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Introduccion

1.- HISTORIA, BIOLOGIA Y ECOLOGIA DE BACILLUS THURINGIENSIS.

1.1.- Descubrimiento de B. thuringiensis como insecticida.

Bacillus thuringiensis es una bacteria Gram-positiva, perteneciente a la familia
Bacillacea y ubicua del suelo, que se caracteriza por su capacidad de producir un cristal
proteico en el momento de la esporuiacion. El cristal, compuesto por una o més proteinas
cristalinas con capacidad insecticida (ICP) o 8-endotoxina, es el principal responsable de
la actividad insecticida de B. thuringiensis.

El descubrimiento de B. thuringiensis se realizdé a principios de este siglo por el
investigador japonés Isawata, al aislar un bacilo de un gusano de seda enfermo. Pero su
clasificacion la realiz6 Berliner in 1915, tras un segundo aislado de una larva enferma de
Anagasta kuehniella. Thuricide fue el primer producto derivado de B. thuringiensis y se

comercializo por primera vez en 1957 por la empresa Sandoz.
Others?
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Fig 1. Representacion del incremento en el descubrimiento Ordenes o Fila del namero de
especies sensibles a B. thuringiensis a lo largo del tiempo. (Feitelson et al., 1993)

La utilizaciéon comercial de la bacteria como insecticida ha llevado a muchos
grupos de investigacion a buscar nuevas cepas de B. thuringiensis, encontrandose nuevas
actividades biologicas contra nuevos ordenes de insectos como Hymenoptera o
Homoptera. Mycogen, Ecogen y Plant Genetic Systems son algunas de las organizaciones

que poseen mayor numero de cepas en sus colecciones.
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Pero no sélo se ha encontrado actividad de B. thuringiensis frente a distintos
6rdenes de insectos, sino que también se ha visto efectividad contra otros organismo de
las 6rdenes Nematoda (nemétodos pardsitos de plantas y animales), Trematoda (parasitos
del higado de animales), asi como contra 4caros y algunos protozoos patégenos (Feitelson,
1993). Es pues una necesidad conocer bien la interaccién de los productos derivados de B.
thuringiensis frente a diferentes Ordenes animales antes de su utilizacién como

bioinsecticidas.

1.2.- Caracteristicas insecticidas de Bacillus thuringiensis: una alternativa a los

insecticidas quimicos.

A pesar de que la utilizacién de microorganismos patégenos en el control de
plagas no era una idea nueva, fue la aparicién de plagas resistentes a los insecticidas
quimicos lo que replanteé esta primera opcién. Los insecticidas quimicos se han
caracterizado principalmente por su alta patogeneidad y su capacidad acumularse y
persistir en el medio ambiente, lo que provocaba la eliminacién tanto de los insectos plaga
como de los insectos beneficiosos. Ademds, el hecho de que el insecticida permaneciera
durante bastante tiempo en el medio, producia grandes problemas ecolégicos y
medioambientales.

Sin embargo, B. thuringiensis presenta una serie de caracteristicas que difieren de
los pesticidas quimicos y que deben ser tomadas en cuenta a la hora de su utilizaci6n.
Estas son:

a) Su existencia natural. Es decir, su utilizacién no supone afiadir un compuesto
artificial a un ecosistema de manera que pueda romper el equilibrio que éste presenta.

b) Su modo de accién. La activacién de las d-endotoxinas debido al alto pH que
presenta el intestino de los insectos provoca el desequilibrio osmético y, como
consecuencia, la muerte de las células intestinales.

c) Su especificidad. Un espectro muy reducido de toxicidad, segin la cepa
empleada, de modo que sélo actiia sobre unas pocas especies de insectos afectando poco o
nada a especies de insectos beneficiosos, plantas o a humanos (Hofte y Whiteley, 1989;
Lereclus, 1989; Adang, 1991, Green et al., 1990; Jonhson y Tabashnik, 1993).

d) Su baja persistencia en el campo. Ello evita que se produzcan resistencias en los

insectos plaga debido al poco tiempo de exposicién al insecticida.



Introduccién

Estas caracteristicas suponen una serie de ventajas frente a los insecticidas
quimicos ya que provocan un minimo impacto ambiental. Pero al igual que ventajas, estas
caracteristicas también suponen unos inconvenientes ya que un insecticida con una
elevada especificidad no resulta de gran utilidad en el caso de que un cultivo sea atacado
por mas de una especie a la vez. Por otro lado, si el insecticida perdura poco tiempo en el
campo serd necesario repetir los tratamientos con el gasto econémico que esto supone para
el agricultor. Aunque la pérdida de persistencia de actividad biolégica de B. thuringiensis
es el resultado de miiltiples factores ambientales como altas temperaturas, pH del suelo,
etc (Leong ei al., 1980), el rango de longitudes de onda entre 300-380 nm del eépectro de
la luz solar es mayoritariamente responsable de la pérdida de toxicidad en cristales
purificados de B. thuringiensis var. kurstaki HD-1 y HD-73 (Pusztai et al., 1991). De ahi
que una solucién a este problema pueda ser la adicién de protectores de UV a los
preparados comerciales (Morris et al., 1983). También la utilizacién de técnicas de
ingenieria genética ha mejorado el problema de su baja persistencia en el campo. En
Pseudomonas fluorescens se han introducido genes de d-endotoxinas de modo que, una
vez expresadas, permanecen protegidas del medio ambiente mediante una microcipsula
biolégica que es la pared de esta Gram-negativa (Gelernter, 1990). Pero el sistema mads
efectivo ha sido el de las plantas transgénicas. Se han introducido los genes de las &-
endotoxinas CrylAa, CrylAb y CrylAc en plantas como el tabaco (Barton et al., 1987,
Vaek et al., 1987), algodén (Perlak et al., 1990), tomate (Fischhoff et al., 1987; Perlak et
al., 1991); maiz (Koziel et al., 1993), arroz (Fujimoto et al., 1993) y patata (Peferoen et
al., 1990; Perlak et al., 1991).

Respecto al limitado espectro de accién de los preparados de B. thuringiensis, se
han producido cepas modificadas mediante conjugacién entre diferentes cepas nativas
(Calton et al., 1990) e introduccién de genes de d-endotoxinas a las cepas nativas
(Crikmore et al., 1990). Con esto se pretende que las cepas modificadas produzcan

miltiples -endotoxinas.

1.3. Ecologia de B. thuringiensis.

En el ciclo de vida de B. thuringiensis se observan dos fases: una en la cual la
célula vegetativa se divide, y otra en la que se produce la esporulacién. Es precisamente

en el momento de la esporulacién cuando tiene lugar la produccién de las -endotoxinas.
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El hecho de que la produccién del cristal se produzca en periodos de escasez de alimentos
o bajo situaciones de estrés fisiolégico y que el cristal llegue a suponer el 35% del peso
seco , hace suponer que la produccién de cristales es una ventaja selectiva para la bacteria.
Generalmente se acepta que la produccién de 8-endotoxinas permite a B. thuringiensis
explotar un nicho ecoldgico, inaccesible para la mayoria de las bacterias productoras de
esporas, como es el intestino de los insectos, ya que sin cristal B. thuringiensis no seria
capaz de colonizar el intestino de los insectos, primero, por el alto pH (generalmente) del
intestino y, segundo, por la rapidez con la que transita el alimento. Sin embarg_o, cuando
una espora y su cristal son ingeridos por una larva de insecto susceptible, las &-
endotoxinas provocan la paralizacién del intestino del insecto provocando la citolisis de la
pared celular. Al mezclarse el contenido intestinal con la hemolinfa y descender el pH, se
produce un cultivo rico en nutrientes en el que la espora puede germinar y crecer

vegetativamente (Ellar ez al., 1990).

2.- EFECTO INSECTICIDA DE BACILLUS THURINGIENSIS.

2.1.- Toxinas de B. thuringiensis.

Las ICPs o 3-endotoxinas producidas en el momento de la esporulacién, son las
principales responsables de la accion insecticida de B. thuringiensis. Se ha observado que
las inclusiones cristalinas pueden ser de 4 tipos morfolégicamente diferentes y éstos son:
bipiramidales, cuboidales, romboides y ovoidales (Hofte y Whiteley, 1989). Estas
morfologias se han podido relacionar con especificidad en la toxicidad de modo que, los
cristales bipiramidales que son los que con mayor frecuencia aparece en los aislados, se
muestran activos contra lepidopteros; los cristales cuboidales son activos contra
lepidépteros y dipteros; los romboides contra especies de coledpteros y los ovoidales
contra dipteros.

Pero el esporulado contiene una amplia variedad de metabolitos secundarios
algunos de los cuales también presentan capacidad insecticida, como la B-exotoxina o
thuringiensina (Sebesta et al., 1981), un inmunoinhibidor (Siden et al., 1979), fosfolipasas
(Henner et al., 1988) y una a-exotoxina, la lecitinasa C (Dulmage, 1981). La a-exotoxina

es una proteina termosensible producida en la fase vegetativa, tanto de B. thuringiensis
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como de B.cereus, que puede presentar actividad incluso frente a ratones y lepidépteros
(Krieg, 1971). La B-exotoxina o thuringiensina es un derivado del adenosin monofosfato,
que actda inhibiendo la sintesis de proteinas (Sebesta er al, 1981). Los plasmidos
responsables de la produccién de B-exotoxina pueden contener uno o mds genes que
codifiquen para diferentes ICPs. (Levinson et al., 1990)

Asociadas a las d-endotoxinas se encuentran las proteinas denominadas Cyt. Estas
proteinas son de pequefio tamafio y presentan capacidad citolitica. Tanto en las o y B-
exotoxinas como en las prbteinas Cyt, no se ha encontrado una especificidad por el
huésped, por lo que se piensa que simplemente contribuyen a la toxicidad general de la

cepa potenciando la accién de las proteinas especificas (Lereclus et al., 1993).

2.2.- Clasificacion.

B. thuringiensis esta estrechamente relacionado con B.cereus y algunos autores
consideran que deberian considerarse la misma especie (Angus, 1956; Priest et al., 1988).
En realidad, las cepas de B. thuringiensis acristaléforo son indistingible de B.cereus , y la
sintesis del cristal proteico es transmisible de una a otra especie mediante conjugacién
(Gonzalez et al., 1982)

Las primeras clasificaciones efectuadas en la bacteria B. thuringiensis se realizaron
con anterioridad al descubrimiento de su capacidad tdxica frente a insectos. Estas
clasificaciones se basaron en la existencia de dos tipos de antigenos, flagelares (H) y
somdticos (O), en la superficie de las células vegetativas de B. thuringiensis. Actualmente
los antigenos flagelares son los mds utilizados en la clasificacién de cepas de B.
thuringiensis. En base a ellos, se han identificado al menos 55 serotipos y 68 variedades
de B. thuringiensis (Lecadet et al., 1996). Sin embargo la clasificacién basada en los
serotipos no permite predecir su actividad insecticida. El descubrimiénto de que los genes
que codifican para las &-endotoxinas se encuentran en plismidos que pueden ser
trasmitidos o asociados con elementos trasponibles (Gonzilez et al., 1982), permite
comprender como serotipos que presentaban el mismo antigeno flagelar (H) puedan
mostrar diferentes patogeneidades frente al mismo insecto.

El hecho de que el espectro de toxicidad de las variedades dependia de las &-
endotoxinas (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
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codifican para esas proteinas y en su especificidad de la 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 clasificacién de 14 genes. De
ellos, trece codificaban para proteinas Cry, y el dltimo para la pfoteina citolitica CytA. Los
13 genes cry se dividen en 4 clases: cryl especificos contra Lepidépteros, cryll especificos
contra Lepidépteros y Dipteros, crylll especificos contra Coledpteros y cryIV especificos
contra Dipté_ros, mientras que el gen cyfA, encontrado en cepas de B. thuringiensis subsp.
israelensis, codifica para una proteina de 27 kDa que presenta actividad citolitica contra
células de vertebrados e invertebrados.
Aunque la clasificacién de Hofte y Whiteley es iitil, han ido apareciendo més casos
en los que no se cumplen los supuestos bajo los que esti realizada. Por ejemplo se ha
‘descrito actividad tdxica de la toxina CrylBa frente a lepiddpteros y coledpteros (Bradley
et al., 1995) a pesar de estar clasificadas en la categoria Cryl
Crickmore et al., (1995) han sugerido una nomenclatura revisada de los genes cry
de B. thuringiensis basada tinicamente en la identidad de la secuencia de aminoécidos. En
este nuevo sistema, los nimeros romanos son sustituidos por nimeros ardbicos y
eliminados los paréntesis. Usando el programa de ordenador ClustalW se calcularon los
porcentajes de semejanza entre pares de toxinas. La conversion de esos datos en un
dendograma se realiz6 mediante el programa Neighbor. De las 18 grupos de secuencias
similares nos encontramos 16 proteinas Cry (de Cryl a Cry16) y 2 proteinas CytA (Cytl y
Cyt2). En la figura 2 se muestran tres lineas verticales que representan mis o menos el
46%, el 78% y el 96% del porcentaje de similitud de la secuencia de aminoécidos, y que
definen cuatro categorias. El grupo 1 (similitudes hasta el 46%) marca las diferencias
entre las 18 proteinas tanto Cry como CytlA. El grupo 2 (diferencias de similitud del 46%
al 78%) es el que define la primera letra (mayiscula) al nombrar las toxinas, mientras que
el grupo 3 (diferencias de similitud del 78% al 96%) define la segunda letra (mintscula).
El grupo 4 esta compuesto por ICPs que difieren en menos de un 96%, es decir, alelos de

un mismo gen.
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ARABIO UPPER CASE LOWER CASE ALLEIE

Cry 1A«
C/ytAb
Cly TA«

OylAc

Gylfb
CyIG

Oyia
Chylla
Oyiib

Cly7*6
A

Ov JA

OyIBb
A
Crvafl
Cly 10A
Cly A
Cly3Aa
0y2AC
Cryl JA

Cry 124

Cly ISA
Cly 18A
Cryd4

40 50 60 70
Percsntag* Saquence Identity

Fig n°2. Relaciones de secuencia entre proteinas Cry determinadas mediante el
analisis de alineamiento multiple ClusterW. Las lineas verticales demarcan los 4
niveles de similitud de secuencia de los que se discute en el texto. Los nimeros que se
encuentran en el recuadro indican el primer nivel de agrupacion de proteinas.
(Schenepfetal., 1996)

2.3.- Diversidad y actividad

La diversidad de las proteinas de B. thuringiensis refleja probablemente el hecho de que la
mayoria de los genes que codifican para ICP no estan localizados en el genoma bacteriano
sino en una variedad de plasmidos (2-17) trasmisibles y con un tamafio de 35 a 225 kb.
(Gonzalez et al., 1982; Lereclus et al, 1982; Ward y Ellar, 1983; Carlton y Gonzalez,
1985). Los genes de las protoxinas tienden a confinarse en un nimero relativamente
pequefio de plasmidos que pueden ser transferidos por conjugacidn a otras cepas,

creandose asi nuevas combinaciones. Ademds, esta naturaleza multigénica de algunos
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aislados de B. thuringiensis le confiere la posibilidad de producir efectos sinérgisticos
entre las distintas toxinas. Ciertos genes cry presentan una estructura tipo trasnposén al
estar flanqueados por dos conjuntos de repeticiones invertidas y alguno de ellos contienen
ademds un elemento transponible. Asi, la presencia del gen que codifica para CrylAb, en
un gran nimero de cepas de B. thuringiensis, puede ser explicada si va acompafiado por
un trasposén que le dota de movilidad y capacidad de insercion y duplicacion.

La pérdida espontanea de pldsmidos también podria explicar la generacién de la
gran diversidad encontrada en las poblaciones naturales de B. thuringiensis (Carlton y
Gawron-Burke, 1993).

La actividad insecticida de una cepa de B. thuringiensis viene determinada por:

- el nimero de genes cry presentes

- diferencias cualitativas entre las secuencias de aminoécidos de las ICPs

- diferencias en los niveles de expresion de los genes

- las propiedades intrinsecas de las ICPs tales como estabilidad y actividad.

La correlacion entre variedades de B. thuringiensis y los genotipos de las &-
endotoxinas es bastante débil de modo que muiltiples copias heterogeneas del gen de la
protoxina pueden codificar proteinas de aproximadamente el mismo peso molecular (Lee
y Aronson, 1991).

Las células de B. thuringiensis pueden contener 70 copias del mismo gen, aunque
en la cepa salvaje los genes cry se han encontrado en grandes pldsmido con un nimero
bajo de copias (Lereclus et al., 1989; De Souza et al., 1993). Asi pues, el niimero de genes
necesarios para la maxima expresion de una ICP dada parece ser considerablemente

menor (entre 5 y 15 copias) (Arantes y Lereclus, 1991).

3.- CARACTERIZA CION MOLECULAR DE LAS ICPs DE Bacillus thuringiensis.

3.1. Estructura primaria.

La secuenciacién y la clonacién de los genes que codifican para protoxinas de B.

thuringiensis, ha revelado que las toxinas Cry pertenecen a una familia relativamente

10



Introduccién

préxima de proteinas con un rango de actividades insecticidas diferentes. Las protoxinas
codificadas por estos genes presentan pesos moleculares comprendidos entre 50-140 kDa.

Segiin el modelo estructural de una $-endotoxina activada realizado por Hodman y Ellar
(1990), ésta constaria de dos extremos con caracteristicas diferentes, el C-terminal con
caracter hidrofilico y el N-terminal con caricter hidrofébico. En la activacién de las ICPs
mediante proteasas del intestino medio de los insectos, los extremos C-terminal y N-
terminal son eliminados y/o modificados. Las regiones de las toxinas responsables de la
especificidad y/o la toxicidad, se estudiaron mediante el alineado de las secuencias de
aminoicidos de diferentes toxinas, pudiendo asi establecer &4reas de similitud o
divergencia. Mediante el alineado, Hofte y Whiteley (1989) identificaron cinco bloques
con secuencias altamente conservadas, separadas entre si por regiones con secuencias
altamente variables y de diferentes tamafios dependiendo del tipo de proteina. Més tarde, y
atendiendo a la presencia o ausencia de estos bloques, Schnepf et al. (1996) (Fig 3)
distinguen tres grupos diferentes de proteinas Cry. Un primer grupo formado por las IPCs
(Cryl, Cry3, Cry4, Cry7, Cry8, Cry9, Cryl0) que presentan los 5 bloques conservados y
un segundo grupo formado por IPCs (Cry5, Cryl2, Cryl3, Cryl4) que presenta
conservados los bloques 1, 2, 4 y 5. En el seguhdo subgrupo existe un nuevo bloque
conservado (alt 3) que no se encuentra en el primer subgrupo. Tanto el primer subgrupo
como el segundo presentan tres nuevos bloque conservados llamados 6, 7 y 8. El tercer
subgrupo lo forman las ICPs Cry2 y Cryll que presentan tnicamente el bloque
conservado 1, ademads de una variante del bloque 2 (var 2) y un nuevo bloque conservado
llamado alt 4. Las ICPs restantes, Cry6 y Cryl5 no poseen homologia con los bloques
consevados. El hecho de que todas las ICPs, a excepcién de Cry2 y Cryll, posean un
tramo de aminodcidos hidrofébicos en el extremo N-terminal ha llevado a pensar que es
precisamente esta regién la que juega un papel fundamental en la interaccién de la ICP
con el intestino medio de los insectos (Hofte y Whiteley, 1989). Como puede observarse,
las ICP de B. thuringiensis presentan un alto grado de conservacién de residuos internos,

lo que implica que las proteinas homélogas adoptardn plegamientos similares.
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Cry3A

Cry 1Ai

CrylOA

CrylZA

100 amino arids

Fig 3. Representacion esquematica de los bloques conservados en las diferentes proteinas
Cry. Schnepf et al. (1996) . Las rectangulos “alt 1”7 y “alt 3” son posibles alternativas a los
bloques 1y 3 mientras que “var 2” es una variedad del bloque 2. Los rectdngulos blancos
son secuencias con baja o ninguna homologia.

