuacién se presentan los resultados de los ensayos 5-13, es decir, aquellos

ensayos en los cuales los inéculos que se aplicaron sobre la dieta fueron
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previamente estandarizados en 1 x 10¢ cristales/ul, mediante recuento
microscopico directo. En el ensayo 10, por tnica vez se evalué una cepa a mayor
concentracion, la cepa Tt 25 bajo la notacion “Tt 25+” que se utilizé a una

concentracion de 2,42 x 10° cristales/pL.

El screening sistematico constd entonces de nueve ensayos que incluyeron un total
de 22 aislamientos, la cepa Bacillus thuringiensis var kurstaki NRRL HD-1 y los

controles positivo y negativo correspondientes.

4.3.1 Mortalidad de larvas al final de los ensayos.

Los resultados de mortalidad de larvas (N=12 por tratamiento) al final de los

ensayos se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4: Mortalidad de larvas (N=12 por tratamiento) al final de los ensayos (N=9,
Ensayos 5-13) realizados contra Pseudaletia adultera. Bt refiere a la cepa de B.
thuringiensis de la formulacion Dimy Pel® utilizada como control positivo; C (-) al control
negativo.

Ensayo
Cepas 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Bt 10 9 12 12 11 11 9 10 12
C() 3 3 4 2 0 0 2 2 2
S3A 0 9
Tt 18 1 2 0
M7A 5 3
S2A
S6A
Riv 1
S11
Tt 20
Tt 23
Tt 29(2)
Riv 4
Riv 7
Riv 9
Tt 4
Tt 27(2)
M8
Tt 19
Tt 25
Tt 30
Tt 25 + 8

N Ul O s WN
WIN N D =

=R W=
e}
N
N
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M4A 9 4 2
Tt 14 4

HD-1 4 12
S$12 3

Al comparar por un lado los resultados de los controles negativos utilizados entre
ensayos y por otro los de los controles positivos utilizados entre ensayos, mediante
test de Chi-cuadrado (x2) de Pearson, no se observaron diferencias significativas
(Tabla 5), indicando homogeneidad entre ensayos. En el conjunto de los ensayos, la
mortalidad de larvas para los controles negativos fue de 2 + 1 yde 11 + 1,2 para los
controles positivos (Figura 10). Asimismo la comparacién entre la mortalidad de
larvas en los controles negativos contra la de los controles positivos dio diferencias
significativas (Chi-cuadrado = 121,709; DF = 17; p < 0,001) indicando capacidad de
deteccion en nuestro ensayo de la actividad larvicida de la cepa de B. thuringiensis

utilizada como control positivo.

Tabla 5: Comparaciéon de los valores de mortalidad de los controles positivos y

negativos entre ensayos, mediante test de Chi-cuadrado (¢2) de Pearson. DF= grados
de libertad; p= valor p.

x2 DF p
Comparacion entre controles negativos 8,400 8 0,395
Comparacion entre controles positivos 10,125 8 0,256

Boxplot de Mortalidad de los controles (+) y (-)

12

Mortalidad
o

Bt Cneg
Tratamiento

Figura 10: Mortalidad de los controles positivos y negativos en los
distintos ensayos (N = 9) realizados.
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Los resultados de mortalidad de las cepas evaluadas se analizaron para cada
ensayo mediante test de Chi-cuadrado (x2) de Pearson (Tabla 6). Se compararon
los resultados de los tratamientos de cada ensayo con el control negativo
correspondiente, sin incluir los controles positivos ni el HD-1 (Ensayo 13) en este
analisis.

Tabla 6: Andlisis mediante test de Chi-cuadrado (x2) de Pearson de los resultados de

mortalidad de los tratamientos realizados en cada bioensayo comparados con el control
negativo correspondiente. DF= grados de libertad.

Ensayo (cepas incluidas*) X2 DF p

Ensayo 5 (S3A; Tt 18) 3,938 2 0,140
Ensayo 6 (M7A) 0,750 1 0,386
Ensayo 7 (S2A; S6A; Tt 18; Riv 1; S11; Tt 20; Tt 23; Tt 29(2)) 9,778 8 0,281
Ensayo 8 (Riv 4; Riv 7; Riv 9; Tt 4; Tt 27(2)) 2,837 5 0,725
Ensayo 9 (Tt 20; Tt 23; M8; Tt 19; Tt 25; Tt 30) 7,778 6 0,255
Ensayo 10 (Tt 25; Tt 25+; M4A; Tt 14) 18,954 4 0,001
Ensayo 11 (HD-1; Tt 18; M7A; Riv 7; Tt 25; M4A) 6,394 6 0,381
Ensayo 12 (S2A; S12) 7,465 2 0,024
Ensayo 13 (S2A; S3A; Tt 25; M4A) 12,409 4 0,015

*En todos los ensayos se incluyé el control negativo correspondiente.

De los nueve ensayos realizados, en tres de ellos se detectaron diferencias
significativas entre la mortalidad de las larvas en los distintos tratamientos y el
control negativo: Ensayo 10 (valor p = 0,001); Ensayo 12 (valor p = 0,024) y
Ensayo 13 (valor p = 0,015). Dichas diferencias indicarian que las cepas utilizadas

en estos tres ensayos podrian tener un efecto en la mortalidad de las larvas.

A continuacion, se muestran los resultados del analisis de los Ensayos 10, 12 y 13
mediante Modelos Lineales Generalizados (MLG) para determinar si existen
diferencias entre las medias de mortalidad de cada tratamiento respecto al control
negativo. La media se define como el nimero de muertes sobre el total de larvas

(N=12) por tratamiento.

Se utiliz6 el método de Dunnett de comparaciones multiples para evaluar la

significancia estadistica de las diferencias entre las medias. Este método crea
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intervalos con un 95 % de confianza para las diferencias entre las medias de cada
factor y la media de un grupo de control, en este caso el control negativo
correspondiente. Si un intervalo contiene el cero, no hay diferencia significativa

entre la media del factor y la media del control (Tabla 7).

Tabla 7: Andlisis mediante Modelos Lineales Generalizados (MLG) de las medias (n° de
larvas muertas sobre el total de larvas, N=12 por tratamiento) de los tratamientos de los
Ensayos 10, 12 y 13 mediante el método de Dunnett con un 95 % de confianza. (*)

Ensayo Cepa p Media Agrupamiento

Ensayo 10 M4A <0,001 0,750 B
Tt 14 0,064 0,333 A

Tt 25 <0,001 0,667 B

Tt 25+ <0,001 0,667 B

C() 0,000 A

Ensayo 12 S2A 0,010 0,667 B
S12 0,651 0,250 A

C() 0,167 A

Ensayo 13 HD-1 <0,001 1,000 B
S2A 0,052 0,500 A

S3A 0,001 0,750 B

Tt 25 0,326 0,333 A

M4A 1,000 0,167 A

C() 0,167 A

*Las medias que no estan en el agrupamiento “A” son significativamente diferentes de la
media del control.

En el Ensayo 10 las cepas M4A, Tt 25 y Tt 25+ presentaron diferencias
significativas con el control negativo. No se observaron diferencias entre Tt 25y Tt
25+, que corresponden a la misma cepa evaluada a diferentes concentraciones de
cristales/pL. En el caso del Ensayo 12, es la cepa S2A la que presenta diferencias
significativas con el control negativo. Y en el Ensayo 13 la mortalidad causada por

la cepa S3A es significativamente diferente de la del control negativo.

Finalmente se comparé la mortalidad de las cepas de estos tres ensayos contra la
mortalidad de los controles positivos, y todos presentaron diferencias
significativas con la cepa utilizada en la formulacién comercial (Ensayo 10: p =

0,045; Ensayo 12: p = 0,012 y Ensayo 13: p < 0,001).
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4.3.2 Analisis de mortalidad por curvas de Sobrevivencia de Kaplan Meier.

