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Introducciéon

i. El equilibrio biolégico en el monte y el fenémeno plaga

El ecosistema forestal esta constituido no sélo por los arboles y arbustos del monte,
sino también por otros seres vivos, vegetales y animales, quer juegan un pépél a veces muy
importante en la estabilidad del conjunto. Cuando el desarrollo de esta biocenosis es normal
y la actividad de unos organismos no compromete la existencia de los otros, se puede decir
que en el monte existe un equilibrio biolégico y tanto los componentes como la estructura
.del ecosistema se conservan a lo largo del tiempo. Este equilibrio, sin embargo, puede verse
alterado por factores climaticos adversos o por la accién nociva de algunos elementos vivos
del ecosistema. Los desequilibrios mas frecuentes que se registran en los montes a cargo de
los seres vivos son los ocasionados por los hongos patdgenos y por los insectos fitéfagos. La
aparicion masiva de estos Gltimos ocasionan el fenémeno denominado plaga.

Las plagas de insectos han producido a lo largo de la historia verdaderas catéastrofes
forestales, y a pesar de todos los adelantos técnicos que existen para su combate, en la
actualidad, los dafios ocasionados por los insectos son, con relativa frecuencia, importantes.

La aparicién de una plaga forestal puede tener varias causas. Los factores
climaticos son los que mas influyen sobre la reproduccién masiva de los insectos, pero
también pueden favorecerla la abundancia en el momento de cierto material adecuado para
su reproduccién, el debilitamiento de la masa arbdrea, la desapariciéon o merma de los
enemigos naturales del insecto dafiino o incluso, los mismos trabajos selvicolas mal
programados.

Las consecuencias del desequilibrio producido en el monte por una plaga van desde
el debilitamiento y la pérdida total o parcial del crecimiento, hasta la muerte de la masa
arbérea. El dafio depende de la duracién del ataque, de la época en que éste tiene lugar y,
sobre todo, de la parte del arbol atacada.

Las plagas pueden dividirse en endémicas y epidémicas, segiin sus caracteristicas.
Las primeras son las que, por una serie de condiciones favorables del medio, sobre todo las
climiticas, afectan casi de una manera constante e ininterrumpida a una zona e incluso a
una region, produciendo generalmente dafios mas o menos intensos, con unos maximos
irregularmente distribuidos. Este es el caso de la procesionaria del pino (Thaumentopoea
pityocampa) en ciertas regiones espafiolas y en otros paises mediterrianeos, o de Tortrix

viridiana en nuestros encinares.
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Las plagas epidémicas, por el contrario, aparecen de vez en cuando con una
virulencia extraordinaria y, mientras tanto, sus poblaciones, durante periodos mas o menos
largos, permanecen en los montes a unos niveles minimos, los necesarios para poder
conservar la especie. La desaparicién de este tipo de plagas se debe, normalmente, a los
cambios climaticos, a los enemigos naturales y a la inanicién, después de que los insectos
han devorado pricticamente todo lo que les servia de alimento. Estos son, por ejemplo, los
casos de la lagarta peluda (Lymantria dispar) de nuestros encinares y alcornocales y de la
moénaca (Lymantria monacha) de los pinares de pino silvestre.

En este trabajo, hemos centrado nuestro estudio en dos plagas forestales que
afectan a los pinares espaifioles: Thaumetopoea pityocampa Schiff. (procesionaria) y
Lymantria monacha (L) (ménaca), representante cada una de ellas de los dos tipos de

plagas antes mencionados.

1.1 Thaumetopoea pityocampa Schiff, (procesionaria). Descripcién del insecto
y ciclo biolégico

La procesionaria del pino es un lepiddptero de la familia Thaumetopoeidae propio de
las zonas de clima mediterraneo. Se encuentra distribuida por Espaiia, Portugal, Francia,
Italia, algunas localidades de Alemania, Suiza, Hungria y Bulgaria, en las costas del
Adriatico, en Grecia, Turquia, Siria, Libano, Palestina, Israel, Egipto, Libia, Tanez, Argelia
y Marruecos. Este insecto es actualmente el méas importante defoliador de los pinares
espafioles, atacando preferentemente especies de pinos laricio, canario y silvestre, y en
menor medida, pinos pinaster, carrasco y pifionero. La superficie total de los pinares
amenazados gravemente por este insecto en nuestro pais asciende aproximadamente a
1,200,000 hectareas (Romanyk y Cadhia, 1981).

Durante el verano, al atardecer, las mariposas emergen del suelo y después de un
corto vuelo, se fijan en las aciculas o agujas de un pino de los alrededores, donde tras la
cOpula, extenderan los huevos. La puesta se hace sobre un par de aciculas vecinas que la
mariposa junta con las patas y ofrece un aspecto caracteristico de canuto color pajizo que
enfunda parcialmente las aciculas. Las orugas nacen en 30 6 40 dias a partir de la puesta y
mantendran un caricter gregario durante toda su vida. Su alimentacion es estrictamente
crepuscular y nocturna, permaneciendo durante el dia agrupadas en el interior del bolsén.
A lo largo de su ciclo biolégico las orugas sufren cuatro mudas y por lo tanto podemos
encontrar larvas de cinco estadios diferentes:

Primer estadio (I.1): 10 dias.

Alimentacidn: aciculas tiernas alrededor del lugar donde se realizd la puesta.
Tamafio: 5-6 mm de longitud.

Color: verde transparente.
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Construccién de un nido provisional con hilos de seda, cerca del lugar de
nacimiento.

Segundo estadio (I.2): 12-18 dias.

Alimentacién: se mantienen las pautas.

Tamafio: 10-12 mm de longitud.

Color: Aparicién de una pilosidad lateral blanca y dorsal amarilla.

Tercer estadio (L3): 30 dias.

Emplazamiento definitivo de la colonia y formacién de las tipicas bolsas de
orugas.

Coloracién y aspecto caracteristicos segtn el clima.

Aparicién de los pelos urticantes (manchas negras en cada segmento).

Cuarto estadio (L4):

Zonas calidas: 30 dias; Zonas frias: todo el invierno (4 6 5 meses).

Aumento significativo de tamaiio.

Los efectos de defoliacién son muy visibles.

Quinto estadio (L5): 30 dias.

Alimentacién muy activa.

Tamaifio: 40 mm.

Al llegar a la madurez, las orugas se preparan para bajar y enterrarse en tierra,
donde haran la crisalida. Pasan en la bolsa los tiltimos dias, sin salir, poco antes de formar
las largas procesiones de bajada, a principios de la primavera. Al enterrarse, tejen un
capullo donde tendrd lugar la metamorfosis. Durante la metamorfosis, el periodo de
diapausa puede alargarse o acortarse para ajustarse a las condiciones climjticas mas
favorables (puede llegar a 1 6 2 afios).

En la Figura 1 se muestra el ciclo biolégico de este insecto.
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ORUGAS
noviembre diciembre
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Figura 1.- Ciclo biolégico de Thaumetopoea pytiocampa

1.2 Lymantria monacha (L.) (monaca o monja). Descripcion del insecto y ciclo
biologico

Lymantria monacha es un lepidoptero de la familia Lymantriidae tipicamente
euroasiatico, que no rebasa el paralelo 60. Se encuentra desde China a Escandinavia, pero
prolifera sobre todo en Centroeuropa. Espafia no parece encontrarse dentro del area 6ptima
para este insecto, y sin embargo, han existido ataques de importancia en las masas de pino
silvestre de las Cordilleras centrales. En cuanto a la extension de estos ataques, en el afio
1952 fueron observadas unas 60,000 hectareas de pino silvestre parcial o totalmente
defoliados en las provincias de Cuenca, Guadalajara, Teruel, Madrid, Segovia, Burgos y
Soria. En la actualidad, una nueva aparicion de esta plaga en los montes de Guadalajara y
Teruel, en los afios 1996-97 ha obligado a los responsables forestales de estas zonas a llevar

a cabo tratamientos aéreos de las mismas para evitar una drastica defoliacion.
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Las orugas producen defoliaciones parciales o totales, segiin la intensidad de la
plaga, en pleno periodo vegetativo de los arboles, atacando preferentemente especies de los
géneros Pinus, Abies y Picea, y en este orden (Gruppe, 1993).

El ciclo de la ménaca es anual. Los imagos ponen los huevos a tltimos de julio y
primera quincena de agosto. Estos huevos invernan y en la primavera del afio siguiente
nacen las orugas. Las orugas recién nacidas permanecen agrupadas sobre la corteza del
arbol durante unos dias, lo que recibe el nombre de “fase de espejo”’. Posteriormente
emigran a las ramas y comienzan a alimentarse defoliando el érbol. Al principio mantienen
su gregarismo, que més tarde van perdiendo.

Sufren cuatro o cinco mudas a lo largo de su ciclo vital, siendo las hembras las que
llegan hasta sexto estadio. En la naturaleza, el primer estadio (L1) dura una media de 18
dias, del segundo al cuarto estadio (I.2-L4), alrededor de 7 dias cada uno, y el altimo estadio
(L5, L6) unos 14 dias.

La oruga recién nacida mide 4 6 5 mm de longitud, y después de la cuarta muda, al
alcanzar su tamafio definitivo, llega a los 45-50 mm. En la primera edad, la larva es
negruzca, pero después adopta su coloracién caracteristica amarillenta verdosa con matices
siena oscuro y unas caracteristicas manchas azules y carmin en segmentos especificos del
térax y abdémen, en la parte dorsal.

En la Figura 2 se muestra el ciclo biolégico de este insecto.
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Figura 2 - Ciclo biolégico de Lymantria monacha

2. Métodos de lucha contra plagas forestales

El combate contra las plagas forestales en los montes es dificil, notablemente mas
dificil que en los cultivo agricolas, debido principalmente a las grandes extensiones de las
masas forestales, a lo accidentado del terreno, la altura de los arboles, la espesura del
bosque, etc., factores todos ellos que constituyen serios obstaculos para la realizacion de
cualquier operacion de control. Por otra parte, la rentabilidad del monte también condiciona
las intervenciones que sobre ¢l se pueden realizar.

La lucha contra plagas se refiere a cualquier método que pueda dar lugar a la
reduccion de los dafios causados por los insectos. Esta accion ha de estar justificada por
razones bioldgicas y econdémicas, y los métodos a emplear deben ser adecuados a las

circunstancias biologicas, econdmicas y técnicas existentes.
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Cuando los factores naturales que controlan una plaga de insectos se vuelven
inoperantes, los responsables de los montes o de la proteccién de los cultivos deben hacer
uso de los métodos de control aplicado. Los métodos que han venido utilizindose hasta la
fecha pueden clasificarse de la siguiente manera:

Métodos culturales:

e Podar, limpiar y aclarar, etc.
¢ Eleccién de variedades o portainjertos resistentes.
e Maétodos selvicolas y culturales: época, rotacién y sistemas de cultivo.

Meétodos técnicos:

a) Insec'tivcidais‘qu‘imljcols |
¢ Compuestos inorganicos de arsénico y flaor.
e Insecticidas obtenidos de plantas: nicotina, rotenona y pelitre.
e Aceites insecticidas: derivados del petréleo o de la hulla.
e Insecticidas de sintesis: organoclorados, organofosforados,

carbamatos y piretroides.

b) Métodos de destruccién fisica
e Mecanicos.
e Caldricos.

Métodos biotécnicos:

a) Estimulos quimicos
¢ Hormonas.
e Feromonas.
e Inhibidores del crecimiento.
e Atrayentes.
¢ Repelentes.
e Estimuladores del apetito.
e Disuasores del apetito.
b) Estimulos fisicos

e Sonido.
¢ Luz.
e Color.

Métodos biolégicos:

o Parasitos y depredadores: introduccién, colonizacién y promocién.
e Insecticidas de origen biolégico: Bacillus thuringiensis, virus y

hongos.
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La utilizacién unilateral de un determinado procedimiento de lucha puede tener
efectos inesperados e indeseables, como se ha podido comprobar ampliamente tras el uso
intensivo de los insecticidas quimicos con los problemas de induccién de resistencias en los
insectos, eliminacién de fauna beneficiosa, aparicion de brotes de plagas secundarias,
contaminacién del medio ambiente y presencia de residuos toxicos en los vegetales tratados.
Por ello, se ha ido abriendo paso el concepto de lucha integrada. Este sistema de lucha ha
sido definido por la Organizacién Internacional de Lucha Biolégica (0.1.L.B.) como “la lucha
contra los organismos perjudiciales, utilizando un conjunto de métodos que satisfagan
simultineamente las exigencias econdémicas, ecoldgicas y toxicologicas, reservando la
prioridad de actuacién a los elementos naturales de control y respetando los limites de
tolerancia” (entendiendo por “limite de tolerancia” el nivel de dafio econémico por debajo del
cual no esta justificado el tratamiento quimico).

Actualmente, el tipo de intervenciéon y los medios utilizados para el control de las
dos plagas forestales objeto de estudio en este trabajo (Thaumetopoea pityocampa y
Lymantria monacha) son los siguientes:

e Tratamientos masivos fundamentalemente con inhibidores del
crecimiento (diflubenzurdn), y en menor medida, con piretroides e insecticidas
microbiolégicos basados en Bacillus thuringiensis o virus de la polihedrosis
nuclear (estos Gltimos en el caso de la ménaca).

e Métodos fisicos, principalmente en el caso de procesionaria, con la
corta y quema de bolsones y destruccion de bolsones a tiro de escopeta.

¢ Empleo de feromonas, concebido para niveles bajos de infestacién y
puesto a punto para procesionaria, desde que en 1981 se lograra la sintesis de la
feromona sexual de la hembra de este insecto.

e Adecuacién de la estructura forestal, mediante repoblacién con

especies de pino menos vulnerables al ataque de procesionaria, sobre todo.

3. Bacillus thuringiensis

3.1 Utilizacion de Bacillus thuringiensis en el control de plagas

El énfasis especial con que el concepto de lucha integrada trata el aspecto de la
proteccién del medio ambiente esta reflejando una sensibilizacion social importante a este
nivel, y ha favorecido el desarrollo de alternativas ecol6gicas al uso de insecticidas
quimicos. Dentro de este grupo se encuentran los bioinsecticidas basados en Bacillus
thuringiensis, que pueden ser utilizados tanto como agentes de control biolégico de plagas
agricolas y forestales, como en la eliminaciéon de vectores de gnfermedades humanas, pero
son inocuos para el hombre y practicamente toda la flora y fauna beneficiosa, ademés de ser

biodegradables y causar un impacto ambiental minimo.
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En esta Gltima década, las aplicaciones comerciales de Bacillus thuringiensis como
bioplaguicida han aumentado hasta constituir alrededor del 90% del mercado mundial de
insecticidas biolégicos. De ellos, el 60% corresponde al tratamiento de plagas agricolas y el
40% restante se reparti6é a partes iguales en el control de plagas forestales y de vectores de
enfermédades. América del Norte y el Lejano Oriente son los mercados mas desarrollados,
mientras que el mercado europeo es considerablemente mas pequefio (van Frankenhuyzen,
1993).

La utilizacién de Bacillus thuringiensis para el control de plagas forestales se inicié
a principios de los afios 60, pero no fue hasta mediados de los 80 cuando se puede hablar de
un uso masivo. Fue en esta época cuando las mejoras en las formulaciones y la tecnologia de
aplicacién permitieron reducir los costos y aumentar la eficacia de los tratamientos, con lo
que este microorganismo se empez6 a perfilar como una alternativa ecolégica valida en el
bosque (van Frankenhuyzen, 1990).

Existen dos factores importantes que han favorecido el uso de Bacillus thuringiensis
en el Ambito forestal, en comparacién con su utilizacién agricola. Por una parte, en un
ecosistema forestal, donde los umbrales de dafioc econémico no estin bien definidos, una
defoliacién limitada es aceptable. Sin embargo, el dafio en frutas y vegetales destinados al
consumo humano no es tolerable porque disminuye drasticamente la rentabilidad
econdémica de los cultivos. Asi, un agente de control como Bacillus thuringiensis,
caracterizado por una eficacia poco predecible, va a ser inicialmente mas aceptado para el
tratamiento de bosques que de cultivos agricolas, donde la eficacia insecticida es un punto
critico. Por otra parte, la presién piblica para erradicar el uso de insecticidas quimicos en
areas residenciales de bosque ha promovido considerablemente el uso de otras alternativas
de control de plagas en este Ambito, mientras que en el caso de los cultivos agricolas, esta
presién ha sido mucho menos efectiva.

Actualmente Bacillus thuringiensis tiene un uso muy extendido para el control de
subespecies de Choristoneura y Lymantria dispar fundamentalmente, en los bosques de
América del Norte y Canada (donde este bioinsecticida ha reemplazado aproximadamente a
la mitad de los insecticidas quimicos utilizados anteriormente). En Furopa, Bacillus
thuringiensis se ha utilizado también en el ambito forestal (aunque mucho menos
extensamente) para el control de Dendrolimus sibiricus en la antigua Unién Soviética y
subespecies- de. Lymantria en Bulgaria y Polonia, principalmente. En paises del area
mediterranea también se est4d imponiendo la utilizacién de este bioinsecticida para el
control de Thaumetopoea pityocampa (procesionaria del pino) (Navon, 1993).

Sin embargo, a pesar del innegable éxito ecolégico y comercial de Bacillus
thuringiensis en los Ambitos agricola y forestal, para que este patdgeno microbiano deje de

ser considerado un insecticida auxiliar y se convierta en un método de control de plagas
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s6lido y competitivo, tienen que ser superadas una serie de limitaciones inherentes a su

constitucion:

. Su relativo estrecho espectro de especies de insectos susceptibles,
frente a los insecticidas quimicos de amplio espectro, que limita claramente su
mercado potencial.

. Su efectividad variable, puesto que ha de ser ingerido por el insecto
y en este sentido la eficacia de la dosis depende de su aplicacién en el momento
adecuado y condiciones ambientales propicias.

. El coste de las aplicaciones en campo, que ain continGia siendo
significativamente mayor que los tratamientos con insecticidas quimicos.

La clave para mejorar la eficacia de Bacillus thuringiensis y reducir los costos de los

tratamientos reside en varios aspectos fundamentales, en los que se continua trabajando
actualmente:

12

. El avance en el conocimiento del modo de accién, fisiologia, ecologia
y biologia molecular de este microorganismo, para poder aprovechar al maximo sus
posibilidades como bioinsecticida.

. La seleccién y comercializacion de nuevas cepas con diferentes
espectros insecticidas, junto con la modificacién genética de las cepas ya existentes,
para incrementar su toxicidad y su espectro insecticida.

° La explotacion biotecnolégica de esta bacteria para la clonaciéon y
expresién de los genes que codifican las 8-endotoxinas en una amplia variedad de
microorganismos (desde baculovirus a cianobacterias) y plantas de interés
agronémico (maiz, arroz, tabaco, patata, tomate, etc.). Estos organismos
transgénicos pueden utilizarse como vectores de transferencia de toxinas
alternativos a los métodos convencionales (aplicaciones manuales o aéreas),
ampliando el espectro insecticida de Bacillus thuringiensis e incrementando su
limitada actividad residual.

. El desarrollo de formulaciones comerciales con mayor potencia y
persistencia en campo, para evitar los problemas de dosificacién adecuada y rapida
degradacién de la materia activa por accién de la luz UV y el efecto de lavado de la
lluvié.ﬂ ‘ |

° La mejora en la tecnologia de los sistemas de aplicacién
convencionales para conseguir una mejor cobertura foliar, uﬁa dosificacién y
tamafio de gota mas adecuados y una menor pérdida de producto durante las

aplicaciones.
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3.2 Propiedades insecticidas de Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis es una bacteria Gram + formadora de esporas perteneciente a
la familia Bacillaceae, que sintetiza distintos tipos de metabolitos con accién insecticida:

a- y B-exotoxinas

Ambas tienen actividad insecticida pero no son especificas de insectos. La oa-
exotoxina es una proteina termosensible producida durante la fase de crecimiento
vegetativo de la bacteria, que presenta toxicidad frente a ratones y lepidopteros (Krieg,
1971). Las B-exotoxinas, por su parte, son derivados de adenosina termoestables y actiian
inhibiendo la trascripcién de proteinas al interferir con la RNA polimerasa dependiente de
DNA, ya que se trata de analogos del ATP y compiten por su sitio de unién en el enzima
(Sebesta et al., 1981).

Proteinas insecticidas vegetativas (VIPs)

Estas proteinas, de muy reciente descubrimiento, se sintetizan durante la fase de
crecimiento logaritmico vegetativo, antes de la esporulacion (Estruch et al., 1996).
Presentan actividad inecticida frente a plagas de lepidopteros que son menos sensibles a las
8-endotoxinas de Bacillus thuringiensis, con las que no tienen ninguna homologia
estructural que sugiera un modo de accién similar.

d-endotoxinas 6 ICPs (Insecticidal Crystal Proteins)

Estas toxinas, también conocidas como ICPs o proteinas Cry, se sintetizan durante
la esporulacion de la bacteria, en forma de inclusiones cristalinas paraesporales, que
representan del 20 al 30% del peso seco de un cultivo esporulado. Su toxicidad, altamente
especifica frente a diversas especies de insectos plaga, junto con el hecho de que estén
codificadas por genes unicos (que resultan candidatos idéneos para la modificacién
genética), han convertido a las ICPs de Bacillus thuringiensis en la clave para la utilizacién
de este organismo como insecticida bioldgico. Ademas, el hecho de que diferentes cepas de
Bacillus thuringiensis sean capaces de sintetizar mas de un cristal, que a su vez puede
estar compuesto de diferentes toxinas, ha incrementado el potencial comercial de esta

bacteria como bioplaguicida.

3.3 Las §-endotoxinas 6 ICPs
3.8.1 Analisis genético de las 5-endotoxinas
La mayoria de los genes que codifican las ICPs 6 genes cry, estian localizados en
plasmidos de tamaiio variable (Gonzalez et al., 1981), aunque algunos de ellos también han
sido observados en el cromosoma de Bacillus thuringiensis (Klier et al., 1982; Kronstad et
al., 1983; Carlson y Kolsto, 1993). Estos genes se expresan normalmente durante la fase
estacionaria de la célula bajo el control transcripcional de factores ¢ dependientes de la

esporulacién.
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Actualmente se han caracterizado 96 genes que codifican 3-endotoxinas, aunque
algunos de ellos presentan secuencias muy similares y podrian por tanto representar
variantes de un mismo gen.

Los genes cry presentan una estructura tipo transposén al estar flanqueados por
dos conjuntos de repeticiones invertidas y algunos de ellos contienen también un elemento
transponible (Lereclus et al., 1989). Ademas, se ha observado que algunos de los plasmidos
que contienen estos genes pueden ser transferidos a otras cepas, mediante un proceso
semejante a la conjugacién (Gonzalez et al., 1982; Reddy et al., 1987), credndose asi nuevas
combinaciones. Todo ello puede explicar la multiplicidad de genes cry encontrados en
plasmidos diferentes y el diverso espectro de actividad de Bacillus thuringiensis.

La gran diversidad existente entre las cepas de Bacillus thuringiensis puede
explicarse también por otros fenémenos, tales como la pérdida espontdnea de los plasmidos
(Carlton y Gawron-Burke, 1993) o la posible coevolucién de los genes bacterianos que
codifican las toxinas y los genes de las proteinas diana en los distintos huéspedes, de
manera que cuando un insecto desarrolla resistencia frente a una cepa, se produciria una
presién de seleccién favorable para el desarrollo de otra cepa microbiana diferente
(Feitelson et al., 1992).

3.3.2 Clasificacion de las §-endotoxinas

El hecho de que el espectro de toxicidad de las distintas variedades de Bacillus
thuringiensis dependa de las ICPs (Lereclus et al., 1993), llevé a Hofte y Whiteley (1989) a
proponer una nomenclatura uniforme y un esquema de la clasificacién basada en los genes
cry que codifican para estas proteinas y en la especificidad de su actividad insecticida.
Hasta ese momento se habian clonado y caracterizado 42 genes cry, muchos de los cuales
tenian secuencias muy similares. Considerando que las clases con secuencias casi idénticas
correspondian a variantes de un mismo gen, se realizé una clasificacion de 14 genes. De
ellos, 13 codificaban para proteinas Cry y el Gltimo para la proteina citolitica CytA. Los 13
genes cry se dividieron en 4 clases: cryl, especificos contra lepidépteros; cryll, especificos
contra lepidépteros y dipteros; crylll especificos contra coleépteros y crylV, especificos
contra dipteros, mientras que el gen cytA, encontrado en cepas de Bacillus thuringiensis
subsp. israeliensis, codifica para una proteina de 27 kDa que presenta actividad citolitica
contra células de vertebrados e invertebrados. Posteriormente, se ha continuado
describiendo nuevos genes de Bacillus thuringiensis que codifican para otras proteinas Cry,
algunos de los cuales son especificos frente a nematodos, protozoos, tremétodos, acaros e
himenépteros (Feitelson, 1993), ademas de otros genes cyt, que codifican proteinas con

actividad citolitica.
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Aunque la clasificacion de Hofte y Whiteley es muy 1til, cada vez han ido
apareciendo mas casos en los que no se cumplen los supuestos bajo los que esta realizada.
Por ejemplo, CryIlA(b) y CrylIC presentan actividad frente a dipteros (Smith, 1995), y CrylB
frente a coledpteros (Bradley et al., 1995), a pesar de que todos ellos estan clasificados como
especificos para lepidopteros (grupo Cryl). También se ha encontrado que CrylIlA, CrylIIA y
CryIVD son activas frente al homéptero Macrosiphum enphorbiae (Walters y English,
1995). Asi, Crickmore et al. (1995) han sugerido una nomenclatura revisada de los genes cry
de Bacillus thuringiensis basada tunicamente en la identidad de la secuencia de
aminoacidos de las correspondientes proteinas. En este nuevo sistema, los nimeros
romanos son sustituidos por niimeros arabigos y eliminados los paréntesis. Usando el
programa de ordenador ClustalW se calcularon los porcentajes de semejanza entre pares de
toxinas .y mediante el programa Neighbor, se: realizé la- conversién de esos datos en un:
dendograma. De los 22 grupos de secuencias similares establecidas, 20 de ellas
corresponden a proteinas Cry (de Cryl a Cry16) y los otros dos restantes a proteinas Cyt
(CytA y CytB). En la Figura 3, las tres lineas verticales trazadas representan
aproximadamente el 46%, 78% y 96% de similitud de secuencia de aminoicidos, y definen
cuatro categorias. De izquierda a derecha, la primera divisién (similitudes hasta el 46%)
marca las diferencias entre los 22 grupos de proteinas Cry y Cyt (niimero aribigo); la
segunda division (diferencias de similitud del 46% al 78%) es la que define la primera letra
(maytscula) al nombrar las ICPs, mientras que la tercera divisién (diferencias de similitud
del 78% al 96%) define la segunda letra (mintiscula). La cuarta divisién esti compuesta por

toxinas que difieren en menos de un 96%, es decir, alelos de un mismo gen.
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CRYIAD
CRYIAf
CRYIAd
CRYIFa

CRYIGb
CRYIDb
CRYIHa
CRYIHb
CRYICb
CRYIEb
CRYlJa
CRYUDb
CRYIBb
CRYIBc¢

CRYIBd
CRYIBa

CRYilb
CRY7Ab
CRY9Da

CRY3Bb

CRYIOAa

CYTIAb
CYTIBa

CRYbAa

46% 8% 96%

Identidad de secuencia aminoacidica en

Figura 3.- Relaciones entre las secuencias de aminoacidos de las proteinas Cry determinadas
mediante el analisis de alineamiento multiple ClustalW (Crickmore efaL. 1997). Las lineas
verticales demarcan los cuatro niveles de similitud de secuencia de los que se habla en el texto.