3.2.- Estructura tridimensional

Mediante difraccion de rayos-X se han determinado las estructuras terciarias de los
fragmentos activos de Cry3A, (Li et al, 1991) y de Cryl Aa, (Grochulski et al., 1995) (Fig
). Aunque Cry3A presenta actividad en el intestino acido de los coledpteros y Cryl Aa en
el intestino basico de los lepiddpteros, se han encontrado similitudes en las estructuras de
ambas ICPs. Cry3A y CrylAa, que comparten en su forma activada un 36% de los
aminoacidos, presentan una estructura terciaria similar formada por tres dominios
estructurales diferentes en los que se distinguen los mismos plieges topograficos.

El dominio I es un agrupamiento de siete a-hélices, seis de las cuales se disponen

de forma hexagonal alrededor de una central (oc5) que es hidrofobica. Las hélices a2, a3,
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o4 y o6 son relativamente hidrofilicas y se encuentran encaradas hacia el exterior
mientras que las hélices ol y o7 son hidrofébicas y se encuentran cerca del dominio II. A
este dominio I se le ha atribuido la formacién de poros en la membrana.

El dominio II estd constituido por tres hojas P antiparalelas que forman una
columna. Las dos primeras son altamente homdlogas, mientras que la dltima contiene una
pequeiia a-hélice que podria contribuir a dar la estabilidad a la estructura. En este dominio
II se encuentran las secuencias mds conservadas en todas las proteinas Cry (Hofte y
Whiteley, 1989). Esto nos sugiere que este dominio es el responsable de la especificidad
por el receptor.

El dominio III muestra una estructura de varias cadenas [B-antiparalelas. Estas
cadenas contienen el extremo C-terminal, que esta en contacto con el dominio I, llegando
incluso a estar casi totalmente escondido en la molécula. La falta de acceso es,
probablemente, la razén por la cual el extremo C-terminal de las toxinas Cry es resistente
a la protedlisis (Li et al, 1991). Al dominio III, junto al dominio II, se le ha atribuido la
especificidad de la toxicidad de la ICP. La similitud de los amino4cidos entre Cry3A y
CrylAa varia entre los tres dominios, encontrindose que las mayores similitudes se dan
en los dominios I (35%) y IIl (41%), la menor similitud en el dominio I (23%)
(Grochulski et al., 1995). Tampoco la similitud estructural estd uniformemente repartida a
través de la molécula. De modo que, aunque los dominios estén asociados de modo
similar entre Cry3A y CrylAa, existen diferencias en la posicidn relativa de los dominios
en las dos moléculas. Estas diferencias podrian deberse a diferencias en las secuencias y a
diferente empaquetamiento del cristal (en el dominio I), o diferencias en la posicién y
longitud de los bucles (en el dominio II). La alta similitud estructural del dominio IIT de
las toxinas Cry3A y CrylAa sugiere que este dominio juega un papel importante en el
comportamiento funcional de la toxina (Grochulski et al., 1995).

Tras el estudio realizado a partir de las estructuras cristalinas es evidente que los 5
bloques de aminoécidos conservados compartidos por la mayoria de las ICPs se
encuentran en los dominios de modo que, el bloque 1 corresponde a la hélice central (a5)
en el dominio I,

el bloque II coincide con la hélice o7 y con el principio de la primera hoja-§ del dominio
I y el dominio II incluye la dltima hoja hoja-f del dominio II y el segmento N-terminal

de dominio III. Parte del bloque 3 junto con los bloques 4 yS5, constituyen las tres cadenas
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aintiparalelas del dominio ID. El hecho de que los dos grupos de toxinas (Cryl, Cry3,
Cry4, Cry7, Cry8, Cry9, Cry 10 y Cry5, Cry 12, Cryl3, Cry 14) conserven 4 o5 bloques de
iimplica que ambas tengan una estructura terciaria similar a Cyl3A y CrylAa. Cry2 y
Cryll podrian s6lo compartir el dominio estructural I, mientras que Cry6, Cry15 y las
piroteinas Cyt presentarian un plegamiento totalmente diferente (Li et al., 1995).

Para la formacion del cristal de las proteinas Cry3A y CrylAa se producen cuatro
puientes salinos inter-catenarios entre el dominio I y el dominio IIl. Los residuos que
forman estos puentes salinos se encuentran muy conservados en las proteinas Cry, por lo
qiue se piensa que juegan un papel importante en el mantenimiento de la forma globular
duirante la solubilizacion y la activacién de la protoxina en el intestino de los insectos,

skendo los responsables de la insolubilidad general del cristal in vivo a pH no extremos.

Fig; n°4. Estructura cristalografica propuesta para la ICP Cry3A (Li et al 1991).y CrylAa
(Girochulski etal., 1995).

3.3h- Relacion estructura-funcion.

La comparacion de los elementos estructurales (aminoacidos) de las toxinas y su
accfion nos permite estudiar la relacion estructura-funcion. Podemos distinguir dos tipos
de «estudios estructura-funcion: mediante sustituciones o deleciones simples o multiples de
amiinoacidos en proteinas individuales, o mediante la produccion de proteinas quiméricas

en las que una parte de la molécula es reemplazada por una region homologa de otra.
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Ambas aproximaciones se han aplicado en proteinas Cry experimentando in vivo mediante
bioensayos o in vitro mediante ensayos de uniéon o de permeabilidad.

Es interesante observar como el gen de CrylAb es un hibrido natural entre CrylAa
y CrylAc. La recombinacién in vivo entre diferentes genes Cry podria explicar la
aparicion de nuevos genes codificantes para nuevas toxinas en la naturaleza (Geiser et ai,
1986) (fig 5). La produccion de nuevos genes hibridos, tanto in vivo como in vitro, que
codifican diferentes ICP toxicas y que presentan por tanto caracteristicas diferentes, nos
abre un mayor abanico de posibilidades a la hora de controlar la aparicion de resistencias
frente a B. thuringiensis en el campo. Por otro lado, nos ofrece grandes posibilidades de
estudio a la hora de relacionar capacidades toxicas de las ICPs con los tres diferentes

dominios que las componen o incluso con determinadas secuencias de aminoacidos.

DI DI Dm
CrylAa

CrylAb

CrylAc

Fig 5. La figura muestra como la secuencia de aminoacidos de CrylAb presenta
mayor similitud con CrylAa en el dominio III y con CrylAc en el dominio II.
Mientras que en el dominio I apenas se observan diferencias entre las tres toxinas.

3.4.- Toxinas quiméricas.

Mediante diferentes técnicas in vitro pueden producirse combinaciones de
secuencias del ADN y obtener nuevos genes quiméricos. Posteriormente a la obtencion in
vitro de nuevos genes hibridos es necesario comprobar que éstos codifican para unas
nuevas proteinas que presentan caracteristicas similares a las proteinas naturales de B.
thuringiensis. Estas caracteristicas son:

* expresion de niveles suficientes de proteina
e producciéon de una proteina soluble a pH altos (generalmente el valor que

presenta el intestino de los insectos) y sin formaciénde agregados
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e Ja proteina producida una vez solubilizada debe ser tripsiniiada correctamente.
Es decir, no debe ser totalmente degradada, sino que debe tener protegido su

fragmento activo contra la accién de las proteasas.

La prueba final y esencial para la evaluacién de una nueva proteina quimérica es la
comprobacién de su capacidad téxica frente a insectos diana ya que algunas de ellas, aiin
reumiendo las propiedades descritas anteriormente, se muestran bioldgicamente inactivas e
incapaces de producir efecto téxico frente a un insecto.

Se ha intentado obtener diferentes toxinas quiméricas entre las ICPs CrylAb y
Cryl1E utilizado métodos de manipulacién de DNA recombinante, basdndose en la
estructura tridimensional de la Cry3A de tres dominios, para comprobar que secuencia era
la responsable de la toxicidad dentro del dominio II. Pero el resultado fue unas proteinas
quiméricas biolégicamente inactivas que formaban agregados insolubles o que eran
degradadas totalmente por la tripsina (Bosch et al, 1994a).

Mediante estudios de toxicidad se encontrd, en la poblacién resistente de P.
xylostella procedente de Hawai, resistencia cruzada entre las toxinas CrylA, CrylFay el
hibrido HO4 (con el dominio I y I de CrylAb y el Il de Cryl1C). Anilisis de secuencias
mostraron el alto grado de homologia que presentaban estas proteinas teniendo en cuenta
el dominio II. Sin embargo no ocurria lo mismo si se comparaban las secuencias de los
dominios I 'y ITl. Asi pues, el resultado de estos estudios implicaba que la resistencia, tanto
a las CrylAs como a las otra tres toxinas, implicaba una alteracién entre el insecto y el
dominio II (Tabashnik et al, 1996).

Se han producido otros genes hibridos entre CrylC y CrylE mediante
recombinacién in vivo para descubrir a qué dominio de la ICP se le puede atribuir la
capacidad téxica. El andlisis de los hibridos mostraba que, el caso de Spodoptera exigua 'y
Mamestra brassica, la accién téxica se le atribuia al dominio IIT ya que la toxina CrylE
que resultaba ser no téxica para estos insectos, mostraba toxicidad después de introducirle
el dominio III de la Cry1C (téxica para S.exigua y M.brassicae) (Bosch et al, 1994b).

Estos dos ejemplos sugieren que el dominio III juega un papel esencial en la
determinacién de los niveles de toxicidad en los insectos diana.

Los estudios de unién realizados entre toxinas marcadas y BBMVs de S.exigua,
indicaban que la sustitucién del dominio II no afectaba a la especificidad de la unién. Sin

embargo la unién de CrylAb a una molécula de 200 kDa quedaba totalmente eliminada
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cuando se producia una sustitucién del dominio III, mientras que esa unién si se producia
con un hibrido que presentaba el dominio IIl de CrylAb y el I y I de CrylC. Este
resultado confirma que el dominio IIT de la Cryl Ab era esencial para la unién especifica
mientras que la unién detectada en los dominio I y II era inespecifica (De Maagd et al,
1996b).

Utilizando toxinas tanto naturales como hibridos entre CrylA y CrylC, en
S.exigua y M.brassicae se observé que, en los dos insectos, el dominio I era el
responsable de la unién de CrylAc a una proteina de 210 kDa aunque, en M.sexta,
CrylAc también se unia a una proteina de 210 kDa a través del dominio I y/o II. Por otro
lIado, en S.exigua y M.brassicae, CrylAb reconocia una molécula de 210 kDa a través del
dominio II y otra proteina de 250 kDa a través del dominio III (De Maagd et al, 1996a).

Estos resultados muestran que tanto el dominio II como el III de las d-endotoxinas
juegan un papel importante en la unién especifica de estas toxinas a las proteinas de
membrana del intestino medio de estos insectos, aunque para S.exigua, no esté clara la
correlacion entre la toxicidad in vivo y los resultados obtenidos mediante experimentos de

union in vitro.

4.- MODO DE ACCION DE LAS ICPs DE B.t.

Para que una &-endotoxina pueda ejercer su poder téxico, es necesario que sea
ingerida por una larva sensible de un insecto. El primer contacto, pues, entre la larva y la
o-endotoxina, es a través del intestino.

El epitelio del intestino medio de los insectos, que presenta diferente morfologia al
intestino anterior y posterior, es el que manifiesta principalmente los efectos patoldgicos
de las d-endotoxinas. Dicho intestino medio presenta un epitelio formado por una
monocapa de células situado sobre una membrana basal. En el epitelio intestinal nos
vamos a encontrar con tres tipos de células diferentes que son: Las células columnares,
que tienen la funcién digestiva y de absorcién, funcién que realizan mediante las
microvellosidades; las células calciformes, implicadas en el transporte de iones Yy,
finalmente, las regenerativas que son pequefias y triangulares y se distribuyen entre las
células columnares y las caliciformes. Protegiendo al epitelio de posibles lesiones o

infecciones, nos encontramos con una membrana llamada peritréfica que sélo permite el
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paso a moléculas con un peso molecular inferior a 60kDa (Adang y Spence, 1982). Esta
membrana peritréfica separa, pues, la membrana epitelial del intestino y el ldmen.

Tras la ingestion de la 3-endotoxina ocurren una serie de procesos que provocan
cambios fisioldgicos y, finalmente, la muerte del insecto (Heimpel y Angus, 1959). Estos
cambios son: aumento de volumen de las células columnares acortdndose a su vez las
microvellosidades y quedando integradas practicamente dentrc de las células,
vacuolizacién del citoplasma y desintegraciéon gradual del reticulo endoplasmaético y
mitocondrias. El resultado final, tras la rotura del eqhilibrio osmético es la lisis celular y
la destruccién del intestino (Endo y Nishiitsutsuji-uwo, 1980; Liithy y Ebersold, 1981;
Mathavan et al., 1989; Bauer y Pankratz, 1992).

Las 8-endotoxinas son sintetizadas en forma de protoxina insoluble en agua e
inactiva, por tanto son necesarios una serie de procesos bioquimicos para ejercer su

funcién. Los procesos necesarios se describen a continuacién.

4.1.- Solubilizacion del cristal y activacion proteolitica

La solubilizacién de las -endotoxinas tiene lugar en el interior del intestino de los
insectos diana gracias a su fuerte alcalinidad, es decir, pH >9.5 (Dow, 1984). Sin embargo
las ICP de tipo Cry3, especificas de coledpteros, s6lo son solubles a valores de pH
extremos, como a pH alcalinos (por encima de 10) como a pH 4cidos (por debajo de 4) (Li
et al, 1991).

Posteriormente, se ha comprobado que la solubilizacion del cristal proteico se ve
afectado tanto por la composicién del cristal como por la composicién del lumen del
intestino del insecto (Jaquet et al., 1987; Aronson et al., 1995)

Una vez solubilizados los cristales, la 8-endotoxina es activada por las proteasas
del intestino del insecto o por las proteasas asociadas a los mismos cristales (Dow, 1986;
Thurley et al, 1985; Carroll et al, 1989). Las serin-proteasas del intestino de los insectos
diana eliminan normalmente 500 aminoacidos del extremo C-terminal de las protoxinas
de 130 kDa y 28 aminoécidos del extremo N-terminal, conservando un fragmento activo
de 60-78 kDa, resistente a proteasas, y que comprende pricticamente la mitad N-terminal
de la protoxina. Las proteinas Cry2, Cry3 y Cry4D de 70 kDa, se pueden considerar
formas truncadas naturales de la mitad N-terminal de las proteinas Cry de 130 kDa y no

sufren prote6lisis en su extremo C-terminal (Hodman y Ellar, 1990). Sin embargo, del
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extremo N-terminal de Cry2A y Cry3A si se eliminan algunos aminoécidos (Adang, 1991;
Carrol y Ellar., 1989).

La protedlisis de las protoxinas puede ser realizada, en la mayoria de los casos,
mediante extractos intestinales de diferentes insectos (Knowles y Ellar, 1986) o mediante
proteasas comerciales purificadas, como la tripsina. Unicamente se conoce un caso en el
que la activacién proteolitica afecte a la especificidad insecticida de las 3-endotoxinas y es
en una cepa de B. thuringiensis var. aizawai, toxica para dipteros y lepidépteros. Cuando
la activacién de la protoxina se realiza mediante proteasas de lepiddpteros, es activa
contra especies de ambos érdenes de insectos, mientras que si la activacién se realiza con
jugo intestinal de dipteros, el fragmento resultante sélo es tdxico contra especies de este

orden (Haider et al., 1986).

4.2.- Interaccion entre las ICPs activas y el intestino del insecto.

Los procesos de solubilizacién y activacién de las &-endotoxinas, pueden
mostrarnos cierta especificidad entre la -endotoxina y el insecto diana. Sin embargo, la
mayor determinacién de especificidad la manifiesta la unién de las toxinas a los
“receptores” de membrana en las células intestinales de los insectos. Esta unién ha
quedado demostrada in vitro (al menos con las toxinas Cryl) mediante experiencias de
cinética de unién y estudios de competencia, usando toxinas marcadas radiactivamente
con '»I y vesiculas del borde en cepillo de la membrana epitelial del intestino medio de
los insectos (BBMV) (Hofmann et al., 1988a; Hofmann et al., 1988b). Las BBMV estan
formadas por la membrana apical de las células columnares, que son precisamente las que
contienen la estructura de borde en cepillo.

Mediante el andlisis de los datos obtenidos de experimentos de unién de
competencias homoélogas y heter6logas, se ha podido cuantificar la concentracion de
receptores y determinar las constantes cinéticas de la unién toxina-receptor. De este modo,
se ha establecido una correlacién entre la toxicidad y la existencia de receptores en la
BBMYV (Hofmann et al., 1988a; Hofmann et al., 1988b; Van Rie et al., 1989; Van Rie et
al., 1990; Denof et al., 1993a; Escriche et al., 1994; Estada y Ferré, 1994).

Disefiar un modelo de receptores a través de experiencias de unién es,

frecuentemente, complicado, ya que una misma toxina puede unirse a més de un sitio de
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unién en un mismo insecto mientras que también puede encontrarse que varias toxinas
unan a un mismo lugar (Van Rie et al., 1990a).

No obstante, la correlacion general entre toxicidad in vivo y la concentracién de
receptores o la afinidad en la unién no parece estar relacionada en todos los insectos
estudiados. Estudios realizados con Cryl Ac (Garczynski et al., 1991) y con CrylC (Van
Rie et al., 1990a) muestran unidn en larvas no susceptibles de S. frugiperda y H. virescens
respectivamente. Estos resultados parecen indicar que la unién de las toxinas al intestino
de los insectos explica la especificidad, pero no la toxicidad. Es decir, la unién de las
toxinas al intestino de los insectos observada in vitro, es requisito indispensable pero no
suficiente para explicar la toxicidad que se observa in vivo. Otra comprobacién en dicha
linea se observa en los experimentos de Wolfersberger (1990), en los que se muestra
como en L. dispar la toxina Cryl Ab resulta ser més toxica que Cryl Ac y sin embargo las
constantes cinéticas obtenidas en estas experiencias demuestran que CrylAc tiene mayor
afinidad por los sitios de unién que CrylAb.