Los resultados de mortalidad de las larvas también se analizaron en funcién del

tiempo mediante curvas de sobrevivencia con el método de Kaplan-Meier (Despa).

El andlisis de mortalidad por curvas de sobrevivencia calcula el MTTF (Mean Time
To Failure), la mediana y el IQR (Inter Quartile Range). E1 MTTF es el tiempo
promedio para fallar. En este andlisis, la muerte de la larva es lo que se considera
como la “falla”. La mediana es el valor central del conjunto de datos ordenados, en
este caso, el valor central del tiempo transcurrido durante el ensayo medido en
dias. Y el IQR es el rango intercuartilico, es una estimacién estadistica de la
dispersion de una distribucién de datos; consiste en la diferencia entre el tercer y
el primer cuartil, de manera que el 50 % de los datos esta dentro de este rango. A
medida que aumenta la dispersion de los datos, el IQR es mayor. Mediante esta
medida se eliminan los valores extremadamente alejados (Minitab Inc. (2016).

“Descriptive Statistics”, Minitab Express™ Support, www.minitab.com).

Al comparar las curvas de sobrevivencia de los controles positivos de todos los
ensayos, observamos que presentan diferencias significativas entre ensayos (Test

de Wilcoxon, Chi-cuadrado = 31,56; DF = 8; p < 0,001; Figura 11; Tabla 8).
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Figura 11: Curvas de sobrevivencia por el método de Kaplan-Meier de los
controles positivos utilizados en los distintos ensayos.
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Tabla 8: Estadisticos obtenidos en el andlisis de sobrevivencia de las curvas de los
controles positivos de los ensayos. MTTF = tiempo promedio para fallar + error
estandar; IQR = rango intercuartilico.

Controles (+) MTTF Mediana del tiempo (dias) IQR
Bt_5 10,17 + 2,44 7 0
Bt_6 8,5+ 2,57 5 2
Bt_7 5,83 +0,39 5 2
Bt_8 6+0,76 6 2
Bt 9 11,33+ 1,91 11 4

Bt_10 7,58 + 1,49 7 0
Bt 11 15,67 + 2,46 12 11
Bt_12 13,58 + 2,49 14 19
Bt_13 7,42 £ 0,58 8 0

Los Ensayos 11 y 12 presentan los valores mas altos de rango intercuartilico (IQR)

y por lo tanto, la mayor dispersiéon de datos.

Si bien todos los controles positivos provocaron mortalidad de forma similar en
cuanto a resultados finales, las diferencias observadas en el analisis de mortalidad

en funcién del tiempo indicarian que lo logran a diferentes velocidades.

Por otra parte, se realiz6 la comparaciéon de las curvas de sobrevivencia de los
controles negativos, excepto los correspondientes a los Ensayos 9 y 10 en los
cuales no se registraron muertes, y no se observan diferencias significativas (Test
de Wilcoxon, Chi-cuadrado = 1,056; DF = 6; p = 0,983, Figura 12). En los Ensayos 5
y 6 se registraron 3 muertes en los controles negativos, en el Ensayo 7, 4 muertes
en el control negativo, y en los ensayos 8, 11, 12 y 13, se registraron 2 muertes en
los controles negativos, lo que se traduce en pocos eventos de “falla” para el
analisis, por lo tanto, no es posible calcular la mediana ni el IQR (Tabla 9). Este
analisis sugiere que los controles negativos se comportaron como tales por lo que

se validaria el bioensayo usado.
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Tabla 9: Andlisis de las curvas de sobrevivencia de los controles negativos de los ensayos,
excepto los Ensayos 9 y 10 en los cuales no se registraron muertes en los controles
negativos. MTTF = tiempo promedio para fallar * error estandar.

Controles (-) MTTF
C(-).5 24,75 * 2,00
C(-).6 20,08 £ 2,36
C(-).7 31,92 £ 3,26
C(-).8 24,83 £ 1,77

C(-)11 24,58 + 2,70
C(-)12 21,58 + 2,02
C(-)13 24,42 + 2,10

*No fue posible calcular la mediana ni el IQR ya que los controles negativos de los ensayos
registraron pocas muertes (C(-)_.5=3; C(-)_6=3; C(-)_.7=4;C(-)8=2;C(-)_ 11 =2; C(-)_12
=2;C(-)_13=2).
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Figura 12: Curvas de sobrevivencia de los controles negativos utilizados
en los distintos ensayos, excepto los Ensayos 9 y 10 en los que no se
registraron muertes en los controles negativos correspondientes.

Al comparar las curvas de sobrevivencia de todos los tratamientos en cada ensayo
por la prueba de Wilcoxon (Tabla 10), observamos en todos los ensayos un valor p

< 0,05 lo cual indicaria que existen diferencias significativas. Al realizar
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nuevamente la comparacion excluyendo los valores correspondientes a los
controles positivos, el valor p < 0,05 se mantiene sélo en los Ensayos 10, 12 y 13.
Es decir, que las curvas de sobrevivencia de las cepas evaluadas en los demas
ensayos, no presentan diferencias significativas con las curvas de sobrevivencia de

los controles negativos correspondientes.

Tabla 10: Resultados de la comparacién de las curvas de sobrevivencia de todos los
ensayos (N=9) por el método de Wilcoxon. DF = grados de libertad.

Ensayo (cepas incluidas*) Analisis comparativo** 12 DF p
Ensayo 5 (S3A; Tt18) Todos los tratamientos 35,05 3 0,000
Sin Bt 4,24 2 0,120
Ensayo 6 (M7A) Todos los tratamientos 7,85 2 0,020
Sin Bt 0,93 1 0,335
Ensayo 7 (S2A; S6A; Tt 18; Tt Todos los tratamientos 144,43 | 9 0,000
20; Tt 23; Tt 29(2); Riv 1; S11) Sin Bt 921 | 8 | 0325
Ensayo 8 (Riv 4; Riv 7; Riv 9; Todos los tratamientos 66,40 6 0,000
Tt 4; Tt 27(2) Sin Bt 3,27 5 0,659
Ensayo 9 (M8; Tt 19; Tt 20; Todos los tratamientos 53,79 7 0,000
Tt23; Tt 25; Tt 30) Sin Bt 8,06 6 0,234
Ensayo 10 (M4A; Tt 14; Tt25; Todos los tratamientos 34,93 5 0,000
Tt 25+) Sin Bt 14,04 | 4 | 0,007
Ensayo 11 (HD-1; M4A; M7A; Todos los tratamientos 18,85 7 0,009
Tt 18; Tt 25; Riv 7) Sin Bt 6,42 6 0,378
Ensayo 12 (S2A; S12) Todos los tratamientos 15,49 3 0,001
Sin Bt 9,21 2 0,010
Ensayo 13 (HD-1; S2A; S3A; Todos los tratamientos 50,24 6 0,000
Tt 25; M4A) Sin Bt 34,38 5 0,000
Sin Bt y sin HD-1 14,29 4 0,006

*En todos los ensayos se incluy6 la cepa B. thuringiensis de la formulaciéon comercial como
control positivo y el control negativo.

**¥El analisis comparativo de las curvas de sobrevivencia de cada ensayo, primero se
realiza con todos los tratamientos y luego sin el control positivo.

En el Ensayo 13, se realizO una tercera comparacion de las curvas de
sobrevivencia, quitando los valores de la cepa HD-1, por tratarse de una cepa de

coleccion, y el resultado fue significativo (p < 0,05). De esta manera, los Ensayos
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10, 12 y 13, son los unicos que presentan diferencias significativas en las curvas de
sobrevivencia de las cepas evaluadas en cada uno, respecto al control negativo

correspondiente (Tabla 10).