3.3.3 Estructura de las 5-endotoxinas
Los genes cry codifican protoxinas de pesos moleculares comprendidos entre 50 y

140 kDa que son activados por la accion de proteasas del intestino medio de los insectos que
los ingieren, al ser eliminados péptidos de los extremos N- y/o C-terminal. El alineamiento
de las secuencias de aminoacidos resultantes permite analizar su similitud o divergencia.

Asi, Hofte y Whiteley (1989) identificaron cinco bloques en la zona resistente a proteasas
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con secuencias altamente variables y de diferentes tamafios dependiendo del tipo de
proteina. Atendiendo a la presencia o ausencia de estos bloques, Schnepf et al. (1997)
distinguen tres tipos diferentes de proteinas Cry (Fig 4). El primer grupo estd formado por
las ICPs que presentan los cinco bloques conservados (Cryl, Cry3, Cry4, Cry7, Cry8, Cry9y
Cry 10). El segundo grupo esta formado por toxinas que presentan conservados los bloques
i, 2, 4y 5 (Cry5, Cry12, Cryl3 y Cry14). Aqui existe un nuevo bloque conservado (alt3) que
no se encuentra en el primer grupo, pero ambos grupos presentan tres bloques conservados
en la zona que se proteoliza (bloques 6, 7y 8). El tercer grupo lo constituyen las ICPs Cry2
y Cryll, con unicamente el bloque 1 conservado, ademds de una variante del bloque 2
(var2) y la aparicion de un nuevo bloque conservado (alt4). Cry6 y Cry15 no mostraron
ninguna homologia con los bloques conservados.

El hecho de que todas las proteinas Cry, a excepcion de Cry2 y Cryll posean un
tramo de aminoacidos hidrofébicos en el extremo N-terminal sugiere que esta region sea la
implicada en la interaccion de la ICP con el intestino medio de los insectos (Hofte y Whitley,
1989). Ademas, se puede observar que las ICPs presentan un alto grado de conservacion de
residuos internos, lo que induce a pensar que las proteinas homologas adoptaran un

plegamiento similar.

Donan 1 Domanll  Doman Il

CnlAl

&T2A C
o 1 . — ¥Ym

Figura 4.- Representacién esquemaitica de los bloques conservados en
las diferentes proteinas Cry (citado en Denolf, 1997). Los rectangulos
sombreados indican la posicion y el tamafio relativo de los bloques conservados
en cada caso. Los rectangulos no sombreados corresponden a posibles
secuencias alternativas de poca o ninguna homologia.

17



Introduccion

Actualmente se ha determinado la estructura terciaria, mediante cristalografia de
rayos-X, de dos proteinas Cry: Ciy3A, especifica para coledpteros (Li et al., 1991) y CrylAa,
toxica para lepidopteros (Borisava et al., 1994).

Cry3A presenta tres dominios estructurales distintos (Figura 5). El dominio I consta
de 290 aminoacidos del extremo N-terminal y es un cluster de siete hélices a, seis de las
cuales se disponen alrededor de una central que ademas es hidrofoba. Las hélices 1y 7, que
se situan cerca del dominio II son ricas en residuos hidréfobos, mientras que las hélices a2,
ci3, cxdy a6, que estan encaradas hacia el exterior, son relativamente hidréfilas. E1 dominio
II esta constituido por tres hojas P, estructuralmente homologas y dispuestas formando una

columna. El dominio III contiene varias cadenas P antiparalelas (Li et al., 1991).

Figura 5.- Estructura cristalografica propuesta para la
proteina Cry3A (Liet al., 1991)

El estudio cristalografico de CrylAa (Figura 6) ha mostrado que esta molécula
contiene también tres dominios: un haz formado por ocho hélices, desde el aminoacido 34 al
250, otro dominio de tres hojas P(aminoacidos 258 a 457) y un tercer dominio en p-sandwich
(aminoacidos 463 a 600) (Grochulski ef al., 1995). El plegamiento de estos tres dominios es

similar a los de la proteina Cry3A.

Figura 6.- Estructura cristalografica propuesta para la proteina
18 CrylAa (Grochulski et al., 1995)
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Poder disponer de las estructuras tridimensionales de las toxinas CrylAa y Cry3A,
asi como de los resultados de los ensayos de toxicidad con ICPs hibridas y mutantes, ha
permitido establecer relaciones de estructura-funcién entre las secuencias de aminoacidos
de las ICPs y su interaccién con la membrana epitelial del intestino medio de los insectos
susceptibles. Asi, se piensa que el dominio I estaria implicado en la formacién de poros en la
membrana, mientras que los dominios II y III estarian relacionados con la unién al receptor
y la especificidad de las ICPs.

3.4 Modo de accion de las §-endotoxinas de Bacillus thuringiensis

Como las ICPs de Bacillus thuringiensis no pueden penetrar a través de la cuticula
de las larvas, deben ser ingeridas para poder llevar a cabo su accidén téxica. Asi, cuando una
larva de un insecto susceptible ingiere una toxina, se desencadenan en su intestino una
serie de procesos que conducen a cambios fisiolégicos que'ﬁna]izan con su muerte. Por lo
general, el intestino se paraliza, cesa la ingestion de alimentos y la larva muere al cabo de
unos dias (Heimpel y Angus, 1959). Los efectos patologicos de la intoxicacion se manifiestan
principalmente en el intestino medio del insecto, que consta de un epitelio formado por una
monocapa de células situado sobre una membrana basal. El epitelio intestinal esta formado
principalmente por tres tipos de células: las células columnares, que tienen una funcién
digestiva y de absorcion, las células calciformes, que estidn implicadas en el transporte de
iones, y las células regenerativas (Figura 7). Durante su diferenciaciéon, las células
columnares forman numerosas microvellosidades en su parte apical, lo que se denomina
borde estriado o en cepillo. Las células calciformes se caracterizan por tener una gran
cavidad oval que est4 en contacto con el lumen, y presentan el nicleo en posicién basal. Las
células regenerativas son pequefias y triangulares, y se distribuyen, individualmente o en
grupo, entre las células columnares y las calciformes. En el lumen del tracto intestinal de la
mayoria de los insectos, y bordeando el epitelio, se encuentra la membrana peritréfica, cuya
funcién es proteger el epitelio de los dafios producidos por posibles ataques bacterianos o
por las particulas de comida (Dow, 1986), y permite el paso de macromoléculas de peso
molecular inferior a 60 kDa (Adang y Spence, 1982).
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Figura 7.- Esquema del epitelio intestinal del intestino medio
de una larva de insecto. MB: membrana basal, CC: célula
columnar, CCA: célula calciforme, CR: célula regenerativa, BB:
borde estriado, N: nucleo.

El primer efecto producido por la ingestion de las 5-endotoxinas es el
aumentode volumen de las células columnares, de tal manera que las microvellosidades se
acortan y quedan practicamente integradas dentro de las células. A continuacion, el
citoplasma se vacuoliza y el reticulo endopldsmico y las mitocondrias se desintegran
gradualmente. El epitelio pierde su funcionalidad, lo que conduce a un intercambio de
fluidos Ubre entre la hemolinfa y el lumen intestinal, rompiéndose el equilibrio osmético. El
resultado final es la lisis celular y la destruccion del intestino (Endo y Hishiitsutsuje-Uwo,
1980; Liithty y Ebersold, 1981; Mathavan ef al,, 1989; Bauer y Pankratz, 1992).

Los procesos bioquimicos necesarios para que las ICPs de Bacillus
thuringiensis lleven a cabo su accion toxica son los siguientes:

1.- Soluhilizacién del cristal v procesado proteolitico

Las 5-endotoxinas se sintetizan en forma de protoxina dentro de las
inclusiones cristalinas paraesporales. Para ejercer su accidon insecticida, las protoxinas
deben ser primeramente solubilizadas en el intestino y posteriormente activadas, ya sea por
proteasas del intestino del insecto o por proteasas asociadas a los propios cristales (Thurley
et al., 1985; Dow, 1986; Canon ef al., 1989).

El alto pH del intestino de la mayoria de los insectos diana (Dow, 1984) es
esencial para la disolucion de la mayoria de los cristales, que normalmente se disuelven a
pH superiores a 9.5, liberdndose las 5-endotoxinas. Se ha comprobado que tanto la
composicion del lumen del intestino como la composicion del cristal de Bacillus
thuringiensis influyen en la eficacia de la solubilizacion (Jaquet et al., 1987; Aronson et al.,
1991), y en la especificidad de las ICPs.

Por su parte, la activacion de las toxinas es realizada por serin-proteasas, que

eliminan normalmente 500 aminoacidos del extremo C-terminal de las protoxinas de 130
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kDa y 28 aminoacidos del extremo N-terminal, conservando un fragmento activo de 60-78
kDa resistente a proteasas y que comprende la mitad N-terminal de la protoxina (Lecadet y
Dedonder, 1967; Tojo y Aizawa, 1983). Las proteinas de 70 kDa como las Cry2, Cry3 y
Cry4D se pueden considerar formas truncadas naturalmente de la mitad N-terminal de las
proteinas Cry de 130 kDa y no sufren proteolisis en su extremo C-terminal (Hodgman y
Ellar, 1990). Sin embargo, en el extremo N-terminal de Cry2 y Cry3A si que se eliminan
algunos aminoacidos (Adang, 1991; Carrol et al., 1989).

Del mismo modo que la solubilizacién, la proteolisis también puede determinar la
especificidad de las 6-endotoxinas. Por ejemplo, una ICP de Bacillus thuringiensis aizawai,
toxica para larvas tanto de lepidépteros como de dipteros, retiene su actividad contra
especies de los dos grupos tras ser activada por proteasas del intestino de lepidépteros. Sin
embargo, cuando se trata con contenido intestinal procedente de dipteros, la toxicidad sélo
se mantiene contra especies de este grupo (Haider et al., 1986).

2.- Interaccion del fragmento téxico con las células del intestino

Tras la ingestion del cristal, su solubilizacion en el lumen del intestino medio y la
activacion de las protoxinas individuales, el tejido diana de las ICPs es el epitelio del
intestino medio del insecto, al que se unen especificamente.

Esto se ha demostrado mediante experiencias de incubacién de secciones
histolégicas del intestino larvario con las toxinas de Bacillus thuringiensis o el analisis de
la unidn in vivo de toxinas al epitelio intestinal tras ensayos de ingestién forzada de estas
proteinas en larvas susceptibles (Bravo et al., 1992a; Bravo et al., 1992b; Denolf et al.,
1993a; Denolf el al., 1993 b; Escriche et al., 1994; Estada y Ferré, 1994; Ravoahangimalala
y Charles, 1995). Los experimentos de unién in vitro utilizando vesiculas de la membrana
intestinal del insecto (constituidas mayoritariamente por la membrana apical del borde en
cepillo de las células columnares del intetino), y 8-endotoxinas marcadas con 125 también
muestran una correlacién entre la toxicidad de las ICPs y la existencia de sitios de unién de
alta afinidad para los mismos en las vesiculas de membrana (Wolfesberger et al., 1986;
Hofmann et al., 1988a; Hofmann et al., 1988b; Van Rie et al., 1989; Van Rie et al., 1990a; Li
et al., 1992; Denolf et al., 1993a; Thara et al., 1993; Escriche et al., 1994; Estada y Ferré,
1994; Liang et al., 1995; Lee et al., 1997). Los resultados sugieren que los receptores de las
d-endotoxinas en el epitelio intestinal de las larvas susceptibles determinan su
especificidad, y que su toxicidad podria resultar tanto del niimero de receptores presentes
como de la afinidad de las ICPs por los mismos.

Sin embargo, algunos experimentos han demostrado que esta correlacién no se
cumple en todos los casos. Por ejemplo, en la plaga forestal Lymantria dispar, la ICP
CrylAb resulta mas tdxica que CrylAc y sin embargo, los parametros bioquimicos de la

unién toxina-receptor obtenidos en las experiencias de competencia homéloga demuestran
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que CrylAc tiene mayor afinidad por los sitios de unién a la membrana intestinal que
CrylAb (Wolfesberger, 1990). En el caso de Spodoptera frugiperda, tampoco se pudo
correlacionar la toxicidad de CrylAc con los sitios de uni6n al epitelio del intestino
(Garczynsky et al., 1991). Por otro lado, el modelo de unién de CrylE a vesiculas de
membrana de Manduca sexta y Spodoptera littoralis no refleja su toxicidad in vivo frente a
estos dos insectos (Van Rie et al., 1990a). De todo esto se deduce que la unién de la ICP al
receptor del epitelio intestinal es importante, pero sélo para una parte del proceso
insecticida.

En los ultimos afios, se ha realizado un esfuerzo muy importante para conseguir la
identificacion de los receptores para las toxinas de Bacillus thuringiensis en los insectos
diana, moléculas de la membrana intestinal de las que se desconoce tanto su funcién real
como el modo en que estin implicadas en la accién de las ICPs.

La aproximacién experimental que mas se ha utilizado para lograr esta
identificacion es mediante la técnica del “ligand-blot”, con la que las proteinas de vesiculas
de membrana son separadas mediante electroforesis y posterior transferencia a filtros de
nitrocelulosa, y las posibles proteinas receptoras se identifican mediante anticuerpos contra
las toxinas o utilizando ICPs marcadas radiactivamente. Ademas, para poder demostrar de
manera inequivoca que estas moléculas son los receptores de Bacillus thuringiensis, debe
confirmarse que, en presencia de toxina, son capaces de provocar la formacién de poros
después de ser reconstituidas en bicapas lipidicas donde no estén presentes otras proteinas.

Los primeros estudios se realizaron con cultivos de lineas celulares de insectos.
Utilizando la linea celular CF-1 del lepidéptero Choristoneura fumiferana se demostré que
las ICPs de la cepa Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki HD-1, CrylAa y CrylAb, se
unian a una glicoproteina de 146 kDa (Knowles y Ellar, 1986). Posteriormente, estos
estudios se extendieron a vesiculas de membrana obtenidas directamente de intestinos de
insectos. Asi, en Heliothis virescens se ha demostrado que CrylAa y CrylAb se unen a la
misma proteina de 170 kDa, mientras que CrylAc se une a dos proteinas de 140 y 120 kDa
(Oddou et al., 1991). En Spodoptera littoralis, Cry1C se une a dos proteinas de 40 y 65 kDa,
y CrylAc a una de 40 kDa y débilmente a otra proteina de 120 kDa (Garczynsky et al.,
1991; Sanchis y Ellar, 1993). Cuando se incuban vesiculas del borde en cepillo de la
membrana intestinal de Spodoptera littura' y Bombyx mort con proteinas de la cepa Bacillus
thuringiensis subsp. kurstaki HD-1, se identifican proteinas de 220, 150 y 130 kDa en
Bombyx mort y de 160 kDa en Spodoptera littura (Indrasith y Hori, 1992). En Manduca
sexta, CrylAc se une a una proteina de 120 kDa (Knowles et al., 1991; Garczynsky et al.,
1991; Sangadala et al., 1994, Knigth et al., 1994), CrylAb a otra proteina de 210 kDa
(Vadlamudi et al., 1993) y CrylC a una de 106 kDa (Luo et al., 1996). También se ha

identificado en vesiculas de membrana de este insecto una proteina de 210 kDa capaz de
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unir CrylAa, CrylAb y CrylAc (Martinez-Ramirez et al,, 1994; Martinez-Ramirez, 1995;
Francis y Bulla, 1997). En Lymantria dispar una proteina de 120 KDa también es capaz de
unir CrylAc (Valaitis et al., 1995). En el Uinico coledptero en el que hasta el momento se ha
identificado una protema de unién para una ICP es en Tenebrio molitor, en el que se ha
detectado union de Cry3A a una proteina de 144 kDa (Belfiore et al., 1994). En dipteros,
recientemente se ha encontrado una proteina de 148 kDa y otra de 78 kDa a las que se une
Cry4D en Anopheles stephensi 'y Tipula oledacea, respectivamente (Feldmann et al., 1995).
En la Tabla I se citan algunas de las proteinas de membrana descritas hasta el momento

con capacidad de unir 5-endotoxinas de Bacillus thuringiensis.

Tabla I.- Proteinas de membrana intestinal capaces de unir las ICPs de Bacillus
thuringiensis en distintos insectos plaga

Insecto Toxina Receptor Referencia*
(kDa)
Manduca sexta CrylA(a) 210 1
CryIA(b) 210 12
CrylA(c) 210,120 1,345

CrylC 106 13

Pieris brassicae CrylA(c) 125 3
Heliothis virescens CiylA(a) 170 89
CrylA(b) 170 8,9
CrylA(c) 140,120 8,9

155,120,103, 6

90,63 3

Clc 68,50 g

40

Spodoptera littoralis CrylA(a) 160 9

CrylA(b) 160 9

CrylA(c) 125,115 9

(120), 40 7
CrylC 40 7,9

Spodoptera exigua CrylA(a) 200,180 9

CryIA(b) 200, 180 9

CrylA(c) 130,115 9

CrylC 40 9

Spodopterafrugiperda CrylA(c) 148 6
Lymantria dispar CrylA(c) 120 10
Tenebrio molitor CryllIA 144 1
Anopheles stephensi CrylVD 148 12
Tipula oledcea CrylVD 78 12

* 1) Martinez-Ramirez et al. (1994); 2) Vadlamudi et al. (1993); 3) Knowles et 0/.(1991)

4) Knight et al. (1994); 5) Sangadala et al. (1994); 6) Garczynski et a/.(1991); 7) Sanchis y Ellar
(1993); 8) Oddou et al. (1991); 9) Oddou et al. (1993); 10) Valaitis et al. (1995); 11) Belfiore et al.
(1994); 12) Feldmann et al. (1995); 13) Luo et al. (1996)
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No se conoce mucho acerca de la naturaleza molecular de estas proteinas capaces de
unir las toxinas de Bacillus thuringieinsis. Su condicion de glicoproteina se dedujo a partir
del tratamiento de vesiculas de membrana con glicosidasas o la adicion de azacares
previamente a la realizacién de experimentos de unién de CrylB en Pieris brassicae
(Hofmann et al., 1988a), de CrylAb en Manduca sexta (Hendrickx, 1992) y de ICPs de
Bacillus thuringiensis subsp kurstaki en Bombyx mori y Spodoptera littura (Indrasith y
Hori, 1992). Se desconoce si las cadenas de azhcares estan implicadas directa o
indirectamente en la uni6n de las toxinas, ya sea constituyendo parte del epitopo de unién o
manteniendo la estructura de las proteinas de unién. Ademas, tampoco se conoce si estos
carbohidratos se encuentran unidos al receptor por una N- 6 O-glicosilacién (Knight et al.,
1995; Gill et al., 1995; Denolf et al., 1996) o bien forman parte de un anclaje tipo
glicosilfosfatidilinositol (GPI), que facilite la agregacién de toxina y la insercién en la
membrana de borde en cepillo del intestino del insecto (Garczynski y Adang, 1995). Este
ultimo tipo de anclaje ha sido descrito para las proteinas de membrana que unen CrylAc en
Manduca sexta (Knight et al., 1995; Garczynski y Adang, 1995; Masson et al., 1995b; Luo et
al., 1996) y Lymantria dispar (Lee et al., 1996), asi como para las proteinas de unién de
CrylAb en Manduca sexta y Plutella xylostella (Denolf et al., 1996).

Hasta el momento, se ha logrado la identificaciéon de dos tipos de moléculas que
pueden funcionar como receptores de ICPs en la membrana intestinal de los insectos. Por
una parte, una glicoproteina tipo cadherina de 210 kDa que une CrylAb en Manduca sexta
(Vadlamudi et al., 1995), cuya funcibén en el epitelio intestinal del insecto es desconocida. El
segundo tipo de receptores de ICP corresponde a proteinas del tipo aminopeptidasas-N.
Este es el caso de las proteinas de 120 kDa que unen CrylAc en el intestino de Manduca
sexta (Knight et al., 1994; Sangadala et al., 1994; Knight et al., 1995), Heliothis virescens
(Gill et al., 1995) y Lymantria dispar (Lee et al., 1996). También la proteina de 120 kDa a la
que se une CrylAb en Manduca sexta (Denolf et al., 1996) y una proteina homdloga del
intestino de Plutella xylostella (Denolf et al., 1996), asi como la proteina de 106 kDa que
une CrylC en Manduca sexta (Luo et al., 1996) pertenecen a la familia de las
aminopeptidasas-N. In vivo, parece ser que estos enzimas contribuyen a la hidrélisis de
proteinas parcialmente digeridas en el intestjno (Lee y Amstee, 1995; Undenfriend y
Kodokula, 1995). Ademas, como las aminopeptid;’l—xsas-N en mamiferos estan involucradas en
el transporte de aminoacidos dependientes de Na* (Plakidou-Dimock et al., 1993), se ha
especulado que el efecto de las 8-endotoxinas de Bacillus thuringiensis sobre el transporte

de aminoacidos dependiente de K* esté mediado por este tipo de proteinas (Denolf, 1997).
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3.- Formacién del poro

Tras unirse a un receptor especifico, las ICPs se insertan irreversiblemente en la
membrana plasmética de la célula (Van Rie ef al., 1989; Van Rie et al., 1990a). El paso
siguiente implica la formacién de un poro o lesion en la membrana, lo que conduce a la
ruptura de la barrera de permeabilidad de la misma y a la lisis celular. La confirmacion de
que estos poros se pueden producir se ha realizado mediante estudios con bicapas lipidicas
y varias toxinas (Knowles et al., 1989; Slatin et al., 1990) y estudios de perfusién luminal in
vitro (Peyronnet et al., 1997). Sin embargo, se desconoce ain si estos poros son
inespecificos, selectivos Ginicamente para el tamafio de las moléculas a las que permiten el
paso (Knowles y Ellar, 1987), o especificos para K*, como parecen indicar los experimentos
realizados por Sacchi et al. (1986) en Pieris brassicae, en los que el transporte de
aminoacidos a través de las vesiculas, que es dependiente del gradiente de K*, es inhibido
por las proteinas Cry.

Se han propuesto tres modelos para el papel de los receptores de ICPs de Bacillus
thuringiensis en relacién al mecanismo de formacién de canales iénicos (Knowles y Dow,
1993):

o El receptor es por si mismo un canal transmembrana que puede ser
abierto por la toxina. En este caso se esperaria observar una correlacion directa
entre unién de la toxina y formacién del poro, pero esta relacién no se cumple
para todas las JCPs. Como ya hemos indicado, algunas toxinas manifiestan alta
afinidad por vesiculas del intestino de insectos para las que no son téxicas
(Wolfesbesrger, 1990; Garczynski et al., 1991).

e La toxina junto con el receptor forma un poro. Exiten ciertas
evidencias de que CrylAc es capaz de formar poros cuando se inserta en bicapas
lipidicas, y que estos poros son diferentes cuando lo hace en presencia de
proteinas de vesiculas de Manduca sexta (Knowles y Dow, 1993).

o El receptor cataliza la asociacién de la toxina y su insercién en la
membrana, pero no juega ningin otro papel en la formacién del poro.

Para este modelo existen dos posibilidades:

1. El receptor actiia simplemente como un punto de anclaje
para la toxina, aumentando su concentracion en la superficie de la
membrana.

2. La unién al receptor produce un cambio conformacional en la
toxina que la capacita para insertarse en la membrana. Este modelo
implicaria que el receptor seria esencial para la formacién del poro y que
la toxina no podria insertarse en la membrana sin el cambio

conformacional.
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Existen evidencias a favor de los tres modelos, pero mientras no se purifique un

receptor funcional y se caracterice su interaccion con las toxinas sera muy dificil decantarse

por uno de ellos.

3.5 Ensayos de toxicidad con las ICPs de Bacillus thuringiensis

La toxicidad de los insecticidas en general se ha estimado hasta ahora mediante
bioensayos en los que el efecto del incremento de las dosis se expresa como una curva dosis-
mortalidad. Estas curvas tienen una forma sigmoidal pero se pueden convertir en lineas
rectas asumiendo el modelo probit (Finney, 1962), que representa las dosis expresadas en
logaritmos frente a la mortalidad expresada en “probits". El efecto de la mortalidad del
insecticida se expresa en términos de LDM(dosis que provoca la muerte de la mitad de los
individuos sujetos a prueba) y se caracteriza por la pendiente de la recta obtenida. Esta
pendiente indica el grado de variabilidad en respuesta al tratamiento dentro de la poblacién
de insectos. Cuanto mas bfqa sea la pendiente, mas alta es la variabilidad y esto significa
que generalmente se requieren grandes cantidades del agente de control para producir una
mortalidad del 100%.

En el caso concreto de Bacillus thuringiensis, los ensayos de toxicidad y la
determinacion de la LDWy la pendiente de las curvas dosis mortalidad, tanto de las ICPs
individuales como de los productos comerciales, han resultado de gran utilidad en la
cuantificaciéon de la toxicidad de nuevas cepas o formulaciones, en la deteccion del
desarrollo de resistencia y en la estima periddica de la actividad de los formulados
comerciales para determinar su potencia y asegurar la produccién estandarizada de los
mismos (Dulmage, 1975). En la Tabla II se muestra la toxicidad de diferentes toxinas del
grupo CrylA en varias especies de plagas forestales..