Paralelamente a la caracterizacion de la uni6n de 3-endotoxinas a las BBMV de
insectos, diferentes grupos han intentado identificar los receptores de las 8-endotoxinas de
B. thuringiensis. Estos estudios se iniciaron mediante la técnica denominada “ligand-blot”
en la cual las proteinas componentes de los BBMV de los insectos se fraccionan mediante
una electroforesis de protefnas realizadas en geles de poliacrilamida, son transferidas a
membranas de nitrocelulosa y detectadas mediante toxina marcada radiactivamente
(Garczynski et al., 1991; Vadlamudi et al., 1993) o mediante anticuerpos contra las
toxinas (Knowles y Ellar, 1986; Knowles et al., _1991; Oddou et al., 1991; Sanchis y Ellar,
1993). Los primeros estudios fueron realizados con cultivos de lineas celulares de insecto.
Usando la linea celular CF-1 del lepidéptero Choristoneura fumiferana, Knowles y Ellar
(1986) encontraron que las d-endotoxinas de B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-1 se
unian a una glicoproteina de 146 kDa. En sucesivas investigaciones se ha demostrado que
en S. littoralis, Cry1C se une a dos proteinas de 40 y 65 kDa y CrylAc a otra de 40kDa y
débilmente a una proteina de 120 kDa (Garczynski et al., 1991; Sanchis y Ellar, 1993). En
H. virescens, CrylAa y Cryl Ab 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). Similares
experimentos se han llevado a cabo, identificindose un nimero de proteinas capaces de

unir las d-endotoxinas de B. thuringiensis. (tabla 1).
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Tabla 1.- Proteinas a las cuales se unen ICPs de B. thuringiensis identificadas

mediante Western blotting.

Insecto Toxina Receptor Referencia*
Manduca sexta CrylAa 210 1
CrylAb 210 1,2
CrylAc 210, 120 1,3,4,5
Pieris brassicae CrylAc 125 3
Heliothis virescens CrylAa 170 8,9
CrylAb 170 8,9
CrylAc 140, 120 8,9.
155, 120, 103, 90, 63, 6
68, 50 3
CrylCa 40 8
Spodoptera littoralis CrylAa 160 9
CrylAb 160 9
CrylAc 125, 115 9
(120), 40 7
CrylCa 40 7,9
Spodoptera exigua CrylAa 200, 180 9
CrylAb 200, 180 9
CrylAc 130, 115 9
CrylCa 40 9
Spodoptera frugiperda CrylAc 148 6
Lymantria dispar CrylAc 120 10
Tenebrio molitor Cry3A 144 11
Anopheles Stephensi Cry4D 148 12
Tipula oleacea Cry4D 78 12

*1, Martinez-Ramirez et al., 1994; 2, Vadlamudi et al., 1993; 3 Knowles et al., 1991; 4,
Knight et al., 1994; 5, Sangadala et al., 1994; 6, Garczynski et al., 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.

No se conoce mucho acerca de la naturaleza molecular de las proteinas que unen
las toxinas de B. thuringiensis. Se ha propuesto que una aminopeptidasa es la molécula
capaz de unirse a CrylAc en M. sexta (Knight et al, 1994) y en L. dispar (Valaitis et al.,
1995). Mientras que la unién de CrylAb en M. sexta se produce mediante una proteina
tipo cadherina (Vadlamud et al., 1995).

En general, se acepta que resultado de la unién de una toxina a una proteina de
membrana de un insecto, es la formacién de un poro en dicha membrana. Sin embargo, no

estd claro como la toxina o el complejo toxina-proteina produce la formacién de un poro.
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Se ha intentado buscar explicaciones respecto a la funcién de los receptores de las
ICP de que B. thuringiensis, pero, para clarificar la funcién precisa que realiza el receptor,
:serd necesaria su purificacién, ademdés de reconstruir su funcionalidad mediante bicapas
lipidicas artificiales, donde los efectos e interacciones con las toxinas puedan ser

estudiadas en detalle.

4.3.- Formacion del poro y lisis celular.

Se sabe que ciertas toxinas de naturaleza proteica producidas por procariotas
actian formando un poro en sus membranas diana y las evidencias parece indicar que B.
thuringiensis, después de la unién al receptor, también actia siguiendo la misma
estrategia. La interaccion toxina-receptor es biféasica, es decir, presenta una fase inicial de
unién reversible que rapidamente se vuelve irreversible (Van Rie et al., 1989). El paso
irreversible refleja la insercién de la toxina dentro de la membrana (Wolfersberger et al.,
1987), momento en el cual se produce la formacidén de un poro o de una lesién en la
membrana epitelial del intestino medio de los insectos.

En los 1ltimos afios se han propuesto tres hipétesis para la accién de las ICP:

e Las d-endotoxinas aumentarian selectivamente la permeabilidad del i6n K,
formando de alguna manera junto con el receptor poros altamente especificos para
este i6n. Esta hipdtesis se basa en la observacién, en P. brassicae, de que el
transporte de aminoicidos a través de las vesiculas, que es dependiente del
gradiente de potasio, se inhibe por las proteinas Cry (Sacchi et al, 1986). La
inhibicién est4 causada por la formacién de poros especificos para K*. El flujo del
ion por los poros reduce el gradiente del que depende el transporte de amino4cidos.

. Las &-endotoxinas, bien solas o junto con el receptor, formarian poros no
especificos, tUnicamente selectivos para el tamafio de las moléculas a las que
permiten el paso (Knowles y Ellar, 1987). La confirmacién de que estos poros se
pueden producir se ha realizado mediante estudios con bicapas lipidicas y varias
ICP (Knowles et al., 1989; Stalin et al., 1990).

e Las &-endotoxinas inhibirian directamente las ATP-asas de la membrana
plasmiética (English y Cantley, 1986). Esta hipétesis se descarté porteriormente
puesto que las ATP-asas no se localizan en el exterior de la membrana apical de

las células columnares del intestino y en ningiin momento, se ha podido observar
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que las toxinas hayan de ser internalizadas para producir su accién (Fast et al.,

1978, Dow, 1986).

La estructura propuesta para las proteinas Cry apoyaria las dos primeras hipétesis,
con el dominio de las hélices anfipéticas localizadas en el fragmento N-terminal implicado
en la formacién del poro. Una evidencia indirecta de esta implicacion seria el hecho de
que cuando se introducen aminoécidos cargados en este dominio hidrofébico de CrylAc,

se produce una menor actividad insecticida de esta toxina (Wu y Aronson, 1990).

5.- RESISTENCIA A INSECTICIDAS BASADOS EN Bacillus thuringiensis.

En la actualidad, y después de 30 afios de uso de B. thuringiensis como insecticida,
s6lo P. xylostella ha sido capaz de desarrollar resistencia a dichos productos en la
naturaleza. Las resistencias descritas por el momento se presentan en: Filipinas, Japén,
Malasia, Hawai, Florida, Pensilvania, China y Tailandia (Tabashnik 1994c), y siempre
contra B. thuringiensis var. kurstaki (Tabashnik et al., 1990; Shelton y Wyman, 1990;
Marrone y MacIntosh, 1993), salvo en el caso de la poblacién de Malasia que también se
muestra resistente frente a B. thuringiensis var. aizawai (Wright et al., 1997). Pero no es
de extrafiar que su nimero aumente paralelamente al mayor uso B. thuringiensis como
insecticida.

La aparicion de resistencias frente a los insecticidas es uno de los problemas mas
graves a los cuales se enfrenta la agricultura, ya que los insectos son capaces de producir
resistencias tanto frente a insecticidas biolégicos como quimicos. De hecho, en la
actualidad se han descrito mis de 500 especies de insectos y 4dcaros resistentes a algin
insecticida (McGaughey y Whalon, 1992). Debido al alto potencial evolutivo de los
insectos, parece inevitable la aparicién de resistencias, por lo que , debido al alto coste
econémico que supone el desarrollo de un nuevo insecticida, es necesario intentar retrasar
su aparicién y controlar su extension geografica.

La resistencia es definida por la Organizaciéon Mundial de la Salud como “el
desarrollo, en una cepa de un organismo, de la capacidad de tolerar dosis de una sustancia
téxica que produciria la muerte en la mayorfa de individuos de una poblacién normal
(susceptible) de la especie” (Mullin y Scott, 1992). La aparicién de la resistencia es pues

el resultado de un proceso de seleccién sobre los individuos portadores de genes de
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resistencia, de tal manera que aumentara la frecuencia del gen mientras se siga utilizando
el producto selectivo. Los niveles de resistencia y variabilidad de las poblaciones frente a
un insecticida pueden ser calculados mediante el célculo de la LCsq (dosis que produce el

50% de mortalidad) y la pendiente de la linea de regresién dosis-mortalidad.

5.1.- Mecanismos de adquisicion de resistencia en insectos.

La accién de los insecticidas se produce sobre alguna de las funciones fisiolégicas
bésicas para la vida, por tanto la resistencia aparecerd, como respuesta del insecto para
intentar restablecer su orden interno, en cualquiera de las etapas en las que puede afectar
el téxico. Cada una de estas etapas estd controlada por al menos un gen que puede
presentar distintos alelos. Alguno de estos alelos son los que, mediante un cambio, podrdn
conferir la resistencia.

Los cambios pueden afectar de diferentes modos:

- Evitando el contacto con el insecticida, aunque este mecanismo es bastante dificil
de estudiar y por tanto existe muy poca bibliografia al respecto. Ademds, supone un
cambio en el comportamiento del insecto que debe ponerse de manifiesto mediante un
cambio a nivel molecular.

- Disminuyendo la penetracién del insecticida, lo que significarfa un retraso en la
accidn sobre la “diana” del insecticida y, por tanto, mayor facilidad de desintoxicacién de
los insectos mediante mecanismos enzimaticos. Frecuentemente este modo de adquisicion
de resistencias va acoplado a otro mecanismo.

- Aumentando su desintoxicacién o su excrecién mediante la presencia de
actividades enziméticas capaces de modificar el insecticida haciéndolo més hidrofilico y
menos téxico. Ademds, éstas pueden ser aumentadas mediante seleccién en presencia del
insecticida. Las actividades enziméticas suelen modificar el compuesto activo del
insecticida haciéndolo mas ficilmente excretable. El aumento de las actividades
enziméticas también puede deberse a un cambio en la conformacién del enzima o a un
aumento de la cantidad. Este mecanismo de resistencia es el que més freccuentemene se
ha encontrado en insectos.

- Modificando la estructura “diana” provocando cambios en la sensibilidad de la

molécula. El insecto serd capaz de sobrevivir en presencia del producto si, por un
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lado, modifica la molécula blanco del insecticida de forma que éste ya no la
reconozca y, por otro, esta modificacién no afecte a su funcién biolégica habitual.
- Impidiendo la accidn de las proteasas y, por tanto, la activacién del téxico.

- Mejorando los mecanismos de reparacion del dafio producido de modo que la
disfuncién creada por el téxico se pueda superar con un cambio metabdlico que la

contrarreste.

5.2.- Genética de la resistencia.

El conocimiento de las bases genéticas de la resistencia es esencial para desarrollar
estrategias que retrasen su aparicién. La investigacion sobre nimero de genes implicados,
relaciones de dominancia entre alelos, si son autosémicos o ligados al sexo y la ecologia
de la especie plaga, nos permite detectar su riesgo de aparicién.

Roush y McKenzie (1987) concluyeron que las cepas de insectos de laboratorio,
iniciadas a partir de una pequefia muestra de la variabilidad total de la especie,
desarrollaba generalmente mecanismos poligénicos de resistencia. Por tanto, hay que tener
en cuenta que quizd este tipo de seleccién no refleje la situacién en el campo. Esta
diferencia es debida a que en una poblacién natural, el alelo de la resistencia puede estar
presente aunque con baja frecuencia. Después, y mediante seleccién, la frecuencia
aumenta y por tanto la resistencia que aparece es monogénica. Por el contrario, en una
poblacién de laboratorio es improbable que tengamos el alelo de la resistencia y por tanto
ésta aparece como resultado de la accién de varios genes. Una solucién para minimizar
este problema es iniciar la seleccion a partir de una muestra de una poblacién previamente
tratada con el insecticida, de modo que la frecuencia del alelo serd mayor. Si bien, otra
solucidn serfa comenzar la seleccién con una muestra de individuos mayor.

El método utilizado para el estudio de la herencia de la resistencia es el cruce entre
colonias sensible y resistentes, aunque no siempre es posible que las dos colonias cruzadas
tengan la misma procedencia.

En poblaciones cuya resistencia es debida a un aumento en la desintoxicacion, el
modo de herencia puede ser monogénico o poligénico. Aasi, en dos poblaciones
isogénicas del coledptero Leptinotarsa decemlineata, la resistencia a Abamectin, es
prcialmente recesiva y poligénica (Argentine et al., 1992). En una poblacién del 4caro

Metaseiulus occidentalis, se ha demostrado que la resistencia a carbaril estd implicado un
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tnico gen con dominancia incompleta (Roush y Plapp, 1982). Yu y Nguyen (1994),
observaron que en una colonia derivada de poblacién natural de S. frugiperda procedente
de Florida, presentaba resistencia frente a carbaril debida a un tnico gen autosémico y
parcialmente dominante.

Sin embargo, cuando la resistencia aparece por la modificacién de la molécula
diana del insecticida, aparece implicado unicamente un gen. Por ejemplo, en una
poblacién del coledptero Sitophilus zeamais con resistencia cruzada a DDT vy piretrodes,
se demostré que se heredaba segin un modelo de un Gnico gen recesivo y ligado al sexo
(Guedes et ai.,, 1994). En una colonia de H. virescens, resistente también a pirefroides, el
alello que conferia resistencia era atosdmico y de herencia intermedia (Payne et al., 1988).
En Musca domestica, cuya resistencia a DDT y piretroides era totalmente recesiva y el gen
mutado mapeaba en el gen de un canal de sodio (Williamson et al., 1993). Otro caso en el
que se ha demostrado que 1 resistencia es debida a la modifcacion de la molécula diana es
la resistencia a insecticidas tipo ciclodieno. Parece ser que en la mayoria de los casos
descritos, el responsable de la resistencia es un tnico ser parcialmente dominante (ffrench-

Constant, 1994).

5.3.- Resistencia frente a Bacillus thuringiensis.

Al igual que ocurre con el resto de insecticidas, la aparicion de resistencias frente a
los preparados comerciales de B. thuringiensis era inevitable. De modo que las
resistencias han aparecido en las zonas en las que se han utilizado exhaustivamente estos
productos como bioinsecticidas (Stone et al., 1991; Tabashnik, 1994).

Los experimentos de seleccién realizados en el laboratorio ha demostrado que
especies como Plodia interpuntella, Heliothis virescens, Candra cautella, Spodoptera
exigua, Spodoptera littoralis, Trichoplusia ni, Leptinotarsa decemlineata y Chrysomela
scripta pueden desarrollar resistencia frente a B. thuringiensis aunque por el momento la
unica especie que ha desarrollado niveles de resistencia significantes en la naturaleza ha
sido P. xylostella (Tabashnik, 1990).

En la tabla 2 se pueden observar las selecciones llevadas a cabo tanto en la
naturaleza como en el laboratorio en la diferentes especies que actualmente presentan

resistencias a productos derivados de B. thuringiensis.
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Tabla 2: Agunos casos de resistencias encontradas en diferentes especies de insectos

frente a B. thuringiensis (Ferré et al., 1995).

Especie Origen Agente Ambiente Razdn de la Ref.’
selectivo' selectivo resistencia’
P.interpuntella Oklahoma Dipel Laboratorio Dipel >250 [1]
Dipel 140 [2]
P.interpuntella Kansas Bte Laboratorio CrylAb 13 [3]

CrylAc 128 3]

CrylC 6 3]

P. xylostella  Filipinas  Dipel Campo CrylAb  >200 . [4]
P. xylostella ~ Hawaii Bt/Dipel Campo/Lab  CrylAc  >59 [5]
Dipel 130 [5]

Dipel 700 [6]

P. xylostella Florida Bt Campo Javelin 1640 [71
Dipel 22 [71

P. xylostella  Malasia Btk/Bta Campo Dipel 600 [10]
Javelin 300 [10]

H.virescens Carolina N. CrylAc Laboratorio  CrylAb 2300 [8]

CrylAc 10000 [8]

CrylF 3700 [8]

Cry2A 25 (8]

H. virescens Carolina N. CrylAb/Dipel Laboratorio  CrylAb 71 [2]
CrylAc 16 [2]

Dipel 57 9]

H. virescens CarolinaN. CrylAc Laboratorio CrylAb 13 [9]
CrylAc 50 9]

Cry2A 53 9]

C. scripta EE.UU Btm Laboratorio 70 [11]
L.decemlineata EE.UU Btm Laboratorio 50 [11]

! Bte es B. thuringiensis var. entomocidus, Btk es B. thuringiensis var. kurstaki, Bta es B.
thuringiensis var. aizawas, Btm es B. thuringiensis var. morrisone y B.t. es un formulado
comercial de B. thuringiensis. Dipel y Javelin son marcas registradas de formulaciones de
B. thuringiensis var. kurstaki.

2 El radio de la resistencia se calcula dividiendo la LCs (0 LDsp) de la cepa resistente por
la LCs (0 LDsg) de la cepa sensible.

3 1, Van Rie et al., 1990a; 2, MacIntosh et al., 1991; 3, Oppert et al., 1994; 4, Ferté et al.,
1991; 5, Tabashnik et al., 1994c; 6, Tabashnik et al., 1992a; 7, Shelton et al., 1993; 8,
Gould et al., 1995; 9, Gould et al., 1992; 10, Wright et al., 1997; 11, Whalon et al., 1993)

5.3.1.- Mecanismos de resistencia a Bacillus thuringiensis.

Los preparados comerciales de B. thuringiensis, al igual que el resto de

insecticidas, presentan un determinado modo de accién. Es precisamente en algunos de los
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pasos de este modo de accién (ver apartado 4) donde, tedricamente, podriamos encontrar
las bases bioquimicas de la resistencia.

Algunos mecanismos bioquimicos se han relacionado directamente con casos de
resistencias a B. thuringiensis. Asi pues, podemos clasificar las resistencias encontradas
en B. thuringiensis en tres grupos:

1. Resistencia debida a la alteracion de la protedlisis de las ICP.

2. Resistencia debida a modificaciones en el sitio de unién.

3. Otros mecanismos no determinados.

1. Resistencia debida a la alteracién de la protedlisis de las ICP.

Los primeros estudios realizados para investigar la posible relacién entre el
proceso proteolitico de las ICP y la resistencia, se realizaron en P. interpunctella (Johnson
et al., 1990). Se comparaban dos cepas, una seleccionada y resistente a Dipel y otra
control no seleccionada, para ver su capacidad para activar las protoxinas de B.
thuringiensis var. kurstaki cepa HD1 y B. thuringiensis var. aizawai cepas HD-133 y HD-
134. No se encontraron diferencias.

En estudios posteriores con otra cepa de P. interpunctella resistente a CrylAb,
CrylAc y CrylC, se encontré relacién entre un procesado diferente de las toxinas y dicha
resistencia. El contenido intestinal de los insectos resistentes mostraba una actividad
proteolitica significativamente menor que el de los insectos susceptibles. Ademds, la
activacion de la protoxina CrylAc fue mucho més lenta con el contenido intestinal de la
cepa resistente respecto del control (Oppert et al., 1994).

En la poblacién de Hawaii de P. xylostella se realizé también un estudio indirecto
sobre la relacién de la protedlisis con la resistencia. Los resultados obtenidos mostraban
que la protedlisis realizada, bien, mediante tripsina u otra proteasa no afectaban de manera
importante al mecanismo de la resistencia (Tabashnik et al., 1992a).