Al observar los valores de MTTF obtenidos en estos tres ensayos (Tabla 11) las
diferencias en el Ensayo 10 podrian deberse a la diferencia de valores entre las
cepas M4A y Tt 25+ respecto al C (-). En el caso del Ensayo 12, las diferencias
encontradas podrian deberse a la diferencia de valores entre la cepa S2A y el C (-).
Y finalmente, en el Ensayo 13, las diferencias podrian deberse a la diferencia de
valores de MTTF de la cepa S3A y el C (-). Estas diferencias también se observan en
los graficos de las curvas de sobrevivencia correspondientes a estos ensayos

(Figuras 13,14y 15).

Tabla 11: Estadisticos obtenidos en el analisis de sobrevivencia de las cepas evaluadas
en los ensayos en los cuales se encontré diferencias significativas entre las cepas
prospectadas y el control negativo. MTTF: tiempo promedio para fallar + error
estandar.

Cepa MTTF
Ensayo 10
Bt_10 7,58 + 1,49
M4A_10 14,17 £ 1,99
Tt14_10 18,17 + 2,22
Tt 25_10 15,92+ 1,79
Tt 25+_10 14 £ 2,29
C()10 >23
Ensayo 12
Bt 12 13,58 £ 2,49
S2A_12 14,33 +£2,38
$12_12 22,33+ 1,32
C(-)_12 21,58 +2,02
Ensayo 13
Bt 13 7,42 + 0,58
HD-1_13 8,58 £ 0,58
S2A_13 19,25 + 2,54
S3A_13 13,92 +2,42
M4A_13 23,83 2,50
Tt 25_13 22,42 2,17
C(-)_13 24,42 +2,10
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Sobrevivencia - Ensayo 10
Método de Kaplan-Meier
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Figura 13: Curvas de sobrevivencia de las cepas evaluadas en el Ensayo 10 (Bt;
M4A; Tt 14; Tt 25; Tt 25+; C (-)).

Sobrevivencia - Ensayo 12
Método de Kaplan-Meier
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Figura 14: Curvas de sobrevivencia de las cepas evaluadas en el Ensayo 12 (Bt;
S2A;S12y C (-)).
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Sobrevivencia - Ensayo 13
Método de Kaplan-Meier
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Figura 15: Curvas de sobrevivencia de las cepas evaluadas en el Ensayo 13 (Bt;
HD-1; S2A; S3A; M4A; Tt 25y C (-)).

4.3.3 Analisis de efectos sub-letales.

Los efectos sub-letales fueron evaluados en base al éxito de las larvas en llegar al
estado adulto (es decir aquellas que no murieron en la fase de larva, sino que
pasaron por el estado de pupa y finalmente de adulto) mediante test de Chi-
cuadrado (x2) de Pearson. Se incluyeron en estos analisis los 5 ensayos (Ensayos:
5,8,9,10 y 13) en los cuales el control negativo dio un valor de emergencia de

adultos mayor al 50 %. Se registré la proporcion de larvas vivas que no fueron

capaces de alcanzar el estado adulto (Tabla 12).
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Tabla 12: Proporciones de larvas vivas que no alcanzaron el estado adulto
(indicado como n° de larvas que sobrevivieron pero no alcanzaron el estado
adulto/n°® de individuos que sobrevivieron la fase de larva), de aquellos
ensayos que presentaron un valor de 50 % de emergencia de adultos o

superior en el control negativo.

Cepas
Bt
S3A
Tt 18
C()
Tt 20
Tt 23
Riv 4
Riv 7
Riv 9
Tt 4
Tt 27(2)
M8
Tt 19
Tt 25
Tt 25 +
Tt 30
M4A
Tt 14
HD-1
S2A

Ensayo 5

2/2
2/12
3/11

2/9

Ensayo 8

0/0

0/10

4/11
2/8
2/10
2/10
2/9

Ensayo 9

1/1

3/12
5/11
8/10

9/11
3/9
3/8

1/11

Ensayo 10

1/1

2/12

0/4
3/4

1/3
3/8

Ensayo 13
0/0
1/3

2/10

1/8

4/10

0/0
2/6

Al comparar la tasa de emergencia de adultos en los controles negativos de los

ensayos incluidos en este analisis, mediante test de Chi-cuadrado (2) de Pearson,

no se observan diferencias significativas (Chi-cuadrado = 2,834; DF = 4; valor p =

0,586). En este caso no se analizaron los controles positivos, ya que al presentar

altos valores de mortalidad de larvas (= 65 %), no quedaron suficientes individuos

como para evaluar un posible efecto sub-letal.

Por lo tanto, dado que los controles negativos muestran resultados consistentes

entre ensayos, se realizé la comparacion de la tasa de emergencia de adultos en los

tratamientos de cada ensayo (N=5) mediante test de Chi-cuadrado (y2) de Pearson

(Tabla 13).
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Tabla 13: Resultados del andlisis de la tasa de emergencia de adultos mediante test de
Chi-cuadrado de Pearson. DF= grados de libertad.

Ensayo (cepas incluidas*) Chi-cuadrado DF p

Ensayo 5 (S3A; Tt 18) 0,379 2 0,828
Ensayo 8 (Riv 4; Riv 7; Riv 9; Tt 4; Tt 27(2)) 4,365 5 0,498
Ensayo 9 (Tt 20; Tt 23; M8; Tt 19; Tt 25; Tt30) 19,359 6 0,004
Ensayo 10 (Tt 14)** 1,111 1 0,292
Ensayo 13 (S2A; M4A; Tt 25)** 2,103 3 0,551

*En estos ensayos también se incluyé el valor de los controles negativos correspondientes.
** En los ensayos 10 y 13 se descartaron las cepas con alta mortalidad (= 65 %).

La capacidad de alcanzar el estado adulto fue en forma general similar a la del
control negativo, con la excepcion del Ensayo 9 (Tabla 13), en el cual, las
diferencias encontradas indicarian que las cepas utilizadas en dicho ensayo

podrian disminuir la tasa de emergencia de adultos.

Finalmente se realizé un analisis mediante Modelos Lineales Generalizados (MLG)
para comparar las medias del efecto sub-letal de las cepas utilizadas en el Ensayo 9
respecto a la media del control negativo, con el objetivo de poder identificar cual o
cudles cepas son las responsables de las diferencias encontradas en el test de Chi-
cuadrado. También se utiliz6 el método de Dunnett de comparaciones multiples
con un 95 % de confianza para estudiar las diferencias entre las medias de las
cepas contra el control negativo. En este caso la media se define como el n° de
larvas que sobrevivieron pero no alcanzaron el estado adulto/n° de individuos que

sobrevivieron la fase de larva (Tabla 14).
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Tabla 14: Resultados del andlisis mediante Modelos Lineales Generalizados (MLG) del
efecto sub-letal de los tratamientos del Ensayo 9 mediante el método de Dunnett con un

95 9% de confianza.

Ensayo Cepa

Ensayo 9 M8
Tt 19
Tt 20
Tt 23
Tt 25
Tt 30

Cl)

0,003
0,674
0,277
0,005
0,542
0,397

Media

0,818
0,333
0,454
0,800
0,375
0,091
0,250

Agrupamiento

> | > W

*Las medias que no estan en el agrupamiento “A” son significativamente diferentes de la

media del control negativo.

De las seis cepas evaluadas en el Ensayo 9, las cepas M8 y Tt 23 presentan

diferencias significativas con el control negativo en la tasa de emergencia de

adultos (Tabla 14).
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5. Discusion
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5.1 Aislamiento e identificacion de Bacillus thuringiensis a partir de

muestras de suelo.