Tabla II.- Toxicidad de la cepa HD-1 y proteinas CrylA, expresadas como FFD,,
(“Frase failure dose”) en siete especies forestales. Cf: Choristoneura.fumiferana, Co:

Choristoneura occidentalis, Cp: Choristoneura pinus, O 1: Orgyia leucostigma, 1.d: Lymantria
dispar, Md: Malcosoma disstria y Af: Actebia fennica.

No. of Iw ». FED.. (infof lox GMOMM O 1i<M 935
Specin Touo (no. oFdiluiiou) Slopt t SE Pl _
Lovar Upper
Cf HD-1 210 (10) 1.84 £ 041 16.0 12.5 222
CrylAW 200(8) 232£0.» 12.6 8.4 18.6
CrylAfty) 160(8) 2.16 * 0.29 13.2 10.0 174
CrylAW 220 (9) 141 £ 0.17 27» 19.1 40.2
Co HD-1 170(6) 1.83 £ 0.26 18.1 134 27.0
ClyIAx;) 23011} 128 £ 0.13 11.6 64 194
CrylAfty) 190(7) 1.56 £ 0.21 10.8 54 19.6
CrylAW 210(9) 1.33 £0.18 57.6 41.6 82.4
Cp HD-1 160(7) 2.19 £ 0.30 13.1 1.5 19.2
CrylAW 130 (7) 1.67 £ 0.24 M 14 19.8
CrylAft») 160(7) 2.63 £ 035 174 11.7 24
CrylAW 160(7) 2.28 £ 0.30 374 284 48.7
01 HD-1 220(9) 1.40 £ 0.18 93.8 444 1624
CrylAW 250(9) 1.10 £ 0.14 526 36.2 764
CrylAfty) 230(10) 1.49 £ 0.16 25.0 15.1 40.1
CrylAW 100(8) 1.56 £ 0.28 360 270 906
Ld HD-1 160(8) 1.59 £ 0.24 286 19.2 40.0
CrylAW 190(8) 1.37 £ 0.18 56.2 279 102.»
CiylAlb) 180(9) 2.07 £ 025 22.0 16.6 28.»
CrylAW 90(6) 2.87£ 0.71 2.484 1473 3440
Md HD-1 230 (10) 1.39 £ 0.19 24.0 15.» 35.0
CrylAW 160(7) 1.08 £ 0.19 36.» 124 83.2
CrylAfty) 160(7) 1.66 £ 0.24 254 15.1 39.6
CrylAW 21000) 125 £ 0.16 26.5 11.8 514
Af HD-1 50(1) >3400
CrylAW 50(1) >3400
CrylAfty) 30(1) >3400

CrylAW 50(1) >3400
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La potencia de los preparados comerciales basados en Bacillus thuringiensis se
determina mediante la realizacion de ensayos paralelos del producto y de un estandar, que
actualmente es la cepa HD-1-S-1980 para Bacillus thuringiensis var. kurstaki, con larvas
de cuatro dias de Trichoplusia ni en dieta artificial (Beegle et al., 1986). La potencia es el
ratio de la LCso del estdndar respecto del producto evaluado, multiplicado por la potencia
definida para el estandar en Unidades Internacionales (IU):

LCso (HD-1-S-1980)/ L.Cso (producto) x 16000 IU/mg = Potencia del producto

Segiin el objetivo del estudio y la informacién que se deseaba obtener, para
optimizar la eficacia de los ensayos de toxicidad de Bacillus thuringiensis en distintos
insectos plaga, se han desarrollado numerosas alternativas en las que se contemplan
variaciones en los estadios de las larvas tratadas (primeros o Gltimos), modo de ingestion
(en dieta natural o artificial, o0 mediante ingestién forzada) o efecto evaluado (mortalidad,

ausencia de deposiciones, pérdida de peso, inhibicién de la muda, etc.).

3.6 Resistencia a las ICPs de Bacillus thuringiensis

La resistencia a insecticidas, entendida como el proceso de seleccién y adaptacién
genética que permite a una poblacién escapar al control, puede ser uno de los mayores
problemas a los que se enfrente la agriéultura y la salud publica en el préximo siglo. Cada
tipo de insecticida nuevo que se ha utilizado ha producido, en mas o menos tiempo, la
adaptacion de los insectos plaga a sus efectos, de manera que en la actualidad, se han
descrito mas de quinientas especies de artrépodos resistentes a algin insecticida
(Georghiou y Lagenes, 1988). La resistencia tiene como resultado un incremento en las
frecuencias de aplicacion de los plaguicidas, asi como el aumento de las dosis a utilizar, lo
que disminuye su rendimiento y produce un mayor dafio al medio ambiente. Por esto, cada
vez esti mas clara la necesidad del planteamiento de estrategias de uso de los insecticidas
que impidan o retrasen la aparicion de resistencias.

Respecto al desarrollo de resistencia, Bacillus thuringiensis no es diferente de los
otros insecticidas, y después de aproximadamente 30 afios de su uso continuado en el
control de plagas, ya se ha detectado la aparicion de resistencia en ciertas zonas (Stone et
al., 1991; Tabashnik, 1994).

La dnica especie que, de momento, ha desarrollado resistencia a Bacillus
thuringiensis en el campo es Plutella xylostella, detectandose poblaciones naturales
resistentes en Hawaii, Filipinas, Florida, Japon, Malasia, Tailandia (Tabashnik et al., 1994)
y América Central (Pérez y Shelton, 1997). Ademas, experimentos de seleccién en el
laboratorio han demostrado que pueden desarrollar resistencia a Bacillus thuringiensis
otras especies como: Plodia interpunctella (McGaughey, 1985a y b), Heliothis vierescens
(Stone et al., 1989; Maclntosh et al., 1991; Gould et al., 1992), Trichoplusia ni (Estada y
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Ferré, 1994); Leptinotarsa decemlineata (Whalon et al., 1993), Lobesia botrana (Piedrafita,
1996), etc.
3.6.1 Mecanismos de resistencia a Bacillus thuringiensis

El mecanismo por el que un insecto desarrolla resistencia a una cierta toxina esta
inevitablemente ligado a su modo de accién. En el caso de Bacillus thuringiensis, este modo
de accién es complejo y consta de varios pasos, de manera que la alteracion en alguno de
ellos podria conducir al desarrollo de resistencia. Asi, cambios en el fluido intestinal
(composicién iénica, pH, etc.) podrian afectar a los procesos de solubilizacién de las ICPs.
De igual manera, alteraciones en la proteolisis o activacion de las toxinas, en las proteinas
receptoras de las 3-endotoxinas, o en otras asociadas a ellas, o en la membrana peritréfica
del insecto (que actia como filtro antes de la unién toxina-receptor), etc., podrian dar como
resultado una disminucién de la susceptibilidad de los insectos a estas toxinas.

Los mecanismos bioquimicos de resistencia a Bacillus thuringiensis descritos hasta
el momento se pueden clasificar en tres grupos, segtin el paso del modo de accién al que
afectan:

1.- Resistencia debida a modificaciones del sitio de unién de las ICPs al epitelio
intestinal

Este es el caso de Plodia interpunctella, en la que se demostré que una cepa
resistente obtenida mediante seleccion artifical presentaba una menor afinidad por CrylAb,
aunque el namero de sitios de unién de esta cepa no varié respecto de la cepa control (Van
Rie et al., 1990b). Este mismo mecanismo de resistencia se determiné para una poblacién
natural de Plutella xylostella de Filipinas, en la que no se consiguié unién especifica de
CrylAb ni a vesiculas de intestino ni a secciones de tejido (Ferré et al., 1991; Bravo et al.,
1992a). Asi mismo, en una poblacién de Plutella xylostella procedente de Hawaii, se
demostré que la unién de 125I-CrylAc a vesiculas de membrana estaba altamente
disminuida (Tabashnik et al., 1994), y para una poblacién de Plutella xylostella de Florida,
ensayos de union de CrylAb marcada con biotina a secciones de tejido intestinal,
demostraron la incapacidad de unién de esta toxina (Denolf et al., 1993b).

2.- Resistencia debida a alteraciones en la proteolisis de las ICPs

Sélo se ha descrito un caso en una cepa resistente de Plodia interpunctella, en la
que el contenido intestinal de los intestinos resistentes mostré una actividad proteolitica
significativamente menor que el de los insectos susceptibles, y ademas la activacién de la

protoxina de CrylAc fue mucho mas lenta (Oppert et al., 1994).
3.- Otros mecanismos

En el caso de distintas cepas resistentes de Heliothis virescens, no se ha podido

demostrar una asociacion clara entre la resistencia y la modificacién de sitios de unién, o en
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la actividad proteolitica del intestino (MacIntosh et al., 1991; Gould et al., 1992). En este
insecto, pues, la resistencia debe de producirse por otros mecanismos, como la solubilizacién
anémala de las protoxinas en el intestino o una menor susceptibilidad por parte del insecto
a los procesos posteriores a la unién toxina-i'eceptor, tales como la insercién de 1a ICP en la
membrana o la formacion del poro.

En poblaciones resistentes de Plodia interpunctella seleccionadas en el laboratorio,
esta alterada la unién de CrylAc a la membrana intestinal del insecto y sin embargo, la
proteina receptora no ha sufrido modificaciones, sugiriendo que la restriccion del acces6 de
CrylAc a sus sitios de uniéon en el epitelio intestinal puede ser la responsable de la
resistencia en este caso (Mohammed et al., 1996).

3.6.2 Genética de la resistencia a Bacillus thuringiensis

El conocimiento de la genética de la resistencia a insecticidas es esencial para
desarrollar estrategias que retrasen su aparicion.

Las bases genéticas de la resistencia a Bacillus thuringiensis se han investigado en
varias especies de Insectos, obteniéndose unos resultados variables dependiendo de la
especie y de la poblacién analizada.

En cinco colonias de Plodia interpunctella la resistencia era autosémica y desde
parcialmente a totalmente recesiva, dependiendo de la cepa McGaughey y Beeman, 1988).

En una colonia de Plutella xylostella derivada de una poblacién natural de Hawaii,
la herencia de la resistencia seguia un modelo de un Gnico gen autosémico recesivo
(Tabashnik et al., 1992a). Igualmente, en una colonia del mismo insecto de Japén, la
resistencia se debia a un Gnico gen autosémico y parcialmente recesivo (Hama et al., 1992),
mientras que en una cepa de Filipinas, la resistencia se transmitia segiin un modelo de
herencia autosémica recesiva e influenciada por algin tipo de efecto parental (Martinez-
Ramirez et al., 1995). Recientemente, otra colonia de Plutella xylostelld también mostrd
herencia autosémica de la resistencia a Cryl1C (Liu et al., 1997).

En Heliothis virescens, la resistencia a CrylAb y CrylAc se heredé de forma
autosémica (Gould et al., 1992; Sims y Stone, 1991). La resistencia a CrylAb fue
parcialmente dominante, mientras que la resistencia a CrylAc variaba desde la
codominancia a la recesividad parcial.

En coledpteros, la resistencia a Cry3A en Leptinotarsa decemlineata se hereda de
forma autosémica y parcialmente dominante (Rahardja y Whalon, 1995).

3.6.3 Manejo de la resistencia a Bacillus thurigiensis

Dado que es inevitable la aparicion de poblaciones de insectos resistentes después
de tratamientos prolongados con un producto, se han disefiado una serie de\ estrategias de
aplicacién de los insecticidas que permiten retrasar su aparicién y disminuir la proporcién

de insectos no susceptibles. El éxito de estas tacticas depende de muchos parametros, como
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las caracteristicas propias del insecticida, los insectos diana, la localizacién geografica de la
poblacién, el tipo de cultivo, las bases genéticas de la resistencia, etc. (Marrone y
MacIntosh, 1993). Todas estas estrategias, a su vez, se pueden alternar, combinar o
solapar.

A continuacion se resumen algunas de las estrategias que se pueden aplicar en el
control de la resistencia a Bacillus thuringiensis:

1.- Rotaciones

Distintos insecticidas con diferente modo de accion son aplicados secuencialmente
en el tiempo, de forma que, como la eficacia biologica de los individuos resistentes es
supuestamente inferior a la de los susceptibles, y dada la baja probabilidad de que sean
también resistentes para el segundo insecticida aplicado, se mantendra una poblacién
estable de tamafio pequefio con sensibilidad para todas ellas. Son mas eficaces las
rotaciones del insecticida en diferentes generaciones de insectos y para los productos
basados en Bacillus thuringiensis, este tipo de rotaciones sblo es posible para los
preparados de la bacteria y no para las plantas transgénicas, que expresan la misma ICP
durante toda la temporada.

2.- Mezcla de toxinas

Es otra estrategia posible, tanto utilizando plantas transgénicas como productos
convencionales. Consiste en la aplicacion de formulaciones que contengan dos o méas tipos
de ICPs con mecanismos de accién diferentes. De este modo es improbable encontrar
individuos con una combinacién génica que pueda hacer frente a la vez a todos ellos, con lo
que dificilmente aparecen individuos resistentes.

No obstante, la resistencia cruzada a diferentes toxinas de Bacillus thuringiensis
puede reducir la probabilidad de que las mezclas o las rotaciones sean realmente efectivas
para retrasar la aparicién de resistencia (McGaughey y Johnson, 1992).

3.- Sinergismo

Implica la utilizacién de un agente distinto del insecticida que junto con éste sea
capaz de potenciar su toxicidad. En este caso, el control de resistencia a Bacillus
thuringiensis puede contemplarse como un caso particular dentro del control integrado de
plagas. A este nivel, se han descrito como efectivas las combinaciones de dosis subletales de
Bacillus thuringiensis y virus de la polihedrosis nuclear (Tompkin et al., 1986), dosis bajas
de insecticidas quimicos (Jaques y Morris, 1981; Pree y Daly, 1996), dosis subletales de
piretroides (Svestka y Vankova, 1980; Mohamed et al., 1983; Salama et al., 1984),
inhibidores del desarrollo (Dreistad y Dahlsten, 1989), etc.

4.- Refugios

El desarrolo y mantenimiento de refugios que aseguren la supervivencia de los

insectos susceptibles puede ser también una buena tactica para controlar la resistencia. En
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el caso de Bacillus thuringiensis, esta estrategia se puede llevar a cabo manteniendo ciertas
zonas de los cultivos no tratados, o en el caso de la utilizacién de plantas transgénicas,
mediante mezclas de plantas que expresen las toxinas con otras que no. También se pueden
conseguir refugios mediante la expresion de los genes de las ICPs de forma especifica de
tejido o en el tiempo. Esta estrategia permite el mantenimiento de un mayor nimero de
genotipos sensibles frente a los resistentes, produciendo en conjunto una mayor
susceptibilidad de la poblacién.

Como podemos ver, las posible técnicas para el control de la resistencia incluyen
miltiples opciones, pero independientemente de la aproximacién utilizada, el control de la
resistencia a Bacillus thuringiensis es muy complejo y debe ser rigurosamente evaluado
para poder aplicar este bioinsecticida de una forma racional y segura, que permita

. aprovechar al maximo su potencial. .
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Objetivos

Los estudios llevados a cabo hasta ahora sobre la accién insecticida de Bacillus
thuringiensis en plagas forestales propias de nuestro pais se reducen bdsicamente a la
realizaci6n de pruebas de campo y la comparacién de las eficacias obtenidas. Sin embargo,
estudios m4s completos del modo de accién especifico de este patégeno frente a los insectos
plaga de nuestros bosques permitirian optimizar su uso en gran medida.

Con objeto de abordar esta tarea planteamos este trabajo, cuyo objetivo principal es
el estudio del control de dos plagas forestales que actualmente afectan a los bosques
espaiioles: Thaumetopoea pityocampa (procesionaria del pino) y Lymantria monacha
(ménaca) mediante la utilizacién de las protefnas cristalinas de efecto insecticida (ICPs) de
Bacillus thuringiensis. '

Para su realizacién, hemos desglosado el trabajo en tres objetivos més concretos:

¢ Determinacién del grado de toxicidad de diversas delta-endotoxinas del grupo
Cryl y de varias formulaciones comerciales basadas en Bacillus thuringiensis
frente a las dos plagas forestales objeto de an4lisis.

¢ Estudio del modo de accién y las caracteristicas de unién de las ICPs téxicas en
cada insecto.

¢ Evaluacién de la eficacia en campo frente a estas dos plagas forestales de distintos

productos comerciales basados en Bacillus thuringiensis .
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Material y Métodos

1. Material bioldgico utilizado

Las larvas de Thaumetopoea pityocampa con las que se realizé el trabajo fueron
recogidas directamente de la naturaleza en diversas zonas de la Comunidad Valenciana
que nunca habfan estado en contacto con insecticidas basados en las toxinas de Bacillus
thuringiensis, pertenecientes a los términos de Paterna, Bétera y Ademuz.

Los huevos de Lymantria monacha fueron recolectados de dos poblaciones
naturales diferentes: Orihuela del Tremedal (Teruel, Espaiia) y Brandemburg (Alemania).
Estas iltimas fueron amablemente cedidas por el Dr. Gruppe, del Departamento de
Zoologia Aplicada de la Facultad de Ciencias Forestales de la Ludwig-Maximilians-
Universitit Miinchen.

‘2. Mantenimiento de las poblaciones de Lymantria monacha en el laboratorio
Los huevos de Lymantria monacha recogidos en el campo fueron almacenados a
4°C hasta su utilizacién. Para iniciar el ciclo biolégico de este insecto, los huevos, previa
desinfeccién con formaldehido, se depositaron en una cdmara en condiciones de 25°C y 70%
de humedad para facilitar la eclosién. Las larvas de primer a tercer estadio fueron
alimentadas con la dieta artificial publicada por Grijpma et al. (1987), de la que se omitié
la aureomicina, por considerarse incompatible con Bacillus thuringiensis (Pérez-Guerra,
1995). A partir de tercer estadio hasta el momento de pupacién, las larvas fueron
alimentadas con Pinus halepensis procedente del vivero de la Generalitat Valenciana de
Quart de Poblet. ‘
Las pupas recogidas fueron introducidas en una caja de poblaciones, donde se
mantuvieron los adultos y se realizaron las puestas.
Los huevos recolectados en el laboratorio debieron permanecer un minimo de tres
meses a 4°C antes de ser colocados a 25°C para iniciar un nuevo ciclo biolégico.
La duracién del ciclo biolégico de este insecto en el laboratorio es aproximadamente

de tres meses.

3. ICPs de Bacillus thuringiensis y formulaciones comerciales

Las proteinas cristalinas de efecto insecticida de Bacillus thuringiensis de tipo
Cryl purificadas y activadas segin se describe en Hifte et al. (1986) fueron
proporcionadas, en una colaboracién previa, por la empresa de biotecnologia Plant Genetic
Systems (Gante, Bélgica).

Las formulaciones insecticidas fueron suministradas por las casas proveedoras

correspondientes, y fueron las siguientes:
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e Dipel LA (Abbot), con 16.55 BIU/L (10° Unidades Internacionales/L), contiene
esporas de la serovariedad kurstaki, sin especificar qué cepa ni qué protefnas
insecticidas individuales.

e Foray 48B (Novo Nordisk), suministrada por Aragonesas S.A., contenifa 12.7
BIU/L de la variedad kurstaki, sin especificar qué cepa ni qué proteinas
insecticidas individuales.

e Foray 76B (Novo Nordisk), suministrada también por Aragonesas S.A., contenia
20 BIU/L, sin concretar composicién.

e Cordalene (Ecogen), suministrada por Agrichem, con 7.5 BIU/L de Bacilllus

thuringiensis correspondiente a la cepa EG 2348, variedad kurstaki.

4. Ensayos de toxicidad

Los ensayos de toxicidad en Thaumetopoea pityocampa se realizaron con larvas de
primer estadio. Para el tratamiento, ramilletes de aciculas de pino (Pinus sylvestris) se
sumergieron durante 8 min en cada una de las diluciones de las dosis a ensayar y se
dejaron secar durante un tiempo antes de ponerse en contacto con las larvas de
procesionaria. En todos los casos, se conté con un control de aciculas empapadas en agua.
Cuatro dias después del tratamiento, se realiz6 un primer conteo de supervivientes que
fueron traspasados a pino sin tratar, y se volvieron a contar cuatro dias més tarde en un
segundo conteo definitivo.

Cada ensayo consté de 5 dosis distintas de ICP (CrylAa, CrylAb, CrylAc, CrylB,
CrylC, CrylE) o de formulacién comercial disueltas en PBS (Na,HPO, 8 mM, KH,PO, 2
mM, NaCl 150 mM, pH 7.4) con BSA 0.1%, con 2 réplicas por dosis y 20 L1 por réplica. Los
resultados se analizaron mediante andlisis probit (Finney, 1962), utilizando el programa
estadistico POLO-PC (LeOra Software, 1987) que nos proporcioné las dosis letales
necesarias para matar al 50% y al 90% de la poblacién (LD,, y LD,,, respectivamente) y la
curva de mortalidad de la poblacién.

Siguiendo el mismo protocolo se llevaron a cabo ensayos de toxicidad con CrylAb
(1.0 ng/ul, 10.0 ng/ul) y CrylAc (0.4 ng/ul, 4 ng/ul) en larvas de procesionaria de segundo
estadio tardias. Las dosis 1.0 ng/ul de CrylAb y 0.4 ng/ul de CrylAc fueron también
ensayadas en larvas de tercer estadio.

Los ensayos de toxicidad con Lymantria monacha se llevaron a cabo con larvas de
tercer estadio recién mudadas. Para ello, se colocaron en placas de bioensayos con 24
pocillos circulares de 2 cm® de superficie (24-well cluster plate, Costar, USA) que contenian
dieta artificial. En los ensayos con bioinsecticidas (Dipel ES y Foray 48B), se utilizaron 5

dosis con 2 réplicas de 20 L2 por dosis. Las diluciones de los productos se dispusieron en la
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concentracién adecuada sobre la dieta artificial (50 pul) y una vez seco, se coloc6é una larva
en cada pocillo. Después de cinco dias, se realizé el conteo de las larvas que habian
sobrevivido al tratamiento.

En los ensayos con ICPs (CrylAa, CrylAb y CrylAc), se utilizaron larvas de
segundo estadio recién mudadas y se aplicaron 3 dosis subletales, con 2 réplicas de 20 L2
por dosis. Tras los 5 dias de tratamiento, se contabiliz6 el nimero de larvas que habia
mudado a L3.

En todos los casbs se dispuso de controles con dieta artificial sin tratar, y el an4lisis
estadistico de los resultados obtenidos se llev6 a cabo como en los ensayos de toxicidad en

Thaumetopoea pityocampa.

‘5. Preparacidn de tejido y obtencién de secciones histolégicas
La fijacién de tejido y la preparacién de secciones para microscopia éptica se realizé
segiin el método de Bravo et al. (1992a y 1992b). El intestino de larvas de primer, segundo
o tercer estadio de los dos insectos-plaga estudiados se disecé y se fij6 en el sublimado de
Bouin Holland (acetato de cobre 2.5%, 4cido picrico 4%, formaldehido 10% y cloruro de
mercurio saturado 10%). Después de 30 min de incubacién en esta solucién, el tejido se
transfirié a fijador nuevo durante 24 h y después se lavé con agua durante 12 h. El tejido
intestinal se deshidraté en etanol 70% durante 1 h, etanol 96% 1 h, dos veces en etanol
100% 2 h y se incluyé 1 h en xileno:etanol 100% 50:50 (v/v), 1 h en xileno y finalmente a
56°C, 12 h en xileno:paraplast 50:50 (v/v) y 48 h en paraplast 100%. Los bloques de

paraplast con el tejido incluido se formaron por enfriamiento rapido a 4°C.

Para la obtencién de secciones transversales de 5 pm se utiliz6 un microtomo
Microm HM-330. Los cortes seriados de parafina se extendieron sobre portaobjetos

recubiertos de una solucién de poli-L-lisina (1 mg/ml).

6. Tincién de azocarmina de Heidenhains

Las secciones de tejido intestinal se desparafinaron e hidrataron tal y como se
describe en el apartado anterior. La tincién del tejido con el método de Heidenhains se
realizé segiin se describe en Bravo et al. (1992b).

Las preparaciones se incubaron en una solucién de azocarmina G (0.1% en 4cido
acético 1.5%), durante 60 min a 58°C y a continuacién 10 min a 20°C. Tras un lavado de 1
min con agua destilada, las preparaciones se trasvasaron a una solucién de anilina 1% en
etanol 70% durante 1 min. Tras 1 min de incubacién en etanol dcido (1% de 4cido acético
en etanol 70%) y 1 min en agua, el tejido se incubé sucesivamente 1 h en 4cido

fosfotiingstico 5%, 1 min en agua y 1 h en la solucién de Heidenhains (azul de anilina 0.5%,
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naranja G 2%, 4cido acético 8%, diluida 1:3 (v/v) en agua destilada). Las preparaciones se

deshidrataron y se montaron con Entellan (Merck).

7. Intoxicacién de larvas de Thaumetopoea pityocampa y Lymantria monacha
con las ICPs de Bacillus thuringiensis

Larvas de Thaumetopoea pytiocampa de primer estadio fueron mantenidas 16 h sin
comida y posteriormente alimentadas con ramilletes de aciculas sumergidos en dos
diluciones diferentes de las toxinas CrylAa, CrylAb, CrylAc, CrylB y CrylC, de
concentraciones 10 ng/ul y 1 pg/ul respectivamente. Larvas alimentadas con aciculas
empapadas en tampén PBS/ BSA 0.1% constituyeron el control de la experiencia. Tres
horas 30 minutos m4s tarde, las larvas fueron disecadas y los intestinos obtenidos fijados
y cortados en secciones tal como se describe en el apartado 5 de Material y Métodos. Las
secciones fueron posteriormente tefiidas segiin se describe en el apartado 6 de Material y
Métodos.

Larvas de Lymantria monacha de tercer estadio recién mudadas fueron
mantenidas de 12 a 24 h sin comida y posteriormente forzadas a ingerir una gota de 0.5 ul
de las diluciones utilizadas en la intoxicacién (3.2 ng/ul y 8.2 pg/ul). Se realizaron ensayos
de intoxicacién con las ICPs CrylAa, CrylAb y CrylAc, y las dosis ingeridas por las larvas
fueron de 1.6 ng (para las tres toxinas) y 1.6 g (sélo para CrylAb). Dos horas después de
la intoxicacién, las larvas fueron disecadas y los intestinos obtenidos se fijaron, cortaron y
tifieron tal como aparece descrito en los apartados 6 y 6 de la seccién Material y Métodos.

El mismo protocolo se sigui6 para las larvas control, sin intoxicar.