Estudios realizados entre dos cepas de H. virescens, una susceptible y otra
resistente, mostraron diferencias en la actividad proteolitica del intestino medio frente a
toxinas de B. thuringiensis, de modo que, mientras la cepa susceptible degradaba
lentamente la toxina activa, la cepa resistente lo hacia mas rdpidamente, estando asi el

insecto menos tiempo expuesto a su efecto téxico (Forcada et al, 1996).
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2. Resistencia debida a modificaciones en el sitio de unidn.

La primera resistencia descrita frente a B. thuringiensis se realiz en el insecto P.
intepunctella. Esta resistencia habia sido obtenida mediante seleccién en el laboratorio
con Dipel. A pesar de los altos niveles de resistencia del insecto frente a Dipel, se observé
que seguia siendo sensible frente a ICP no relacionadas con las CrylA.

P. intepunctella presentaba niveles de resistencia altos para la Cryl Ab pura (tanto
protoxina como toxina) y sensibilidad para la toxina CrylC. Mediante experimentos de
unién a BBMV con '®I-Cr1Ab, se demostré que la cepa resistente presentaba una menor
afinidad por la proteina CrylAb (Van Rie et al, 1990b), aunque el nimero de sitios de
unién de ésta cepa respecto a la control no variaba. Sin embargo, no se observd esta
diferencia entre las dos cepas en el caso de la Cry1C. Esta era la prueba que demostraba la
especificidad de la resistencia, es decir, la resistencia se debia a una alteracién en el sitio
de unién de la Cry1Ab.

P. xylostella ha sido el tnico insecto capaz de desarrollar resistencia en el campo,
pero esta resistencia s6lo se han presentado contra formulaciones comerciales de B.
thuringiensis var. kurstaki, pero sin extenderse a otras variedades de B. thuringiensis salvo
en el caso de la poblacién de Malasia en la que también se ha descrito resistencia frente a
B. thuringiensis var. aizawai (Wright et al., 1997). Sin embargo, se ha observado que una
poblacién de Filipinas presenta la resistencia a CrylAb pero no a Dipel (Ferré et al.,
1991). Los mecanismos de resistencia se estudiaron mediante individuos recogidos de la
naturaleza que presentaban un nivel de resistencia para la Cryl Ab de >200 respecto a los
individuos de la cepa sensible. Sin embargo, esta resistencia no se extendia a otras ICP
como CrylB, CrylC o Dipel. Mediante experimentos de unién a BBMV con 151.Cy1Ab,
BLCylB y I251.Cy1C, se demostré que en la cepa sensible, CrylAb, CrylB y CrylC
reconocian diferentes sitios de unién a la membrana con alta afinidad. Y mientras que en
la cepa resistente no se apreciaba diferencia entre la unién de Cry1B y CrylC respecto a la
sensible, para CrylAb esta unién no se observd. Por tanto, al igual que con P.
intepunctella, se pudo concluir que, la resistencia en P. xylostella se debia a un cambio en
el sitio de unién de Cry1Ab.

En una poblacién de P. xylostella procedente de Hawaii se demostrd que la unién

de 'PI-Cryl1Ac a vesiculas estaba altamente disminuida (Tabashnik ef al., 1994a).
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Este mismo mecanismo de resistencia fue encontrado en una poblacién de P.
xylostella de Florida. Mediante la técnica de unién de CrylAb marcada con biotina, a
secciones de tejido intestinal, se demostré la incapacidad de unién de esta toxina (Tang et
al., 1993b)

Por el momento, el mecanismo de resistencia descrito en P. xylostella es debido a
un cambio en el sitio de unién de las ICP salvo en el caso de la poblacion de Malasia
(Wright et al., 1997). El hecho de que en esta especie la resistencia implique a las toxinas
CrylAa, CrylAb y CrylAc pero no a otras, podria explicarse si el sitio de unién
modificado es comiin para las tres como se ha demostrado en otros insectos como H.
virescens (Lee et al., 1995). Este insecto tiene tres sitios de unién diferentes, uno
compartido por las tres, otro compartido s6lo por CrylAb y CrylAc y el iltimo
reconocido dnicamente por CrylAc (Van Rie et al., 1989). Una modificacién en el lugar
de unién compartido por las tres podria explicar la no unién de la toxina CrylAa a
vesiculas de membrana de individuos resistentes. Para explicar la resistencia de CrylAb y
CrylAc cabe pensar que los otros lugares de unién no juegan el mismo papel en la
toxicidad.

La unién de CrylC, encontrada en una poblacién de S. exigua seleccionada con
CrylC, aparece reducida a la mitad comparada con la poblacién sensible. No se han
encontrado diferencias en la concentracion de los sitios de unién pero si en su constante
de disociacion (Moar et al., 1995). Sin embargo, las pequefias diferencias en la Kd no

puede explicar la diferencias encontradas a nivel de unién para Cry1C.

3. Otros mecanismos de resistencia.

En diferentes insectos como H.virescens (MacIntosh et al., 1991; Gould et al.,
1992). y P. xyoltella (Wright et al., 1997) no se pudo relacionar con procesos proteoliticos
ni con cambios en sitios de unién la alta resistencia encontrada para las toxinas CrylA. La
resistencia en esos casos podria explicarse mediante otros mecanismos que afecten a
cualquier otro paso de la accién de las toxinas, desde una mala solubilizaciéon de las
protoxinas en el intestino hasta procesos anémalos en la formacién del poro. Pero todos

estos mecanismos estin por demostrar.

6.3.2.- Genética a de la resistencia a B. thuringiensis.
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6.3.2.- Genética a de la resistencia a B. thuringiensis.

Al igual que ocurre con los insecticidas quimicos, el conocimiento de las bases
genéticas de la resistencia es esencial para desarrollar estrategias que retrasen su
aparicién. Se han descrito casos de resistencias frente a B. thuringiensis, que se han
estudiado mediante cruces genéticos entre las cepas susceptibles y resistentes, obteniendo
una informacién muy valiosa acerca de la herencia de la resistencia.

En P.interpunctella la resistencia sigue una herencia de tipo autosémica recesiva.
Dada lo rapidez con la que aparece la resistencia en este insecto cuando se le selecciona
aunque sea con bajas dosis de insecticida, se puede pensar que hay un Gnico gen mayor
responsable de dicha resistencia. (McGaughey y Beeman, 1988).

En el caso de P. xylostella, se fundaron cepas de insectos capturados de tres
poblaciones resistentes (Hawaii, Japén y Filipinas) y fueron analizadas: la cepa resistente
de Hawaii presenta un modelo que se ajusta a un solo gen autosémico recesivo (Tabashnik
et al., 1992); la cepa resistente de Japén (Hamma et al., 1992) presentaba un resultado
similar aunque en este caso, el gen era parcialmente recesivo y, finalmente, en la cepa de
Filipinas la resistencia se trasmitia seglin un modelo de herencia autosémica, recesiva e
influenciada por algiin tipo de efecto parental (Martinez-Ramirez et al., 1995).

En otros insectos como H.virescens, resistentes tras su seleccién en el laboratorio,
los resultados determinaban, para CrylAb y CrylAc, una herencia autosémica,
parcialmente recesiva y muy probablemente debida a un solo gen. Sin embargo para
Cry2A, habia un efecto mas aditivo de genes (Gould et al., 1992). En otra cepa de H.
virescens, seleccionada con una cepa de P. fluorescens que ha sido modificada para
producir la protoxina CrylAb, se ha encontrado que la herencia sigue un tipo de herencia
autosémica, con dominancia incompleta, y controlada por diferentes factores genéticos.

En coledpteros como L. decemlineata, la resistencia que presenta frente a Cry3A
se hereda de forma autosémica y casi totalmente dominante (Rahardja y Whalon, 1995).

En general, las resistencias aparecidas frente a B. thuringiensis debidas a la
modificacién de un receptor, suele deberse a un gen unico recesivo o parcialmente

recesivo (Ferré et al, 1995).
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5.3.3.- Resistencia cruzada.

B. thuringiensis presenta un modo de accidn caracteristico, por tanto, no es de
extrafiar que no se conozca ninglin caso de resistencia cruzada entre sus preparados
comerciales e insecticidas quimicos. Sin embargo, se han descrito resistencias cruzadas
entre diferentes -endotoxinas producidas por diferentes cepas de B. thuringiensis. El
estudio de resistencias cruzadas es de gran utilidad para designar estrategias que retrasen
su aparicién.

Pueden distinguirse dos tipos de resistencia cruzada (Bauer, 1995). El primer tipo
hace referencia a la resistencia cruzada como un incremento en la tolerancia de una
poblacién, seleccionada con un aislado de B. thuringiensis, frente a otro aislado que
contenga una mezcla diferente de ICPs. En una cepa de P. interpunctella seleccionada y
resistente 140 veces frente al aislado HD-1 de B. thuringiensis var. kurstaki (Dipel), se
encontré resistencia cruzada frente a aislados de otras variedades como thuringiensis,
galleriae, aizawai, tolworthi, darmstadiensis, kenyae y entomocidus (McGaughey y
Johnson, 1987). Una cepa de H. virescens seleccionada con CrylAb y Dipel mostraba
distintas grados de resistencia cruzada para 20 variedades diferentes B. thuringiensis
(Stone et al., 1989). En P. xylostella se vio como una cepa seleccionada con B.
thuringiensis var. kurstaki, presentaba bajos niveles de resistenccia cruzada a
formulaciones de B. thuringiensis var. aizawai. (Tabashnik et al., 1993).

El segundo tipo de resistencia cruzada puede definirse como un incremento en la
tolerancia de un poblacién a una toxina ausente en la preparacién utilizada para la
seleccién. Se han encontraron altos niveles de resistencia cruzada en una poblacién de
Hawaii seleccionada con B. turingiensis var. kurstaki, que contiene las toxinas CrylA y
Cry2, y la toxina CrylF, producida por B. thuringiensis var. aizawai (Tabashnik et al.,
1994b).

También se han encontrado casos de resistencias cruzadas en cepas de insectos
seleccionadas con una sola ICP. Tras seleccionar una cepa H. virescens con la cepa HD-73
de B. thuringiensis, que expresa Unicamente CrylAc, se observé resistencia cruzada para
CrylAa, CrylB y Cryl1C (Gould et al., 1992). Se han encontrado resistencias cruzadas en
una cepa de S. exigua seleccionada durante siete generaciones con CrylC. Las resistencias
cruzadas que presentaba eran contra CrylAb, un hibrido entre CrylE-CrylC, CrylH y
Cry2A (Moar et al., 1995).
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Sin embargo, en T. ni no se encontrd resistencia cruzada para las toxinas CylAay
CrylAc en una cepa seleccionada para CrylAb a pesar de la gran homologia que existe

entre las toxinas del tipo Cy1A (Estada y Ferré, 1994).

5.4.- Aparicion de resistencia en insectos frente a B. thuringiensis.

La capacidad para desarrollar resistencia a un insecticida depende en gran medida
de la biologia del propio insecto, pero parece ser un hecho generalizado que practicamente
cualquier especie de insecto responde a la seleccién con ICP, adquiriendo cierta
resistencia.

Sin embargo, hay que tener en cuenta las importantes diferencias con las que nos
podemos encontrar al comparar una poblacién seleccionada en el campo frente otra
seleccionada en el laboratorio debido a que no siempre podemos reproducir las

condiciones naturales en el laboratorio.

5.4.1. Procesos de seleccion en la naturaleza.

Las poblaciones naturales suelen estar formadas por un alto niimero de individuos
que poseen una combinacién genética determinada, lo que significa una gran variabilidad
genética. Esta variabilidad se traduce en capacidad para la adaptaciéon al medio y, por
tanto, al desarrollo de resistencias. Dentro de las poblaciones los alelos de la resistencia,
que pueden aparecer por mutacién puntual en lin gen, se encuentran en muy baja
proporcién, pero esta frecuencia alélica puede ir aumentando con el inicio de la presién de
seleccion positiva. Si la presidon de seleccion se realiza a bajos niveles, la poblacién
tardard en alcanzar niveles altos de resistencia ya que no todos los individuos sensibles
morirdn en cada generacioén de seleccion. Sin embargo, si la concentracién del producto
utilizado es tan alta que mata a todos los individuos susceptibles, se producird
rapidamente la fijacién del alelo de la resistencia en la poblacién.

En general, la aparicidn de resistencias de tipo poligénico en poblaciones naturales
va a carecer de importancia por la baja persistencia del producto en el campo (Mckenzie y

Batterham, 1994).
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5.4.2.- Procesos de seleccion en el laboratorio.

Al comenzar una seleccién en el laboratorio, estamos tratando con una muestra
pequeiia de la poblacién que supone un grupo pequeiio de insectos comparandolo con el
tamafio de toda la poblacion natural. Esto significa que la probabilidad de que en el
muestreo incluyamos un alelo mayor de resistencia es muy baja, ya que estos alelos son
poco frecuentes en la poblacion. Asi pues, el mejor inicio para una seleccion llevada a
cabo en el laboratorio es a partir de una muestra de la naturaleza que haya sido tratada
anteriormente con el futuro agente selectivo. La frecuencia estimada de los alelos de la
resistencia varia entre 1/2000, en poblaciones no tratadas, a 1/20 en poblacionés que
habian sido tratadas periédicamente con insecticida Tabashnik (1994a).

Si la colonia del laboratorio se ha fundado sin contener en ella un alelo mayor de
resistencia, puede haber respuesta a la seleccion, pero la resistencia obtenida se deber4 a la
accién de varios genes, es decir sera una resistencia poligénica, diferente pues al resultado
que obtendriamos en el campo. También es posible no tener éxito en la seleccién en el

laboratorio pero eso no significa que ocurra lo mismo en la naturaleza.

5.5. Estabilidad de la resistencia a B. thuringiensis.

Después de un proceso de seleccién tras el cual ha aparecido una resistencia,
podemos encontrarnos diferentes tipos de respuestas por parte de los individuos
seleccionados, siendo éstas diferentes segiin el tipo de insecto, de ICP o de cepa de B.
thuringiensis utilizada para la seleccién. En P. xylostella se han encontrado caidas répidas
de resistencia, de tal modo que en 4 generaciones la LCs, decae la décima parte (Hama et
al., 1992), o casos en que se mantiene el valor de la LCso durante mas de 40 generaciones
(Tabashnik et al., 1995). Los estudios realizados por Tabashnik et al., (1995), mostraron
que la resistencia encontrada en la poblacién de P. xylostella de Hawai no estaba
controlada por un sélo locus con dos alelos (R x S), ya que si asi fuera una simple
exposicién a una alta concentracién seria suficiente para matar a todos los individuos
homozigéticos susceptibles (SS), sino por uno o mas alelos en uno o dos loci.

Los alelos que confieren resistencia pueden llevar asociado un coste en la eficacia
biolégica, de tal manera que, en ausencia de presién de seleccién resulta mas eficaz la

restauracién de la susceptibilidad. Pero tanto el flujo genetico entre colonias como las
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mutaciones espontaneas pueden introducir genotipos susceptibles en una cepa
seleccionada y, por tanto, producir la restauracidn de la susceptibilidad.

Las poblaciones que restauran la susceptibilidad suelen responder rapidamente a la
reseleccion. Ademads, no se llega a restablecer completamente la susceptibilidad aun en

ausencia de seleccion (Tabashnik et al., 1994a).

6.6.- Estrategia para evitar el desarrollo de las resistencias en plagas.

Algunas de las estrategias, propuestas por primera vez por Marrone y MacIntosh
en 1993 y porteriormente por Tabashnik en 1994, para evitar la aparicién de resistencias
frente a B. thuringiensis han sido:

1._Mezcla. Se basa en la aplicacién de dos o més insecticidas al mismo tiempo,
presentando cada uno un modo de accién diferente. De tal manera que la probabilidad de
que un individuo presente la capacidad de producir resistencia a los dos insecticidas sea
muy baja.

2. Sinergismos. Implica la utilizacién de un agente diferente al insecticida de tal
modo que con él aumente su toxicidad. Esto permite utilizar insecticidas de baja
capacidad téxica o menores dosis de insecticidas téxicos.

3._Mosaicos. Consiste en aplicar distintos insecticidas en pequefias zonas préximas
de modo que trabajamos con poblaciones pequefias, disminuyendo asi la probabilidad de
que aparezcan individuos resistentes. Aun en el caso de que dichos individuos resistentes
aparecieran, probablemente moririan al pasar a otras zonas tratadas con diferentes
insecticidas.

4. Rotaciones. Supone la alternancia a lo lago del tiempo de productos pesticidas
de diferente accién. De modo que la probabilidad de que un individuo resistente a un
producto lo sea también para un segundo sea muy baja. El hecho de que la resistencia
suela llevar asociada una menor viabilidad supone una ventaja afiadida, ya que al cesar la
seleccién positiva para la resistencia, disminuird el nimero de individuos resistentes
dentro de la poblacién.

5. Ultradosis. Se aplican dosis muy elevadas de insecticidas de modo que se
eliminan todos los individuos de la poblacion. Esta estrategia presenta la gran ventaja de

que el cultivo no sufre ningin tipo de dafio, pero también supone un gran inconveniente y
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es que en el caso de que existieran individuos homozogéticos resistentes, el desarrollo de
la resistencia seria muy répido.

6. Refugios. Se trata de mantener, dentro de una poblacién, una proporcién alta de
individuos con genotipo sensible frente a los resistentes. Para ello, y aprovechando la
mayor eficacia bioldgica en individuos con genotipo sensible, se debe proporcionar
refugio a poblaciones sensibles dejando temporal o espacialmente zonas de plantacién sin

tratar.

6.- DESCRIPCION Y CARACTERISTICAS BIOLOGICAS DEL INSECTO
Plutella xylostella.

Plutella xylostella (L), mas conocida como la polilla de las cruciferas, es un
lepidéptero de la familia Ypomomeutidae que ataca a las cruciferas, tanto silvestres como
cultivadas, pero fundamentalmente al género Brassica. Este lepidéptero plaga es el que
presenta una distribucién méas cosmopolita, llegando a presentarse desde el circulo Polar
Articov a los Trépicos. Sin embargo, se piensa que el hbitat inicial fue alrededor del
Mediterraneo (Hardy, 1938), lugar idéneo para el crecimiento de las cruciferas, y que
junto con la expansién del cultivo de esta familia de plantas, se introdujo la plaga a las
diferentes zonas hoy castigadas por este insecto.

El ciclo vital de este insecto es muy variable, dependiendo de las condiciones en
las que se desarrolla. En la naturaleza presenta de 4 a 5 generaciones por afio, mientras
que en nuestra condiciones de laboratorio, 25°C y 70-80% de humedad relativa, el ciclo,
desde el estadio de huevo hasta que emergen los adultos, se completa en unos 20-25 dias.
La hembra realiza la puesta durante la noche, principalmente en el envés de la hoja,
formando pequeiios actimulos. La eclosién de los huevos tiene lugar a los 2-4 dias de la
puesta y las larvas se alimentan de las hojas de col en las que se encuentran. El periodo
larvario comprende cuatro estadios que suponen un periodo de tiempo de 10-12 dias,
llegando a alcanzar un tamafio de 8§ mm.