El método de aislamiento selectivo utilizado, basado en el desarrollado por Baig y
Mehnaz (2010) (explicado en la seccidn 3.1.1) consta de una primera etapa en la
que se incubd la muestra de suelo en NaAcO 0,3 M durante 4 h a 37 °C con
agitacion lo cual favorece la germinacion de las esporas de toda la flora presente en
la muestra, excepto las esporas de B. thuringiensis, las cuales son incapaces de
germinar en dichas condiciones de alta concentracién de acetato (Travers, Martin
et al. 1987). Posteriormente se calenté a 80 °C durante 10 min para eliminar los
microorganismos en estado vegetativo incluidos aquellos que provenian de
esporas germinadas en la etapa anterior (Keshavarzi 2008). Finalmente se realiz6
aislamiento por estria en placa de MYP y se incub6 a 28 °C por 24-48 h. La
temperatura de incubacién de los aislamientos constituyé una modificacién
importante del método de Baig y Mehnaz (2010) el cual indica incubacién a 37 °C.
Al principio del trabajo, se realizd la incubacidn a esta temperatura y se obtuvieron
muy pocos aislamientos correspondientes a B. thuringiensis. Luego se comenzé a
incubar a 28 °C como otros autores sugieren (Travers, Martin et al. 1987; Blibech,
Ksantini et al. 2012; Patel, Bhanshali et al. 2013) lo que permitié que se obtuviesen
mas aislamientos. Este resultado es concordante con lo planteado por Logan y De
Vos (2009) y Elsayed y col. (2014) respecto a que la temperatura afecta en gran
medida el crecimiento de la bacteria, la esporulacion y la produccion de cristales,
concluyendo que el cultivo de B. thuringiensis debe realizarse a una temperatura
alrededor de los 30 °C. Asimismo, en estos trabajos se plantea que B. thuringiensis
no puede producir sus cristales insecticidas caracteristicos cuando es incubado a
37 °C debido a la pérdida del plasmido que contiene los genes que codifican para
las 8-endotoxinas, por lo cual los aislamientos obtenidos a esa temperatura no

podrian identificarse como tales.

El medio MYP utilizado para el aislamiento primario es un medio selectivo y
diferencial, que permite detectar las colonias correspondientes a bacterias del
grupo Bacillus cereus, con las cuales se prosigue el analisis, segiin el esquema de
identificacidon planteado (Figura 5). Los aislamientos obtenidos fueron sometidos a

una prueba de tamizaje consistente en la determinacion de la capacidad de
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producir beta hemolisis en agar sangre. Esta prueba permitié descartar posibles
aislamientos de B. anthracis, Unica especie del grupo Bacillus cereus incapaz de
producir beta hemdlisis. El descarte inmediato de presuntos aislamientos de esta
especie es de suma importancia ya que se trata del agente etioldgico del antrax.
Esta enfermedad se origina en humanos por el contacto con esporas de B.
anthracis. La via de infeccién puede ser cutdnea y en tal caso, puede tratarse
facilmente con antibiéticos o puede producirse una infeccién respiratoria por
inhalacién de esporas, la cual es mas peligrosa y de progresién mas rapida,
pudiendo llegar a producirse la muerte del individuo infectado (Henderson,

Inglesby et al. 2002; Leppla 2006; Park, Kim et al. 2007; Logan and De Vos 2009).

Las cepas obtenidas del proceso de aislamiento fueron observadas
microscopicamente para determinar la presencia de cristales parasporales,
caracteristica que identifica inequivocamente a la especie Bacillus thuringiensis
(Logan and De Vos 2009). La identificacion molecular mediante analisis de la
secuencia nucleotidica que codifica para el ARNr 16S no es ttil en este caso ya que
no permite diferenciar las bacterias del grupo Bacillus cereus, las cuales presentan
muy altos niveles (>99 %) de similitud en dicha regién genomica (Chang,

Shangkuan et al. 2003).

A partir de las 110 muestras de suelo con las que se trabajd, fue posible identificar

114 aislamientos correspondientes a B. thuringiensis por la presencia de cristales.

La distribucién de B. thuringiensis en suelo reportada en trabajos cientificos es
muy variable. Keshavarzi (2008) encontré 127 aislamientos correspondientes a B.
thuringiensis a partir de 514 muestras de suelo de diferentes provincias de Iran. A
partir de 493 muestras de suelo de diferentes lugares de Espafia peninsular y de
las islas Canarias y Baleares, Quesada-Moraga y col. (2004) obtuvieron 3716
aislamientos del género Bacillus, pero solo 273 correspondientes a B. thuringiensis.
Martin y Travers (1989) analizaron 1.115 muestras de suelo de Nueva Zelanda,
Asia, Europa, Africa, Estados Unidos y América Central y Sur, y la distribucién
geografica de los aislamientos correspondientes a B. thuringiensis no fue
homogénea, sino que oscild entre un 55 % en Nueva Zelanda y un 94 % en Asia. En
este trabajo la distribuciéon tampoco fue homogénea; sino que los resultados

obtenidos van desde un 45 % en Lavalleja hasta un 95 % en Rocha (Tabla 2).
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Otros autores han encontrado que la concentracion de B. thuringiensis en ciertos
tipos de suelos puede ser muy baja, como es el caso de Rampersad y Ammons
(2005) que encontraron 79 B. thuringiensis a partir de diez mil colonias
observadas. En todos los trabajos mencionados, la temperatura de incubacién

utilizada para los aislamientos fue de 28-30 °C.

5.2 Seleccion de cepas con toxicidad potencial frente a lepidépteros -

Caracterizacion mediante perfil de genes cry.

Las proteinas con actividad toxica contra lepidépteros son las de los grupos Cry 1,
Cry 2 y Cry 9 (Bravo, Sarabia et al. 1998). Al realizar el andlisis de perfil de genes
cry mediante PCR, 23 aislamientos dieron positivo en la amplificacién del gen cry 1
(27,7 %), y 4 dieron positivo en la amplificacién del gen cry 2 (4,8 %), resultando
en un total de 26 cepas con toxicidad potencial frente a lepidépteros, dado que una
cepa dio positivo para ambos genes (Tablas 2 y 3). En un trabajo realizado a partir
de muestras de suelo de Tailandia, se encontr6 una alta frecuencia de genes cry 1
(81,3 %) y cry 2 (80,6 %) en los aislamientos analizados (Thammasittirong and
Attathom 2008). Por otra parte, en muestras de Iran, Seifinejad y col. (2008)
obtuvieron un 49 % de genes cry 1,y 56,5 % de genes cry 2; valores muy similares
a los obtenidos por Ferrandis y col. (1999) que encontraron un 54 % de genes cry
1,y 42 % de genes cry 2 en aislamientos provenientes de Espafia. En otros estudios
se obtuvieron resultados mas dispares en la frecuencia de estos dos genes, como es
el caso de Salama y col. (2015) que reportaron un 83 % de genes cry 1y 39 % de
genes cry 2 en muestras de Egipto; y en el caso de Mendoza y col. (2012) ocurri6 a
la inversa, ya que los valores fueron de 36 % para cry 1y 71 % para cry 2 en
aislamientos provenientes de México. En este trabajo no se analiz6 la presencia del
gen cry 9 en los aislamientos, sin embargo las frecuencias halladas por otros
autores también varian. Respecto al gen cry 9, Thammasittirong y col. (2008) y
Seifinejad y col. (2008) encontraron frecuencias de 37,3 % y 30 %,
respectivamente, pero Ben-Dov y col. (1999) y Bravo y col. (1998) obtuvieron
valores notoriamente mas bajos, correspondientes a 10,2 % y 2,6 %,

respectivamente.
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En cuanto a la frecuencia de otros genes cry, es decir aquellos que no presentan
actividad especifica contra lepiddpteros, sino contra otros érdenes de insectos, por
ejemplo el gen cry 3 (con actividad toxica contra coledpteros) ha mostrado una
frecuencia de 11 %, 17 % y 22 % en los trabajos de Mendoza y col. (2012), Salama
y col. (2015) y Bravo y col. (1998) respectivamente; el gen cry 4 (con toxicidad
contra dipteros) se ha encontrado con una frecuencia de 14 % y 28 % en los
estudios de Salehi y col. (2008) y Salama y col. (2015). En el caso del gen cry 5
(téxico hacia coledpteros) se observa la diferencia mas evidente con un 66 % de
aislamientos que lo contienen en el trabajo de Ferrandis y col. (1999) frente a un 0

% segun Bravo y col. (1998).