8. Deteccién in vitro de la unién de ICPs sobre secciones de tejido intestinal

Se detecté la unién in vitro de las ICPs CrylAa, CrylAb, CrylAc y CrylB a
secciones de tejido intestinal de los dos insectos-plaga estudiados. En Thaumetopoea
Dityocampa, ademds, también se estudié la unién de Cry1C y CrylE.

Tras el desparafinado e hidratacién del tejido, dos veces 3 min con xileno 100%,
tres veces 3 min con etanol absoluto y una vez 1 min con agua destilada, las secciones se
sumergieron dos veces durante 2 min en lugol (I, 0.56% y KI 1% en agua destilada) para
eliminar el HgCl,, y a continuacién 2 min en tiosulfato sédico al 5%. Las secciones se
lavaron en agua destilada y se equilibraron durante 5 min en tampén TST (Tris-HCl
10mM, NaCl 100mM, timerosal 1mM, pH 7.6, Triton X-100 0.1%).

Se bloque6 la unién inespecifica cubriendo las secciones con 500 pl de TST/ 3% BSA
durante 1 h. Posteriormente, las secciones del tejido se incubaron durante 1 h con 300 ul
de la ICP correspondiente (20 pg/ml diluido en TST). Se elimin6é el exceso de toxina

42



Material y Métodos

lavando con 500 pl de TST. A continuacién, se incubaron con 300 pl de anticuerpo
monoclonal especifico contra la ICP (1 pg/ml en TST) durante toda la noche. Tras lavar con
500 pul de TST, se incubaron con 300 pul de una dilucién 1:7500 en TST de anticuerpo
secundario contra inmunoglobulinas de ratén conjugado con fosfatasa alcalina (Sigma).
Después de lavar con 500 pl de TST, la reaccién de color se desarroll6 en tampén Tris 100
mM, NaCl 100 mM, MgCl, § mM, pH 9.5, utilizando como sustratos NBT (cloruro de 4-
nitro-tetrazolio) y BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato). Finalmente, las preparaciones
se deshidrataron (30 en etanol 70%, 2 veces en etanol 100% 3 min, 2 veces en xileno 3 min)

y se montaron con Entellan (Merck) para su observacién al niiéroécbpio.

9. Obtencién de tejido intestinal y preparacién de BBMVs

~ Tanto para Thaumetopoea pytiocampa como para Lymantria monacha, para la
preparacién de BBMVs se utilizaron larvas de dos momentos distintos a lo largo del
desarrollo: por una parte, larvas de primer estadio tardias y de segundo estadio recientes,
y por otra, larvas de dltimos estadios. La preparacién de vesiculas de membrana de borde
en cepillo (BBMVs) se llevé a cabo segin el método de Wolfesberger et al. (1987). Las
BBMVs de procesionaria en ambos estadios, asi como las de Lymantria monacha de
primer-segundo estadio fueron preparadas a partir de larvas enteras (Escriche et al.,
1995a). La preparacién de BBMVs de iltimos estadios de Lymantria monacha, sin
embargo, se realizé con intestinos disecados. Para ello, las larvas se inmovilizaron
manteniéndose en hielo durante 10 min. El intestino se disec6 en tampén MET (manitol
300 mM, EGTA 5 mM, Tris’HCl 17 mM, pH 7.5), eliminidndose su contenido y
congeldndose a -80°C hasta su posterior utilizacién.

Para la preparacién de BBMVs, las larvas enteras o los intestinos disecados, segin
fuera el caso, se homogeneizaron en 9 volimenes de tampén MET y se afiadi6 el mismo
volumen de MgCl, 24 mM. La mezcla se mantuvo en hielo durante 15 min y se centrifugé a
1600 g 15 min a 4°C. El sobrenadante asf obtenido fue centrifugado a 20000 g durante 30
min a 4°C. El precipitado resultante se resuspendi6é entonces en la mitad del volumen
inicial de tampén MET y se volvi6 a repetir el tratamiento con MgCl, y los pasos de
centrifugacién anteriormente descritos. El dltimo precipitado que se obtuvo constituyé la
preparacién de vesiculas, se resuspendié en MET:agua 1:1 y se repartié en alicuotas que se
guardaron a -80°C. La concentracién de protefnas de las vesfculas se determiné por el
método de Bradford (1976).
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10. Biotinilacién de ICPs

La biotinilacién de CrylAa, CrylAb y CrylAc se realiz6 conforme al protocolo
recomendado por el fabricante del kit de biotinilacién utilizado (Amersham,
Buckinghamshire, UK). Para ello, se incubaron 0.2 mg del agente de conjugacién BNHS
(biotinil-N-hidrosuccinamida éter) con 1 mg de ICP en tampén bicarbonato (Na,CO, 100
mM pH 9) durante 1 h a temperatura ambiente y en agitacién. La separacién de la ICP del
reactivo se realizé eluyendo con tampén bicarbonato en una columna de 9 ml de Sephadex
G-25, previamente equilibrada con 25 ml de tampén bicarbonato. Se recogieron fracciones
de 500 ml y se determiné en qué fraccién se encontraba la ICP biotinilada midiendo la

absorbancia de las fracciones a 280 nm y 260 nm.

11. Ensayos de unién ICP biotinilada-receptor con deteccién ECL (Enhanced
Chemical Luminiscence)

Las BBMVs se descongelaron inmediatamente antes de ser utilizadas y se
centrifugaron a 15000 g durante § min a 4°C para sedimentar las proteinas,
reemplazdndose el tampén inicial en el que estaban resuspendidas las vesfculas por
PBS/BSA 0.1%.

Los componentes de la reaccién se afiadieron en el siguiente orden: tampén
PBS/BSA 0.1%, ICP biotinilada (10 ng) y vesfculas de membrana (10 pg). Para la
realizacién de competencias, se afiadi6 a la mezcla de reaccién un exceso de ICP no
marcada (1ug), previamente a la adicién de la ICP- biotinilada y las vesfculas de
membrana. El volumen final del ensayo fue de 100 pl y la incubacién de la mezcla de
reaccién se realizé a temperatura ambiente durante 1 h. La reaccién se paré centrifugando
15 min a 15000 g para eliminar la ICP no unida a vesfculas. El sedimento se resuspendié
en 50 pl de tampén PBS/BSA 0.1% y se centrifugé de nuevo en las mismas condiciones
anteriores.

El sedimento se resuspendié en 10 pl de tampén de muestra para electroforesis
(Tris 100 mM pH 6.8, SDS 4%, glicerol 20%, DTT 100 mM y azul de bromofenol 0.01%) y se
hirvi6 durante 5 min. La electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS de las muestras se
llev6 a cabo segin el procedimiento descrito por Laemmli (1970), a 4°C, en geles de un
porcentaje de acrilamida del 10%. A continuacién se realizé un “western-blotting”,
transfiriéndose las protefnas del gel a una membrana de nitrocelulosa (Schleicher and
Schiill) mediante el sistema semiseco de LKB. El sistema de transferencia estaba
constituido por tres hojas de papel Wathman 3MM empapadas en tampén de transferencia
(Tris 25 mM, glicina 192 mM y metanol 20%), la membrana de nitrocelulosa, el gel y tres
capas méis de papel Wathman, todo empapado en tampén. Todos los componentes se
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cortaron con el mismo tamaiio del gel y las proteinas fueron transferidas en condiciones de
intensidad constante (0.8 mA/cm®) durante 2 h. La eficiencia de la transferencia se
determinaba tras tincién de las proteinas en la membrana con Ponceau S (Sambrook et al.,
1987).

La unién no especifica al filtro se bloqueé incubando 1a membrana durante 2 h en
tampén TBS (Tris 50 mm, NaCl 150 mM, pH 7.5) con Tween 20 al 2% (TBST). A
continuacién se incubé la membrana con estreptavidina conjugada con fosfatasa alcalina
(Sigma) diluida 1:3000 (v/v) en TBS durante 45 min. Se lavé el exceso de estreptavidina
con tampén TBST (4 veces, 5§ min y 1 vez 15 min) y se afiadi6 el reactivo de ECL.

Finalmente, el filtro se sec6 y se expuso a una pelicula Kodak X-Omat de rayos X.

12. Marcaje con Na™I de CrylAa, CrylAb y CrylAc

El marcaje de CrylAa, CrylAb y CrylAc se realizé utilizando cloramina-T (van Rie
et al., 1989). A 20 pg de estas ICPs se afiadieron secuencialmente 1 mCi de Na'™T (3.7
mBq/ul) y 25 pg de cloramina-T en tampén PBS. Después de 60 s se paré la reaccién
afiadiendo 53 pg metabisulfito de sodio en agua y % del volumen total de NaI 1 M.

Para eliminar el iodo libre, 1a mezcal final se aplicé a una columna (17 x 1.7 cm) de
exclusién molecular BioGel P-30 (Bio-Rad). La elucién de la ICP marcada se realizé con
tampén PBS/BSA 0.1%. La radiactividad de las fracciones eluidas se midié con un contador
gamma (Compugamma 1282, LKB). Las fracciones radiactivas que elufan al principio y
que supuestamente contenfan la proteina marcada se analizaban mediante electroforesis
en geles de poliacrilamida con SDS, y se detectaban exponiendo al gel, una vez seco, una
pelicula de autorradiografia Kodak X-Omat.

13. Determinacién de la actividad especifica **I-ICP

La actividad especifica de la proteina marcada se determiné mediante la técnica de
ELISA (Voller et al., 1976). Para recubrir la placa de ensayo se utiliz6 un anticuerpo
policlonal contra la ICP. Una vez unida ésta, se completo el “sandwich” con un anticuerpo
monoclonal. La deteccién del complejo anticuerpo policlonal-ICP-anticuerpo monoclonal se
realizé mediante la incubacién con un anticuerpo secundario contra inmunoglobulinas de
ratén acoplado a fosfatasa alcalina (Sigma). Como sustrato de la fosfatasa se utilizé p-
nitrofenilfosfato (Sigma). El producto de la reaccién enzimdtica se midié en un fotémetro
Titertek Multiskan MCC a una longitud de onda de 405 nm.

La concentracién de toxina marcada se determiné con una recta patrén obtenida

con la misma proteina no marcada. Las actividades especificas obtenidas fueron las
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siguientes: 5.17 mCi/mg para CrylAa, 36.05 mCi/mg para CrylAb y 3.46 mCi/mg para
CrylAc.

14. Ensayos de unién ICP-receptor

Las BBMVs se descongelaron inmediatamente antes de ser utilizadas y se
centrifugaron a 15000 g durante 5 min a 4°C para precipitar las protefnas. El tampén en el
que estaban resuspendidas las vesiculas se reemplazé por PBS/BSA 0.1%.

Para los ensayos de uni6én receptor-ligando los componentes de la reaccién se
afiadieron en el siguiente orden: tampén PBS/BSA 0.1%, *I-ICP y proteinas de vesiculas.
Para la realizacién de competencias, se afiadi6 un exceso de ICP no marcada, previamente
a la adicién de la ICP radiactiva y las proteinas de vesfculas. El volumen final en el ensayo
fue de 100 pl y la incubacién de los componentes se realizé a temperatura ambiente. Todas
las muestras se incubaron por duplicado.

Las reacciones se pararon por filtracién a través de filtros de fibra de vidrio
Whatman GF/F, previamente incubados durante 1 h en PBS/0.5% BSA. La filtracién se
realiz6 en una unidad miltiple de filtracién de Millipore (1225 Unit) conectada a una
bomba de vacfo. Una vez en el filtro, 1a muestra se lavaba inmediatamente con 5 ml de
PBS pH 7.4/BSA 0.1% frio. Los filtros, en los que quedaba retenida la toxina radiactiva
unida a las vesfculas, se transferfan a microtubos de los que se contaba la radiactividad en
un contador gamma (Compugamma 1282, LKB) durante 1 min.

Los resultados de la unién al filtro se analizaron mediante el programa de
ordenador LIGAND (Mundson y Rodbard, 1980).

15. Medidas electrofisiolégicas en intestinos de Lymantria monacha: Técnica
de perfusién luminal

15.1 i lin Psen
La composicién de las soluciones del bafio y luminal fue la misma: KCl 32 mM,
MgCl, 5 mM, CaCl, 5§ Mm, sacarosa 166 mM y Tris-HCl 56mM (pH 8.0), segin Peyronnet et
al. (1997). Las soluciones preparadas se filtraron con filtros Millipore de 0.22 pm y fueron
mantenidas a 4°C hasta su utilizacién.
‘Las toxinas ensayadas, diluidas en la solucién control, fueron las siguientes:
CrylAb (1pg/ml, 10 pg/ml), CrylAc (1pg/ml, 10 pg/ml) y Cry1B (10 pg/ml).

15.2 Diseccién
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Para aislar los intestinos de Lymantria monacha, las larvas de primer estadio
tardias se colocaron en una placa con solucién control. Mientras se sujetaba la larva con
las pinzas de diseccion, la parte posterior detras de las patas abdominales se cortd con las
pinzas de diseccion y a continuacion la larva fue decapitada. El intestino se estiraba
entonces hacia fuera, cortdndose la parte anterior y la parte posterior justo antes de la

implantacion de los tibulos de Malpighi.

15.3 Montaje experimental

La perfusion in vitro de segmentos tubulares aislados, tal y como describié Beng
(1972) fue extensamente modificada por Greger y Hampel (1981) y posteriormente
nuevamente modificada por Leyssens et al. (1992) y Dykstra et al. (1994). Para la
perfusion luminal de intestinos de Lymantria monacha se utilizé el monteye puesto a punto
para Plutella xylostella por la Dra. N. De Necker, que muy amablemente se ofrecié para
colaborar en este trabajo (Figura 8).

El intestino fue transferido, mediante una pipeta de vidrio, a una camara de
perfusion montada sobre la mesa de un microscopio invertido (Diaphot, Nikon, Tokyo,
Japan). Al aplicar presion negativa, el extremo posterior del intestino medio fue succionado
hacia dentro de una pipeta dotada de una constriccion, en el extremo de perfusion. La
constriccion de la pipeta tenia un diametro de alrededor de 240 |[im ensanchandose hasta
alrededor de 470 pm en la punta. La constriccion de la pipeta colectora era ligeramente
mas ancha: alrededor de 300 pm, para no impedir la perfusion. A continuacion, la pipeta de
perfusion de doble conducto se colocd en el lumen. Para asegurarse que esta pipeta estaba
localizada en el lumen y para comprobar la ausencia de poros de perfusion, se aplico
presion manual a una parte de la pipeta de perfusion en el extremo de perfusion. El

intestino fue entonces succionado hacia dentro de la pipeta colectora y el lumen perfundio
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con la solucién salina mediante presién hidrostitica en la cara de perfusién, segin el
método descrito por Greger y Hampel (1981).

El bafio era constantemente renovado mediante perfusién y una pipeta
succionadora conectada a una bomba de vacio. El cambio répido de la solucién del bafio fue
posible conectando la pipeta de perfusién del bafio a una vélvula de 6 salidas. La perfusién
del bafio tuvo lugar por efecto de la gravedad.

15.4 Medida de 1a diferencia de potencial transepitelial
El voltaje transtubular o transepitelial, Vte, fue medido en el extremo de perfusién
(Vte P) a través de uno de los conductos de la pipeta de perfusién via un puente de agar
(2%) KC1 100 mM con un cable Ag/AgCl, que a su vez estaba conectado a un electrémetro
(Keithley 602).

16. Pruebas de campo

Figura 8.- Montaje experimental de la técnica de perfusién luminal. .

16.1 Thaumetopoea pitvocampa

16.1.1 Prueba de campo a pequeiia escala

Estado de desarrollo de 1la plaga:
Tercer estadio (L3).

Especie forestal y caracteristicas:

Pinus sylvestris de 2 metros de altura media.

Protocolo utilizado:

Antes de la aplicaci6n, se llevé a cabo una prospeccién del terreno a tratar,
selecciondndose 3 parcelas para los 3 bioinsecticidas a ensayar y una
parcela control sin tratar, lo suficientemente separadas entre sf para evitar
contaminaciones y trédnsito de larvas. Se marcaron debidamente las

colonias en los drboles de interés con cintas de pldstico de colores para
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aseguarar un muestreo adecuado, y se procedi6 a la aplicacién de los

formulados a las dosis recomendadas por los fabricantes.

Localizacién:

Parcela de pinos en Bétera (Valencia).

Formulados ensayados:

PRODUCTO MATERIA ACTIVA VEHICULO Y DOSIS
Cordalene Bt 7.50 BIU/L Agua, 4.0 L/Ha
Dipel LA Bt 16.55 BIU/L Agua, 1.2 L/Ha

-Foray 48B Bt 12.70 BIU/L Agua, 3.0 L/Ha
Equipo de aplicacién:

Pulverizadora de mochila SOLO D9 425743 (SOLO Kleinmotoren GMBH).
El bombeo se realizé en condiciones de presién constante durante un tiempo

fijo para asegurar la uniformidad del pulverizado y su correcta dosificacién.

Diseiio esperimental:
Parcelas: 4 parcelas de 500 m”.
Aplicacién: 14/12/94, sobre una mayoria de orugas en L3.
Muestreo: 3 muestreos de 4 colonias cada uno, a realizar cada 7 dfas
(21/12/94, 28/12/94, 4/01/95), tomando la oruga viva como unidad de

muestreo.

16.1.2 Prueba de campo a gran escala

La realizacién de esta prueba se llevé a cabo en colaboracién con el Servicio de
Prrotteccién de Vegetales de la Conselleria de Agricultura y Medio Ambiente de la
Geenieralitat Valenciana y bajo la supervisién técnica de D. Eduardo Obama, ingeniero
téicmico forestal del Servicio de Sanidad Vegetal del Ministerio de Agricultura en Madrid.

Estado de desarrollo de la plaga:
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Para determinar el estado de desarrollo de la plaga, se registraron los estadios de
35 colonias escogidas al azar en las distintas parcelas acotadas, calculdndose un
40.0% de orugas de primer estadio (L1) y un 59.5% en segundo estadio (L2).

La intensidad de ataque fue de 2250 colonias/Ha 6 1.5 por drbol, equivalente a un
grado previsible de defoliacién del nivel 2 (26-60%), segin la actual metodologia
comin de evaluacién de dafios forestales de defoliacién contenida en el Anejo
Técnico del Reglamento de 1a CEE.

Especie forestal y caracteristicas:
Las especies atacadas fueron las variedades austrfaca e hisp4dnica de Pinus nigra
nigra Arn. o laricio en masa de 20 afios de edad, 2 m de altura media y 1500

pies/Ha. Los controles se realizaron sobre la variedad hispdnica.

Protocolo utilizado:

El habitual para los ensayos de eficacia de Bacillus thuringiensis en aplicaciones
aéreas de ultra bajo volumen (ULV), aprobado por el Grupo Fitosanitario de
Trabajo de Forestales, Parques y Jardines, en su reunién anual celebrada en
Gerona del 14 al 16 de Noviembre de 1995.

Localizacién:
La zona se localiza en el paraje denominado Comunal de los Terreros, del término

de Ademuz, a unos 1200 m de altitud.

Formulados ensayados:

PRODUCTO PARCELA MATERIA ACTIVA VEHICULO Y DOSIS
Testigo T
Consult P1 Hexaflum. 25% Gasoil, 5 L/Ha
Foray 48B P3 Bt 12.7 BIU/L Agua, 3.25 L/Ha
Foray 76B P4 Bt 20 BIU/L Agua, 4 L/Ha
Cordalene P5 Bt 7.5 BIU/L Agua, 3 L/Ha

Dipel 8L P2 Bt 16.55 BIU/L Agua, 2.8 L/Ha
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disponibles de cada producto: Foray 48B, 30 Ha; Foray 76B, 180 Ha;
Cordalene, 40 Ha; y Consult, 50 Ha. La ubicacion del monte
corresponde a un paramo de laderas suaves, que junto a la altura
del repoblado resulta apropiado para este tipo de pruebas.
Aplicacion:

El tratamiento se realiz6 sobre una mayoria de larvas en L2.

Las parcelas de Foray 48B (P3) y Foray 76B (P4) se trataron el
30/08/95, las de Cordalene (P5), Dipel 8L (P2) y Consult (Pl) el
31/08/95, y el area de la testigo (T) se fijo el 1/09/95 (Figura 9).

vV1y

Figura 9.- Disposicion de las parcelas tratadas con distintas
formulaciones comerciales de Bacillus thuringiensis para el control
de la procesionaria del pino en la prueba de campo de Ademuz
(Valencia).
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Muestreo:

Siguiendo el protocolo, se programaron 4, pero la lentitud de accién
de los bioinsecticidas basados en Bacillus thuringiensis y el rapido
desarrollo larvario en la testigo instaron a reducirlos a 3, de 30
colonias cada uno, a realizar en 3 tiempos (18, 41 y 60 dias después
del tratamiento, respectivamente) y tomando la oruga viva como

unidad de muestreo.

16.2 Lymantria monacha

Prueba de campo a gran escala

La planificaciéon y puesta en marcha de esta prueba fue llevada a cabo con la

supervisién de D. Eduardo Obama, ingeniero técnico forestal del Servicio de Sanidad del
Ministerio de Agricultura en Madrid, y con la colaboracién de D. Rodolfo Hernandez,
ingeniero técnico forestal del Laboratorio de Sanidad Vegetal de Mora de Rubielos (Teruel)

y su equipo, y D. Luis Pérez, guarda forestal de Griegos (Teruel).
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Estado de desarrollo de la plaga:

60-70% L2, cuando se inician las defoliaciones.

Especie forestal y caracteristicas:

Las orugas en el estadio adecuado para el tratamiento fueron
trasladadas desde pinares de Pinus sylvestris de gran altura donde
esta localizada la plaga a una parcela de pinos de la misma especie
pero de 1.5 m de altura media, para poder realizar el tratamiento y

los conteos sin problemas.

Protocolo a utilizar:

Antes de la aplicacién, se dispusieron 4 bloques de 16 arboles cada
uno, senalizados con cintas de plistico de distintos colores. De los 16
arboles de cada parcela, 3 estaban destinados para el control de las
deyecciones, 12 para los controles de mortalidad de orugas y 1

previsto como suplente.

Localizacion:

Griegos (Teruel) (Figura 10).
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Equipo de aplicacion:
Pulverizador ULV manual de pilas MICROULVA.

Disefio experimental:
Parcelas: 4 parcelas de 16 arboles cada una.
Aplicacion: Abril-Mayo 1997.
Muestreo: La evaluacion de eficacia esta basada en dos tipos de
controles:

» Control de deposiciones
Se realiza mediante embudos de plastico duro de poliuretano de 1
mm de grosor previamente instalados en los arboles sefializados en
las 4 parcelas. La recogida de excrementos se lleva a cabo durante 3
dias consecutivos antes de tratar y a diario sobre 3 arboles de cada
parcela, después del tratamiento.

+ Control de mortalidad de orugas
Se ejecuta solo sobre 12 arboles de cada parcela en 4 periodos: a los
2,4, 7y 14 dias después de tratar. La toma de datos de orugas vivas
se lleva a cabo mediante cuidadosas observaciones en las ramas-,

ramillas , tronco y suelo de los pinos correspondientes

i ‘pantoa de las Gtfias *
0/
Yo

/ , Atto\a
,AO * ¢k
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h ¢ alniiic A

Figura 10.- Idealizacién del drea acotada (P) para la realizaciéon de la
prueba de campo de Griegos (Teruel) con distintas formulaciones
comerciales de Bacillus thuringiensis frente a Lymantria monacha .
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Resultados

Thaumetopoea pityocampa

1. Toxicidad de Bacillus thuringiensis frente a la plaga forestal Thaumetopoea
pityocampa (procesionaria del pino)

Para optimizar el uso de Bacillus thuringiensts en el control de la procesionaria del
pino, la plaga mas importante de los bosques espafioles, el primer paso a abordar es la
determinacién de cuales de las ICPs de Bacillus thuringiensis causan de forma individual
una mortalidad mas elevada y por tanto serian mas adecuadas para ser utilizadas en el
campo. Nuestro estudio de toxicidad se basé en tres tipos de experiencias:

¢ Ensayos de toxicidad con distintas dosis de las ICPs individuales, para
determinar sus LDso y LDoo.

¢ Ensayos de intoxicacién de larvas con toxinas individuales, para comparar el
dafio provocado a nivel intestinal por cada una de ellas.

e Ensayos de toxicidad con varios productos comerciales basados en Bacillus
thuringiensis, para determinar también sus respectivas LDso y LDoo .

Los resultados de los ensayos de toxicidad de las toxinas del tipo Cryl de Bacillus
thuringiensis frente a larvas de primer estadio, realizados tal y como se describe en el

apartado 4 de Material y Métodos de este trabajo, se muestran en la Figura 11 y en la
Tabla III.

10.0F
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CrylAb
7.5 75
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Figura 11.- Curvas de mortalidad obtenidas en los ensayos de toxicidad de CrylAa, CrylAb,

CrylAc y CrylB frente a larvas de primer estadio de Thaumetopoea pityocampa. Dosis
expresadas en pg/ul.
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Tabla III.- Toxicidad de diferentes ICPs de Bacillus thuringiensis frente a larvas de primer

estadio de Thaumetopoea pityocampa.

0.956 4.680
CrylAa 1.858 £0.363 [0.586-1.552]* [2.434-35.899]*
0.895 2.054
CrylAb 3.554 £ 1.113 [0.694-1.687]* [1.276-14.902]*
0.379 1.141
CrylAc 2.676 £0.549 [0.279-0.543] [0.735-2.859]
1.830 2.178
CrylB 16.981 +4.647 [1.721-1.918] [2.040-2.635]
CrylC NO TOXICA
CrylE NO TOXICA

* T.imifps fif* confian?.» ni 9(1% {FT.onl

De las ICPs ensayadas, CrylAa, CrylAb, CrylAc y CrylB resultaron téxicas para
Thaumetopoea pityocampa, mientras que CrylC y CrylE no mostraron ningiin efecto sobre
las larvas de este insecto-plaga.

Los valores de las LDso obtenidas para las toxinas del tipo CrylA son del mismo
orden (destacando ligeramente CrylAc como mas efectiva), en tanto que CrylB mostré un
valor de LDso sensiblemente superior. Las LDoo calculadas, sin embargo, indican unos
valores de toxicidad similares para las CrylA y CrylB.

Los valores de las pendientes, por su parte, fueron también similares para las ICPs
ensayadas salvo en el caso de CrylB, que fiie considerablemente superior.