Una vez trancurrido este tiempo las larvas forman la crisdlida, estadio en el que
permanecerén hasta transcurridos 3-4 dias, después de los cuales emergerdn de nuevo los
adultos.

P. xylostella produce grandes pérdidas econdmicas en los cultivos de todo el

mundo. Por ello ha sido tratada durante mucho tiempo con diferentes insecticidas
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capacidad para desarrollar resistencias frente a todos los compuestos que se han utilizado
contra ella, provocando una bisqueda continua de nuevos insecticidas alternativos. Como
resultado de esta biisqueda se han encontrado virus, hongos y microorganismos téxicos

para P. xylostella junto con la bacteria B. thuringiensis.

7.- MUTAGENESIS

En sentido amplio podemos considerar la mutagénesis como toda alteracién o
cambio estable en el material genético. Las mutaciones se dan en todos los organismos de
un modo espontineo y con una frecuencia baja. Podemos distinguir dos tipos de
mutaciones: las esponténeas, es decir, que se producen sin ninguna causa externa aparente,
y las provocadas por agentes mutdgenos, tanto quimicos como fisicos. Estos agentes
mutdgenos van a incrementan notablemente la frecuencia de mutacién. Un ejemplo de
ellos son los agentes alquilantes.

Los agentes alquilantes actiian transfiriendo grupos alquilo a macromoléculas de
importancia biolégica y se clasifican en diferentes clases. Las diferencias entre las
distintas clases viene dada por dos propiedades cuyo papel en la mutagenidad del agente
parece importante. Una de ellas es el grupo alquilo que transfiere a la molécula de DNA:
etil; metil; o grupos méis complejos. La otra, es el niimero de grupos alquilo que una sola
molécula puede ceder.

El metano sulfonato de etilo (EMS) forma parte del grupo de agentes quilantes.
Este compuesto produce transiciones del tipo GC------ >AT, como se ha demostrado en
bacterias (Swartz, 1963) y en bacteri6fagos (Krieg, 1963). La accién de los
alcanosulfonatos es muy similar, incluso el metano sulfonato de metilo (MMS) tiene
mayor accién mutagénica en algunos microorganismos, sin embargo, el EMS presenta una
serie de ventajas en su uso que, unido a su alta eficacia en cuanto a la induccién de
mutaciones, lo han convertido en el mutdgeno mas utilizado en el estudio de la genética,
especialmente en el insecto modelo, Drosophila melanogaster.

Las ventajas del agente quilante EMS son, su solubilidad en agua y la gran estabilidad de
su molécula.

La mutagénesis con EMS suele realizarse preferentemente sobre machos. Esta

preferencia estd justificada por dos razones: una, porque un macho puede fecundar a
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varias hembras y, la otra, porque el efecto mutagénico del es 5 veces mayor sobre los

espermatocitos que sobre los oocitos.
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OBIJETIVOS

Andlisis toxicoldgico de la poblacion natural de Plutella xylostella procedente de
Filipinas, frente a las ICPs de Bacillus thuringiensis mediante el estudio

comparativo de las muestas poblacionales R1 y R2.
Estudio de la capacidad del insecto para desarrollar resistencias a las ICPs de
Bacillus thuringiehsis del grupo Cryl y al preparado Myx-03604 mediante la

realizacidn de selecciones artificiales en el laboratorio.

Determinacién del modo de herencia de la resistencia a las ICPs del grupo CrylA

endos poblaciénes de Plutella xylostella una susceptible y otra resistente.

Cacterizacién del modo de accién de tres ICPs del grupo CrylA en Plutella

xylostella. Estudio bioquimico implicado en la resistencia.

Andlisis de la toxicidad y el modo de accién de nuevas ICPs obtenidas mediante

modificaciones genéticas frente a una poblacién de Plutella xylostella.
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1.- MATERIAL BIOLOGICO.

1.1.- Poblaciones de Plutella xylostella.

Poblacién Susceptible (S): Fundada con insectos capturados originariamente
en Holanda. Esta poblacién habia sido mantenida durante més de 60 generaciones en
el laboratorio sin ningiin contacto con insecticidas.

Poblacién de Filipinas (R): Se obtuvieron dos muestras de dicha poblacion:
una en 1989 (BL1) y otra en 1993 (BL2). Ambas se fundaron a partir de pupas
recogidas en la Isla de Luzon en el Valle Trinidad cerca de la ciudad de Baguio, en
Filipinas.

La subpoblacién BL1 fue analizada inicialmente por Ferré et al (1991) quienes
determinaron una resistencia especifica a CrylAb de aproximadamente 200 veces.
Esta resistencia podfa atribuirse a una modificacién en el sitio de unién para la ICP
CrylAb. El objetivo del presente trabajo fue el estudio comparativo de las dos
subpoblaciénes BL1 y BL2.

Poblaciéon Resistente de Hawaii (NO-QA): El profesor Tabashnik nos
proporcioné 800 larvas congeladas a partir de las cuales se prepararon BBMVs.

Poblacién Resistente de Pensilvania (EG): Al igual que en la poblacién QA, T.

Malvar nos proporcioné larvas congeladas (1.000) para estudios bioquimicos.

1.2.- Mantenimiento de Plutella xylostella en el laboratorio.

Las poblaciones se mantenian en una cimara termorregulada a una temperatura
de 25°C, con una humedad relativa del 80% y un fotoperiodo de 16:8 h
(luz:oscuridad). Bajo estas condiciones, el ciclo completo de huevo a adulto era de 20-
25 dfas.

Los adultos se mantenian en cajas de madera rectangulares de tamaiio (50 x 40
x 35) cm. En el interior de dichas cajas se introducia una hoja de col junto con tiras de
parafilm, en las cuales las hembras hacian la puesta de los huevos. A los dos-tres dias
de la puesta, los huevos se disponian en una jaula cilindrica de metacrilato con hojas
de col que eran renovadas cada dos dias hasta llegar al estadio de crisdlida. Los
adultos, una vez emergidos, se recogian con un aspirador y eran introducidos de nuevo

en la caja de madera completando asf el ciclo.
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Las larvas se alimentaron con coles de la variedad Sentinel mientras que a los
adultos se les proporcionaba una disolucién de agua y miel al 10% como tnico

alimento.

1.3.- Compuestos biolégicos.

Los compuestos bioldgicos no comerciales fueron suministrados por :

Plant Genetic Systems (PGS) (Gante, Bélgica), dentro del acuerdo del proyecte
financiado por la CEE dentro del programa ECLAIR. Estos compuestos fueron ICPs
del grupo Cryl, purificadas a partir de Bacillus thuringiensis o expresadas en
Escherichia coli, y anticuerpos especificos contra las ICPs de tipo monoclonal
desarrollados en ratén y policlonal desarrollados en conejo.

La empresa CPRO-DLO (Holanda) suministré ICPs quiméricas, expresadas en
Escherichia coli, del grupo Cryl. Estas ICPs quiméricas procedian de la
recombinacion entre los tres dominios de las ICP“s I, Il y ITI.

El laboratorio de Luke Masson (Montreal, Canad4) nos suministraba cuerpos
de inclusién de las ICPs del grupo Cryl obtenidos a partir de E. coli que contenian
como contaminante restos de las membranas celulares de E. coli. Estos Cuerpos de
Inclusién estaban resuspendidos en agua.

La empresa Mycogen Corporation (San Diego, CA, USA) nos suministr su
producto Myx-03604 que contenia como componente activo una protoxina hibrida
entre las ICP’s CrylAb y CrylAc.

Los compuestos biolégicos comerciales que se utilizaron fueron Dipel 2x
(Abbott Laboratories, Chicago, USA) y Thuricide (Sandoz, Palo Alto, CA, USA). Los
dos compuestos eran formulaciones comerciales de B. thuringiensis var. kurstaki que
presentaban como ingrediente activo las ICPs CrylAs (CylAa, CylAb y CrylAc) y
Cry2As (Cry2A y Cry2B).
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2.- ENSAYOS DE TOXICIDAD.

Se llevaron a cabo dos tipos de pruebas de toxicidad que fueron las siguientes:

2.1.- Ensayos sobre dieta artificial

Los ensayos de toxicidad se realizaron con larvas de tercer estadio como se
describié anteriormente (Ferré et al., 1991). Se realizaban cinco diluciones de las ICPs
o preparados_ comerciales de B. thuringiensis que se querian probar, mediante tampén
Carbonato (50 mM Na;Co3, 10 mM DTT, pHI10) en el caso de las ICPs o agua
destilada en el caso de los preparados de B. thuringiensis. Alicuotas de 50 pl de cada
dilucién, al igual que una alicuota de tampén o agua como control, se aplicaban
uniformemente sobre dieta artificial que contenian unas placas con 24 pocillos
circulares de 2 c¢cm? de superficie (24-well cluster plate, Costar, EE.UU.). Por cada
dilucién se realizaban de dos a cuatro repeticiones de 12 o 24 larvas, poniéndose una
larva por cada pocillo y, al cabo de los 4 dias se contaba el nimero de larvas que
habian muerto. La LCs, (concentracién requerida para matar el 50% de los individuos
de una poblacién) y las pendientes de las lineas de regresién concentracién-mortalidad
se obtenian mediante andlisis probit (Finney, 1962) con el programa estadistico Polo-
PC (Rusell et al., 1987).

2.2.- Ensayos sobre hojas de col

Se realizé sobre hojas de col un segundo tipo de ensayo descrito con
anterioridad por Tabashnik ez al (1987). Las hojas de col se cortaban en discos de 6
cm de diametro, los cuales eran sumergidos durante 5 segundos en diluciones de las
ICPs o preparados de B. thuringiensis que se querian ensayar. Las diluciones de los
preparados comerciales de B. thuringiensis (Dipel y Thruricide) se realizaron en agua
destilada, Myx-03604 en agua destilada con 0.2% de AG98 y las ICPs puras en
tampén carbonato con 0.2% de AG98. El AG98 se utilizaba como humectante, es
decir, para facilitar el contacto entre la hoja de col con los productos a testar. En caso
de los productos comerciales el AG98 no era necesario porque el humectante venia

incluido en el producto.
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Una vez bafiada la hoja, se dejaba secar en posicidn vertical durante dos horas
a 21°C y posteriormente se colocaba cada hoja en una placa Petri. Por cada hoja se
colocaban 10 larvas (una réplica). Se realizaron 2-3 réplicas y la mortalidad se contaba
a las 48 horas.

El andlisis de los resultados se hizo igual en los dos tipos de ensayos de

toxicidad.

3.- SELECCION ARTIFICIAL PARA LA RESISTENCIA A ICPs

3.1.- Seleccion con ICPs puras

Las selecciones con las ICPs puras se realizaron mediante las placas de 24
pocillos circulares de 2 cm? de superficie(tabla 3 ). Un niimero conocido de larvas,
normalmente del orden de las 800, se sometian a una concentracién fija de ICP, que
solia ser cercana a la LCsy de la poblacién. Transcurridos 4 dias, se contaban el
nimero de larvas muertas y las vivas eran colocadas en coles frescas hasta llegar a
adultos. Estos adultos eran los padres de la siguiente generacion.

Periédicamente se realizaban pruebas de toxicidad en la cepa seleccionada
obteniéndose la LCsp y la pendiente. Paralelamente se realizaban pruebas de toxicidad
en la cepa control sin seleccionar. Mediante estas pruebas nos asegurdbamos que la

variacion en la LCsy y pendiente no se debia a una degradacion de las ICPs.

Tabla 3. Comparacion de las diferentes modalidades de seleccion realizadas.

Variables en el Agente Selectivo
procedimiento
ICP Pura Myx-03604
Administracién del
agente selecctivo Dieta Artificial Hojas de Col
Duracién de la exposicién 4 dias 2 dias
N° de Larvas Conocido Desconocido
Estadio de las Larvas Tercer Estadio Primer Estadio
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3.2.- Seleccion con MYX-03604

La seleccion con el producto Myx-03604 se realizé6 mediante hojas de col y
con larvas de primer estadio (recién nacidas) (tabla 3). Dos hojas de col enteras se
sumergian en una dilucion de agua de este producto, durante 5 segundos y después se
dejaba secar durante dos horas a 21°C. La concentracién utilizada era la LCsy (0
cercana a ella) de la poblacién para dicho producto. Transcurridos dos dias
deexposicion de las larvas y Myx-03604, se afiadian hojas frescas sin tratar y se
llevaba las larvas hasta adultos, que serian los padres de la siguiente generacién. -

En este caso el nimero de larvas que se sometian a presion de seleccién era
desconocido debido a lo dificil que resultaba contar larvas de tan pequefio tamafio.
Ademis, en este caso nos interesaba someter a selecciéon al mayor niimero posible de
larvas. El motivo por el cual la seleccién con toxinas puras no se realiz6 del mismo
modo fue por el gasto tan enorme de producto que suponia este método.

Al igual que en la seleccién con las ICPs puras, periddicamente se realizaban
ensayos de toxicidad en la cepa seleccionada para ver el aumento en los valores de

LCsoy pendiente, y en la control para comprobar el estado del producto utilizado.

3.3.- Estima de la heredabilidad conseguida.

La estima de la heredabilidad conseguida (1) se realizé segin el modelo
descrito por Tabashnik en 1992. Para ello es necesario conocer las LC50, las
pendientes de las rectas de regresién y la mortalidad causada por la seleccién. De
manera que: |

W = R/S
donde R es la respuesta a la seleccion y S es el diferencial de seleccion (Hartl, 1988,
Falconer, 1996).

La respuesta de la seleccién R, es decir, la diferencia en el fenotipo medio
entre la descendencia de los individuos seleccionados y la generacién parental antes
de la seleccidn se estimé como:

R= {log (LC50 final) - log (LC50 inicial) }/n
donde n es el nimero de generaciones transcurridas entre la generacién inicial y final.
El diferencial de seleccién (S), es decir, la diferencia en el fenotipo medio

entre los padres seleccionados y la generacion parental completa, se estimé como:
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S=io,
donde i es la intensidad de seleccién y es la o, es la desviacion estdndar fenotipica. La
intensidad de seleccién (i) se estimé a partir de p (porcentaje de supervivientes de la
seleccidn), usando las tablas del Apéndice de Falconer (1996). La desviacién estandar
fenotipica o, se estimé como:

o, = {1/2 (pendicnte inicial + pendiente final) 3!

4.- MUTAGENESIS

4.1.- Agente mutageno

El mutigeno utilizado fue el metanosulfonato de etilo (EMS), un potente
agente alquilante que forma parte del grupo de los alquil-alcanosulfonatos.

El EMS provoca mutaciones puntuales a lo largo de todo el genoma actuando
s6lo sobre células postmeidticas (Jenkins, 1967).

Se estima que la frecuencia de mutacién es 1/1000, es decir, de 200 a 1000
veces mayor que la frecuencia de genes de la resistencia en la naturaleza. Para la

especie Drosophila melanogaster (1 0°-107)

4.2.- Técnica de administracion del mutageno

Se realiz6 un experimento en el cual de 25 a 30 machos de P. xylostella eran
sometidos a mutagénesis mediante EMS.

Se separaron machos jovenes y se introdujeron en una caja de madera de
dimensiones (24 x 20 x 24 cm) en cuyo interior se encontraba una placa de Petri. En
dicha placa se colocaba un algodén empapado con una solucién de EMS y agua con
miel al 10% en la proporcién Sul : 1500l respectivamente.

Después de 2 dias de exposicion al mutigeno, los individuos fueron recogidos
mediante un aspirador e introducidos a una nueva caja de poblacién junto con unas 50
hembras. Tres generaciones después de la mutagénesis se realiz6 un bioensayo, para
obtener la LCso y la pendiente de esta nueva linea mutagenizada. Posteriormente se

inicié la seleccion.
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5.- ANALISIS DEL TIPO DE HERENCIA DE LA RESISTENCIA DE Plutella
xylostella FRENTE A Bacillus thuringiensis.

Para conocer el tipo herencia de la resistencia se realizaron una serie de cruces
entre la cepa resistente y la cepa sensible. Para ello se aislaron individualmente pupas
una a una y una vez emergidos los adultos se procedié a la determinacion del sexo.
Esta identificacion se realizaba observando la genitalia del insecto, situada en la parte
final del abdomen (fig ). El objeto de separar las pupas fue la obtencién de hembras
virgenes.

Se realizaron dos tipos de cruces diferentes: con una sola pareja o con varias
parejas, en una misma jaula de apareamiento. De cada de cruce se realizaron varias
repeticiones. Los cruces realizados fueron: macho R x hembra S y macho S x hembra
R. Con las F; de los cruces se realizaron ensayos de toxicidad.

Calculamos A, la dominancia aproximada de la resistencia, como h= (w3 - w
22)/ (w11 - w2), donde w11, w12y W2, son las eficacias bioldgicas para una toxina a
una determinada concentracion de homozigotos resistentes, heterozigotos y
homozigotos susceptibles respectivamente. La eficacia de los homozigotos
resistentesse define como 1. Estimamos el valor de la eficacia bioldgica de los
heterozigotos tratados con cada toxina (w;2) como la supervivencia de la progenie F,
tratada dividida por la supervivencia de las larvas resistentes tratadas. La estima de la
eficacia bioldgica de los homozigotos susceptibles se define como la supervivencia de
las larvas susceptibles tratadas dividida por la supervivencia de las larvas resistentes
tratadas. En cada caso, el primer paso es estimar la mortalidad que causa cada toxina
ajustando la mortalidad del control como mortalidad total usando la correccién de
Abbott (1925). La supervivencia se estima como un 100%. El rango de valores que
puede presentar h va de O (completamente recesiva) a 1 (completamente dominante)

(Hartl, 1992).
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7.- TECNICAS GENERALES EMPLEADAS

7.1.- Purificacion deICPs.

A partir de la suspensién acuosa de los cuerpos de inclusién proporcionados
por el laboratorio de Luke Masson (Montreal, Canad4, se inici6 un proceso de

purificacién de las ICPs. Los pasos que se siguieron fueron los siguientes:

7.1.1.- Solubilizacién.

Los cuerpos de inclusién se centrifugaron a 14.000g durante 5 minutos y se
descart6 el sobrenadante (agua). El precipitado obtenido se resuspendié en tampén
carbonato (50 mM Na,;Cos, 10 mM DTT/HCI, pH 10) durante dos horas a 37°C con
agitacién constante. La concentracién se ajustd para obtener una concentracién
maxima de proteinas (protoxinas) de 3 mg/ml, puesto que a concentraciones

superiores se cirria el riesgo de pérdidas importantes por solubilizacién parcial.

7.1.2.- Activacién.

Una vez solubilizadas las protefnas se activaban mediante tratamiento con
tripsina tipo XI, de pancreas bovino (Sigma) a una proporcién 1:10 es decir, 1 mg de
tripsina por 10 mg de ICP. La activacion se realizaba a 37°C, en agitacién y durante
toda la noche.

Para eliminar los lipidos que pudieran quedar de las membranas de E.coli
adheridas a los cuerpos de inclusion se realizé una centrifugacidn a altas revoluciones
(ultracentrifuga). El rotor utilizado fue un TVL-100 para tubos verticales a una
velocidad de 122.000g durante una hora. Las membranas y demds restos celulares
precipitaban y las proteinas (toxinas) quedaban disueltas en el sobrenadante.