La gran variabilidad encontrada en la distribucion de los genes cry entre diferentes
trabajos, puede estar reflejando cambios en la frecuencia de aquellos, dependiendo
del habitat y del area geografica de donde provienen las muestras, asi como
también condiciones biologicas y ecoldgicas; pero también puede estar
directamente relacionada con la diversidad de insectos entre una region y otra.
Incluso pueden existir relaciones co-evolutivas que favorecen la expresion de
distintos patrones de genes cry (Ferrandis, Jurez-Pérez et al. 1999; Salehi Jouzani,

Pourjan Abad et al. 2008; Thammasittirong and Attathom 2008).

En este trabajo, de los 114 aislamientos correspondientes a B. thuringiensis
identificados por observacion de cristales al microscopio, se tom6 un aislamiento
por cada muestra de suelo para la caracterizacion mediante el perfil de genes cry. Y
de un total de 83 aislamientos, 26 dieron positivo en la amplificacion de alguno de
los dos genes analizados, lo que representa un 31,3 % del total. Una posible
explicacion es que los demads aislamientos contengan otros genes cry, o genes cyt, y
por lo tanto sean potencialmente téxicos contra otros érdenes de insectos o

nematodos.

También es interesante destacar que ningun trabajo ha encontrado amplificacion
de los genes de interés en todas las muestras analizadas, Salehi y col. (2008)
analizaron 128 aislamientos de B. thuringiensis en busca de 10 genes cry y 2 genes
cyt, y el 16 % no dio positivo en la amplificaciéon de ninguno de los genes. En el
trabajo de Ferrandis y col. (1999) sucedi6 lo mismo con un 23 % de los

aislamientos de B. thuringiensis.
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Otra hipotesis es que algunos de los aislamientos contengan genes cry nuevos, en
ese caso, los aislamientos pueden dar productos de PCR de tamafio diferente al
esperado o pueden carecer por completo de productos de PCR (Salama, Abd El-
Ghany et al. 2015). En el presente trabajo, algunos aislamientos dieron productos

de PCR de tamafio diferente al esperado.

En este trabajo se buscaron sdlo genes cry porque la intencién a futuro es un
producto contra lepidépteros formulado en base a esporas y cristales, sin incluir
compuestos solubles en el medio de cultivo, por lo cual proteinas tales como Cyt,
Vip y Sip, no fueron consideradas. Tampoco se estudié la presencia de 3-exotoxinas
ya que por tratarse de una proteina que es secretada al sobrenadante, no es
esperable su presencia en mezclas de esporas y cristales, que no contienen restos

de medio de cultivo.

5.2.1 Plasmidos que codifican las §-endotoxinas.

Los genes cry y cyt que codifican las §-endotoxinas se localizan en plasmidos de
alto peso molecular (Gonzalez and Carlton 1984). También se ha demostrado la

localizacion de un gen vip3 en un plasmido (Mesrati, Tounsi et al. 2005).

Algunos estudios han demostrado que cultivos sucesivos de algunas cepas pueden
resultar en una pérdida secuencial de plasmidos y/o en rearreglos en los mismos.
También se ha demostrado que tanto plasmidos grandes como pequefios pueden
ser transferidos de una cepa de B. thuringiensis a otra (Thomas, Morgan et al.
2000), o incluso a otra especie del grupo Bacillus cereus (Thomas, Morgan et al.
2000; Yuan, Hu et al. 2007). Yuan y col. (2007) observaron la transferencia
mediante conjugacion del plasmido pHT73 que contiene el gen cry 1Ac entre
especies del grupo Bacillus cereus. De hecho, se cree que las especies que forman el
grupo Bacillus cereus sensu lato, emergieron a partir de un ancestro comun
mediante una serie de rearreglos genéticos mediados entre otras cosas por
elementos genéticos moviles (transposones, secuencias de insercion y fagos) junto
con otros mecanismos de transferencia horizontal de genes (conjugacion,
transduccion, transformacién), lo cual condujo a la adquisicion de genes de
virulencia. Esto es ejemplificado mediante la observacién entre las especies

patégenas del grupo (B. cereus, B. anthracis, B. thuringiensis), de que los genes
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responsables de las diferencias en virulencia y en la especificidad de hospedero,
que son las principales caracteristicas fenotipicas que permiten distinguir estas
bacterias, se encuentran en elementos extra-cromosomicos (Van der Auwera,

Timmery et al. 2007).

Las cepas de B. thuringiensis usualmente presentan un perfil plasmidico complejo,
con hasta 17 plasmidos con tamafios que van de 2 - 250 kb (Sarrafzadeh, Bigey et
al. 2007). En un estudio realizado por Gonzalez y col. (1981) en todas las cepas
estudiadas, la pérdida de la produccion de cristales, estuvo asociada con la pérdida
o modificacién de un plasmido especifico, el resto del perfil plasmidico se mantuvo.
También se observo que a veces la pérdida de un plasmido es acompanada por la
aparicion de un nuevo plasmido con diferente movilidad electroforética,
sugiriendo que rearreglos tales como deleciones, inserciones y quizas

recombinaciones, son relativamente comunes en estos plasmidos.

Un estudio sobre los efectos que pueden tener periodos relativamente cortos de
cultivo in vitro en el genoma, estructura y fisiologia de las bacterias, encontr6 que
una cepa de B. thuringiensis propagada en un medio rico, se diferencié de la cepa
parental en el perfil plasmidico, en la pérdida completa de la capacidad de producir
0-endotoxinas, la ruptura del gen vip 3 y la presencia de actividad metabdlica
alterada. Los autores plantean la hip6tesis de que la pérdida de la sintesis de la §-
endotoxina, pudo haber mejorado la eficacia biologica (fitness) de la cepa bajo las

condiciones en las cuales estaba siendo propagada (Bizzarri, Bishop et al. 2008).

En esta misma linea, Sheppard y col. (2016) observaron que la transferencia
vertical de plasmidos no siempre es estable y el grado de inestabilidad puede ser
influenciado por factores tales como la diferencia en la eficacia bioldgica (fitness)
entre cepas que cargan plasmidos y cepas libres de plasmidos. Estos autores
encontraron que el pldsmido es inestable en ausencia de un hospedero. Esto
sugiere que cargar con el plasmido confiere un mayor costo de energia que influye
negativamente en la eficacia bioldgica (fitness) en ausencia de hospedero. Sefialan
ademas que la produccién de toxinas Cry puede ser muy costosa para la bacteria,
ya que los cristales comprenden hasta un 25 % del peso seco del microorganismo
lo cual concuerda con la idea de que la pérdida del plasmido que codifica las

toxinas, puede resultar en un aumento de la eficacia biolégica (fitness) en ausencia
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de hospedero. Esta idea concuerda con los resultados obtenidos por Sarrafzadeh y
col. (2007) quienes compararon una cepa de B. thuringiensis libre de plasmido
(Cry’) con su parental (Cry*) y observaron que la cepa Cry- crecia mas rapido en

condiciones de fermentador que la cepa parental (Cry*).