En la Figura 12 se muestra el dafio intestinal provocado en larvas de primer estadio
por intoxicacion con CrylAb (10 ng/pl), CrylAc (10 ng/pl), CrylB (10 ng/pl) y CrylAa
(Ipg/p)).

Como puede observarse, el aspecto histologico de los intestinos de larvas intoxicadas
frente al de los intestinos de larvas sin intoxicar es claramente diferente y manifiesta el

drastico efecto de las ICPs de Bacillus thuringiensis sobre procesionaria. Las secciones del
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tejido de la region intestinal de larvas control no intoxicadas mostraron el tipico tejido
epitelial cilindrico o columnar con una monocapa de células con el borde en cepillo a lo largo
del margen apical, mientras que en las larvas intoxicadas el microvilli estaba totalmente

fragmentado y las células lisadas invadian el lumen del intestino.

CrylAa CrylAb

CrylAc

Control

Figura 12.- Tincion citoquimica de secciones de tejido intestinal de
larvas de primer estadio de Thaumetopoea pityocampa no intoxicadas
(control) e intoxicadas durante 3 h 30 min con CrylAa (Ipg/pl), CrylAb

(10 ng/pl), CrylAc (10 ng/pl) y CrylB (10 ng/pl). MB: membrana basal, L:
lumen, MV: microvilli.
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Los tratamientos en campo a gran escala, sin embargo, no se realizan con toxinas
purificadas sino con productos comerciales, que contienen tanto material activo (ICPs de
Bacillus thuringiensis) como material inerte (esporas, productos de fermentancion) y
coadyuvantes (que permiten una mejor conservacion y pulverizado del formulado final).

Con vistas a intentar dar a nuestro trabajo una orientacién lo mas extensible
posible a la situacidon real en el campo, completamos nuestro estudio de toxicidad con
bioensayos de cuatro formulaciones comerciales basadas en la serovariedad kurstaki de
Bacillus thuringiensis, que produce mayoritariamente proteinas insecticidas del grupo
CrylA. La Figura 13 y la Tabla IV muestran las curvas de mortalidad y los parametros
obtenidos.

Tanto las LDso como las LDso de los bioinsecticidas ensayados son de un mismo

orden, y también son similares los valores de la pendiente de las distintas curvas de

mortalidad.

COROALENE D

log dosis k>g dosis

D

FORAY 76B

log dosis log dosis

Figura 13.- Curvas de mortalidad obtenidas en los ensayos de toxicidad de Dipel,
Cordalene, Foray 48B y Foray 76B frente a larvas de primer estadio de Thaumetopoea
pityocampa. Dosis expresadas en pg/pl.
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Tabla III.- Toxicidad de diferentes formulaciones basadas en Bacillus
thuringiensis frente a larvas de primer estadio de Thaumetopoea pityocampa

0.667 2.834

DIPEL ES 2.62 +0.382 [0.502-0.978] [1.700-7.806]
0.264 5.294

FORAY 48B 0.990 +0.191 [0.135-0.513] [2.059-35.088]
0.304 2.236

FORAY 76B 1.478 £0.264  [0.146-0.733] [0.868-41.014]
0.488 3.824

CORDALENE 1.373 +0.228 [0.369-0.697] [2.078-11.198]

Para investigar en qué medida las distintas ICPs contenidas en los productos
comerciales contribuian a la toxicidad global de los mismos, ya sea a nivel individual o en
referencia a la combinacion de varias de ellas en la mezcla (posible sinergismo, inhibicion,
etc.), y valorar hasta qué punto la mortalidad generada estaba condicionada por la
presencia de materia inerte y coadyuvantes, llevamos a cabo el analisis probit de la
combinacion de los valores dosis-mortalidad de los ensayos de toxicidad de bioinsecticidas y
toxinas individuales.

De todas las combinaciones posibles de curvas dosis-mortalidad de bioinsecticida-
ICP, el analisis estadistico mediante el programa POLO-PC s6lo aceptd como una misma
curva, de la que podia proporcionar valores de LDso, LD9 y pendiente, las siguientes
combinaciones: Dipel ES + CrylAb, Foray 48B + CrylAc, Foray 76B + CrylAc y Cordalene
+ CrylAc (Figura 14).
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COROALENE () + CrylAe () 10 HPEL ES () + CrylAb ()

log dosis (pg/ul) log dosis (pglul)

FORAY 4SB () ¢ CrylAc ()

0 FORAY 76B () + CrylAe ()

log dosis (pg/u0 log dosis (pglul)

Figura 14.- Curvas de mortalidad obtenidas de las combinaciones de los valores dosis-
mortalidad de los ensayos de toxicidad de bioinsecticidas y toxinas individuales: Dipel +
CrylAb, Cordalene + CrylAc, Foray 48B + CrylAc y Foray76B + CrylAc. Dosis expresadas en pg/pl.

Los ensayos de toxicidad en Thaumetopoea pityocampa, tanto con las ICPs como con
las formulaciones comerciales se realizaron en larvas de primer estadio, y la condicion que
asegurd la reproducibilidad de las réplicas fue que no se produjese la muda a segundo
estadio durante los cuatro primeros dias en que las larvas estaban expuestas al pino
tratado. En los casos en que las mudas a L2 ocurrieron durante este tiempo del
tratamiento, la mortalidad generada fue notablemente inferior. Para determinar si este
hecho podia ser debido a una inhibicién de la ingesta asociada a los fenémenos de muda
larvaria circunscrito exclusivamente al momento de la muda, o se debia al hecho de una
disminucion en la susceptibilidad a Bacillus thuringiensis en estadios larvarios superiores,
llevamos a cabo ensayos de toxicidad en larvas de segundo y tercer estadio tardios con
CrylAb y CrylAc. Se eligieron estas dos toxinas por haber sido determinadas como las mas
activas frente a procesionaria y estar mayoritariamente implicadas en el efecto tdxico
desarrollado por las formulaciones comerciales estudiadas.

Tal y como se muestra en la Tabla V, para unas dosis de 0.4 ng/pl de CrylAcy 1.0
ng/pl de CrylAb (dosis proximas a las LDso previamente determinadas), a medida que

aumenta el estadio larvario ensayado de L1 a L3, disminuye la mortalidad generada por
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ambas toxinas para una misma dosis aplicada . La disminucién de la toxicidad en segundo
estadio fue aparentemente mayor con CrylAb que con CrylAc, aunque un test de la t de
student confirmé las diferencias observadas como no significativas. Sin embargo, una dosis
diez veces mayor de ambas toxinas (10 ng/ul de CrylAb y 4 ng/ul de CrylAc) si causé
porcentajes de mortalidad significativamente diferentes (p: 0.056) en este mismo estadio.

Tabla V.- Porcentaje de mortalidad provocado por CrylAc (0.4 ﬁglp.l, 4 ng/pl) y CrylAb (1.0 ng/ul, 10
ng/ul) en larvas de Thaumetopoea pityocampa de tres estadios diferentes del desarrollo: primer
estadio (L1), segundo estadio (L2) y tercer estadio (L3).

% MORTALIDAD + SD
TOXINA
ADMINISTRADA
L1 L2 L3

CrylAc (0.4 ng/pl) 52.5* 35.0 + 21.1 10.0+ 0.0
CrylAc (4 ng/pl) 50.0 + 14.1

CrylAb (1.0 ng/p) 56.8* 10.0 + 14.1 10.0 £ 0.0
CrylAb (10 ng/ul) 5.0+ 7.1

* Valores interpolados en las curvas dosis-mortalidad de los ensayos de toxicidad en larvas de primer estadio de
Thaumetopoea pityocampa

2. Mecanismo bioquimico de la toxicidad de las ICPs de Bacillus
thuringiensis frente a Thaumetopoea pityocampa

Una vez determinado el grado de toxicidad de distintas ICPs y preparados
comerciales frente a procesionaria, el siguiente paso en nuestro estudio fue profundizar en
los aspectos bioquimicos asociados a esta toxicidad. El modo de accién de las proteinas
insecticidas de Bacillus thuringiensis ha sido estudiado para diversos insectos plaga y
parece ser que la elevada especificidad en la accién insecticida de estas toxinas frente a
diversas especies de insectos radica en la existencia de sitios de unién especificos para ellas
en el borde en cepillo de l1a membrana de su intestino medio. La unién especifica toxina-
receptor desencadena posteriormente toda una serie de eventos a nivel de membrana que

culminan en la destruccién de las células del intestino.
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Con objeto de determinar la existencia de estos sitios de unién para las ICPs de
Bacillus thuringiensis en Thaumentopoea pityocampa, realizamos tres tipos de
experimentos:

e Deteccién inmunocitoquimica de la unién in vitro de diferentes ICPs de
Bacillus thuringiensis a secciones de tejido intestinal del insecto.

¢ Experiencias de unién de toxinas biotiniladas a vesiculas de membrana del
intestino de Thaumetopoea pityocampa.

¢ Experiencias de unién de toxinas marcadas radiactivamente a vesiculas de

membrana del intestino de la procesionaria del pino.

2.1 Deteccion inmunocitoquimica de la uniéon de diferentes ICPs de

Bacillus thuringiensis a secciones del intestino del insecto

Mediante la utilizacién de anticuerpos que reconocian especificamente cada una de
las ICPs, detectamos su unién in vitro a secciones de tejido del intestino medio de
procesionaria, segin se describe en el apartado 8 de Material y Métodos.

En la Figura 15 se puede observar que sélo se detecta union especifica al borde en
cepillo de 1a membrana de T. pityocampa para CrylAa, CrylAb, CrylAc y CrylB, mientras
que CrylCy CrylE no se unieron in vitro a la membrana intestinal. En los controles para
cada toxina (reacciones en ausencia de toxina y de anticuerpo primario, respectivamente)

no se observé unién en ningin caso.
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CrylAa CrylAb
vV V
CrylAc CrylB
MB
r
Control Control
Si.n sin
toxina anticuerpo

MB
MV

Figura 15.- Unién de CrylAa, CrylAb, CrylAc, CrylB, CrylC y CrylE a secciones de tejido intestinal de larvas de
primer estadio de Thaumetopoea pityocampa. Para cada ICP se realizaron controles en ausencia d§”oxina y de
anticuerpo primario. MB: Membrana basal, L: Lumen, MV: microvilli.
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Con la intencion de detectar variaciones en la uniéon de CrylAb y CrylAc a lo largo
del desarrollo correlacionables con las diferencias de toxicidad que habiamos determinado
en los ensayos con estas toxinas en L2 tardias, llevamos a cabo la deteccion
inmunocitoquimica de estas dos toxinas sobre secciones intestinales de larvas de
Thaumetopoea pityocampa de tercer estadio. En la Figura 16 se muestran los resultados
obtenidos y puede observarse que la union de CrylAb al borde en cepillo de la membrana
intestinal, en comparacion a la union detectada con CrylAc, es mas débil y no se extiende

de forma continua a lo largo de todo el intestino.

CrylAb CrylAc

Figura 16.- Unién de CrylAb y CrylAc a secciones de tejido intestinal de larvas de tercer estadio
de Thaumetopoea pityocampa. MB: Membrana basa! L: Lumen, MV: Microvilli

2.2 Experiencias de unién de toxinas biotiniladas a vesiculas de

membrana del intestino de Thaumetopoea pityocampa

Los resultados descritos en el apartado anterior nos permitieron confirmar, como ya
se habia demostrado en otras especies de insectos, la existencia de sitios de union
especificos para las toxinas de Bacillus thuringiensis en el intestino medio de la
procesionaria del pino. Nos interesaba entonces, para profundizar en nuestro estudio a
nivel bioquimico, poder establecer un modelo de receptores para las ICPs activas frente a
esta plaga forestal.

Para ello, una vez biotiniladas las correspondientes ICPs (apartado 10 de Material y
Meétodos) y siguiendo el protocolo descrito en el apartado 11 de Material y Métodos,
realizamos experiencias de uniéon de toxinas biotiniladas a vesiculas de membrana de
larvas de Thaumetopoea pityocampa de primer-segundo estadio en ausencia y en presencia
de competidor (toxina no biotinilada), con objeto de determinar qué toxinas comparten

receptor.
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En la Figura 17 se muestran los resultados obtenidos. Utilizamos las ICPs
biotiniladas CrylAa (Fig. 17A), CrylAb (Fig. 17B) y CrylAc (Fig. 17C) y en cada caso se
realizd una competencia en presencia de exceso de CrylAa, CrylAb, CrylAc y CrylB no
marcadas. En los tres casos, las toxinas del grupo CrylA compitieron entre ellas por la
unién a vesiculas de membrana. CrylB, sin embargo, no compitié por la uniéon de las

toxinas del tipo CrylA, en ningun caso.

7‘:*»

Figura 17.- Unién de ICPs biotiniladas a vesiculas de membrana de larvas de primer estadio de Thaumetopoea
pityocampa con deteccion por quimioluminiscencia. A: CrylAa biotinilada (1), vesiculas de membrana de larvas enteras de
primer y segundo estadio de Thaumetopoea pityocampa (2), vesiculas de membrana incubadas con CrylAa biotinilada (3),
vesiculas de membrana incubadas con CrylAa biotinilada en presencia de exceso de: CrylAa no marcada (4), CrylAb no marcada
(5), CrylAc no marcada (6) y CrylB no marcada (7). B: CrylAb biotinilada (1), vesiculas de membrana de larvas enteras de primer
y segundo estadio de Thaumetopoea pityocampa (2), vesiculas de membrana incubadas con CrylAb biotinilada (3), vesiculas de
membrana incubadas con CrylAb biotinilada en presencia de exceso de: CrylAb no marcada (4), CrylAa no marcada (5), CrylAc
no marcada (6) y CrylB no marcada (7). C: CrylAc biotinilada (1), vesiculas de membrana de larvas enteras de primer y segundo
estadio de Thaumetopoea pityocampa (2), vesiculas de membrana incubadas con CrylAc biotinilada (3), vesiculas de membrana
incubadas con CrylAc biotinilada en presencia de exceso de: CrylAc no marcada (4), CrylAa no marcada (5), CrylAb no marcada
(6) y CrylB no marcada (7).

En todos los casos las bandas que aparecen tienen el peso molecular correspondiente a la toxinas marcadas (alrededor de 60 kDa)

23 Experiencias de unioén de toxinas marcadas radiactivamente a vesiculas de
membrana del intestino de Thaumetopea pityocampa

Estos experimentos de unién proteina-ligando nos permitieron completar la
caracterizacion bioquimica del sistema de receptores mediante la determinacion de los
parametros cinéticos de la unidn toxina-receptor: Kd o constante de disociacion aparente
(inversa de la constante de asociacion), que es una medida de la afinidad del receptor por el

ligando, y Rt o concentracion de sitios de union.
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Para analizar las diferencias a nivel de parametros de unién entre larvas de
distintos estadios, las experiencias de unién se realizaron tanto con vesiculas de larvas de
primer-segundo estadio como con larvas de altimos estadios.

Un paso previo a la realizacién de estos ensayos fue la determinacién de las
condiciones éptimas para los mismos, es decir, la obtencién de las concentraciones més
adecuadas de los dos componentes de la reaccién: la ICP radiactiva (el ligando) y las
proteinas de vesiculas (el receptor), asi como el tiempo 6ptimo de incubacién de ambas.

Las toxinas utilizadas fueron CrylAa, CrylAb y CrylAc, y se marcaron con 125] tal
como se describe en el apartado 12 de Material y Métodos.

1- Determinacién de la concentracion 6ptima de ICP radiactiva

La concentracion 6ptima de 125I-Cry1Aa, 125I-Cry1Ab y 125I-CrylAc, se determiné en
los experimentos de desplazamiento. En este tipo de ensayo se mantuvo fija la cantidad de
proteinas de vesiculas y se varif la cantidad total de radiactividad afiadida. Se determiné la
unién a vesiculas y se eligi6é la cantidad de radiactividad a utilizar en los experimentos
posteriores dentro del rango lineal de union.

Los resultados de los correspondientes experimentos de desplazamiento con las
ICPs 125]-Cry1Aa, 125I-Cry1Ab y 125]-CrylAc y vesiculas de larvas L1-1.2 de Thaumetopoea
pityocampa se muestran en la Figura 18. Para CrylAc se eligi6 una cantidad de
radiactividad total en el ensayo de 20000 cpms, y en el caso de CrylAa y CrylAb, 40000
cpms.
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Figura 18.- Determinaciéon de la concentracién o6ptima de ICP radiactiva a
utilizar en los ensayos de unién ICP-receptor con vesiculas de membrana de
larvas enteras de Thaumetopoea pityocampa

2- Determinacion de la concentracion 6ptima de proteinas de vesiculas

La determinacion de la cantidad 6ptima de proteinas de vesiculas en un volumen de
ensayo de 0.1 mi, se llevdo a cabo mediante experimentos de saturacién de vesiculas. Las
curvas representadas en las Figuras 19 y 20 se obtuvieron tras incubar concentraciones
crecientes de proteinas de vesiculas de los dos momentos del desarrollo (L1-L2 y tltimos
estadios, respectivamente) con la cantidad correspondiente de ICP radiactiva determinada
en los experimentos de desplazamiento.

La cantidad 6ptima de proteinas en el volumen de ensayo utilizado se eligié dentro
del rango lineal y fue de 13 pgy 15 pg para CrylAa en el caso de larvas L1-L2 y de tltimos
estadios, respectivamente; 4 pgy 12 pg para CrylAb en cada uno de los estadios anteriores;

y Spgy 18 pgpara CrylAc en los mismos estadios previamente citados.
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Figura 19.- Determinacion de la cantidad

optima de proteinas de vesiculas

larvas enteras de primer y segundo
estadio de Thaumetopoea pityocampa

para los ensayos ICP-receptor

CrylAa, CrylAb y CrylAc marcadas
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Figura 20.- Determinacion de la cantidad
optima de proteinas de vesiculas de larvas
enteras de ultimos estadios de
Thaumetopoea pityocampa para ensayos
ICP-receptor con CrylAa, CrylAby CrylAc
marcadas radiactivamente

3- Determinacion del tiempo de incubacion

La mezcla de reaccion, una vez fijados la cantidad de ICP marcada y de proteinas de
vesiculas, se incubo a diferentes tiempos y como se observa en las Figuras 21 y 22, los
tiempos minimos de incubacién necesarios

concentracion de proteinas de vesiculas y la ICP radiactiva fueron de 1h en todos los casos
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salvo para CrylAb en larvas de estadios tempranos, en las que el tiempo Optimo de

incubacion resulto ser de 2 h.

0o CrylAa 100 CrylAa

=N
) —qﬁ

25 50 100 50 73 100
tiempo (min) tiempo (min)

100-  CrylAb 103 CrylAb

25 50 75 100 125 25 50 75 100
tiempo (min) tiempo (min)

CrylAe

I
i 50
J ¢
*% 25
25 50 75 100 25
tiempo (min) tiempo (min)
Figura 21.- Cinética de asociacion de Figura 22.- Cinética de asociaciéon de
CrylAa, CrylAb y CrylAc marcadas CrylAa, CrylAb y CrylAec marcadas
radiactivamente a proteinas de vesiculas radiactivamente a proteinas de vesiculas
de larvas enteras de primer y segundo de larvas enteras de ultimos estadios de
estadio de Thaumetopoea pityocampa. Thaumetopoea pityocampa.

Una vez establecidas las condiciones de ensayo para cada toxina en los dos
momentos del desarrollo de procesionaria elegidos, se procedi6 a la obtencion de la
constante de disociacion y la concentracion de sitios de union para estas ICPs en cada caso.
Esto se realiz6 mediante experimentos de competencia homologa. En los ensayos de

competencia se mantiene constante la concentracion de proteinas de vesiculas y de ICP
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marcada y se van afiadiendo cantidades crecientes de ICP no marcada, bien la misma y en

este caso se habla de experimentos de competencia homologa, bien otra distinta, con lo que

se trata de experimentos de competencia heterdloga.

Los resultados de los experimentos de competencia se muestran en las figuras 23 y

24.

En todos los casos, las competencias heterologas muestran como todas las toxinas

del grupo CrylA son capaces, en mayor o menor medida, de desplazar la ICP marcada de

sus sitios de union.

Zurn-

100 1000
Competidor (M)

1000
Competidor (nM)

7 ot fpte

Competidor (nM)

Figura 23.- Unién de I2d-CrylAa (A), 1d-
CrylAb (B) y 12d-CrylAc (C) a proteinas de
vesiculas de larvas enteras de primer y
segundo estadio de Thaumetopoea
pityocampa en presencia de
concentraciones crecientes de competidor
no marcado: CrylAa (A), CrylAb#) vy
CrylAc (D).
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Figura 24.- Unién de 126-CrylAa (A), ,26I-
CrylAb (B) y ,2B-CrylAc (C) a proteinas de
vesiculas de larvas enteras de tltimos estadios
de Thaumetopoea pityocampa en presencia de
concentraciones crecientes de competidor no
marcado: CrylAa (A), CrylAb(*) y CrylAc (D).
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Los resultados de las competencias homologas fueron analizados con el programa
LIGAND (Mundson y Rodbard, 1980). Este programa calcula la concentracion de ligando
unido como una funcién de la concentracion total de ligando, dada una afinidad (Kd) y la
concentracion total de sitios de unioén (Rt). El programa va ajustando las estimas iniciales
de Kd, Rt y la union no especifica hasta que el modelo se aproxima a los puntos
experimentales tanto como sea posible. Permite también distinguir estadisticamente si el
modelo se ajusta mas a un Unico sitio de unioén o a dos sitios de diferente afinidad.

Los pardmetros de union obtenidos para los distintos experimentos de competencia

homologa realizados se muestran en la Tabla VI.

Tabla VI.- Parametros obtenidos en las experiencias de union de ICPs marcadas radiactivamente a
vesiculas de membrana de larvas enteras de primer y segundo estadio (L1-L2) y ultimos estadios de
Thaumetopoea pityocampa.

L1-L2 Ultimos estadios
ICP
Kd+SD Rt+ SD Kd +SD Rt+SD
CrylAa 3.15+1.37 2.01 +£1.96 0.83 £0.02 1.30+0.08
00.29+0.17 00.95+0.41
CrylAb ©2.55 +1.62 ©275+1.74 3.42 +0.66 1.29 +0.06
CrylAc 2.31+0.89 6.93 +4.11 7.93 +3.82 3.65+2.67

En todos los casos, excepto en la competencia homologa con CrylAb en larvas de
estadios tempranos, el mejor ajuste se obtuvo para un modelo de una sola poblacion de
receptores. En los ensayos con proteinas de vesiculas de larvas de primer-segundo estadio,
los resultados demuestran la existencia de dos sitios de union diferenciados para CrylAb.

Se apbco un test de la t de student para determinar si las diferencias obtenidas en
los dos parametros estudiados, Kd y Rt en larvas pequefias y grandes, eran significativas
(p: 0.05). Las diferencias entre estadios no fueron significativas para CrylAay CrylAc, y
tampoco al comparar los parametros del segundo sitio de uniéon a CrylAb obtenidos en
larvas L1-L2 con las del unico sitio de unioén a CrylAb obtenido en larvas de los ultimos
estadios de procesionaria. En cambio, los pardmetros del primer sitio de unién a CrylAb en
larvas pequefias si resultaron ser significativamente diferentes de los parametros del sitio

de unién a CrylAb en larvas de estadios superiores.
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3. Evaluacion de la eficacia en campo de distintas formulaciones comerciales
basadas en Bacillus thuringiensis frente a Thaumetopoea pityocampa

Con objeto de comparar la efectividad en campo de distintos productos comerciales
que contienen las ICPs de Bacillus thuringiensis como ingrediente activo y determinar si su
eficacia podia correlacionarse con su contenido en toxinas, llevamos a cabo dos pruebas de
campo a grande y pequeiia escala en zonas atacadas por la procesionaria del pino, en las
que el estadio mayoritario de las larvas fue L1-L2 y L3-L4, respectivamente.

En la Tabla VII y la Figura 25 se muestran y representan graficamente los
porcentajes de eficacia o mortalidad obtenidos en la prueba de campo a gran escala
realizada en Ademuz en colaboracién con el Servicio de Proteccion de Vegetales de la
Conselleria de Agricultura y Medio Ambiente de la Generalitat Valenciana y bajo la
supervision técnica de D. Eduardo Obama. En esta prueba se utilizaron cuatro
formulaciones comerciales basadas en Bacillus thuringiensis var kurstaki (Dipel ES, Foray
48B, Foray 76B y Cordalene) y una formulaciéon cuyo material activo fue un inhibidor del

crecimiento (hexaflumuron), como testigo (Consult).

Tabla VII.- Numero de orugas vivas y porcentajes de eficacia obtenidos para Consult (hexaflumuron),
Foray 48B, Foray 76B, Dipel y Cordalene frente a un testigo sin tratar en la prueba de campo de
Ademuz frente a larvas de primeros estadios de Thaumetopoea pityocampa. Se realizaron tres
muéstreos, a los 18, 41y 60 dias después de la aplicacion.

Numero de orugas vivas %Eficacia
Producto 18 dias 41 dias 60 dias 18 dias 41 dias 60 dias
TESTIGO 2443 2792 2789
CONSULT 1341 55 0 45.1 98.0 100.0
FORAY 48B 2142 1895 1725 12.3 32.1 38.1
FORAY 76B 610 593 354 75.0 78.7 87.3
CORDALENE 2435 1785 1665 0.32 36.0 40.3
DIPEL 1900 1368 1321 222 51.0 52.6
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Figura 25.- Porcentaje de mortalidad obtenidos para Consult (hexaflumurén), Foray 48B, Foray 76B,

Cordalene y Dipel respecto de la parcela control sin tratar en los tres muéstreos realizados: 18, 41 y 60

dias después del tratamiento en la prueba de campo de Ademuz frente a larvas de primeros estadios

de Thaumetopoea pityocampa. Los porcentajes en cada caso se calcularon sobre el nimero de orugas
vivas en la parcela testigo.

Como puede observarse, tan solo en la parcela testigo tratada con Consult y la
tratada con Foray 76B se alcanzaron en el ultimo conteo porcentajes de eficacia aceptables
para un tratamiento en campo (100% y 87.3%, respectivamente). La mortalidad conseguida
por Foray 76B fue muy alta ya 18 dias después del tratamiento (75%), y los conteos
siguientes (41 y 60 dias después del tratamiento) no registraron un incremento significativo
de la eficacia. Sin embargo, los tres conteos realizados en la parcela testigo (Consult)
mostraron un incremento progresivo de la mortalidad, desde el 45% del primer conteo hasta
el 98% y 100% de los dos tltimos.