Este sobrenadante se utilizaba en experimentos en los que no se requeria un
alto grado de pureza en la proteinas (ensayos de toxicidad). Si el experimento requeria

mayor pureza era necesario seguir con el protocolo de purificacion.
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7.1.3.- Separacidén cromatografica.

Todas las proteinas Cryl A eluyeron entre el 0.25 y 0.30 M de NacCl.

Los fragmentos obtenidos presentaban un peso molecular de 66 kD.

El rendimiento obtenido en los procesos de purificacion no fue superior al
10% en ninguno de las tres toxinas.

Para completar la purificacion de la toxina se utilizo la cromatografia rapida de
intercambio i6nico FPLC (Fast pression liquid cromatography), con la columna Mono
Q HR 5/5 (Pharmacia) equilibrada en tampén A (Tris-HCl 20mN, pH8.6). La elucion
se realizd mediante el gradiente lineal 0-60% de tampon B (Tris-HCl 20mN, 1M
NaCl, pH 8.6) en 30 minutos.

Antes de ser pinchado el sobrenadante resultante de la ultracentrifugacion, se
cambié el tampon en el que estaba disuelta la toxina. El tampoén carbonato fue
sustituido por el tampdn que se iba a utilizar en la FPLC es decir, el tampon A. Esta
sustitucion se realizd mediante columnas de Sephadex G25 de Iml de lecho

previamente equilibradas con el tampon A.

12345

Figura 5: Electroforesis SDS-PAGE de los fragmentos obtenidos tras Ia

tripsinizacion de las toxinas CrylAa, CrylAb y CrylAc.
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Figura 6: Perfil cromatografico de la elucion tras la digestion con tripsina de las
toxinas del grupo CrylA.
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Figura 7: Electroforesis SDS-PAGE de las fracciones obtenidas de la elucion de
la cromatografia tras la digestion con tripsina de las toxinas del grupo CrylA.

Una vez finalizado el cambio de tampon, la muestra se filtraba con un filtro de

0.22jim (Millipore) para evitar introducir en la columna impurezas. Después del

filtrado la muestra ya estaba lista para ser inyectada en la columna.

Tabla 4. El programa de separacion mediante FPLC.

Tiempo (min)
0
0
0.1
2
32
32
34
40

Volumen (mi)

0
0
0.1
2
32
32
34
40

100

100

100
40

100

100

52

% Tampon A

Paiasa

% Tampon B

0

0

60

100

Funcion
Equilibrado
Flujo constante
Inyeccion
Lavado
Gradiente
Lavado
Re-equilibrado
Fin
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Mediante un colector (RediFrac de Pharmacia) se recogian las fracciones y se
median las absobancias a 280nm (L-4250 de Merck). El cromatograma se registr6 en
un integrador Spectra Physics SP4290. Se realizaban electroforesis SDS-PAGE para
comprobar en que fracciones aparecia la toxina como tnica banda, y posteriormente
cuantificacién de la toxina para conocer el rendimiento obtenido. El programa de

separacién mediante FPLC se muestra en la tabla 4.

7.2.- Cuantificacion de proteinas.

En algunas experiencias, como por la purificacién de proteinas, era necesario
conocer la cantidad de proteina que teniamos en solucidn. Para ello se siguié el
método de Bradford (1976), utilizando el reactivo del Kit de BioRad (Richmond,
EE.UU.) como indicador de color. La determinacién de la concentracién de proteinas
se realizé mediante la comparacién de los valores de absorbancia obtenidos a 595 nm
de la solucién desconocida con los de una serie de diluciones de concentracién

conocida de BSA (albimina de suero bovino).

7.3.- Electroforesis de proteinas.

Se realizaron electroforesis de proteinas siguiendo el protocolo habitual
(Laemmili, 1970) utilizando la técnica de electroforesis desnaturalizante en
poliacrilamida en la que la muestra era hervida junto con el tamp6n de muestra (0.1%
azul de bromofenol, SmM EDTA, 200mM TRis-HCL pH8.6 y sacarosa 1M), 100mM
DTT y 4% SDS durante 5 minutos. De este modb las proteinas se separaban en bandas
en base de su peso molecular.

En los geles se utilizaron concentraciones de acrilamida del 10%y del 5%.
Siempre se empleaba una carrera con marcadores de peso molecular patrén como
referencia.

Las electroforesis se realizaron tanto a 4°C como a temperatura ambiente y a,
35 mA hasta que se observaba la salida del frente por el final del gel.

Las bandas que aparecian en los geles se visualizaban mediante una tincién
con Azul de Coomasie.

Finalmente los geles se secaban cubriéndolos con papel de celofin empapado

en agua con glicerol al 10% y dejandolos sujetos en un marco durante todo la noche.
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8.- PREPARACION DE BBMVs.

Las BBMVs se prepararon segiin el protocolo descrito por Wolfersberger et al
(1987), basdndose en modificaciones de protocolos anteriores, principalmente del de
Biber et al (1981), en los que las BBMVs se aislan por precipitacién diferencial
mediante MgCl,.

Las BBMVs se prepararon a partir de insectos enteros de P.xylostella.
(Escriche et al 1994). Los insectos eran homogeneizados mediante un
homogeneizador de cuchillas a 8000 r.p.m., en 9 voliimenes de tampén MET (manitol
0.3M, EGTA 5 mM, Tris-HCL 17 mM, pH7.5). Posteriormente se afiadié 1 volumen
de MgCl, , dejando reposar la mezcla durante 15 minutos sobre hielo. Transcurrido
ese espacio de tiempo, se realizaba una centrifugacién a 1600g 15 minutos a 4°C y el
sobrenadante resultante era nuevamente centrifugado pero a 20000g durante 30
minutos a 4°C. El precipitado obtenido se resuspendia en la mitad del volumen inicial
de MET y se volvia a afiadir un volumen igual de MgCl, Después de esto el
protocolo se repetia entero una vez mas, pero esta vez el precipitado de la segunda
centrifugaciéon era resuspendido en MET diluido al 50% con agua destilada y
distribuido en pequefios tubos que se congelaban con N; liquido y se guardaban a -
80°C hasta su utilizacién.

Normalmente al preparar BBMVs se partia de 1300 larvas de P.xylostella que
pesaban alrededor de 6 gramos, obteniéndose un rendimiendo final de 0.20 mg de

proteina total por gramo de insecto.

9.- MARCAJE DE CRY1Ab Y CRY1Ac CON Na'®I.

Los reactivos generales que se utilizaron fueron de grado analitico, y se
obtuvieron de las casas comerciales habituales. El compuesto radiactivo de '%5[Nal]
proviene de Amersham (Buckingamshire, R.U.). El reactivo catalizador del marcaje
fue la cloramina T (Sigma Chemical Co., St Louis, EE.UU.)

El primer marcaje realizado fue el de la CrylAc y porteriormente el de
CrylAb.

En el caso de Cry1Ab se procedié del mismo modo.
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Una vez conocida la actividad especifica de las 123-ICP, se determinaron las
condiciones en las que se debian realizar los experimentos de union receptor-ligando.
Mediante estos experimentos se determinaron los parametros Kd y Rty se caracteriz6
el sistema de recepterores para P.xylostella.

Las condiciones del ensayo fueron:
1 Tiempo de reaccion del experimento.

La determinacion del tiempo de reaccion de los experimentos se tomé de
referencias anteriores y fue de 30 minutos (Ferré et al, 1991, Ballester et al, 1994).

2.- Determinacion de la concentracion de ICP marcada.

Mediante experimentos de desplazamiento (fig 8) se determinaron las
concentraciones optimas de  I-CrylAb y I-CrylAc. La concentracion escogida
estaba en el tramo lineal y fue de 10.000 cpm para 125[-CrylAb y de 40.000 cpm para
125]-CrylAc.

3000

% 2000

g- 1000

20000 40000 60000 80000

cpm totales

Fig 8. Ensayos de unién realizados para conocer la cantidad de 125s[-CrylAb a

usar.

El mareaje radiactivo de las ICPs consiste en la adquisicion de yodo por parte
de las proteinas mediante reacciones de oxidacion en aminoacidos determinados tales
como la histidina y tirosina. El hecho de que una proteina tenga mayor o menor

numero de estos aminoacidos supondra un mejor o peor mareaje.
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El mareaje de las ICPs activadas se llevo a cabo siguiendo el protocolo de la
cloramina-T descrito por Van Rie et al (1989).

En el vial donde se encontraban 5p,l de NaI[I]W (0.5 mCi), se afiadian por
orden todos los componentes de la reaccion: 13jil de cloramina-T (5mg/ml en PBS)
que supone un 30% del volumen final y 25|il de toxina. Esta reaccion se dejaba
durante 30 segundos y una vez transcurridos se paraba afiadiendo el 25 % del volumen
total de metabisulfito de sodio en agua (23mM) y el 25% de Nal (1M).

Una vez parada la reaccion se inyect6 todo el volumen en una columna de 1.7
cm x 18 cm de BioGel P-30 (BioRad), que previamente habia sido desgasificada, para
eliminar todo el iodo libre y se eluyé con el mismo tampon de equilibrado (20mN

Tris-HCI, 150mM NacCl, pH 8.6) con 0.1% de BSA (Fig 9).

CrylAc-|i25
1200000
900000
I. 600000
o
300000
20 24 28 40

N9 de fraccion

Fig 9: Elucion de las fracciones recogidas tras el mareaje con 125[-ICP

Las fracciones eluidas se recogieron mediante un colector de fracciones (10
gotas / fraccion) y posteriormente se midieron con un contador gamma
(Compugamma 1282, LKB). Con las fracciones de interés se realizd una electroforesis
en geles de poliacrilamida con SDS-PAGE 10% y una vez seco el gel se ponia en

contacto con una placa fotografica X-Omat S Film 100 de Kodak (Francia), dentro de
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un estuche intensificador Kodak y se revelaba con una maquina automatica (Fig 10).
Las fracciones que mostraron una sola banda se guardaron en contenedores de plomo

a4°C.

Fig 10. Electroforesis de las fracciones recogidas tras el mareaje.

10.- DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ESPECIFICA DE 12sI-ICP.

La determinacion de la actividad especifica de las ICPs marcadas se realizo
siguiendo el protocolo descrito por Van Rie et al/ (1989), que consiste en la
realizacion de un ensayo ELISA de tipo sandwich. A una placa de multipocillos se le
unidé un anticuerpo policlonal contra la ICP. Seguidamente se incubaba con diluciones
de ICP que eran reconocidas y unidas a la placa. Una vez unida la ICP se completaba
el “sandwich” con un anticuerpo monoclonal. Estos ultimos anticuerpos son a la vez
diana de otros anticuerpos que llevan conjugado un enzima que es la fosfatasa alcalina
(Sigma). Como sustrato de la fofatasa alcalina se utilizd p-nitrofenilfosfato (Sigma).
El producto de la reaccion enzimdtica se midié en un fotometro Titertek Multiskan
MCC a una longitud de onda de 405 nm.

Comparando con los niveles de absorbancia obtenidos de diluciones de la ICP
marcada con una escala con concentraciones conocidas de ICP, es posible determinar

la concentracién de la ICP marcada y por tanto la actividad especifica. Las actividades
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especificas de los marcajes realizados fueron 1.8 mCi/mg para la CrylAb y 2.1

mCi/mg para la CrylAc

11.- DETERMINACION DE LOS PARAMETROS BIOQUIMICOS EN LOS
ENSAYOS DE UNION *I.ICP-RECEPTOR.

Para determinar los pardmetros bioquimicos de la unién de las ICPs a sitios en
la membrana, se comprobd la radiactividad que quedaba unida a una concentracién de
BBMV después de ser incubada con I'**-ICP (Hofmann et al 1988).

Pero antes de iniciar un experimento era necesario poner a punto las
condiciones a las que se realizarian los ensayos. El tiempo 6ptimo de unién fue la
primera condicién a tener en cuenta. En nuestro caso con P.xylostella, el tiempo de
reaccion fue tomado de Ferré et al 1991. Para el resto de las condiciones de reaccién
se hicieron pruebas con cada ICP marcada y con cada preparacién diferente de
BBMVs. Las pruebas consistian en incubar diferentes concentraciones de ICP
marcada y de BBMVs bajo el mismo tiempo de reaccion. Las condiciones 6ptimas
elegidas correspondian a concentraciones en las que seguiamos en la parte linea de la
hipérbola.

Una vez conocidas las condiciones de ensayo se realizaron pruebas de
competencia, homélogas y heterélogas, entre ICP marcada y no marcada. De manera
que se preparaba un tubo en el que por estricto orden se colocaban: tampén PBS/0.1%
BSA, ICP no marcada, '5.cp y BBMV. El volumen final de la reaccién era de
100ul y la reaccién tenfa lugar durante 30 minutos a temperatura ambiente. Todas las
muestras se incubaron por duplicado.

Transcurrido el tiempo necesario, la reaccién se paraba filtrando la muestra por
filtros de vidrio Whatman GF/F (Whatman Scientific limited, Maindstone, R.U.), que
previamente eran incubados durante una hora con tampén PBS/0.5% BSA, y
seguidamente se lavaban con 5ml de tampén PBS/0.1% BSA. La radiactividad que
quedaba retenida en los filtros se contaba con un contador Gamma durante 2 minutos.

Los resultados de la unién al filtro se analizaron mediante el programa
LIGAND (Munson y Rodbard, 1980) y a partir de ellos obtuvimos los valores de

concentracién de sitios de unién (Rt) y la constante de disociacién (Kd).
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RESULTADOS

1.- TOXICIDAD DE LAS ICPs DE Bacillus thuringiensis FRENTE A DOS
POBLACIONES DE Plutella xylostella.

1.1.- Toxicidad de las ICPs purificadas.

Las pruebas de toxicidad realizadas sobre dieta artificial con larvas de la
poblacién susceptible de P. xylostella (Tabla 5, Fig. 11) pusieron de manifiesto que
las ICPs mas activas fueron CrylAb, CrylAc y Cry1B mientras que CrylAa, CrylCy
CrylF resultaron ser menos activas. Ademds se observé que la ICP CrylE no era
efectiva ya que sé6lo resultaba téxica a concentraciones muy elevadas. Los valores de
las pendientes para todas la ICPs en la poblacién susceptible del laboratorio fueron

similares, salvo en el caso de Cryl Ab que fue ligeramente inferior.

TABLA 5: Toxicidad de las ICP activadas en larvas de tercer estadio de Plutella

xylostella. Los resultados son la media de dos repeticiones*

Poblacién susceptible Pblacién de Filipinas (BL2)

ICP LCso (FLgy) Pendiente (S.E.) LCso (FLgg) Pendiente (S.E.)
CrylAa 239 (127 - 1.045)° 1.60 (0.49) 310 (219 - 468) 1.94 (0.25)
CrylAb  15(5-30) 1.29 (0.15) 3550 (1100 - 68000) 0.43 (0.14)
CrylAc  44(29-99) 1.80 (0.38) 40 (23 - 68) 1.66 (0.25)
CrylB 35(15-81) 2.07 (0.23) 36 (11 - 68) 1.74 (0.38)

CrylC 117 (68 - 210) 1.78 (0.21) 80 (56 - 130) 1.78 (0.31)
CrylE  >1600 >1600
CrylF 362 (200 - 1100)° 1.99 (0.4) 212 (130 - 370) 1.95 (0.36)

* Los valores de LCs los limites fiduciales al 99% (FLoo) se expresa en ngde proteina/cm2 de
dieta artificial.
® Limites fiduciales al 95%
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La poblaciéon BL2 también se analiz6 mediante pruebas de toxicidad en dieta
artificial, a partir de las cuales se calcularon las LCsg y las pendientes obtenidas para
las diferentes ICPs (Tabla 5, Fig. 11). Esta poblacion, al igual que la poblacién BLI1,
presenté una alta resistencia a CrylAb (236 veces) mientras que para el resto de
toxinas (CrylAa, CrylAc, CrylB, CrylC, CrylE y CrylF) no se encontraron
diferencias significativas entre las poblaciones susceptible y resistente. Respecto a las
pendientes, las diferencias encontradas en la poblacién BL2 fueron similares a las
encontradas en la poblacién sensible, a excepciéon de CrylAb, que fue
signiﬁcativafnente meﬁor, lo que significaba un mayor grado de heterogeneidad-entre

los individuos de esa poblacion.

1.2.- Toxicidad de los preparados comerciales de B. thuringiensis.

Posteriormente, se realizaron pruebas de toxicidad con preparados comerciales
de B. thuringiensis var. kurstaki como Dipel y Thuricide, utilizados en el campo, y
con el producto Myx-03604 (hibrido entre CrylAb y CrylAc), todavia en fase
experimental. Como puede observarse en la tabla 6 y figura 12 los valores de las LCsg
y de las pendientes encontradas en la subpoblacién BL2 para Dipel y Thuricide fueron

comparables a las obtenidas en la poblacién sensible.

TABLA 6: Toxicidad de productos comerciales de B. thuringiensis en larvas de

tercer estadio de P. xylostella.?

Colonia de laboratorio Colonia de Filipinas (BL2)

ICP LC 5o (FLgy) Pendiente (S.E.) LCsq(FLgy) Pendiente (S.E.)

Thuricide 137 (70 - 275) 1.45 (0.21) 172 (70 - 452) 1.45 (0.17)
Dipel 320 (169 - 635) 1.08 (0.13) 118 (52 - 253) 1.16 (0.17)

Myx-03604 6.6 (N.D.)° 0.77 (0.31) 100 (36 - 274) 0.24 (0.12)

® Los valores de LCsg y los limites fiduciales al 99% (FLgs) se expresan como ingrediente activo/cm’ de
dieta artificial en el caso de Dipel y Thuricide y como nl de producto/m! de disolucién en discos de
hojas de col en el caso de Myx-03604.

®N.D. significa no determinado
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Fig 11 . Curvas de mortalidad obtenidas en los ensayos de toxicidad realizados en las
poblaciones Susceptible ( )y BL2 ( ) de P.xylostella frente a diferentes ICPs.
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Fig 12 . Curvas de mortalidad obtenidas en los ensayos de toxicidad realizados en las
poblaciones Susceptible ( )y BL2 ( ) de P. xylostella frente a los productos comerciales
Dipel y Thuricide y frente al producto Myx-03604.

Sin embargo, si se observaron diferencias frente al producto Myx-03604, tanto en el
valor de la LC50 (mostraba una resistencia de 15 veces frente a la sensible), como en el
valor de la pendiente (3 veces). El hecho de que el valor de la pendiente resultara
menor para Myx-03604 nos indica un mayor grado de heterogeneidad y por tanto,

mayor capacidad de respuesta frente a una seleccion.

2.- EVALUACION DE LA CAPACIDAD DE Plutella xylostella PARA
DESARROLLAR RESISTENCIA FRENTE A ICPs DE Bacillus thuringiensis.

Disponiendo de la poblacion susceptible de laboratorio utilizada como control

y de dos subpoblaciones resistentes a CrylAb procedentes de la poblacion natural de
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Filipinas, nos dispusimos a comprobar la capacidad de respuesta de P.xylostella a
diferentes selecciones para desarrollar nuevas resistencias o a aumentar las ya

existentes. para ello nos planteamos diferentes objetivos:

2.1.- Seleccion frente a 1a ICP CrylAb en la subpoblacién BL1.