En un estudio de los efectos de la reduccién gendmica de B. thuringiensis, a través
de la pérdida gradual de plasmidos, en la expresion de los genes cromos6micos, se
observo que las cepas curadas perdieron su capacidad de producir 6-endotoxinas.
Ademas se demostré que la pérdida de ADN extra cromosdémico fue en favor de la
expresion de los demas genes y en el aumento de la capacidad de las cepas de B.
thuringiensis de producir enzimas tales como quitinasas y proteasas (Driss, Tounsi

etal. 2011).

Estudios realizados en la actividad biocida de B. thuringiensis var israelensis han
encontrado que la pérdida progresiva de la toxicidad esta relacionada con la
aparicion de variantes sin cristales a una frecuencia relativamente alta (30 % luego
de un ciclo de crecimiento). Se observé también que la pérdida irreversible de las
0-endotoxinas estd relacionada con la pérdida de un plasmido de alto peso

molecular (Kamdar and Jayaraman 1983).

Si bien en este trabajo no se analiz6 el perfil plasmidico de los aislamientos, puede
resultar util tener en cuenta los antecedentes mencionados referentes a la
inestabilidad de los plasmidos que codifican las toxinas, a la hora de intentar
comprender los resultados obtenidos. A partir de 110 muestras de suelo, se
obtuvieron 114 aislamientos correspondientes a B. thuringiensis. Podria plantearse
la hipétesis de que algunos aislamientos hayan perdido el plasmido que codifica las
toxinas, bajo las condiciones de cultivo del laboratorio en ausencia de hospedero, y
que por lo tanto, al observarlos al microscopio no se hayan encontrado los cristales
correspondientes. Como se explicé anteriormente, las cepas de B. thuringiensis s6lo
se pueden distinguir de B. cereus de forma sencilla y efectiva mediante la presencia
de genes cry y/o cyt presentes en los plasmidos, responsables de la produccién de
las inclusiones parasporales de naturaleza proteica, que son observables al
microscopio. De manera que si estos plasmidos se pierden, estas dos bacterias son
indistinguibles al microscopio (Baumann, Okamoto et al. 1984; Santana, Moccia-V

et al. 2008).
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5.3 Seleccion de la cepa que presente mavor actividad contra

Pseudaletia adultera mediante ensavos in vivo.

5.3.1 Preparacion de los indculos a aplicar a la dieta de P. adultera.

Como in6culos para los bioensayos se utilizaron mezclas de esporas y cristales.
Una serie de estudios (Johnson, Oppert et al. 1998; Kalmykova, Burtseva et al.
2009) ha demostrado que la presencia de esporas aumenta la actividad téxica de
las proteinas cristales. El uso de cristales purificados implica un mayor riesgo de
disminucién de la actividad toxica y deterioro durante el almacenamiento, que
cuando se usan mezclas de esporas y cristales (Pérez-Guerrero, Aldebis et al.
2011). En ensayos realizados contra Colias eurytheme (Lepidoptera: Pieridae), T. ni
y Pseudaletia unipuncta (Lepidoptera: Noctuidae) utilizando cristales purificados,
esporas purificadas y mezclas de ambos, se observé que la mezcla de esporas y
cristales fue mas efectiva que cualquiera de los dos por separado (Somerville,
Tanada et al. 1970). En base a estos reportes es que en este trabajo se decidi6
utilizar mezclas de esporas y cristales, aunque la estandarizacion de los inoculos se
realizd en base a la concentracién de cristales. Seria interesante para futuros
trabajos, cuantificar las esporas y analizar si poseen algun efecto en la actividad

toxica de los aislamientos.

La preparacion de los inéculos, también llevo un tiempo de puesta a punto de la
técnica. En los primeros cuatro ensayos, se realizd6 una determinacion del
contenido de proteinas de los indculos, mediante la técnica de Bradford, segun
Pérez-Guerrero y col. (2012). Pero dada la variabilidad en la concentracion de
proteinas de los diferentes indéculos, a partir del quinto ensayo se decidié
estandarizar los inéculos en 1 x 10¢ cristales/pL mediante recuento microscépico
directo, ya que dicha estandarizacién nos permite comparar los resultados

obtenidos a partir de las diferentes cepas evaluadas.

5.3.2 Bioensayos contra larvas de Pseudaletia adultera.

Los bioensayos se realizaron contra larvas de P. adultera en 3° estadio alimentadas

con dieta artificial tratada superficialmente con los distintos inéculos. Las larvas de
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algunas especies como por ejemplo H. virescens se alimentan de la superficie de la
dieta, mientras que otras lo hacen perforando la dieta como por ejemplo Ostrinia
nubialis (Lepidoptera: Crambidae) que permanece poco tiempo en la superficie del
agar lo que le da bajas probabilidades de estar expuesta a la toxina, si ésta fue
aplicada superficialmente. En estos casos, la incorporacion del indculo a la dieta
durante la preparacién de la misma, seria lo mas apropiado. Por lo tanto, es
esencial para el disefio de los ensayos, conocer la forma de alimentaciéon del
insecto que se estd estudiando (O’Callaghan, Glare et al. 2012). Las larvas de P.
adultera tienen habitos alimenticios del tipo masticador (Bentancourt and Scatoni

1999), por eso se utilizé la técnica de inoculacién superficial de la dieta.

En algunas especies de insectos, los estadios larvarios mas jovenes son mas
sensibles a la acciéon de B. thuringiensis en comparaciéon con estadios mas
avanzados bajo las mismas condiciones. Steinkraus y col. (1999) realizaron un
estudio con larvas de 1° y 3° estadio de P. unipuncta y observaron que las larvas
del 3° estadio fueron entre 3-6 veces menos susceptibles que las de 1° estadio al
tratamiento con B. thuringiensis. Una caracteristica importante a tener en cuenta es
que las larvas mas jovenes son fragiles y requieren mayor cuidado en la
manipulacion (Peacock, Schweitzer et al. 1998; Steinkraus and Young 1999;
O’Callaghan, Glare et al. 2012). Pilcher y col. (1997) realizaron dos trabajos de
campo en dos afios consecutivos con larvas de P. unipuncta en 1° estadio, y
sefalaron que en el segundo afio debieron usar diferentes técnicas de laboratorio
porque en el primer afio observaron altos niveles de mortalidad por excesiva

manipulacién de las larvas.

5.3.3 Analisis de mortalidad.

A partir del analisis por test de Chi-cuadrado y MLG se concluyé que las cepas M4A,
Tt 25, S2A y S3A (Tablas 6 y 7) presentaron diferencias significativas en la
mortalidad respecto al control negativo, lo cual indica que estos aislamientos
tienen un efecto téxico contra larvas de P. adultera. Como se sefialé anteriormente,
no se observaron diferencias en la mortalidad provocada por los aislamientos Tt
25 y Tt 25+, que corresponden a la misma cepa evaluada a dos concentraciones
diferentes, 1 x 100y 2,42 x 106 cristales/uL respectivamente. De todas formas seria

interesante, poder continuar el estudio de la actividad de todos los aislamientos a
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diferentes concentraciones para poder determinar no s6lo a qué valor de
concentracion de cristales presentan su actividad maxima, sino también las dosis

efectivas (ej. LD50).

Respecto a los resultados del andlisis de mortalidad en funcién del tiempo,
mediante curvas de sobrevivencia, se observaron diferencias significativas entre
los controles positivos utilizados en los diferentes ensayos. Estas diferencias
podrian deberse a variables medioambientales o del pool genético de larvas
utilizadas en los ensayos, que afectan el proceso de cuan rapido las toxinas de B.

thuringiensis provocan la muerte de la larva del insecto.