El resto de los tratamientos, realizados con Foray 48B, Dipel ES y Cordalene,
mostraron una eficacia entre el 40% y el 50% en el ultimo conteo. Las causas de esta baja
efectividad fueron probablemente las fuertes lluvias caidas sobre la zona apenas 8 h
después del tratamiento el 31 de agosto (50 1/m2)y el 1 de septiembre (10 1/m2).

En la Figura 26 aparecen los porcentajes de eficacia obtenidos en la prueba de

campo a pequeia escala realizada en Bétera. En esta prueba se utilizaron 3 formulaciones

comerciales basadas en Bacillus thuringiensis (Dipel ES, Foray 48B y Cordalene).
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Figura 26.- Porcentajes de mortalidad obtenidas para Foray 48B, Dipel, Cordalene y la parcela
control sin tratar en los tres muéstreos realizados: 7, 14 y 21 dias después del tratamiento en la
prueba de campo de Bétera frente a larvas de tercer y cuarto estadio de Thaumetopoea pityocampa.

Los porcentajes de orugas muertas se calcularon sobre el total de orugas (vivas y muertas) en cada

caso. El porcentaje de mortalidad de la parcela control (no tratada) en todos los muéstreos fue de
alrededor del 7%.

La realizacion de esta prueba se llevdo a cabo en unas inmejorables condiciones

climatologicas (ausencia de lluvia y temperaturas muy suaves), por lo que los resultados

obtenidos no se vieron afectados por este imponderable.

La evolucioén de la mortalidad causada por las tres formulaciones comerciales siguid

una pauta de incremento similar del primer al segundo conteo. Sin embargo, en el tercer
conteo, so6lo registramos un incremento apreciable de la mortalidad en las colonias tratadas
con Foray 48B y Cordalene. Los porcentajes de mortalidad obtenidos en este ultimo conteo
fueron del mismo orden para Foray 48B y Cordalene (86.6% y 84.2%, respectivamente),
mientras que la eficacia de Dipel resultdé ser de tan sélo 57%. En todos los conteos, la
mortalidad del control fue constante, alrededor del 7%.

De igual manera, en el tltimo muestreo realizado, el estadio de las larvas control y
de las colonias tratadas con Dipel fue sensiblemente mayor (cuarto estadio

mayoritariamente) que el de las larvas tratadas con Foray 48B y Cordalene.
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Lymantria monacha

1. Toxicidad de Bacillus thuringiensis frente a la plaga forestal Lymantria
monacha

Con objeto de determinar cudles de las ICPs disponibles son mds activas frente a
este insecto y poder optimizar asi la utilizacion de Bacillus thuringiensis para su control en
campo, realizamos un estudio de toxicidad basado en cuatro tipos de experiencias distintas:

* Ensayos de toxicidad con dos productos comerciales basados en Bacillus
thuringiensis, para determinar sus respectivas LDsoy Lp9o.

* Ensayos de toxicidad con las ICPs del grupo CrylA, para determinar su
efecto a nivel de retraso en el desarrollo de las larvas tratadas.

* Ensayos de intoxicacion con estas mismas toxinas para comparar el dafio
intestinal provocado por cada una de ellas.

* Experiencias de perfusion luminal y medida del voltaje transepitelial
generado por varias ICPs, para estudiar su capacidad para formar canales
i6nicos en la membrana intestinal de Lymantria monacha.

En la Figura 27 se muestra la curva dosis-mortalidad obtenida a partir de los
ensayos de toxicidad realizados en larvas de tercer estadio recién mudadas de la poblacion

alemana, a las que se forzo a ingerir diferentes dosis del bioinsecticida Dipel.

05 15
log dosis '

Figura 27.- Curva de mortalidad obtenida en el ensayo de toxicidad de
ingestion forzada de Dipel frente a larvas de tercer estadio recién

mudadas de la poblacion alemana de Lymantria monacha. Dosis
expresadas en [U/larva.

Los pardmetros de toxicidad calculados en este caso fueron los siguientes:
Pendiente: 4.266 + 0.790
Lpso [FL95): 7.597 [6.143-8.747] (IU/larva)
Lpoo [rFros): 15.171 [12.779-20.689] (IU/larva)
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Estos bioensayos fueron realizados durante una estancia corta de investigacion en
el Departamento de Zoologia Aplicada de la Facultad de Ciencias Forestales de la Ludwig-
Maximilians-Universitat Miinchen (Alemania), dedicada al aprendizaje del mantenimiento
y manejo en el laboratorio de la plaga forestal Lymantria monacha, y la puesta a punto de
los ensayos de toxicidad con Bacillus thuringiensis, bajo la supervision del Dr. Axel Gruppe
y la Dra. Gema Pérez-Guerra.

Larvas de tercer estadio recién mudadas de la+ poblacion de Lymantria monacha de
Orihuela del Tremedal (Teruel) fueron forzadas a ingerir la dosis de Dipel determinada
como LDso para la poblacién alemana y el porcentaje de mortalidad obtenida para esta
dosis en la poblacion espafiola fue del 80.0 £ 0.0 % (considerablemente superior al 50% de la
poblacién alemana).

El método de la ingestion forzada llevado a cabo en los ensayos de toxicidad en estos
insectos, aunque muy fiable en cuanto a la cuantificacion de la dosis ingerida por cada
insecto en las diferentes réplicas, resultd poco practico por la imposibilidad de realizar un
numero adecuado de bioensayos a la vez (conseguir que una larva ingiera la dosis adecuada
es un proceso lento y por tanto excesivamente tedioso si se han de ensayar varios
preparados con distintas dosis y varias réplicas de cada una de ellas).

Por ello, los ensayos de toxicidad con la poblacion espafiola de Lymantria monacha
se realizaron con larvas de segundo estadio recién mudadas, incorporando las distintas
dosis a ensayar a la dieta artificial con la que estos insectos eran mantenidos en el
laboratorio.

La Figura 28 muestra las curvas dosis-mortalidad obtenidas con larvas procedentes
de Orihuela cuando se ensayaron las formulaciones comerciales Foray 48B y Dipel ES. En
la Tabla VIII aparecen los parametros de toxicidad calculados a partir de estas curvas

dosis-mortalidad.

10 DIPEL ES 10 FORAY 48B

log dosis log dosis

Figura 28.- Curvas de mortalidad obtenidas en los ensayos de toxicidad en dieta artificial de Dipel
ES y Foray 48B frente a larvas de segundo estadio recién mudadas de la poblaciéon espafiola de
Lymantria monacha. Dosis expresadas en ng/cm2
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Tabla VIIL- Toxicidad de Dipel ES y Foray 48B frente a larvas de segundo estadio
recién mudadas de la poblacién espaiiola de Lymantria monacha.

0.950 10.834

DIPEL ES 1.21£0.27 [0.297-1.598] [6.878-28.216]
0.478 6.067

FORAY 48B 1.16+0.35 [0.017-1.199] [3.629-14.336]

Las pendientes de las curvas de ambos productos resultaron muy similares, pero las
LDso y LDoo de Foray 48B fueron inferiores, indicando una mayor toxicidad de este
formulado comercial frente a Dipel ES.

Los valores de 1pso y Lpoo obtenidos para ambas formulaciones fueron, sin
embargo, muy altos. En Thaumetopoea pityocampa vimos que la toxicidad de los
preparados comerciales viene determinada por la toxina en la que éstos estan enriquecidos,
la realizacion de ensayos de toxicidad de ICPs purificadas en Lymantria monacha se hizo
impracticable, pues las cantidades de toxina necesaria para realizar bioensayos similares a
los ensayos de toxicidad con las formulaciones comerciales excedian los limites de lo que
supone una correlacion dosis-toxicidad aceptable.

Por lo tanto, decidimos llevar a cabo los ensayos de toxicidad de las ICPs del grupo
CrylA con dosis subletales (2 ng/cm2 20 ng/cm2, 200 ng/cm2) y evaluar su efecto sobre el
insecto no en términos de porcentaje de mortalidad sino en porcentaje de larvas vivas que
no mudaban a tercer estadio tras el tratamiento. Tanto en las larvas tratadas como las
larvas sin tratar, el porcentaje de mortalidad no excedio del 5%, y en el caso de estas
ultimas, que constituyen el control de la experiencia (larvas no sometidas a tratamiento),
alrededor del 87% mudaron a tercer estadio.

Los resultados obtenidos (Figura 29) indican que las tres toxinas del tipo CrylA
afectan al desarrollo de las larvas de Lymantria monacha, llegando a inhibir la muda
practicamente en el 100 % de las larvas tratadas con una dosis de 200 ng/cm?2, frente al
control de larvas sin tratar, en el que tan sélo alrededor de un 13% de las larvas no mudé a
tercer estadio. Sin embargo, para una dosis de 2 ng/cm2 tan sélo CrylAa provocd una
inhibicién de la muda de aproximadamente 50%. CrylAc inhibié la muda alrededor de un

50% cuando se tratdé las larvas con una dosis de 20 ng/cm2, mientras que CrylAb
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necesitaria de dosis ain mayores para alcanzar este porcentaje de inhibiciéon de la muda.
Por tanto, el orden de efectividad en la inhibicion de la muda fue el siguiente: CrylAa >
CrylAc > CrylAb.

100

0s Lo 15 20
log dosis

Figura 29.- Porcentaje de larvas de Lymantria monacha de
segundo estadio (L2) que mudan a tercer estadio (L3) tras los
ensayos de toxicidad en dieta artificial con dosis subletales de
CrylAa, CrylAb y CrylAc. Los porcentajes se han calculado
respecto al total de larvas vivas tras los bioensayos. En el
control sin tratar, el porcentaje de larvas de Lymantria
monacha que mudé a L3 fue del 87%. Dosis expresadas en ng/cm2.

Para evaluar el efecto histopatoldgico de las ICPs de Bacillus thuringiensis en el
intestino de Lymantria monacha, se intoxicaron larvas recién mudadas a tercer estadio
forzdndolas a la ingestion de una dosis de 1.6 ng de CrylAa, CrylAb, CrylAc y CrylB. La
Figura 30 muestra el aspecto del intestino del insecto tras la intoxicacidon con estas cuatro
toxinas frente al intestino control de una larva sin intoxicar. Como puede apreciarse en la
figura, no se observo dafo alguno en los intestinos de larvas tratadas con CrylAb y CrylB,
mientras que en los tratados con CrylAa los signos de vacuolacion, de hinchamiento y
ruptura celular empezaban a hacerse patentes, y en los tratados con CrylAc la destruccion
del intestino es dramatica, con las células lisadas invadiendo ya el lumen del intestino. El
orden de efectividad pues, atendiendo al efecto citotoxico causado fue el siguiente: CrylAc >
CrylAa > CrylAb = CrylB.
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CrylAa

CrylAc

Figura 30.- Tincién citoquimica de secciones de tejido intestinal de larvas de tercer estadio
recién mudadas de Lymantria monacha no intoxicadas (control) e intoxicadas mediante la
ingestion forzada de 1.6 ng de CrylAa, CrylAb, CrylAcy CrylB. MB: membrana basal, L: lumen,

MV-mirrnvilli

La causa de la vacuolacion y destruccion de las células del intestino medio de
insectos que han ingerido toxinas de Bacillus thuringiensis parece ser la formacion de poros
en la membrana intestinal de los mismos tras la union de las ICPs a receptores especificos
de la membrana de los insectos susceptibles. El hecho de que CrylAb provoque una
inhibicién de la muda en Lymantria monacha de segundo estadio en un rango de dosis
similar a CrylAa y CrylAc, pero no provoque dafio a nivel histoldégico en larvas de tercer
estadio para una dosis (1.6 ng) con la que las otras dos toxinas de tipo CrylA si tienen un

claro efecto citotoxico, podria estar indicando un modo de accion diferente de CrylAb
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respecto al de las ICPs estudiadas, precisamente a nivel de formacion de poros en la
membrana del intestino del insecto.

Con objeto de investigar la capacidad de CrylAb para inducir la formacién de poros
en la membrana intestinal y crear el desequilibrio osmético que conduce a la ruptura de las
células, en colaboracion con la Dra. N. De Necker, de la Universidad de Limburg (Bélgica),
se llevaron a cabo experimentos de perfusion luminal de intestinos, en los que, tal y como se
detalla en el apartado 15 de la seccion de Material y Métodos, se midié el voltaje
transepitelial (Vte) tras la perfusion forzada de toxinas a través del intestino medio de
Lymantria monacha de primer estadio.

Para comparar el efecto de CrylAb respecto al de otras ICPs de Bacillus
thuringiensis se eligieron las toxinas CrylAc y CrylB, determinadas como las mas activa 'y
la de menor efecto tdxico, respectivamente, en las experiencias de intoxicacion de
Lymantria monacha.

La Figura 31 muestra los resultados obtenidos con CrylAb, CrylAc y CrylB frente
a un control en el que s6lo se perfundié solucion tampoén. Los datos corresponden a las
medias de 6 medidas diferentes tomadas 25 min después de iniciar la perfusiéon. En todos
los casos, los valores de Vte obtenidos en el momento de realizarse la perfusion fueron

similares (62.58 +24.93 mV), constituyendo la linea basal de voltaje transepitelial.

100-1
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Figura 31.- Voltaje transepitelial medido 25 min después de la perfusiéon forzada de
solucién tampon, CrylAb (1 pg/mly 10 pg/ml), CrylAc (1 pg/mly 10 pg/ml) y CrylB (10
pg/ml) a intestinos disecados de larvas de primer estadio de Lymantria monacha. Los
porcentajes se han calculado respecto del voltaje transepitelial 1 min después de
iniciar la perfusion forzada en cada caso.

Realizamos un test de ANOVA de dos vias con los datos de Vte obtenidos al

perfundir CrylAb y CrylAc (variable: tratamiento) a dos concentraciones distintas: 1 fig/ml

y 10 (ig/ml (variable: concentracion), y aunque la interaccién entre las dos variables
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analizadas (tratamiento y concentracion) no resulto significativa, si lo fueron las diferencias
entre tratamientos (p: 0.0144) y, dentro de cada tratamiento, las diferencias entre
concentraciones (p: 0.0277).

Un test de ANOVA de una via aplicado para los datos de Vte del control, CrylAby
CrylAc a concentracion 1 pg/ml frente al control descartd que se tratara de valores
diferentes (p > 0.05).

No obstante, un test de ANOVA de una via realizado sobre los datos de Vte del
control, CrylAb (10 pg/ml), CrylAc (10 pg/ml) y CrylB (10 pg/ml), determiné la existencia
de diferencias significativas (P < 0.05) en las medias de de los tratamientos empleados.
Para establecer qué ICPs en concreto generaron un Vte significativamente distinto del Vte
medido para el control, se realiz6 un test de comparacion multiple de Dunnet con el que
pudimos concluir que para la dosis mas alta utilizada (10 pg/ml) sélo los valores obtenidos
al perfundir CrylAb y CrylAc fueron significativamente distintos del Vte generado por la
solucion tampén (p < 0.05 y p < 0.01, respectivamente). E1 Vte creado por CrylB, sin
embargo, no mostré diferencias significativas respecto del control (p > 0.05). Cuando
realizamos un test de comparacion multiple de Dunnet para contrastar los valores de Vte
obtenidos con CrylAb (10 fxg/ml) y CrylAc (10 pg/ml), las diferencias observadas no
resultaron significativas (p > 0.05).

La capacidad de CrylAb para formar poros en la membrana intestinal en
condiciones in vitro nos sugiri6 que la ausencia de efecto citotoxico detectada tras Ia
intoxicacion de larvas de tercer estadio de Lymantria monacha podia ser debida
simplemente a que la dosis ingerida no fue lo suficientemente alta para observar dafio a
nivel intestinal durante el tiempo de intoxicacion del ensayo. Para confirmar esta hipotesis,
larvas de tercer estadio recién mudadas fueron intoxicadas con una dosis de 1.6 pg de
CrylAb (mil veces superior a la utilizada anteriormente), detectdndose entonces si los
signos propios de destruccion de la membrana intestinal causados por las ICPs de Bacillus

thuringiensis (Figura 32).

Figura 32.- Tincion citoquimica de secciones de tejido intestinal de larvas de
tercer estadio recién mudadas de Lymantria monacha intoxicadas mediante la
ingestion forzada de 1.6 ng de CrylAb.

MB: membrana basal, L: lumen, MV: microvilli.
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2. Mecanismo bioquimico de la toxicidad de las ICPs de Bacillus
thuringiensis frente a Lymantria monacha
Con objeto de determinar la existencia de sitios de unidn especificos para las ICPs

de Bacillus thuringiensis en el insecto-plaga Lymantria monacha, y poder establecer un
modelo de receptores, llevamos a cabo dos tipos de experiencias:

* Deteccion inmunocitoquimica de la union de diferentes ICPs de Bacillus

thuringiensis a secciones de tejido intestinal del insecto

» Experiencias de union de toxinas marcadas radiactivamente a vesiculas de

membrana del intestino de Lymantria monacha

2.1 Deteccion inmunocitoquimica de la union in vitro de diferentes
ICPs de Bacillus thuringiensis a secciones de tejido intestinal de
Lymantria monacha
Siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 8 de Material y Métodos,
mediante la utilizacion de anticuerpos fue posible observar la union de las toxinas a la
membrana de borde en cepillo del epitelio intestinal de Lymantria monacha, tal como

puede verse en la Figura 33.

CrylA

Control Control
sin sin

tnvina

anticuerpo

Figura 33.- Uniéon de CrylAa, CrylAb, CrylAc y CrylB a secciones de tejido
intestinal de larvas de segundo estadio de Lymantria monacha. Para cada ICP
se realizaron controles en ausencia de toxina y de anticuerpo primario. MB:
membrana basal, L: lumen, MV: microvilli
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Se detectd unidn especifica a la membrana intestinal para CiylAa, CrylAb y

CrylAc, y ausencia de unidon cuando las secciones histologicas se incubaron con CrylB.

Tampoco se detectd union especifica en ninguno de los controles efectuados en ausencia

de toxina y de anticuerpo primario.

2.2 Experiencias de unién de toxinas marcadas radiactivamente a

vesiculas de membrana del intestino de Lymantria monacha

Previamente a la realizacion de competencias homologas y heterdlogas para la

caracterizacion del sistema de receptores de las toxinas del tipo CrylA, se establecieron las

condiciones de ensayo para estos experimentos de union I2I-ICP-receptor, en BBMVs de

larvas de ultimos estadios.

1- Determinacion de la concentracion de ICP radiactiva

La concentracion optima de 129-CrylAa, 2I-CrylAb y 123-CrylAc se determiné en

los experimentos de desplazamiento (Figura 34). La concentracion de cada ICP se escogid

dentro del tramo lineal y fue de 40000 cpms para CrylAa y CrylAb, y de 2000 cpms para

CrylAc.
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Figura 34.- Determinacion de la concentracion optima de ICP radiactiva a
utilizar en los ensayos de union ICP-receptor con vesiculas de membrana de
intestinos de larvas de ultimos estadios de Lymantria monacha.
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2- Determinacién de la concentracidon 6ptima de proteinas de vesiculas

La determinacion de la cantidad dptima de proteinas de vesiculas en un volumen de
ensayo de 0.1 mi se llevd a cabo mediante experimentos de saturacion de vesiculas (Figura
35).

La cantidad de proteinas de vesiculas en el volumen de ensayo utilizado se eligio
dentro del rango lineal y fue de 15 pg para CrylAa y de 12 pg para CrylAc. En las

condiciones de ensayo no fue posible detectar unidn especifica de CrylAb a proteinas de

vesiculas.
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Figura 35.- Determinaciéon de la cantidad é6ptima de proteinas de vesiculas de intestinos de

larvas de ultimos estadios de Lymantria monacha para los ensayos ICP-receptor con CrylAa y
CrylAc marcadas radiactivamente.

3- Determinacion del tiempo de incubacion
Como se observa en la Figura 36, los tiempos minimos de incubacion necesarios
para alcanzar el equilibrio entre la concentraciéon de proteinas de vesiculas y la ICP

marcada fueron de 1h para CrylAay de 2 h para CrylAc.

100 CrylAa CrylAc
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Figura 36.- Cinética de asociacién de CrylAa y CrylAc a proteinas de vesiculas de intestinos de
larvas de ultimos estadios de Lymantria monacha.
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Una vez puestas a punto las condiciones de ensayo, se procedid a la realizacion de
competencias homologas y heterdlogas con CrylAa y CrylAc en Lymantria monacha

(Figura 37).

100

Competidor (nM) Competidor (nM)

Figura 37.- Unién de ZH-CrylAa (A) y 29-CrylAc (B) a proteinas de vesiculas de intestinos de larvas de
ultimos estadios de Lymantria monacha en presencia de concentraciones crecientes de competidor no

marcado: CrylAa (A)y CrylAc (D).

En la Tabla IX se muestran los parametros cinéticos de la union (Kd y Rt) obtenidos
mediante el andlisis con el programa LIGAND de los resultados de los experimentos
llevados a cabo. La constante de disociacion aparente (Kd) de CrylAa (34.40 nM) fue diez
veces mayor que la Kd obtenida para CrylAc (3.55 nM), y su concentracién de receptores

(Rt) (16.07 pmol/mg), unas siete veces mayor que la Rt de CrylAc (2.56 pmol/mg).

Tabla IX.- Pardametros obtenidos en las experiencias de uniéon de ICPs marcadas radiactivamente a
vesiculas de membrana de intestinos de larvas de tltimos estadios de Lymantria monacha.

ICP Kd +SD Rt+ SD
CrylAa 34.40 + 15.61 16.07+11.44
CrylAc 3.55+ 1.04 2.56 £0.26

La ausencia de union especifica en los ensayos ligando-receptor cuando se incubd
CrylAb con las proteinas de vesiculas de larvas de ultimo estadio de Lymantria monacha,
esta en aparente contradiccion con los resultados de inhibicion de la muda y de formacion
de poro in vitro obtenidos en larvas de segundo estadio de este insecto, que demuestran un

claro efecto de la toxina sobre el mismo.
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Con objeto de determinar si la ausencia de union especifica detectada en los
experimentos de saturacion de vesiculas se debia al estadio de las larvas con las que se
prepararon los mismos (Ultimos estadios), se realizd un experimento de saturacion de
vesiculas preparadas a partir de larvas de primer-segundo estadio. La Figura 38 muestra la
curva de saturacion obtenida, confirmando la existencia de union especifica de CrylAb a

vesiculas de larvas de estadios tempranos del desarrollo.

CrylAb

10 15 20 25 30
Proteinas de vesiculas (ug)

Figura 38.- Curva de saturacion de proteinas de vesiculas de larvas de
primer y segundo estadio de Lymantria monacha con CrylAb marcada
radiactivamente.

3. Evaluacion de la eficacia en campo de distintas formulaciones comerciales
basadas en Bacillus thuringiensis frente a Lymantria monacha

Para llevar a cabo esta prueba de campo, dado que los pinos sobre los que se
encontraba instalada esta plaga en Orihuela del Tremedal (Teruel) eran de gran altura,
necesariamente teniamos que trasladar los insectos a una zona mds idénea para el
tratamiento manual. Inicialmente trasladamos huevos de Lymantria monacha
distribuyéndolos equitativamente en las cortezas de los arboles marcados en cada parcela.
Sin embargo, las bajas temperaturas durante los dias siguientes a la eclosion de los huevos
provocaron la muerte de la mayoria de las larvas recién salidas. Decidimos, pues, trasladar
las larvas en segundo estadio, en el que no son tan sensibles a la manipulacion y las bajas
temperaturas, y podrian adaptarse mas facilmente a un hébitat diferente. No obstante, una
vez mas, la climatologia adversa, con fuertes lluvias, impidié que pudiéramos acceder a la
zona infestada donde estaba prevista la recoleccion de larvas en L2. Cuando mejoro el
tiempo, las larvas ya se encontraban en tercer y cuarto estadio, momentos del desarrollo
muy poco adecuados para el tratamiento con Bacillus thuringiensis y la comparacion de
eficacias de distintos productos, especialmente teniendo en cuenta (os valores de LDso y
LD obtenidos para este insecto plaga, por lo que la prueba de campo tuvo que ser

definitivamente cancelada.
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Thaumetopoea pityocampa

1. Toxicidad de Bacillus thuringiensis frente a la plaga forestal
Thaumetopoea pityocampa (procesionaria del pino)

En este trabajo hemos estudiado la accién insecticida de diversas ICPs del tipo Cryl
frente a la procesionaria del pino, Thaumetopoea pityocampa, demostrando que estas
proteinas pueden ser adecuadas para el control del insecto. De las 6 ICPs especificas para
lepidépteros analizadas, tan s6lo CrylC y CrylE resultaron no téxicas en las condiciones de
nuestro ensayo. Las toxinas que sf resultaron activas (CrylAa, CrylAb, C;'ylAc y CrylB)
v pefiniteh abérdar.la- uﬁﬁzaﬁéh deBacdlus thurmgzensw eﬁ él éoritrbl de‘ l# piaga ‘e‘n‘
términos de diferentes combinaciones de proteinas que resulten mé4s adecuadas para
optimizar la efectividad del producto y permitan el disefio de tA4cticas para impedir el
desarrollo de resistencia por parte del insecto.

Las tres ICPs del tipo CrylA son téxicas dentro de un rango de concentraciones
similar y mantienen el orden de toxicidad: CrylAc > CrylAb > CrylAa, tanto a nivel de
LD,, como de LD,. CrylB, sin embargo, mostré6 un comportamiento téxico diferente, con
una LD,, muy alta, pero una LD, del mismo orden que las toxinas del tipo CrylA.

Para comparar adecuadamente la eficacia de distintas toxinas o preparados, se debe
tener en cuenta no sélo la LD,, sino también la pendiente de la curva dosis-mortalidad
obtenida en los ensayos de toxicidad, porque puede ocurrir que no existan diferencias
significativas entre productos a nivel de LD, y si las haya a nivel de LD,, que es en
realidad el nivel minimo de eficacia insecticida requerida para reducir una plaga en campo
de manera aceptable (Reardon y Wagner, 1995). Los ensayos de intoxicacién realizados con
ICPs individuales en larvas de primer estadio demuestran que dosis equivalentes a un
porcentaje de mortalidad igual o superior al 98% (probit = 7.0537) provocaron un claro
efecto citotéxico para todas las toxinas activas frente a Thaumetopoea pityocampa tan sélo 3
h 30 min después de la ingestién, cuando las larvas se alimentaron de pino tratado en el
laboratorio.

En base a estos resultados, pues, tanto las ICPs del tipo CrylA como CrylB serian
ttiles para el control de la procesionaria del pino en campo.