El primer objetivo consistia en conocer la capacidad de recuperacién de
niveles de resistencia originales de la poblacién BL1, la cual, tras 20 generaciones en
el laboratorio sin presién de seleccion, habia perdido parte de su resistencia (6 veces
respecto a la poblacién susceptible) frente a CrylAb (Ferré et al., 1991). Para ello se
realizd una seleccion con esta ICP mediante dieta artificial, tal y como ée describe en

el apartado 3.1 de material y métodos de este trabajo.

TABLA 7. Proceso de seleccion realizado en la poblacion BL1 con CrylAb.

GENERACION DOSIS DE N°DE LARVAS?* % MORTALIDAD?
CrylAb!
F1 620 638 60
F2 620 654 57.1
F3 620 400 56.4
F4 620 755 51.4
F5 620 778 40
F6 900 470 67.8
F7 900 1000 60
F8 900 812 67.8
F9 900 1112 62.7
F10 900 439 48.7

! La dosis de Cry1Ab utilizada para la seleccién era el valor de LCso que presentaba la linea
seleccionada.

2 Nimero de larvas a las que se le aplicaba la presién de seleccién.
* Mortalidad contabilizada a los 4 dias.

Las presiones de seleccién que se aplicaban eran valores cercanos a las LCso de la
poblacién, pero nunca superior, para asi disminuir el riesgo de su pérdida durante el
proceso de seleccién y asegurarnos un tamafio poblacional estable. Después de 5
generaciones y como consecuencia de la disminucién de 1a mortalidad frente a la dosis

inicialmente utilizada, se aument6 la presién de seleccion (Tabla 7).
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Tras 10 generaciones de seleccién los resultados obtenidos se comprobaron
mediante el calculo de la LC50 y de los valores de las pendientes tras la realizacion de

pruebas de toxicidad (tabla 8 y Fig 13).

TABLA 8: Resultado de la seleccion realizada en la poblacion BL1 con CrylAb.

LCsy (FLoo)* Pendiente (S.E.)"
Antes de la seleccién (Fp) 569 (221-3880) 1.21 (0.15)
Tras la seleccién (Fig) 862 (394-1926) 1.13 (0.17)
Sin seleccionar © (Fio) 142 (N.D.)¢ 0.96 (0.24)
Susceptible 15 (5-29) 1.29 (0.15)

* Los valores de LCsp y los limites fiduciales al 99% (FLoo) se expresa en ngde protefna/cmz.
® Valores de la pendiente y del error estandar (S.E.).

° Valor de LCs de la linea no seleccionada de la poblacién BL1 durante 10 generaciones.
4N.D. significa no determinado

A la vista de los resultados podemos decir que la seleccién no fue efectiva, ya
que no se recuperaron los valores iniciales de LCsy que presentaba la poblacién tras su
captura en la naturaleza (LCsp >1350 ng/cm?). Tampoco se encontraron cambios
significativos en los valores de las pendientes antes y después de la seleccion.

Sin embargo, el éxito principal de la seleccién fue el mantenimiento de los
niveles de resistencia existentes, ya que la sublinea no seleccionada, mantenida como
referencia, siguié disminuyendo su resistencia en un factor de 6 respecto de la
sublinea seleccionada. De manera que, comparando las diferentes sublineas, nos
encontramos que la linea seleccionada con Cryl Ab presentaba un nivel de resistencia
de 57 veces respecto al control mientras que en la linea no seleccionada este factor

solo fue de 9.
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Log dosis (ng/cm2)

Fig 13 . Curvas de mortalidad obtenidas en el experimento de seleccion realizado
con CrylAb en la poblacion BL1. Susceptible (¢), BL1 antes de la seleccion (O),
BLI1 tras la seleccion () y BL1 sin seleccionar ().

2.2.- Seleccion fcon a CrylB de la poblacion BL1.

El segundo objetivo consistia en la realizacion de una linea paralela de
seleccion en la poblacion BL1 pero esta vez con CrylB como agente selectivo. Esta
seleccion nos permitiria conocer la capacidad de respuesta de la poblacion BL1 frente
a otra ICP distinta de CrylAb.

La tabla 9 nos muestra el procedimiento de seleccion y, al igual que en la
realizada con CrylAb, para suministrar la ICP se us6é dieta artificial. La presion
selectiva fue cercana a la LC50 de la poblacion para aseguramos la obtencion de una
nueva generacion. En los casos en los que no se disponia de este dato se estimaba
aproximadamente a partir de las mortalidades obtenidas después de cada presion de

seleccion.
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TABLA 9. Proceso de seleccion realizado en la poblacion BL1 con CrylB.

GENERACION DOSIS DE N°DE LARVAS®* % MORTALIDAD’

Cry1B'
F1 20 534 35.4
F2 20 629 33.7
F3 20 525 30.2
MUTAGENESIS
F6 110 616 31.6
F7 110 693 12.6
F8 110 362 : 152

! Dosis de Cry1B utilizada como presién de seleccién
% Niimero de larvas a las que se le aplicaba la presi6n de seleccién.
? Valor de LCs de 1a poblacién BL1 no seleccionada durante 8 generaciones.

Tras 3 generaciones de seleccidon no se observo una disminucién significativa
de la mortalidad. El hecho de que la poblacién BL1 permaneciera mucho tiempo en el
laboratorio nos hizo suponer que la linea que estdbamos seleccionando no disponia de
la variabilidad genética necesaria para responder a esta nueva seleccién. Por ello
realizamos una experiencia de mutagénesis con el mutdgeno metanosulfonato de etilo

sulfonato.

TABLA 10: Resultado de la seleccion realizada en la poblacién BL1 con Cryl1B.

LCsy (FLgo)* Pendiente (S.E.)"
Antes de la seleccién (Fo) 35 2.8 (0.77)
Mutagénesis (F4) 114 (30-5139) 0.5(0.13)
Tras la seleccién (F10) 122 (77-196) 1.67 (0.26)
Sin seleccionar® (F10) 36 (25-50) 2.20(0.24)
Susceptible 35 (15-81) 2.07 (0.23)

® Los valores de LCsp y los limites fiduciales al 99% (FLgo) se expresa en ng de p'rotfaina/cm2
® Valores de la pendiente y del error estandar (S.E.).
¢ Valor de LCs de la subpoblacién BL1 no seleccionada durante 8 generaciones.
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Fig 14. Curvas de mortalidad obtenidas en el experimento de seleccion realizado
con CrylBa en la poblacion BL1. Susceptible (¢), BL1 antes de la seleccion (o),
BL1 tras la mutagénesis ( ), BL1 tras la seleccion (), BL1 sin seleccionar ( ).

Tras la mutagénesis, la linea de seleccidon se mantuvo tres generaciones sin
presion positiva con el fin de obtener el valor de la LC50 y un mayor numero de
individuos. El valor de la LC50 obtenido en la sexta generacion fue tres veces superior
al inicial. La mutagénesis realizada produjo un aumento en la variabilidad genética
como indican los valores de las pendientes (tabla 10). Al iniciar la seleccion, el valor
de la pendiente era comparable al de la poblacién control pero significativamente
mayor (9 veces) al obtenido tras la mutagénesis. Durante la seleccion, la pendiente fue
aumentando su valor aunque sin llegar a los valores de partida. Esto nos indica que el
resultado de la seleccion no se manifestaba como un gran aumento en el valor de la
LC50, ya que los niveles de resistencia frente a CrylBa en la linea seleccionada soélo
aumentaron en un factor de 3 respecto a la cepa control, sino mas bien como una
estabilizacion de la resistencia obtenida tras la mutagénesis. Como puede observarse,
la linea no seleccionada mantuvo los niveles iniciales de toxicidad frente a CrylBa.

La seleccion con CrylBa nos ha confirmado esta falta de variabilidad en BLI

para responder a una seleccion frente a diferentes agentes selectivos.
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2.3.- Evaluacion de resistencias cruzadas entre las familias CrylA y CrylB en la

subpoblacion BL1.

El tercer objetivo suponia la evaluacién de la resistencia cruzada, observada en

las dos lineas de seleccidon anteriormente descritas.

2.3.1.- Evaluacion de resistencia cruzada para CrylBa en la linea seleccionada
con CrylAb.

El aumento de resistencia frente a Cry1Ba en la linea seleccionada con Cryl1Ab
fue, como muestran los valores de LCsp, dos veces superior respecto a la linea no
seleccionada aunque esta diferencia no puede considerarse significativa considerando
los limites fiduciales. Ademds los valores de las pendientes antes y después de la

seleccién son iguales (tabla 11).

Tabla 10. Tabla de toxicidades frente a CrylB en la linea seleccionada con
CrylAb.

LCso (FLoo)* Pendiente (S.E.)"
Antes de la seleccion 35 2.8 (0.77)
Después de la seleccién 68 (33-153) 2.30 (0.22)

* Los valores de LCsp y los limites fiduciales al 99% (FLg) se expresaban en ng de
proteina/cm’

® Valores de la pendiente y del error estandar (S.E.).

2.3.2.- Evaluacion de resistencia cruzada para CrylAb en la linea seleccionada

con CrylBa.

Tampoco en este caso se encontraron diferencias significativas entre los
valores de LC50 antes y después de la seleccién con CrylBa (tabla 12), lo que
indicaba que el nivel de resistencia inicial era el mismo que al final. Por lo que
podemos decir que la seleccién unicamente mantuvo los niveles de resistencia

presentes inicialmente en la poblacién.
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2 3
Log dosis (ng/cmz)
Fig 15. Evaluacién de la generacién de resistencia cruzada a CrylBa en la

poblacion BL1 seleccionada con CrylAb. BL1 antes de la seleccion (o), BL1 tras la
seleccion.

Log dosis (ng/cmz)

Fig 16. Evaluacién de la generacion de resistencia cruzada a CrylAb en la
poblacion BL1 seleccionada con CrylBa. BL1 antes de la seleccion (o), BL1 tras la
seleccion ().
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Tabla 12. Tabla de toxicidades frente a CrylAb en la linea seleccionada con
CrylB.

LCso (FLoo)* Pendiente (S.E.)"
Antes de la seleccién 569 (221-3880) 1.21(0.15)
Después de la seleccién 422 (151- 1154) 1.65 (0.36)

® Los valores de LCsy y los limites fiduciales al 99% (FLg) se expresaban en ng de
protefna/cm®

® Valores de la pendiente y del error estandar (S.E.).

2.4.- Seleccion frente a CrylAb en la subpoblacién BL2.

El cuarto objetivo consistia en conocer la respuesta que presentaba la
subpoblacién BL2 frente a la seleccién con CrylAb. El hecho de que la poblacién se
capturara de la naturaleza nos hacia suponer que presentaba la variabilidad genética
necesaria para responder satisfactoriamente a una presién selectiva positiva. Esta
seleccién se realizé mediante dieta artificial, tal y como se describe en el apartado 3.
de material y métodos de este trabajo (tabla 12). Al igual que en la selecciones
anteriores, las presiones selectivas fueron cercanos a los valores de LCsp de las lineas

seleccionadas obtenidos a partir de pruebas de toxicidad.

TABLA 12: Proceso de seleccion mediante la toxina CrylAb en la cepa resistente

de P.xylostella procedente de Filipinas (BL2).

Generacién Dosis de Cry1Ab No. de larvas* % Mortalidad’
(ng/em?)
F1 1000 660 59.5
F3 3500 456 52.8

' Dosis de Cry1Ab utilizada como presién de seleccion
? Niimero de larvas a las que se le aplicaba la presién de seleccién.
¢ Mortalidad contabilizada a los 4 dias.

Después de dos generaciones de seleccién con CrylAb (Tabla 13), se observé un
importante incremento en la resistencia de CrylAb y Myx-03604 de manera que las

LCs, aumentaron 15 y 9 veces respectivamente frente al valor de LCs al inicio de la

seleccion.
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TABLA 13: Toxicidad de las ICPs activadas y de Myx-03604 en larvas de tercer

estadio de P.xylostella antes y después de la seleccion con CrylAb.a

Poblacion de Filipinas (BL2)b

ICP Poblacion
susceptible Antes de la seleccion Después de la seleccion
CrylAb 15(5-30) 3,550(1100- 68,000) [236] 52,000 [3467]
Myx-03604 6.6 100(36-274) [15] 880(203-5060) [133]

alos valores de LCso los limites fiduciales al 99% (FLs¢) se expresaban en ngde proteina/cm:
de dieta artificial en el caso de las ICPs puras y como ni de producto/ml de agua en discos de

hojas de col en el caso de Myx-03604.
bResistencia relativa expresado entre llaves, se obtenia dividiendo el valor de LCso de la cepa

de Filipinas entre la L.Cso de la cepa control.
cLimites fiduciales al 95%

Log dosis (ng/cm2)

Fig 17. Curvas de mortalidad obtenidas en el experimento de seleccion realizado
con CrylAb en la poblacion s 1 2. Susceptible (#), BL2 antes de la seleccion (0),

BL2 tras la seleccion ().
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Fig 18 . Evaluacion de la generacion de resistencia cruzada a Myx-03604 en la
poblacion BL2 seleccionada con CrylAb. BL2 antes de la seleccion (¢), BL2 tras la
seleccion ().

Tras la tercera presion de seleccion, la linea seleccionada se perdio por lo que
se procedidé a la reanudacion de una nueva seleccion a partir de la linea que se
mantuvo paralelamente sin seleccionar. Pero a pesar de que se realizaron presiones de
seleccion de 3500 ng/cm2 (LC50 de la linea no seleccionada) durante wvarias

generaciones, no se obtuvo respuesta.

2.5.- Seleccion frente a Myx-03604 en la subpoblaciéon BL2.

Para completar el estudio de las selecciones en el laboratorio con una
poblacion natural, decidimos seleccionar con el hibrido Myx-03604, frente al cual la
subpoblacién BL2 ya presentaba ciertos niveles de resistencia. La seleccion con Myx-
03604 se realizd durante 10 generaciones mediante hojas tratadas tal y como se

describe en el apartado 3.2 de material y métodos de este trabajo, (Tabla 14).
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TABLA 14: Resultado de la seleccion con Myx-03604 en larvas de tercer estadio
de P.xylostella procedente de Filipinas. *

Generacién de Presién de seleccion Resistencia
seleccién (nl / ml) LC 50% (FLg9)®  Pendiente (S.E.) relativa®
FO — 100 (36 - 274) 1.12 (0.24) 15
F1 50 278 (160 - 719) 2.45 (0.82) 42
F2 100 266 (139 - 961) 1.06 (0.41) 40
F3 100 680 1.76 (0.55) 103
F5 300 809 4.98 (2.29) 122
F10 300 847 (595 - 1168) 6.54 (2.68) 128

* Los valores de LCsy los limites fiduciales al 99% (FLgs) se expresaban como nl de
producto/ml de agua en discos de hojas de col.

® Los valores de LCs, se obtenian en la primera o segunda generacién después de aplicar la
seleccién.

° El valor del radio de la resistencia se obtenia dividiendo el valor de LCs, de la cepa de
Filipinas entre la LCs, de la cepa control.

Al igual que ocurrié en la seleccién anterior se obtuvo una respuesta a la
seleccién incrementandose tanto los valores de la LCS50, frente a CrylAb (3 veces) y
Myx-03604 (8.5 veces) respecto al inicio de la seleccién, como los valores de las
pendientes. Con estos resultados observamos como la subpoblacién BL2 presentd
gran capacidad de respuesta frente a la seleccién con CrylAb pura y Myx-03604. En
la tabla 15 y en las figuras 20 se puede observar los valores de resistencia cruzada para

estos dos productos de B.thuringiensis..

TABLA 15: Toxicidad de CrylAb y de Myx-03604 en larvas de tercer estadio de
P.xylostella antes y después de la seleccion con Myx-03604. *

ICP Colonia de Colonia de Filipinas (BL2) ° .
laboratorio Antes de la seleccién Después de la seleccién
CryIA(b) 15 (5-30) 970 (123 - 1855) [65] 3200 [213]
Myx-03604 6.6 100 (36-274) [15] 850 (595 - 1168) [129]

* Los valores de LCs los limites fiduciales al 99% (FLao) se expresaban en ngde protefna/cm’
de dieta artificial el caso de las ICPs puras y como nl de producto/ml de agua en discos de
hojas de col en el caso de Myx-03604.

® E] valor del radio de la resistencia, expresado entre llaves, se obtenia dividiendo el valor de
LCs de la cepa de Filipinas entre la LCs, de 1a cepa control.
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Log dosis (nl/ml)

Log dosis (ng/cmz)

Fig 19. Seleccion con Myx-03604

A: Curvas de mortalidad a lo largo de la seleccion para 4 :aumento de la
resistencia frente a Myx-03604. Susceptible (¢ ), Fo(0), Fj ( ), 2(( ), F3( ), F5(
), F10( ).

B:. Evaluaciéon de la generaciéon de resistencia cruzada a vlyyx-03604 en la
poblacion BL2 seleccionada con CrylAb. BL2 antes de la selecconi (O), BL2 tras la
seleccion ().
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2.6.- Evaluacién de resistencia cruzada para las CrylA’s en las lineas

seleccionadas con CrylAb y Myx-03604.

Una vez finalizadas las selecciones realizadas en BL2 con CrylAb y Myx-
03604, se estudid la posible aparicién de resistencias cruzada frente a toxinas de la
familia de las CrylA’s. El resultado obtenido tras la seleccién con CrylAb fue una
resistencia cruzada minima tanto para CrylAa como para CrylAc (Tabla 16).

Sin embargo, las pruebas de toxicidad realizadas, tras la seleccién de la
subpoblacién BL2 con Myx-03604, pusieron de manifiesto la existencia de resistencia
cruzada entre el hibrido y las toxinas CrylA’s. De manera que, la linea seleccionada
ya no presentaba resistencia especifica contra CrylAb sino generalizada frente las 3
toxinas CrylA’s (CrylAa, CrylAb y CrylAc). Se analizaron cuerpos de inclusién,
protoxinas y ICPs purificadas (Sin FPLC por que no es necesaria tanta calidad en la
purificacién). Las pruebas de toxicidad se realizaron sobre hojas de col intoxicadas
con los distintos productos, (ver apartado 2.2 de Material y Métodos de este trabajo).

Los resultados se muestran en las tablas (17, 18 y 19)

TABLA 16: Toxicidad de las ICPs activadas en larvas de tercer estadio de

P.xylostella antes y después de la seleccién con CrylAb.*

ICP Colonia de Colonia de Filipinas®
laboratorio Antes de la seleccién Después de la seleccion
CrylAa 239 (127-1045)3 - 310(219-468) [-] 337 (197 - 606) [1.4]
CrylAc 44 (20-99) 40(23-68) [-] 110 (59 -225) [2.5]

? Los valores de LCs los limites fiduciales al 99% (FLyo) se expresaban en ngde protex’na/cm2
de dieta artificial.

® Limites fiduciales al 95%

° Resistencia relativa expresado entre llaves, se obtenfa dividiendo el valor de LCs, de la cepa
de Filipinas entre la LCs, de 1a cepa control.
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Tabla 17.- Toxicidad frente a los cuerpos de inclusion de la familia de las CylAs

en las poblaciones susceptible y resistente.”