En el caso de los controles negativos no se observaron diferencias significativas al
comparar las curvas de sobrevivencia. Y en el andlisis del efecto de los
aislamientos, mediante este método, las cepas M4A, Tt 25+, S2A y S3A mostraron
diferencias significativas respecto al control negativo (Tabla 11; Figuras 13, 14 y
15), de lo cual puede inferirse que no s6lo se destaca su efecto toxico en tanto
logran niveles de mortalidad significativos, sino también en cuan rapido alcanzan
dichos resultados. En este caso, observamos diferentes resultados entre Tt 25 y Tt
25+, dos concentraciones diferentes de la misma cepa, cuyo valor mas alto podria

influir en la velocidad a la cual logra el efecto larvicida.

De las 26 cepas con amplificacién positiva de genes cry potencialmente téxicos
contra lepiddpteros, sélo cuatro (M4A, Tt 25, S2A y S3A) presentaron resultados
estadisticamente significativos en cuanto a mortalidad. Una posible hipotesis
respecto de este resultado podria ser que algunos aislamientos que contienen los
genes cry de interés, no los posean en su forma activa. La técnica de PCR permite
determinar la presencia de genes cry, pero no permite determinar si los mismos se
estan expresando o se encuentran silenciados (Baig and Mehnaz 2010). En un
estudio realizado por Seifinejad y col. (2008) cepas que contienen el mismo perfil
de genes cry ensayadas contra Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae)
mostraron diferente actividad toxica. Este resultado confirma que la presencia de
genes especificos no es un indicador exacto de toxicidad, ya que segin estos
autores, los genes podrian estar inactivos, bajo el control de un promotor débil o

siendo expresados a una concentraciéon muy baja como para ejercer efecto toxico.
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Dado que los primers utilizados en este trabajo no permiten distinguir entre
subgrupos de genes cry 1, la presencia de diferentes subtipos de genes cry 1 en los
aislamientos podria explicar las diferencias de toxicidad observadas. Un ejemplo
de esto, es el trabajo de Bravo y col. (1998) en el cual los aislamientos que
contienen los genes cry 1C y cry 1D fueron mas eficaces en los bioensayos contra
Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) y S. exigua que los aislamientos
que contienen los otros tipos de genes cry 1 (por ejemplo cry 1Aa, cry 1Ab, cry 1Ac,
cry 1Ba, cry 1Bb, entre otros). Lo mismo se observé en el trabajo de Patel y col.
(2012) en el cual evaluaron aislamientos de B. thuringiensis que contenian el gen
cry 1 contra H. armigera, y algunos aislamientos resultaron téxicos y otros no. Los
autores también consideran la hipotesis de que los aislamientos pueden contener

distintos subtipos de genes cry 1.

Otro aspecto a tener en consideracion, es la disminucién de la actividad téxica a
causa de la pérdida de los plasmidos que codifican las toxinas, Algunos trabajos
presentan evidencias que confirman esta hipo6tesis (Gonzalez, Dulmage et al. 1981;
Bizzarri, Bishop et al. 2008). En particular el trabajo de Sheppard y col. (2016)
aporta un rasgo muy interesante, dado que todos los aislamientos con pérdida de
plasmido sufrieron una fuerte disminucion de la mortalidad en los bioensayos, sin
embargo, observaron que el plasmido no se perdié completamente en la poblacién
de bacterias, lo que sugiere que debe haber algiin mecanismo que asegure el
mantenimiento del plasmido en ausencia de hospedero. Ademas observaron una
importante correlacion entre el nimero de copias del pldsmido en la poblacién y la
mortalidad del hospedero, lo cual implica que la variacién en el nimero de copias

del plasmido a nivel poblacional, conduce a niveles variables de virulencia.

5.3.4 Andlisis de efectos sub-letales.

Los efectos sub-letales se definen como efectos fisiologicos y/o etologicos en
individuos que sobreviven a la exposicion a concentraciones o dosis bajas o sub-
letales de un compuesto toxico que no causa mortalidad (Desneux, Decourtye et al.
2007). En particular en ensayos de toxicidad contra insectos, los efectos sub-letales
son aquellos que no provocan valores significativamente diferentes de mortalidad

en las larvas, pero inducen diversos efectos en su desarrollo.
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Un estudio realizado en C. lacinia, un lepidéptero no diana, abundante en los
cultivos de algodén de América Central y Sur, demostré que la toxina Cry 1Ac
consumida en dosis sub-letales es transferida a los huevos de la siguiente
generacion, provocando una disminucién en la supervivencia y un aumento en el
tiempo de desarrollo de las larvas F1 (Paula, Andow et al. 2014). Este resultado
demuestra que la forma activa de la toxina Cry 1Ac puede ser transferida de
manera intraespecifica; y ademas que las toxinas de B. thuringiensis son capaces de

afectar insectos no diana.

En este trabajo se evaluo el efecto sub-letal de B. thuringiensis en base al éxito de

las larvas de P. adultera en alcanzar el estado adulto.

Se evalud la tasa de emergencia de adultos de los aislamientos correspondientes a
los ensayos en los cuales el control negativo present6 un valor de emergencia de

adultos mayor al 50 %.

Al comparar la tasa de emergencia de adultos en los aislamientos mediante test de
Chi-cuadrado y MLG, las cepas M8 y Tt 23 presentaron diferencias significativas
con el control negativo (Tablas 13 y 14). De esta manera, si bien estos aislamientos
no alcanzaron valores de mortalidad significativamente diferentes a los de su
control correspondiente, podrian afectar el desarrollo de las larvas impidiendo que
alcancen el estado adulto, dada la disminucién en la emergencia de adultos, a

través de un efecto sub-letal de las toxinas que expresan.

Se han realizado estudios del efecto sub-letal de cepas de B. thuringiensis sobre
diferentes especies de insectos, por ejemplo S. exigua; H. armigera y S. littoralis, y
han reportado efectos en la capacidad reproductiva del insecto, tales como: retardo
en el tiempo para completar el ciclo de vida, disminucién en la emergencia de
adultos, reduccién de la fecundidad, disminucién del nimero de huevos
depositados y prolongacion del tiempo generacional (Salama, Foda et al. 1981;
Zhang, Ma et al. 2013). Dulmage y Martinez (1973) reportaron que en larvas de H.
virescens se produjo un marcado enlentecimiento del desarrollo, muchas larvas no
lograron pasar a la fase de pupa, mientras que otras que si puparon no fueron

capaces de emerger como adultos. Este ultimo efecto es el que se observo en este
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trabajo, los individuos que no lograron completar el ciclo de vida, pasaron a la fase

de pupa pero no emergieron como adultos.

Por lo tanto, no se puede llegar a la conclusién de que una cepa de B. thuringiensis
no es activa contra una determinada especie basandose Unicamente en bajos
valores de mortalidad en la fase de larva. Niveles sub-letales de las toxinas o una
reduccidn en el tiempo de exposicidn a las mismas, si bien no son causa directa de
mortalidad en las larvas, provocan una serie de efectos biol6gicos que reducen
indirectamente la potencia del insecto plaga y el dafio que éste provoca en la
planta (Salama, Foda et al. 1981; Peacock, Schweitzer et al. 1998). La medida de la
toxicidad de un aislamiento basada Unicamente en la estimacion de la dosis letal
del mismo, seria s6lo una medida parcial de sus verdaderos efectos nocivos.
Ademas no todos los insectos son expuestos a la dosis letal en condiciones de
campo, debido a variaciones en la susceptibilidad entre individuos, la eficiencia de
la aplicacion del bioinsecticida y la interaccién del bioinsecticida con el ambiente

(Gulzar and Wright 2015).
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6.1 Conclusiones.