La mayoria de las formulaciones comerciales basadas en Bacillus thuringiensis que
existen en el mercado actualmente han sido preparadas a partir de Bacillus thuringiensis
var kurstaki, y contienen fundamentalmente toxinas del grupo CrylA, junto con Cry2A y
Cry2B. Para el caso concreto de Thaumetopoea pityocampa, sin embargo, los resultados de
los ensayos de toxicidad con las ICPs individuales sugieren que la introduccién de Cry1B en

los formulados a utilizar podria incrementar la eficacia de las aplicaciones en campo.
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Las LD,, y LD,, obtenidas en los ensayos de toxicidad con las cuatro formulaciones
comerciales utilizadas en nuestro estudio (Dipel, Foray 48B, Foray 76B y Cordalene) se
encuentran dentro de un rango similar al de las LD,, y LD, calculadas para las toxinas del
grupo CrylA, tal como era de esperar puesto que su materia activa estd constituida
principalmente por este tipo de ICPs. El anilisis probit de la combinacién de los valores
dosis-mortalidad de los ensayos de toxicidad de bioinsecticidas y toxinas individuales, nos
permitié, ademds, inferir la medida en que las distintas ICPs del tipo CrylA contribuian a
la toxicidad de los productos comerciales, ya que las casas comerciales son muy reacias, en
general, a facilitar este tipo de informacién. Asf, nos fue imposible obtener datos sobre la
proporcién de ICPs del tipo CrylA en Foray 48B y Foray 76B; de Cordalene sabemos que no
contiene CrylAb (informacién proporcionada por Ecogen Europa) y tinicamente en el caso
de Dipel conocemos su composicién: 28% de CrylAa, §3% de CrylAb y 19% de CrylAc (Liu
et al., 1996). Con estos andlisis hemos podido establecer que la toxicidad de Foray 48B,
Foray 76B y Cordalene est4 mayoritariamete condicionada por su contenido en CrylAc,
mientras que la toxicidad de Dipel, tal como indica su composicién (63% de la materia
activa del preparado corresponde a CrylAb), viene fundamentalmente determinada por su
contenido en CrylAb. Todo esto apunta a que en realidad, las toxinas que se hallan en
mayor proporcién en los productos comerciales son las que determinan la efectividad de los
mismos, al menos en el caso de Thaumetopoea pityocampa.

El estudio de toxicidad realizado con CrylAb y CrylAc (principales responsables de
la efectividad de los productos comerciales objeto de andlisis en este trabajo) en larvas de
diferentes estadios de Thaumetopoea pityocampa demostré que hay una disminucién de la
susceptibilidad a las dos toxinas a medida que aumenta el estadio larvario. La pérdida de
efectividad de los insecticidas en estadios avanzados del desarrollo es un hecho
ampliamente documentado, y en el caso de Bacillus thuringiensis, existen diversas especies
de insectos-plaga en los que se ha estudiado este fenémeno. Es el caso, por ejemplo, del
coledptero Chrysomela scripta, importante defoliador de 4rboles del género Populus (Bauer,
1990), o del escarabajo de la patata, Leptinotarsa decemlineata (Ferro et al., 1991), entre
otros. De todos estos experimentos se deduce que la eficacia en campo de los bioinsecticidas
con alto contenido en alguna de estas ICPs va a estar muy condicionada por el momento en
el que se realicen las aplicaciones, de manera que para una dosis estdndar de tratamiento,
si las larvas tratadas son de primer estadio la mortalidad conseguida ser4 mucho mayor
que si los tratamientos se realizan cuando las larvas son de estadios posteriores.

Comparando la eficacia de CrylAb y CrylAc en larvas de primer y segundo estadio,
pudimos observar también que la pérdida de actividad en el paso de L1 a L2 fue mayor en
el caso de CrylAb que con CrylAc. No existen referencias en la bibliografia acerca de un

comportamiento diferencial entre toxinas a este nivel, pero en principio, esto podria estar
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reflejando diferencias en la variacién a lo largo del desarrollo del tipo de unién de CrylAb y
CrylAc a la membrana intestinal de Thaumetopoea pityocampa. Si esto fuera asi, el hecho
de que los tratamientos se realizaran con formulaciones enriquecidas en una u otra de estas
dos toxinas podria tener una incidencia importante sobre su eficacia en campo, ya que las
larvas en el campo no estdn sincronizadas y en la zona infestada coexisten larvas de
diferentes estadios. Asf, aquellas formulaciones con un mayor contenido en la ICP que
pierde menor actividad a lo largo del desarrollo (CrylAc) podrian, en un contexto de
heterogeneidad de estadios, ser mucho m4s eficaces que los productos enriquecidos en
CrylAb, cuyo efecto tégicq expgﬁmgnta una gran disminuqién a medida que aum_en_ta_el_

estadio larvario.

2. Mecanismo bioquimico de la toxicidad de las ICPs de Bacillus
thuringiensis frente a Thaumetopoea pityocampa

Mediante técnicas inmunocitoquimicas hemos podido detectar la unién in vitro al
borde en cepillo del intestino medio de larvas de primer estadio de procesionaria de
aquellas ICPs previamente determinadas como téxicas frente a este insecto: CrylAa,
CrylAb, CrylAcy CrylB. Por el contrario, CrylC y CrylE, que resultaron no activas en los
ensayos de toxicidad, no mostraron unién alguna al epitelio intestinal de Thaumetopoea
pityocampa. Estos resultados corroboran lo ya demostrado en otras especies de insectos-
plaga, confirmando que también en el caso de Thaumetopoea pityocampa, la especificidad
de la accién téxica de las ICPs de Bacillus thuringiensis estd mediada por la existencia de
sitios de unién especificos para estas toxinas en el intestino medio del insecto.

No obstante, mientras 1a unién in vitro de CrylAc y CrylAb al epitelio intestinal de
larvas de primer estadio de Thaumetopoea pityocampa es similar para las dos toxinas, en
larvas de tercer estadio, la unién detectada con CrylAb es menos uniforme y aparece mis
débil que la unién que se observa con CrylAc. Estas diferencias en la unién al borde en
cepillo del intestino medio de larvas de tercer estadio se corresponden con las diferencias de
actividad detectadas entre ambas toxinas en los ensayos de toxicidad realizados en larvas
de segundo estadio tardias, reforzando nuestra idea inicial de que existe una variacién
diferencial a lo largo del desarrollo en los sitios de unién de cada una de estas toxinas a la
membrana intestinal de Thaumetopoea pityocampa.

Una vez establecida la correlacién entre la unién de las ICPs de Bacillus
thuringiensis a sitios especificos del epitelio intestinal de procesionaria y su toxicidad frente
a este insecto, la caracterizacién del modelo de receptores para las distintas toxinas activas
resulta fundamental para optimizar las aplicaciones en campo de los productos comerciales

basados en Bacillus thuringiensis.
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Mediante ensayos de unién a BBMVs de primero-segundo estadio con CrylAa,
CrylAb y CrylAc biotiniladas comprobamos la existencia de sitios de unién para estas
toxinas. Las competencias heter6logas realizadas con las mismas demuestraron que todas
las ICPs del tipo CrylA comparten al menos un sitio de unién, que, sin embargo, no es
reconocido por CrylB, lo cual sugiere que ambos tipos de toxinas se unen a receptores
distintos en la membrana intestinal de este insecto.

Una de las t4cticas descritas para retrasar la aparicién de resistencia a Bacillus
thuringiensis en campo, tanto con plantas transgénicas como con productos convencionales,
es la mezcla de toxinas con distintos modos de accién (Roush, 1989). Desde este punto de
vista, la inclusién de CrylB en los formulados comerciales basados en Bacilllus
thuringiensis utilizados para el control de la procesionaria del pino podria resultar ttil
también como medida profildctica para evitar el desarrollo de resistencia a Bacillus
thuringiensis.

Los experimentos de competencia heteréloga realizados en larvas de primer-
segundo estadio con CrylAa, CrylAb y CrylAc marcadas radiactivamente confirman que
las tres toxinas son capaces de competir entre ellas por los sitios de unién al borde en
cepillo de la membrana intestinal de Thaumetopoea pityocamapa, tal como ya habiamos
visto en las experiencias de quimioluminiscencia con las toxinas biotiniladas.

El an4lisis con el programa LIGAND de las curvas de desplazamiento obtenidas en
las experiencias de competencia homéloga con toxinas radiactivas en el caso de larvas de
estadios tempranos del desarrollo, ajusté nuestros resultados a un modelo de un tnico
receptor para CrylAa y CrylAc, y un sistema de dos receptores para CrylAb. Las
constantes de disociaci6n aparentes (Kd) calculadas para CrylAa y CrylAc fueron de un
mismo orden, similar a la Kd, de CrylAb (3.15 nM, 2.31 nM y 2.55 nM, respectivamente).
La Kd, de CrylAb, sin embargo, resulté ser diez veces menor (0.29 nM). Por su parte, la
concentracién de receptores (Rt) obtenida fue similar para CrylAa (2.01 pmol/mg) y para el
sitio de menor afinidad de CrylAb (2.75 pmol/mg), mientras que la concentracién de
receptores de CrylAc fue alrededor de tres veces mayor (6.93 pmol/mg).

El hecho de que CrylAb cuente con dos sitios de unién, uno de ellos con una
afinidad diez veces mayor a la del resto de los sitios caracterizados, y CrylAc disponga de
una concentracién de receptores tres veces mayor a la de las otras ICPs da razén de la
mayor actividad de CrylAb y CrylAc frente a CrylAa observada en los ensayos de toxicidad
con las toxinas individuales en larvas de primer estadio, y justifica también la toxicidad
similar para este mismo estadio de las formulaciones enriquecidas en CrylAb 6 CrylAc.

Las competencias homélogas con toxinas marcadas radiactivamente realizadas con
vesfculas de membrana de larvas de Thaumetopoea pityocampa de tltimos estadios, nos

permitieron comparar las caracteristicas bioquimicas de la unién toxina receptor en estos
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estadios con los pardmetros obtenidos en las experiencias de competencia homéloga con
vesfculas de membrana de larvas de estadios tempranos. Las Kd y Rt obtenidas para
CrylAa y CrylAc no presentaron diferencias significativas al comparar los dos momentos
del desarrollo estudiados. Sin embargo, para CrylAb, sf detectamos una gran diferencia en
el sistema de receptores de larvas de primeros estadios frente a las de iltimos estadios,
puesto que en estas tdltimas desaparece uno de los dos sitios de unién a CrylAb que
aparecian en las larvas pequeiias, precisamente el de mayor afinidad.

Estos resultados proporcionan la base bioquimica de la pérdida de actividad de
CrylAb (significativamente mayor que la que experimenta CrylAc) detectada a lo largo del
desarrollo, | | - o | |

Thaumetopoea pityocampa es la primera especie de insetos-plaga en la cual se han
detectado evidencias de cambio en los sitios de unién especifica a las ICPs de Bacilllus
thuringiensis no asociadas a fenémenos de resistencia sino a eventos propios del desarrollo
larvario, y como ya hemos comentado anteriormente, esto puede tener una gran incidencia
sobre la eficacia final de las formulaciones comerciales en campo.

Este fen6meno pone de manifiesto la prioridad de centrar la investigacién b4sica del
modo de accién de las ICPs de Bacillus thuringiensis en la identificacién de las moléculas
receptoras del epitelio intestinal. Conocer qué funcién tienen en la membrana del intestino
de los insectos, qué genes las codifican y c6mo se regulan, puede ser tremendamente
interesante para entender mejor el mecanismo de la accién téxica de las d-endotoxinas y

abordar de una manera m4s racional la mejora de la eficacia de este bioinsecticida.

3. Evaluacién de la eficacia en campo de distintas formulaciones comerciales
basadas en Bacillus thuringiensis frente a Thaumetopoea pityocampa

Dado su caricter de plaga endémica, la puesta a punto de métodos de control
eficaces de la procesionaria del pino es una cuestién prioritaria en los d4mbitos de sanidad
vegetal de nuestro pais.

En la actualidad, se dispone de dos grupos fundamentales de productos para la
realizacién de intervenciones masivas. Por una parte, los inhibidores del desarrollo, hasta
hace poco tiempo representados sélo por el diflubenzurén, al que se le han sumado
recientemente otra serie de productos de similares caracteristicas de accién, como el
flufenoxurén, hexaflumurén, etc. Y por otra parte, el grupo de los insecticidas
microbiolégicos basados en Bacillus thuringiensis, de los que précticamente cada afio
aparecen nuevas formulaciones registradas. En ambos casos, los tratamientos se realizan
con técnicas de ultra bajo volumen para conseguir una mejor cobertura y un menor gasto de
materia activa, y ambos tipos de productos aseguran un minimo impacto sobre la flora y

fauna beneficiosa gracias a su gran especificidad. Sin embargo, aunque tanto uno como otro
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son insecticidas de ingestién, su modo de accién es muy diferente. Frente al modo de accién
de Bacillus thuringiensis, descrito en la introduccién de este trabajo, los inhibidores del
crecimiento actiian interfiriendo en el mecanismo de formacién de la quitina e impidiendo
la muda, de manera que los insectos eliminan la cuticula del estadio anterior, pero son
incapaces de formar la nueva cutfcula y mueren deshidratados.

Los resultados de las aplicaciones en campo sobre procesionaria con inhibidores del
crecimiento y Bacillus thuringiensis parecen otorgar una mayor eficacia a los primeros, y de
ahf que este tipo de productos sea muy ampliamente utilizado para el control de esta plaga
forestal en la actualidad. Una sensibilidad no dependiente del estadio larvario y una menor
degradabilidad de los productos son probablemente las causas de esta mayor efectividad. La
optimizacién del uso en campo de Bacillus thuringiensis para el control de Thaumetopoea
pityocampa, pues, pasa por mejorar su eficacia a estos dos niveles.

En este trabajo hemos intentado también abordar este aspecto fundamentalmente
aplicado del uso de Bacillus thuringiensis, para comprobar si los resultados obtenidos en el
laboratorio se correlacionan con lo que realmente ocurre en el campo y, en base al estudio
bésico del modo de accién de las ICPs en este insecto especifico, proponer alternativas para
mejorar su eficacia. Asi, nos interesaba investigar:

¢ Si la eficacia en campo de los bioinsecticidas utilizados en nuestro estudio es

suficiente para conseguir un control adecuado de esta plaga forestal. A este
respecto, ya existe informacién procedente de los resultados de pruebas de
campo realizadas en los afios 85-93 con diversas formulaciones comerciales:
Foray 48B, Dipel, Céndor, Bactospeine, Bt Ecotech “Pro”, etc., llevados a cabo
por el Servicio de Sanidad Vegetal del Ministerio de Agricultura, Pesca y Medio
Ambiente (informacién amablemente cedida por D. Eduardo Obama), que
indica una gran efectividad de Bacillus thuringiensis en pinares de todo el pafs,
con niveles de eficacia de alrededor del 98-99%. Operaciones de control en otras
zonas de infestacién de procesionaria en el drea mediterrdnea han demostrado
también la alta eficacia de Bacillus thuringiensis (Niccoli y Tiberi, 1985).

- o  Sila eficacia en campo de estos mismos bioinsecticidas es diferente, segin el
estadio larvario tratado, tal como indican los resultados de los bioensayos en el
laboratorio.

La climatologia adversa durante los tratamientos sobre larvas de primer y segundo
estadio en la prueba de campo de Ademuz nos impidi6 comparar las eficacias de los
bioinsecticidas utilizados. Aunque la mortalidad conseguida con Foray 76B fue del 87.3%, el
efecto de lavado del material activo redujo la mortalidad obtenida con Foray 48B, Dipel y
Cordalene a porcentajes entre el 40-50%, que son a todas luces insuficientes para un control

eficaz de una plaga en campo. La baja persistencia de Bacillus thuringiensis en el medio,
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pese a ser una cualidad deseable por lo que respecta a la proteccién del medio ambiente,
también constituye una de las mayores limitaciones a su uso, ya que de esta manera la
eficacia de los productos se encuentra determinada por agentes que escapan totalmente al
control humano, como la lluvia en nuestro caso, convirtiéndose en medios de control de
eficacia poco predecible. La mejora de las formulaciones en referencia a las propiedades que
le confieren una menor degradabilidad y una mayor persistencia, resulta pues, critica a la
hora de optimizar la utilizacién de Bacillus thuringiensis en el campo.

Tan sélo con uno de los formulados, Foray 76B, se consiguié un nivel de eficacia
aceptable (87.3%), probablemente debido a una composicién en materia no activa que
, mejbré las caracteristicas de adhesién delAproducw final, y por tanto su permanencia en
campo. A pesar de que no se obtuvo una mortalidad del 100% con este biopreparado, como
asf fue en la parcela tratada con diflubenzurén (Consult), la comparacién de la evolucién de
la mortalidad a lo largo del tratamiento en los dos casos permite distinguir una mayor
rapidez de actuacién de Bacillus thuringiensis frente al preparado cuyo principio activo es
la inhibicién de la muda (tan sélo una semana después del tratamiento Foray 76B habia
conseguido ya una mortalidad del 75%, mientras que Consult sélo llegé al 45%). Esto tiene
una importancia considerable puesto que una mayor rapidez de actuacién implica niveles
menores de defoliacién inicial, que es en definitiva lo que se pretende. Desde este punto de
vista, los bioinsecticidas basados en Bacillus thuringiensis poseen una ventaja sobre otros
insecticidas biorracionales, como los inhibidores de 1a muda, pese a que estos dltimos tienen
a su favor que son muy fiables en cuanto a su eficacia y por tanto cuentan con muchos
adeptos entre los técnicos encargados de los controles de plagas forestales. En cuanto al
impacto sobre el medio ambiente, Bacillus thuringiensis resulta claramente menos daiiino
puesto que los formulados basados en este microorganismo pueden aplicarse sin diluir o
diluidos con agua, mientras que los productos con diflubenzurén como ingrediente activo se
han venido utilizando como vehiculos como aceites minerales y gasoil, y sélo en contadas
ocasiones con aceites vegetales no contaminantes.

En la prueba de campo a pequeiia escala realizada en Bétera sobre larvas
mayoritariamente de tercer y cuarto estadio, se obtuvo una mayor eficacia de Foray 48B y
Cordalene frente a Dipel. Sin embargo, en ningin caso se llegé al 98-99% de mortalidad
obtenida en otras pruebas de campo. Esto se debe probablemente al efecto de disminucién
de la sensibilidad a Bacillus thuringiensis en larvas de estadios mayores, demostrada para
CrylAby CrylAc en los ensayos de toxicidad en distintos momentos del desarrollo.

Dipel es el tnico bicinsecticida de los utilizados en este trabajo que est4 enriquecido
en CrylAb, la ICP que mostré una notable pérdida de actividad en larvas de estadios
mayores debida a la desaparicién de uno de los receptores existentes en la membrana

intestinal de las larvas de primeros estadios. Estos resultados evidencian la incidencia en
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la eficacia en campo del fenémeno de pérdida de toxicidad de las ICPs a lo largo del
desarrollo, de manera que en el caso de procesionaria, CrylAb, que en principio podria ser
tan 1til como CrylAc para el control de la plaga si las larvas son pequeiias, resulta
claramente poco indicada si en el momento del tratamiento la plaga est4d bastante
desarrollada y existe un grado de desincronizacién grande.

El momento de aplicacién de las formulaciones comerciales es, pues, otro punto
critico para conseguir el éxito del tratamiento. Una correcta y concienzuda monitorizacién
de las dreas infestadas y del grado de desarrollo de la plaga puede ser de gran utilidad para
acertar el momento més adecuado para el tratamiento de las larvas y el tipo de formulado a
utilizar (enriquecido en unas toxinas u otras segin la sensibilidad de las larvas y el estadio
de las mismas), y conseguir asf una mayor eficacia. En general, se obtienen porcentajes de
mortalidad m4s altos cuando las larvas son de primeros estadios porque son m4s sensibles
a la accién téxica de Bacillus thuringiensis y adem4s se evita la mayor defoliacién que
causan las larvas grandes.

En Thaumetopoea pityocampa hemos visto que los resultados obtenidos en el
laboratorio se han confirmado en el campo, lo cual pone de manifiesto la importancia de los
estudios de modo de accién y la necesidad de profundizar en el conocimiento de aspectos
bdsicos de las ICPs de Bacillus thuringiensis para posteriormente poder optimizar las

estrategias de su uso en campo.
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Lymantria monacha

1. Toxicidad de Bacillus thuringiensis frente a la plaga forestal Lymantria
monacha

Los ensayos de toxicidad con formulaciones comerciales basadas en las ICPs de
Bacillus thuringiensis en Lymantria monacha nos permitieron estudiar la utilizacién de
Bacillus thuringiensis para el control de esta plaga forestal. -

Al comparar la toxicidad del producto comercial Dipel en las poblaciones naturales
’ de Lymantria m_anqcha _prqcevdente‘s de Alelmania y de bpsqugs espaiioles, hemos encontrado
diferencias en su sﬁsceptibi]idad a Bacillus thuringiensis. Una dosis de 7.6 IU/larva de
Dipel maté al 80% de la poblacién de Lymantria monacha procedente de Orihuela del
Tremedal, y tan sélo al 50% de la poblacién alemana. Esto nos hace pensar en una
variabilidad entre las poblaciones de insectos en lo que a su susceptibilidad a Bacillus
thuringiensis se refiere, que ya se ha descrito en otros casos, como el de Lymantria dispar
(una plaga forestal de la misma familia, Lymantriidae, que ataca 4rboles del género
Quercus principalmente), para la que se encontraron valores de LD,, frente a Bacillus
thuringiensis var. kurstaki significativamente distintos segiin la poblacién en que fueron
determinados (Rossiter et al., 1990).

La diversidad en los métodos utilizados para realizar bioensayos dificulta la
comparacién de la toxicidad de diferentes ICPs frente a distintos insectos. La Tabla X
muestra un resumen de la toxicidad de estas proteinas frente a varios lepidépteros
expresada en ng/cm’, tal como est4 expresada la toxicidad que nosotros hemos determinado
en la poblacién espaiiola de Lymantria monacha para las formulaciones comerciales Foray
48B (LD,;: 478 ng/cm®) y Dipel (LD,;: 950 ng/cm’) en los ensayos sobre dieta artificial. La
toxicidad obtenida con estos biopreparados en Lymantria monacha es en general un orden
de magnitud menor a la de las descritas previamente para Manduca sexta, Heliothis
virescens, Lymantria dispar, Plutella xylostela o Lobesia botrana (Van Rie et al.,.1989; Van
Rie et al., 1990a; Wolfesberger, 1990; Ballester et al., 1994; Piedrafita, 1996). Estos
resultados resaltan la baja susceptibilidad de Lymantria monacha a Bacillus thuringiensis,
factor que, obviamente, va a limitar el éxito de este pat6geno microbiano como agente de

control de esta plaga forestal.

101



Discusion

Tabla X* LD,, (ng/cm*) de varias ICPs de Bacillus thuringiensis en distintas especies de insectos
plaga.

Insecto CrylA(a) CrylA(b) CrylA(c) CrylB CrylC CrylD CrylE referencia
)
Lobesia botrana 130 7 77 174 No Toxica 24 255 0)
Heliothis virescens 157 7 2 - >2.700 - >2.700 2),3)
Lymantria dispar - 1 425 - - - - @
Manduca sexta 20 20 9 - 111 - 73 2),3)
Plutella xylostella 293 15 44 35 - - - (3)
Spodoptera littoralis ~ >1.350 - - - 93 - 88 3)

* (1) Piedrafita, 1996; (2) Van Rie etal., 1989; (3) Van Rie et al., 1990a; (4) Woifersberger, 1990; (5) Ballester etal., 1994

Los ensayos de toxicidad en Thaumetopoea pityocampa demostraron que el efecto
del producto comercial Foray 48B estaba principalmente asociado a su contenido en CrylAc
y, curiosamente, las LDMobtenidas en larvas de segundo estadio de Lymantria monacha
para este formulado comercial son del mismo orden que la LD® de CrylAc en larvas de
primer estadio de Lymantria dispar (Wolfesberger, 1990), indicando una toxicidad similar
de esta toxina en las dos plagas. Sin embargo, CrylAb en Lymantria dispar (Wolfesberger,
1990) resulta del orden de 1000 veces méas toxica que Dipel (que contiene un 53% de
CrylAb) en Lymantria monacha. Todo esto sugiere que en Lymantria monacha, al revés
que en Lymantria dispar, CrylAb es muy poco toxica y por lo tanto es CrylAc la que
determina la eficacia de las formulaciones comerciales, incluso en aquellas que, como Dipel,
estan enriquecidas en CrylAb. Esta es probablemente la razén por la cual las LDW(7.6
IU/larva) y LD¥* (15.2 IU/larva) obtenidas en los ensayos de ingestion forzada con el
preparado comercial Dipel en larvas de tercer estadio de Lymantria monacha procedentes
de Alemania fueron del mismo orden que las obtenidas, en ensayos del mismo tipo
realizados por Ratcliffe y Yendol (1993) para la formulacion comercial Foray 48B en larvas
de tercer estadio de Lymantria dispar (LD@ 2.7 TU/larva y LD*: 21.1 TU/larva).

Dados los rangos de toxicidad de los dos formulados comerciales estudiados en la
monaca, que implican el uso de dosis muy altas en los bioensayos, decidimos realizar los

ensayos de toxicidad con las ICPs individuales purificadas utilizando dosis subletales y
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evaluando entonces una manifestacién tipica y bien conocida del efecto téxico inducido por
Bacillus thuringiensis, que es su capacidad para inhibir la ingesta y provocar disminucién
del peso y retraso en el desarrollo de distintas especies de insectos (Gill et al., 1992; Honée y
Visser, 1993; Farrar y Ridgway, 1995). Al parar de comer, la larva puede, si la dosis
ingerida de toxina es baja, degradar la toxina y reparar el intestino, reemplazando las
células daiiadas, de manera que si no se expone de nuevo a la toxina una vez reiniciada la
toma de alimento, 1a recuperacién es definitiva (Retnakaran et al., 1983; Spies y Spence,
1985; Ramachandran et al., 1993).