Con los métodos de aislamiento e identificacion optimizados fue posible obtener
aislamientos correspondientes a B. thuringiensis en muestras de suelo del

territorio uruguayo.

Mediante la técnica de PCR utilizada se obtuvo una baja frecuencia de genes cry 1y
cry 2 en los aislamientos nativos encontrados. El porcentaje de cepas portadoras
de dichos genes fue bajo comparado con valores obtenidos en otras regiones

geograficas.

Mediante los ensayos in vivo contra P. adultera, se observd que s6lo unos pocos
aislamientos nativos de B. thuringiensis poseen actividad insecticida ya sea

provocando la mortalidad de las larvas o a través de un efecto sub-letal.

6.2 Perspectivas.

Seria de interés continuar la caracterizacion de los aislamientos, mediante la
busqueda de la presencia de los genes cry 9 y vip 3 que son potencialmente téxicos
contra lepiddpteros, asi como también realizar reacciones de PCR con primers

especificos para identificar subtipos de los genes cry de interés.

Una vez identificados y caracterizados los aislamientos, es necesario almacenarlos
mediante congelacidn o liofilizacién, dada la inestabilidad de los plasmidos que

contienen los genes responsables de la toxicidad.

En este trabajo se evalu6 la toxicidad de los aislamientos mediante bioensayos,
utilizando mezclas de esporas y cristales como indculos, estandarizados
Unicamente segun el numero de cristales. Es importante, volver a examinar el rol
de las esporas en la actividad toxica de B. thuringiensis. Existe una apreciacién
general de que los cristales son los Unicos responsables de la efectividad toxica
tanto de in6culos como de preparaciones comerciales, y el rol de las esporas ha
quedado relegado (Somerville, Tanada et al. 1970). Seria de interés para trabajos
futuros, medir la concentracion de esporas presente en los indculos, de manera de
poder evaluar si afectan la toxicidad de los aislamientos, tanto en los valores de

mortalidad como de efectos sub-letales. Johnson y col. (1998) realizaron el conteo
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de esporas mediante dos métodos, un recuento microscépico y también mediante
shock térmico y subsiguiente germinacion de las esporas en medio de cultivo.
Estos autores evaluaron la actividad tdxica de cristales y esporas purificados, por

separado y mezclas de ellos.

Ademads, seria interesante realizar bioensayos evaluando diferentes
concentraciones de cristales para determinar las curvas dosis-respuesta de los

aislamientos.

Podria continuarse el estudio de la toxicidad de los aislamientos, mediante la
realizacion de bioensayos contra larvas mas jovenes de P. adultera, para
determinar si se cumple la hip6tesis de que los estadios mas avanzados son menos
susceptibles que los estadios mas tempranos, bajo las mismas condiciones, como
concluyeron Steinkraus y col. (1999) en sus estudios con la especie relacionada P.

unipuncta.

Finalmente, en la medida en que se avance en la caracterizaciéon y andlisis de
toxicidad de los aislamientos, también seria relevante analizarlos respecto a la
presencia de genes cyt y de proteinas solubles tales como Vip, Sip y B-exotoxinas.
En particular, es importante descartar la produccién de [B-exotoxinas en los
aislamientos seleccionados por actividad insecticida, si el objetivo es utilizarlos

como control biolégico, antes de pasar a la etapa de crecimiento en fermentador.
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8.1 Protocolo de preparacion del indculo a base de cristales v esporas

de B. thuringiensis a aplicar a la dieta en los bioensayos contra P.

adultera.

- Preparar matraces* de 250 mL con 50 mL de caldo T3 y tubos (uno por cepa) de
suero fisioldgico. Esterilizar en autoclave.

- Sembrar en placa de medio T3 las cepas de la coleccién a utilizar en el bioensayo,
incluido el control positivo, e incubar a 28 °C, 24 h.

- Realizar un frotis tefiido con azul de Coomasie a partir de una colonia aislada de
cada cepa y observar al microscopio 6ptico por inmersién, para verificar presencia
de cristales y esporas, y ausencia de contaminacion en el cultivo.

- Realizar una suspension McFarland 1 en suero fisiolégico estéril de cada cepa que
presente espora y cristales, e inocular con 1 mL de dicha suspension los matraces
con caldo T3 a utilizar.

- Incubar los matraces inoculados en shaker a 28 °C, 150 rpm, 5 dias.
- Al 4° dia preparar frascos con agua destilada y esterilizar en autoclave.

- Al sacar los matraces del shaker, hacer un frotis a partir del contenido de cada
matraz, tefiir con azul de Coomasie y observar al microscopio Optico por
inmersion, para verificar presencia de cristales y esporas, y ausencia de
contaminacion en el cultivo. Descartar los cultivos que se hayan contaminado o
que no hayan producido cristales.

- Repartir el contenido de cada matraz en dos tubos estériles de 50 mL, centrifugar
a 4500 g, 5 min, descartar el sobrenadante y lavar el pellet con 20 mL de agua
estéril.

- Repetir el paso anterior (a partir del centrifugado) dos veces.

- Resuspender el pellet de los dos tubos en un volumen final de 10 mL de agua
estéril. Guardar la suspensidn de esporas y cristales en heladera hasta su uso. Usar
antes de las 24 h.

- A partir de 1 pL de la suspensidn de esporas y cristales, realizar un frotis en un
area de 1 cm? de un portaobjetos, tefiir con azul de Coomassie y observar al

4El nimero de matraces por cepa es muy variable (1-9), segiin la cantidad de cristales que
produzca cada cepa.
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microscopio por inmersion. Realizar recuento microscopico de cristales en cinco
campos de observacidn diferentes.

- Realizar el paso anterior por triplicado para cada cepa, y calcular la concentracién
de cristales/uL promediando todos los datos.

- Finalmente ajustar por dilucién a la concentraciéon deseada. En el caso de
Pseudaletia adultera esta concentracién fue de 1 x 10¢ cristales/uL para el
screening. Posteriormente realizar diluciones seriadas si se quiere estudiar el
efecto dosis-respuesta.

8.2 Protocolo de realizacion de bioensayos contra larvas de P. adultera.

- Calcular con cuantas larvas se dispone para realizar el bioensayo, para planificar
cuantas cepas bacterianas evaluar, incluyendo los controles negativo y positivo.
Tener en cuenta que hay un pequefio porcentaje de larvas que puede morir en los
dias previos al ensayo. Realizar al menos 12 réplicas por cada tratamiento.

- Esterilizar servilletas de papel en autoclave.

- Preparar la dieta (Monnerat, Batista et al. 2007) para las larvas de P. adultera 24
h antes del dia en que se iniciara el bioensayo, para que la preparacion enfrie y
solidifique correctamente. Tener en cuenta que los porotos se deben dejar en agua
un dia antes.

- Rotular las placas de Petri estériles a utilizar con el nombre de las cepas, fecha,
etc..

- Colocar un trozo de dieta de 2 cm3 aprox. en cada placa de Petri, y un trozo de
servilleta de papel estéril.

- Inocular la dieta superficialmente con 500 pL del indéculo preparado y
estandarizado, y dejar secar unos minutos.

- Colocar una larva del estadio que se desee evaluar en cada placa de Petri y sellar
con Petri-film.

- Dejar las placas en las condiciones de temperatura, humedad y fotoperiodo que se
desee evaluar.

- Observar cada 24-48 h para verificar mortalidad de las larvas. O medir las
variables que se vayan a evaluar, peso de pupas, % de individuos que alcanzan el
estado adulto, etc..
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