Este tipo de biocensayos ha sido llevado a cabo en diversas especies (van
Frankenhuyzen et al., 1991; de Leén e Ibarra, 1995; Liang et al., 1995; Sims et al., 1996) y
en general en todos ellos la inhibicién de la ingesta ha resultado altamente dependiente de
‘la dosis y en algunos casos, incluso m4s sensible que los ensayos dosis-mortalidad (Sims et
al., 1996). ‘

Los resultados de los ensayos con dosis subletales de CrylAa, CrylAb y CrylAc en
Lymantria monacha indican que las tres toxinas tienen el efecto de impedir el paso de
segundo a tercer estadio, y el orden de efectividad a este nivel fue: CrylAa > CrylAc >
CrylAb.

Sin embargo, en los ensayos de intoxicacién de larvas que fueron forzadas a ingerir
una cantidad concreta (1.6 pg) de cada una de estas tres toxinas y también de Cry1B, el
orden de efectividad en cuanto a efecto citotéxico provocado fue distinto: CrylAc > CrylAa >
CrylAb = CrylB. Con esta dosis, ademds, CrylAb y Cry1B ni siquiera llegaron a provocar
daiio observable a nivel intestinal. v

La menor efectividad conseguida por CrylAb frente a las otras dos ICPs de tipo
CrylA en estos dos tipos de ensayo corroboran la baja actividad predicha para esta toxina
en Lymantria monacha en base a las LD, de las curvas dosis-mortalidad obtenidas con los
bioinsecticidas comerciales en este insecto. A pesar de ello, el hecho de que CrylAb si
provoque un efecto de retraso del desarrollo sobre Lymantria monacha pero no provoque
destruccién del epitelio intestinal para una dosis con la que CrylAc y CrylAa tienen un
claro efecto citotéxico, induce a pensar que CrylAb presente algunas diferencias respecto al
modo de accién de las otras toxinas. Esta no es la primera vez en la que se descubre una
ausencia de correlacién en fenémenos relacionados con la accién in vivo de las toxinas de
Bacillus thuringiensis sobre el intestino medio de insectos-plaga. Asi, en Bombyx mori, se
ha descrito la existencia de unién in vivo de CrylAb al borde en cepillo de 1a membrana
intestinal y sin embargo, ausencia de destruccién intestinal para dosis que resultaban
altamente citotéxicas para otras toxinas (Yi et al., 1996).

El incremento en el nimero de excepciones a la nocién aceptada de que la existencia

de unién de las ICPs al intestino medio del insecto se correlaciona con la toxicidad de las
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mismas, sugiere que, realmente, no es la unién simplemente, sino los eventos posteriores a
la unién toxina-receptor, como la integracién irreversible de la toxina en la membrana
intestinal y la formacién de canales i6nicos, los que determinan esa toxicidad, entendida
como capacidad de provocar la muerte de las larvas susceptibles.

En el caso de CrylAb en Lymantria monacha, podria ocurrir que la unién inicial
toxina-receptor en la membrana intestinal provoque la inhibicién de la ingesta que después
redunda en una pérdida de peso e inhibicién del desarrollo, pero no se llegue a formar el
mimero suficiente de poros para propiciar el desequilibrio osmético y la destruccién celular
masiva a corto plazo.

La técnica de perfusién luminal del intestino permite la medida de potenciales
transepiteliales (Vte) y es una herramienta qtil para estudiar la capacidad de las ICPs de
Bacillus thuringiensis para formar canales iénicos en la membrana intestinal de las larvas.
Mediante esta técnica determinamos que CrylAb, al igual que CrylAc, es capaz de provocar
un potencial transepitelial significativo, y se diferencia de CrylB que, aunque tampoco
provocé efecto citotéxico en los ensayos de intoxicacién, no genera un Vte significativamente
distinto del control sin toxina,

Los resultados de estas experiencias indican que CrylAb sf es capaz de formar poros
in vitro y por lo tanto, en principio, su modo de accién serfa similar al propuesto para el
resto de las ICPs. La ausencia de efecto citotéxico podria deberse, pues, a una cuestién de la
dosis suministrada. La intoxicacién de larvas con una dosis 1000 veces superior a la
utilizada con anterioridad sf permitié detectar destruccién del tejido intestinal, confirmando
que CrylAb es activa frente a Lymantria monacha, pero sin querer decir con ello que pueda
considerarse realmente efectiva, porque su acci6én téxica puede producirse a
concentraciones tan altas que estemos fuera del rango de toxicidad operativo para ser
utilizada en programas de control.

La técnica de perfusién luminal y la medida del potencial transepitelial resulté vtil
a la hora de discriminar entre toxinas activas (CrylAb y CrylAc) y no activas (Cry1B). Sin
embargo, la concentracién necesaria para producir un efecto dade vari6 mucho menos
extensamente que la sensibilidad de Lymantria monacha, ya que las diferencias en el Vte
generado por CrylAb y CrylAc no fueron significativas, ain cuando las dosis necesarias
para provocar efecto citotéxico por un lado, y las dosis subletales necesarias para inhibir la
muda, por otro, estaban indicando que CrylAc es m4s téxica que CrylAb. Resultados
similares fueron obtenidos por Peyronnet et al. (1997) con las medidas del potencial de
membrana apical en Lymantria dispar.

Las diferencias no significativas en el Vte generado por las ICPs activas en estos
insectos no se correlacionan con su toxicidad, que sf es claramente diferente. Esto puede

deberse al hecho de que la técnica de perfusién luminal, por tratarse de un ensayo in vitro,
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esté permitiendo un acceso total de las toxinas a los receptores de la superficie de la
membrana intestinal, que in vivo podrian no ser completamente accesibles. El hecho de que
la capacidad de una toxina para formar poros en la membrana intestinal del insecto no se
correlacione con su actividad téxica frente al mismo, sin embargo, puede estar indicando
también la existencia de factores adicionales, en pasos anteriores a la formacién de poro,
que influencian el grado de toxicidad de las ICPs in vivo.

La interaccién de la toxina con el epitelio intestinal parece ser un proceso de dos
pasos con un primer reconocimiento reversible del sitio de unién y una segunda asociacién
irreversible de 1a toxina a la membrang epitgligl (qufesbgrger_et ‘al., 1986; Hofm_axm etal.,
1988a; Van Rie et al., 1989; Van Rie ef al., 1990a; Thara et al., 1993; Liang et al., 1995). El
paso irreversible que sigue a la unién reversible de las ICPs al borde en cepillo de la
membrana intestinal parece estar asociado a la insercién de parte o toda la molécula de
toxina en la membrana, y esta insercién se creee necesaria para la formacién de canales de
aproximadamente 1 nm de didmetro, que median el incremento de la permeabilidad de la
membrana (Gill et al., 1992; Knowles y Dow, 1993). Hasta ahora, sin embargo, no se ha
podido discriminar entre la posibilidad de un canal formado sélo por moléculas de toxina o
por una combinacién de toxinas y componentes de la membrana epitelial. E]1 mecanismo
molecular concreto que desencadena la apertura de canales i6nicos en la membrana
intestinal a partir de la unién irreversible de las ICPs de Bacillus thuringiensis a
receptores especificos de 1a misma in vivo es ain desconocido y es precisamente a este nivel
donde podrian estar actuando multitud de factores moduladores cuya actividad diferencial

determinase las diferencias de actividad observadas entre toxinas.

2. Mecanismo bioquimico de la toxicidad de las ICPs de Bacillus
thuringiensis frente a Lymantria monacha

Los experimentos de unién a secciones de tejido intestinal de larvas de Lymantria
monacha permitieron detectar mediante técnicas inmunohistoquimicas la unién especifica
a la membrana de borde en cepillo de las toxinas determinadas como activas en ensayos de
toxicidad (CrylAa, CrylAb y CrylAc), y ausencia de unién para CrylB (que resulté no ser
capaz de formar poros en las experiencias de perfusién luminal).

Podemos pensar, pues, que en principio, los efectos de Bacillus thuringiensis sobre
Lymantria monacha (ya sea a nivel de inhibicién de la muda, de destruccién epitelial, o de
capacidad de formar canales i6nicos in vitro) pueden asociarse a la existencia de receptores
especificos en la membrana intestinal del insecto, aunque como ya se ha comentado
anteriormente, la interaccién toxina-receptor es realmente compleja y a pesar de que la

unién de las 8-endotoxinas al borde en cepillo de 1a membrana intestinal de los insectos es
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un prerrequisito indispensable para su actividad insecticida, esa unién por sf sola no es
suficiente para justificar su actividad té6xica.

Los experimentos de competencia homéloga y heteréloga en vesiculas de membrana
de larvas de Lymantria monacha de ltimos estadios con toxinas marcadas
radiactivamente corroboraron la existencia de unién toxina-receptor in vitro en el caso de
CrylAa y CrylAc, pero sorprendentemente no se detect6 unién especifica en el caso de
CrylAb.

El an4lisis con el programa LIGAND de las curvas de desplazamiento obtenidas en
las experiencias de competencia homéloga con *I-CrylAa y "I-CrylAc, ajusté nuestros
resultados a un modelo de un tnico receptor en los dos casos. Como demuestran las
competencias heter6logas, adem4s, las dos toxinas comparten los mismos sitios de unién.

La constante de disociacién aparente (Kd) obtenida para CrylAa fue alrededor de
diez veces mayor que la calculada en el caso de CrylAc (3440 nM y 3.55 nM,
respectivamente). Sin embargo, CrylAc tiene una concentracién de receptores (Rt) unas
seis veces menor que la concentracién de receptores determinada para CrylAa (2.56
pmol/mg y 16.07 pmol/mg).

Los pardmetros bioquimicos obtenidos en Lymantria monacha, que caracterizan el
sistema de receptores de CrylAa y CrylAc en este insecto explicarfan el hecho de que
CrylAa sea capaz de inhibir la muda a unas dosis para las que CrylAc aiin no manifestaba
ningin efecto a este nivel, ain cuando los ensayos de intoxicacién por ingestién forzada
demuestran que para una dosis letal concreta, CrylAc genera un dafio intestinal
significativamente mayor que CrylAa.

Cuando las larvas se tratan con dosis subletales de las ICPs individuales
(suficientemente bajas para no saturar los receptores existentes), la probabilidad de que en
el momento después de la ingesti6én la toxina encuentre un sitio de unién seria mayor para
aquellas ICPs que tengan una mayor concentracién de receptores, independientemente de
la afinidad de cada toxina por su sitio de unién, puesto que en este caso el ligando se
encuentra en muy pequeiia cantidad. Inmediatamente después de que la larva haya
ingerido la toxina entra en accién el primer efecto de inhibicién de la ingesta, que los
insectos utilizan como barrera de defensa frente a una sustancia exégena potencialmente
téxica. Como la dosis ingerida no es lo suficientemente alta para que se forme el niimero de
poros necesario para alterar drdsticamente el equilibrio osmético celular, no hay efecto
letal, sino pérdida de peso y retraso en el desarrollo, y una vez el pequeiio dafio causado es
reparado, la larva recobra su nivel metabélico normal. Asi se explicaria que, en los ensayos
de toxicidad realizados con dosis subletales, CrylAa (que tienen una concentracién de sitios

de unién seis veces mayor que CrylAc) necesite una dosis inferior que CrylAc para impedir
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la muda a tercer estadio en el 50% de las larvas tratadas, a pesar de que tiene una afinidad
por sus receptores diez veces menor que CrylAc.

A medida que se aumentan las dosis de tratamiento, se van saturando los sitios de
unién de las toxinas en el epitelio intestinal en funcién de sus afinidades relativas por los
receptores, y aunque las larvas también paren de comer inmediatamente después de la
ingesta, las dosis ingeridas son suficientemente altas para‘ que los canales idnicos
generados provoquen un incremento de la permeabilidad de membrana que resulte en
grandes desequilibrios osméticos y dé lugar a un efecto letal.

En condiciones de exceso de ICP, la afinidad de la toxina por sﬁs sitios de unién
prevalece a la hora de que las ICPs encuentren sus receptores en la membrana intestinal
m4s facilmente y puedan, por tanto, ocasionar antes un efecto citotéxico significativo. Adn
asi, el que la destruccién del epitelio intestinal sea mayor o menor, probablemente no va a
estar determinado sélo por la mayor o menor facilidad con que las toxinas se unan a sus
receptores especificos en el epitelio intestinal, segin la dosis aplicada y en base a su
concentracién de sitios de unién y su afinidad por los mismos, sino también por eventos
posteriores a la unién toxina-receptor, como son su capacidad para integrarse en la
membrana del intestino y la formacién de poros en la misma, que como ya hemos
comentado con anterioridad, pueden estar influidos por otros factores moduladores
especificos.

La dosis suministrada, no obstante, continia siendo un punto critico en la
optimizacién de estrategias de uso de los insecticidas en general. A este nivel, la utilizacién -
de Bacillus thuringiensis como agente de control requiere determinar muy cuidadosamente
el rango de dosis a aplicar para asegurar el efecto deseado.

El tratamiento con dosis subletales podria suponer el fracaso total de una operaci6én
de control basada exclusivamente en este bioinsecticida, puesto que las larvas dejarfan de
comer pero no moririan y tras un lapso de tiempo podrian reiniciar su comportamiento
alimentario normal, continuando la defoliacién. Ensayos de toxicidad realizados utilizando
formulaciones comerciales basadas en Bacillus thuringiensis para el control de Lymantria
dispar demuestran que la dosificacién en gotas més pequeiias y de mayor densidad mejora
ostensiblemente la eficacia de los bioinsecticidas (Ratcliffe y Yendol, 1993). Esto puede ser
debido a que para una misma velocidad de ingesta, tipo de dieta, efecto deterrente de las
preparaciones y homogeneidad de la distribucién de las mismas, la larva parard de comer
inmediatamente después de haber ingerido una cierta cantidad de toxina, que ser4 tanto
més alta (y por tanto de mayor eficacia) cuanto mayor sea la densidad de la gota.

Sin embargo, no siempre interesa conseguir que la larva ingiera una dosis letal. En
programas de control integrado, en los que Bacillus thuringiensis se combina con otros

agentes de control, normalmente es suficiente utilizar dosis subletales del mismo para
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conseguir un control eficaz. Asf, se ha demostrado que la accién conjunta de Bacillus
thuringiensis y virus de la poliedrosis nuclear en dosis subletales fue més efectiva para el
control de plagas que dosis normales de cada uno de los microorganismos utilizados
independientemente en Lymantria dispar (Tompkin et al., 1986) y en Lymantria monacha
(Schénherr y Ketterer, 1979). De igual forma, el éxito en la interaccién del efecto de
Bacillus thuringiensis y el control ejercido por enemigos naturales de las plagas se explica
por el hecho de que las larvas tratadas con Bacillus thuringiensis se mantuvieron en
estadios de desarrollo susceptibles al parasitismo durante mds tiempo que las larvas no
tratadas (debido al efecto de inhibicién del desarrollo que el bioinsecticida tiene sobre el
insecto diana). Este es el caso de Lymantria dispar, en el que Ticehuerst et al. (1982),
Weseloh et al. (1983) y Webb et al. (1989) detectaron un incremento del parasitismo de
poblaciones naturales de Cotesia (Apanteles) melanoscelus (Himenoptero: Braconidae) tras
la utilizacién de Bacillus thuringiensis.

Los resultados obtenidos en Lymantria monacha ponen de relieve la importancia de
realizar estudios de modo de accién y determinacién de las caracteristicas de unién de las
ICPs de Bacillus thuringiensis para cada plaga susceptible de ser controlada con este
insecticida biolégico. Estos conocimientos facilitardn una eleccién racional del formulado
6ptimo para cada situacién. Asf, para un control basado exclusivamente en este
bioinsecticida, un biopreparado enriquecido en aquellas ICPs m4s téxicas para el insecto
permitirfa disminuir la dosis letal necesaria para utilizar en los tratamientos en campo, con
el consiguiente aumento de eficacia y ahorro econémico. En cambio, en programas de
control integrado, en los que la utilizacién de Bacillus thuringiensis se combina con otros
agentes de control biolégicos o qufmicos, y se aplican dosis subletales del mismo, puede ser
interesante elegir formulaciones enriquecidas en las toxinas m4s efectivas a estas dosis
(que como ya hemos visto en Lymantria monacha, no necesariamente son las mismas que
las toxinas més efectivas a dosis letales).

Vemos, pues, como la optimizacién de la composicién y la dosis a utilizar de los
formulados basados en Bacillus thuringiensis puede mejorar notablemente su rendimiento
como bioinsecticida. Adem4s, su demostrada accién sinérgica con otros agentes de control
(que contribuyen a paliar su baja eficacia en algunos casos) hacen de este patégneo
microbiano un arma muy recomendable en el manejo integrado de plagas, favoreciendo su
implantacién definitiva en el mercado mundial de plaguicidas.

Los ensayos de unién in vitro de CrylAb a secciones histolégicas y proteinas de
vesfculas de Lymantria monacha dieron resultados contradictorios: mientras que sf se
observa la unién de esta toxina a secciones de tejido intestinal del insecto, no es posible
detectar unién especifica en los experimentos de asociacién de CrylAb a protefnas de

vesfculas. La dnica diferencia en ambos experimentos fue el estadio de las larvas de
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Lymantria monacha en cada uno de ellos. Mientras las secciones histolégicas fueron
preparadas a partir de larvas de primer estadio tardias, las proteinas de vesiculas fueron de
larvas de tltimos estadios. La pérdida de unién in vitro de CrylAb a los receptores
especificos de la membrana intestinal de Lymantria monacha en larvas de estadios
avanzados del desarrollo podria ser un fenémeno similar al descrito en Thaumentopoea
pityocampa en la primera parte de este trabajo, en el que la desaparicién de un sitio de
unién de alta afinidad parece ser la causa de la disminucién de la toxicidad de CrylAb en
larvas de 1ltimos estadios.

Los experimentos de asociacién de CrylAb a protefnas de vesiculas de larvas de_
bri'mér-s.egkun‘do'esfadio .devLymdnt‘fid m‘o'n.acl.m,. deméétrafdn que sf existia unién especiﬁca
En vitro en estos estadios. La curva de saturacién, sin embargo, no muestra el perfil tipico
obtenido normalmente con las ICPs de Bacillus thuringiensis, sino que posee un tramo
céncavo antes de llegar a la saturacién que est4 reflejando un claro efecto cooperativo de las
moléculas de CrylAb en su unién a los sitios especificos del epitelio intestinal. _

Estos resultados sugieren que la pérdida de unién a la membrana intestinal que
acompaiia a la disminucién de toxicidad de CrylAb a medida que aumenta el estadio de las
larvas tratadas parece tratarse de un fenémeno no exclusivo de Thaumetopoea pityocampa,
sino también propio de otros insectos. Es el caso de Lymantria monacha, como ya hemos
visto, y también podria ser probablemente el caso de Lymantria dispar. En este insecto,
Wolfesberger (1990), determiné una relacién inversa entre la toxicidad de CrylAb y su
afinidad por los sitios de unién especifica al borde en cepillo de la membrana intestinal: en
tanto que la toxicidad de CrylAb era mucho mayor que la de CrylAc (LD,, de 1.08 ng/cm’ y
425 ng/cm’, respectivamente), 1a constante de disociacién aparente de Cry1Ab era alrededor
de ocho veces mayor que la de CrylAc (19.8 nM y 2.03 nM, respectivamente). En este
trabgjo, la toxicidad fue determinada en ensayos con larvas de Lymantria dispar de primer
estadio, mientras que en las competencias homélogas con CrylAb y CrylAc marcadas
radiactivamente se utilizaron proteinas de vesiculas de larvas de 1ltimo estadio de este
insecto. A la luz de nuestro trabajo con las otras dos plagas forestales, los resultados
obtenidos en Lymantria dispar pueden explicarse también por una pérdida de actividad de
CrylAb a lo largo del desarrollo.

CrylAb se configura, pese a su gran homologia estructural y de secuencia con
CrylAa y CrylAc, como una toxina especial desde el punto de vista de que es capaz de
reconocer especificamente una molécula de la membrana intestinal que varia a lo largo del
desarrollo (ya sea porque tiene un patrén de expresién diferencial en diferentes estadios o
porque sufre modificaciones post-traduccionales en distintos momentos del desarrollo). La
unién de CrylAb a esta molécula provoca un claro efecto téxico sobre el insecto tratado al

menos en tres importantes plagas forestales. Seria muy interesante extender el estudio de
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la variacién de la susceptibilidad a las ICPs de Bacillus thuringiensis en diferentes estadios
del desarrollo a m4s insectos plaga susceptibles de ser controlados con este microorganismo,
y abordar el trabajo de identificar la molécula receptora de CrylAb y sus mecanismos de
cambio, porque esta informacién seria probablemente de gran interés a muchos niveles.

Las implicaciones a nivel de investigacién bésica y aplicada de este fenémeno de
modificacién del sistema de receptores a lo largo del desarrollo pueden ser muy grandes,
desde facilitar una perspectiva diferente a la interpretacién del modo de accion de las ICPs
de Bacillus thuringiensis apoyada en los eventos propios de la bioquimica y la biologia
molecular del desarrollo, hasta la gestién de estrategias de uso en campo de este
bioinsecticida que contemplen la optimizacién de la eficacia en base a la susceptibilidad
diferencial a las toxinas en los distintos estadios larvarios que pueden coexistir en una zona
infestada.

Asi, se abren nuevas perspectivas al avance en el conocimiento del modo de accién
de Bacillus thuringiensis y la posibilidad de 1a mejora de su eficacia como insecticida, que le

permitiria convertirse en una alternativa ecolégica s6lida frente a los insecticidas quimicos.

3. Evaluacién de la eficacia en campo de distintas formulaciones comerciales
basadas en Bacillus thuringiensis frente a Lymantria monacha

La utilizacién de Bacillus thuringiensis para el control en campo de Lymantria
monacha en Europa ha sido escasa y se ha caracterizado en la mayoria de los casos por una
baja eficacia en relacién a otros insecticidas de sintesis qufmica: endosulfdn, diflubenzurén,
trichlorfén, etc. (Glowacka-Pilot, 1986; Bejer, 1986; Soria et al., 1988; Jensen, 1991) o
biolégicos, como el virus de la poliedrosis nuclear (Altenkirch et al., 1986).

Nuestro objetivo al planificar una prueba de campo con formulaciones de Bacillus
thuringiensis para el control de este insecto fue fundamentalmente, en base al estudio
previo del modo de accién de las ICPs individuales en el mismo, el de investigar la
posibilidad de mejorar su eficacia mediante la optimizacién de la mezcla de toxinas en el
biopreparado.

Sin embargo, la climatologia adversa (lluvias y bajas temperaturas) nos impidieron
realizar la prueba de campo programada, poniendo de manifiesto, una vez m4s, cuan critico
es para incrementar su eficacia conseguir que los preparados comerciales de Bacillus
thuringiensis aumenten su permanencia en campo.

Los resultados obtenidos en los ensayos de toxicidad con Dipel y Foray 48B en este
insecto llevados cabo en el laboratorio, y la comparacién con las LD, de las ICPs de Bacillus
thuringiensis obtenidas en otras plagas parecen indicar que efectivamente, el efecto de este
bioinsecticida es menor sobre Lymantria monacha, y de ahf probablemente la baja eficacia

conseguida en las aplicaciones en campo realizadas hasta ahora.
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A pesar de ello, Bacillus thuringiensis puede ser 1til en programas integrados de
control biolégico de esta plaga forestal, y por ejemplo, en Alemania se ha demostrado que la
mezcla de dosis subletales de este microorganismo con preparados de virus de la
polihedrosis nuclear incrementa significativamente la eficacia de los preparados viricos en
el control de Lymantria monacha (Schonherr y Ketterer, 1979). El empefio en mejorar la
efectividad en campo de los preparados de Bacillus thuringiensis frente a este insecto y
explorar sus posibilidades de control se ha extendido también al estudio del efecto de la
diet# (tipo de pino infestado) sobre la mortalidad inducida por este patégeno microbiano
(Pérez-Guerra, 1995). Adems4s, los estudios de toxicidad con nuevas cepas con distinta
capacidad insecticida o con toxinas recombinantes podrian ser muy itiles también para
lograr incrementar el efecto téxico de las formulaciones comerciales. Las posibilidades
- biotecnoldgicas de las ICPs de Bacillus thuringiensis, junto con la mejora sistemética de la
tecnologia de aplicacién prometen grandes avances en la utilizacién de este bioinsecticida,
incluso en el control de insectos, como Lymantria monacha, en los que las limitaciones
iniciales impuestas por su rango de toxicidad parecfan augurar pocas perspectivas a este

insecticida biolégico.
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Conclusiones

Las principales conclusiones que se pueden extraer de este trabajo son las siguientes:

1. Las ICPs de Bacillus thuringiensis causan una elevada mortalidad frente a
Thaumetopoea pityocampa, por lo que las formulaciones basadas en esta
patégeno microbiano pueden procurar un control efectivo de la plaga. En el caso
de Lymantria monacha, sin embargo, la toxicidad de las ICPs es relativamente
baja, por lo que la utilizacién de este insecticida biolégico para el control de este
insecto serfa més indicada dentro de programas de manejo integrado de plagas,
en los que la aplicacién de preparados comerciales de Bacillus thuringiensis se

combine con otros agentes de control.

2. La toxicidad en Thaumetopoea pityocampa de los productos comerciales basados
en Bacillus thuringiensis, utilizados en este trabajo, estd determinada por la

toxicidad de 1a ICP en la que se encuentra enriquecido el formulado.

3. La toxicidad de las ICPs disminuye a medida que aumenta el estadio del
desarrollo de las larvas tratadas. Ests pérdida de actividad es particularmente
notable en el caso de CrylAb.

4. En Thaumetopoea pityocampa se ha demostrado la existencia de sitios de unién
especifica a la membrana del epitelio intestinal para las toxinas CrylAa,
CrylAb, CrylAcy CrylB. En las toxinas del tipo CrylA, se han determinado los
pardmetros de unién en larvas de primeros y tltimos estadios del desarrollo,
demostrdndose que, en larvas de primeros estadios, todas comparten un sitio de
unién comdn. En este momento temprano del desarrollo, CrylAb presenta un

sitio adicional al que se no se detecta unién en larvas de estadios superiores.

5. En Lymantria monacha se ha demostrado la existencia de sitios de unién
especifica a la membrana del epitelio intestinal para las toxinas CrylAa,
CrylAb y CrylAc en larvas de primeros estadios. En larvas de ltimos estadios,
sin embargo, sé6lo se detecté unién de CrylAa y CrylAc, determindndose los

pardmetros de unién de las mismas.

6. La pérdida de sitios de unién para CrylAb en la membrana intestinal de larvas
de dltimos estadios de Thaumetopoea pityocampa y Lymantria monacha se
correlaciona con la disminucién de toxicidad detectada para estos insectos en

este momento del desarrollo.
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