Cuerpos de Susceptible Resistente
inclusién 0.005mg/ml 0.005mg/ml
CrylAa 834 0
CrylAb 100 10
CrylAc 50 20

*La mortalidad viene expresada en porcentajes (%), tras dos dias de
exposicién a los cuerpos de inclusién .

Tabla 18.- Toxicidad frente a dos concentraciones de ICPs de la familia de las

Cy1As en las poblaciones susceptible y resistente.”

Protoxinas Susceptible Resistente
0.005mg/ml 0.002mg/ml 0.005mg/ml 0.002mg/ml
CrylAa 90 80 40 0
CrylAb 70 70 10 0
CrylAc 90 80 50 10

’La mortalidad viene expresada en porcentajes (%), tras dos dias de exposicién a las
protoxinas.

Tabla 19.- Toxicidad frente a dos concentraciones de ICPs activadas de la familia

de las Cy1As en las poblaciones susceptible y resistente.”

Toxinas Susceptible Resistente
0.005mg/ml 0.002mg/ml 0.005mg/ml 0.002mg/ml
CrylAa 90 30 20 0
CrylAb 90 40 10 0
CrylAc 100 60 40 . 30

"La mortalidad viene expresada en porcentajes (%),tras dos dias de exposicién a las
toxinas.
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Log dosis (ng/cm?2)

Log dosis (ng/cm2)

Fig 20. Evaluacién de la generacion de resistencias cruzadas a frente a diferentes
CrylAs por parte de la poblacion seleccionada.
A: Frente CrylAa: BL2 antes de la seleccion (o), BL2 tras la seleccion ().
B:. Frente a CrylAc: BL2 antes de la seleccion (O), BL2 tras la seleccion ().
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Crylza Crylzb CrylAc CrylRa Crylzb Crylac

cuerpos de inclusiéon Protoxinas

100

Fig 21. Mortalidad (expresada en tanto por cien) observada en larvas
susceptibles y resistentes (BL2) frente cuerpos de inclusion, protoxinas y toxinas
activadas de las ICPs del grupo CrylA (CrylAa, CrylAb y CrylAc).

2.7.- Estima de la heredabilidad del caracter responsable de la resistencia.

La posibilidad de estimar la heredabilidad para un determinado caracter en una
experiencia de seleccidon nos va a permitir predecir la respuesta de la poblacion frente
a diferentes intensidades de seleccion. La estima de la resistencia obtenida mediante
seleccion presentaba grandes dificultades ya que para su obtencidn era necesario
disponer de un gran numero de datos muchas veces dificiles de obtener. En 1992,
Tabashnik propuso un método de obtencion de la estima de la heredabilidad a partir
de datos relativamente faciles de obtener durante un proceso seleccion como son las
LCso, las pendiente, el porcentaje de mortalidad y las presiones de seleccion. Este

método es el que se ha utilizado en este trabajo.

79



Resultados

2.7.1.- Heredabilidad del caricter responsable de la resistencia a CrylAb.

El valor de la heredabilidad obtenida en la seleccién con CrylAb en BL1 fue
de 0.023, es decir, un valor muy bajo lo que indica que el componente de genético en
la resistencia era muy bajo (tabla 20). Sin embargo, en la experiencia de seleccién
realizada también con CrylAb pero en BL2 se observa una heredabilidad mayor, es

decir, un mayor componente genético en la herencia de la resistencia.

Tabla 20: Estima de la heredabilidad en los procesos de seleccion a partir de la

muestra BL1 y BL2.

Tramo R Cp i S h*
BL1 Fo-Fio 0.018 0.855 0.931 0.796 0.023
BL2 Fo-F3 0.388 1.112 0.913 1.015 0.382

R: respuesta a la seleccién.

op: desviacién fenotipica estandar.
i: intensidad de la seleccién.

S: diferencial de la seleccién.

h%: heredabilidad.

2.7.2.- Heredabilidad del caracter responsable de la resistencia a CrylBa.

Como puede observarse en la tabla 21, el valor de la heredabilidad en la
experiencia de seleccién con CrylBa en BL1 fue de 0.152. Si tenemos en cuenta los
diferentes tramos del la seleccidén se puede observar que la heredabilidad total se debe
principalmente al primer tramo que corresponde a la realizacién de la mutagénesis. El
tramo final Fe - Fg presenta una heredabilidad muy baja, lo que supone un componente

genético muy pequefio.

2.7.3.- Heredabilidad del caracter responsable de la resistencia a Myx-03604..

En la experiencia de seleccién con Myx-03604 en BL2 (tabla 22), los valores
de heredabilidad estimados son, tomando el experimento completo, semejantes a los
encontrados en la seleccién con CrylAb realizada en BL2. Al igual que en la

seleccién con CrylBa en BL1, en este experimento nos encontramos, en los primeros
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tramos de la seleccion, valores de h? muy altos, pero conforme transcurre el
experimento, éstos van disminuyendo. Una explicacién para esta disminucién de h?
podria ser la pérdida de genes, y por tanto de variabilidad, que se produce a

consecuencia de la seleccion.

Tabla 21: Estima de la heredabilidad en diferentes tramos del proceso de

seleccion con CrylBa a partir de la muestra BL1.

Tramo R Op i S h*

Fo - Fs 0.090 0.606 0.8363 0.523 0.172
Fs - Fg 0.015 0.922 1.320 1217 0.012
Fo - Fg 0.068 0.447 1.002 0.448 0.152

R: respuesta a la seleccion.

oOp: desviacién fenotipica estdndar.
i: intensidad de la seleccion.

S: diferencial de la seleccion.

h?: heredabilidad.

Tabla 22: Estima de la heredabilidad en diferentes tramos del proceso de

seleccién a partir de la muestra BL2.

Tramo R G, i S h’

Fo-F 0.444 0.560 0.830 0.465 0.955
F,-F, 0.000 0.569 0.863 0.491 0.000
F,-F; 0.407 0.709 0.863 0.612 0.665
F3-Fs 0.038 0.297 1.039 0.309 0.123
Fs-Fjo 0.003 0.174 1.202 0.209 0.014
Fo - Fio 0.093 0.261 0.966 0.252 0.369

R: respuesta a la seleccion.

op: desviacién fenotipica estdndar.
i: intensidad de la seleccién.

S: diferencial de la seleccién.

h’: heredabilidad.

3.- ANALISIS DE LA BASE GENETICA DE LA RESISTENCIA EN Plutella
xylostella FRENTE A Bacillus thuringiensis.

Tras comprobar mediante pruebas de toxicidad que la subpoblacién BL2
procedente de Filipinas presentaba una resistencia especifica frente a CrylAb, que

suponia una diferencia de 200 veces entre la LCsy de BL2 y la poblacién susceptible,
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se procedié al andlisis de las bases genéticas de dicha resistencia. Para la
determinacién del modo de herencia de este caricter, se realizaron cruces genéticos
entre la subpoblacién BL2 y la poblacién susceptible control.

Los cruces realizados fueron Hembras Resistentes x Machos Sensibles y
Hembras Sensibles x Machos Resistentes. En cada uno de los cruces se colocaron 10
hembras por cada 12 machos, asegurdndonos de este modo la segura fecundacién de
las hembras.

Los resultados obtenidos no fueron satisfactorios ya que no pudieron ser
explicados bajo ningiin modelo genético de la herencia. El hecho de disponer de una
poblaciéon muy heterogénea genéticamente (BL2 estaba recién capturada de la
naturaleza) e introducir muchos individuos en un sélo cruce nos hizo desechar estos
resultados y repetir el experimento.

Porteriormente, y en colaboracién con e] Dr Tabashnik de la Universidad de
Hawaii, se cruzaron nuevamente insectos susceptibles con insectos resistentes, tras su
seleccién con el producto Myx-03604. Realizamos cruces de una unica pareja entre
adultos de la cepa susceptible de laboratorio (S) y la cepa resistente (BL2). Los
resultados obtenidos se muestran en la tabla 23.

Las diferencias entre la progenie derivada de los dos tipos de cruces reciprocos
(hembra S x macho R y hembra R x macho S) no fueron significativos, tal y como
muestra el analisis de 4 (para CrylAa 7 =0.32, gl=1; CrylAb 2% =0.002, gl=1;
CrylAc % = 1.10 gl. = 1), indicando que la resistencia sigue una herencia de tipo
autosémica.

De todos los cruces realizados con diferentes familias de insectos, nos
quedamos tinicamente con 16. A partir de ellos calculamos la dominancia aparente tal
y como se describe en el apartado 5 de material y métodos de éste trabajo. En cada
caso, primero estimamos la mortalidad causada por cada toxina ajustando la
mortalidad total a 1a mortalidad del control utilizando la correccién de Abbott, (1925).
Los resultados se muestran en la tabla 24. Tal y como muestra la tabla, podemos decir
que BL2 presenta una resistencia dominante frente a CrylAa, recesiva frente a

Cry1Ab y codominante frente a CrylAc.
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TABLA 23. Mortalidad encontrada en las poblaciones BL2 y S de P.xylostella y
en los cruces reciprocos entre dichas poblaciones en respuesta a diferentes

protoxinas de B.thuringiensis subsp. kurstaki.

Porcentaje de mortalidad a los 5 dias (n®)

Poblacién CrylAa® CrylAb”® CrylAc’®

Susceptible 98.3 (60) 100 (92) 100 (60)

Resistente 4.9 (41) 40.7 (81) 22 (41)
Cruce BL2x S 20.0 (60) 82.4 (91) 43.3 (60)
Cruce S x BL2 15.0 (60) 80.2 (91) 51.7 (60)

? Ndmero de larvas testadas.
® La concentracién de cada toxina fue de 0.01 mg de proteina/ml.

Tabla 24: Mortalidad media encontrada en las larvas F; resultantes del cruce

entre BL2 y S, junto con la dominancia aparente.

Cruce CrylAa CrylAb CrylAc
% mortalidad h % mortalidad h % mortalidad h
BL2x S 38.5 0.70 87.1 0.22 64.1 0.48

h = (w2 - W)/ (W}; - Wap). El valor del rango de h va de O (resistencia completamente
recesiva) a 1 (resistencia completamente dominante).

4.- MODELO DE RECEPTORES EN Plutella xylostella.

Mediante ensayos de unién de ICPs marcadas con '*°I se intentaba determinar
el modelo de receptores para el insecto P. xylostella. Para ello, se marcaron
radiactivamente dos ICPs del grupo CrylA (CrylAb y CrylAc). Los experimentos de
unién se realizaron tal y como se describe en el apartado 10 de material y métodos de
este trabajo. La concentracién de protefnas utilizadas en cada experimento se
determiné mediante experimentos de saturacion (fig 23) y fue 12 pug para CrylAby 5
pg para CrylAc, obteniéndose un porcentaje méximo de unién de un 4% para la
poblacién susceptible tanto con 151-Cry1Ab como con 151.CrylAc. El porcentaje de
unién en la poblacién BL2 con la toxina '*I-Cry1Ac fue de un 2.5%.

En colaboracién con el doctor Tabahsnik de la Universidad de Hawaii y Tom
Malvar de la Universidad de Pennsylvania, se realiz6 un estudio bioquimico de las

poblaciones resistentes QA (Hawaii) y EG (Pennsylvania). Los estudios de unidn
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realizados con 'ZI-Cry1Ab y '®I-CrylAc pusieron de manifiesto que, a diferencia de
lo encontrado en nuestra poblacién resistente BL2, las poblaciones resistentes QA y
EG no presentaban unién frente a estas toxinas.

Una vez conocidas las condiciones de ensayo se realizaron las pruebas de
competencia, homélogas y heterélogas, entre ICP marcada y no marcada para calcular
los valores de R, y g4 utilizando el programa LIGAND (Munson y Roadbar, 1980).

La tabla 25 muestra los pardmetros cinéticos obtenidos a partir de experiencias
de competencia.

Tanto los resultados obtenidos de las experiencias realizadas con '*I-Cryl1Ab
como con 125I-CrylAc, nos muestran que en poblaciones susceptibles de P.xylostella,
las tres ICPs (CrylAa, CrylAb y CrylAc) comparten un mismo lugar de unién a la
membrana, pero presentando diferentes afinidades por €él. Asi, CrylAb es la toxina
que mas afinidad presenta mientras que CrylAa muestra la menor afinidad. La
poblacién BL2 no presenta unién frente a IZSI—CrylAb, pero si a CrylAc y CrylAaa
diferencia de las poblaciones QA y EG que tampoco presentan unién frente a CrylAc.
Como cabria esperar CrylCa, utilizada como control negativo, no presenta unién en
ninguna de las dos poblaciones, Susceptible y BL2, a diferencia de CrylFa que si

presenta competencia a 125 I-CrylAc en BL2.

Tabla 25.- Parametros cinéticos obtenidos a partir de las experiencias de unién

de 1’I-Cry1Ab a vesiculas de membrana de P.xylostella.

ICP Poblacién susceptible Poblacién resistente (BL2)
Kq+ SD R +SD Kqs+SD R, SD
CrylAa 27 +5.7 0.3+0.1 No unién -
CrylAb 04+0.2 0.31+0.1 No unién -
CrylAc 55420 1.2+04 No unién -

K4 es la constante de disociacidn del equilibrio y viene expresada en nM
R, es la concentracién de lugares de unién a la membrana y viene expresada en pmol/mg de
proteina de vesicula.
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Fig 22. Experiencias de unién a BBMV con ICPs marcadas con '*I. A: '*I-
Cry1Ab con las poblaciones Susceptible ( ) y Resistente BL2 (0) QA ( )YEG ().
B: 25I-Cry1Ac con las poblaciones Susceptible (S) y Resistentes BL2 (0), QA ( )
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En la tabla 26 podemos ver los parametros cinéticos obtenidos a partir de

experiencias de competencia con 129-CrylAc en el insecto P.xylostella.

Tabla 26.- Parametros cinéticos obtenidos a partir de las experiencias de unioén

de CrylAc marcada con 129 a vesiculas de membrana de P.xylostella.

ICP Poblacion susceptible Poblacion resistente (BL2)

Ki+SD Rt+ SD Kd + SD Rt+ SD

CrylAa 17.2+2.8 2.3+ 0.6 21.4+0.7 1.2+ 0.3
CrylADb 5.0+04 1.3+ 0.1 No union

CrylAc 17.0+ 0.2 1.0+ 0.1 192+0.3 1.0+ 0.1

CrylFa No testada 14+ 0.1 1.6 +0.1

Kdes la constante de disociacion del equilibrio y viene expresada en nM.
R, es la concentracion de lugares de union a la membrana y viene expresada en pmol/mg de
proteina de vesicula.
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Fig 23. Experiencias de competencia con 125[-CrylAb en la poblacidén susceptible.

CrylAa ( ), CrylAb (o) y CrylAc ( ).
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Fig 24. Experiencias de competencia con 129-CrylA. A: poblacidén susceptible. B:
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&7



Resultados

P.  xylostell

1Aa 1Ab 1Ac 1Fa 1Ba 1Ca

Fig 25. Modelo de receptores propuesto para P.xylostella.

5.- DETERMINACION DE LA EFECTIVIDAD DE TOXINAS QUIMERICAS
FRENTE A Plutella xylostella.

Las toxinas quiméricas proporcionadas por la empresa Warenningen
(Holanda), F26 y G27, fueron el resultado de la recombinacion entre los dominios 11y
IH de las toxinas CrylCa y CrylEa. De modo que, mientras F26 era un hibrido de
CrylCa con el dominio ID de CrylEa; G27 era su opuesto, es decir, era presentaba
sustituido el dominio IH de CrylCa. En las lavas susceptibles de P.xylostella se
comprobo que, mientras la toxina CrylCa resultaba ser toxica para, CrylEa no lo era
o solo a altas concentraciones. Tal y como muestra la tabla 30, la toxina quimérica
F26, presentaba en larvas susceptibles unos valores de toxicidad y de pendiente
comparables a la que encontrabamos para la CrylCa, mientras que la toxina quimérica
G27 era comparable a CrylEa.

A la vista de los resultados podemos decir que la toxicidad de CrylCa para el

insecto P. xylostella viene determinada por el dominio II sin que afecten los dominios

Iym.
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TABLA 27: Toxicidad de las ICPs activadas CrylCa y CrylEa y de sus hibridos
en

larvas susceptibles de tercer estadio de Plutella xylostella. *

Colonia de laboratorio

ICP LC50 (FLgo) Pendiente (S.E.)
CrylCa 117 (68 - 210) 1.78 (0.21)
CrylEa >1600 -—-

F26 75 (36 - 160)° 2.27 (0.49)

G27 - >1600 —

* Los valores de LCs los limites fiduciales al 99% (FLyo) se expresaban en ngde protefna/cm?
de dieta artificial en el caso de las ICPs
® Limites fiduciales al 95%.

TABLA 28: Toxicidad de los hibrides recombinantes CrylAb/CrylAc/CrylCa

en larvas de tercer estadio de Plutella xylostella. ®

Colonia de laboratorio Colonia de Filipinas (BL2)

ICP LCso (FLgo) Pendiente (S.E.) LCso (FLgo) Pendiente (S.E.)
CrylAb 15 (5-30) 1.29 (0.15) 3550 (1100 - 68000) 0.43 (0.14)
CrylAc 44 (29 - 99) 1.80 (0.38) 40 (23 - 68) 1.66 (0.25)
CrylCa 117 (68 - 210) 1.78 (0.21) 80 (56 - 130) - 176 (0.31)

CrylAb* 10 1.00 (0.29) 20 0.85 (0.48)

HO4 4.0 1.23 (0.32) 560 0.85 (0.46)

SAM2 12 0.77 (0.27) No testada -

® Los valores de LCs los limites fiduciales al 99% (FLos) se expresaban en ng de proteina/cm’
de dieta artificial en el caso de las ICPs.
® Limites fiduciales al 95%.

89



Resultados

HO04
=
o
o
3 =
1 | ]
20 1 2 3 4
Log dosis (ng/cmz2)
Cry1Ab*
7
=
o
Qo
3 =
| | 1
20 1 2 3 4

Log dosis (ng/cm?2)

Fig 26. Curvas de toxicidad obtenidas en los ensayos de toxicidad realizados en

las poblaciones S ( ) y BL2 ( ) de P. xylostella frente a las ICPs H04 y CrylAb*.
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Como ya se indicaba en el apartado 1 de resultados de este trabajo, CrylAb y
CrylAc resultaba téxicas para insectos susceptibles de P.xylostella. Anélisis
posteriores de toxicidad indicaron que la toxina recombinante Cryl Ab*, un hibrido de
CrylAc con el dominio III de CrylAb, presentaba unos valores de toxicidad y
pendiente similares a la encontrada para CrylAb. Las pruebas de toxicidad realizadas
con éste hibrido en larvas especificamente resistentes a CrylAb mostraron una
mortalidad comparable a la obtenida en la poblacidn susceptible.

La toxina quimérica HO4, hibrido de la toxina CrylAb con el dominio III
sustituido por el de la toxina CrylCa, es ligeramente mas téxica frente a larvas
susceptibles, que la toxina natural CrylAb teniendo en cuenta los limites fiduciales,
sin embargo es 30 veces mas t6xica que CrylCa, a pesar de poseer el dominio III de
ésta. La resistencia encontrada en la poblacién BL2 (140 veces) frente a HO4 nos
confirma la implicacién del dominio II en la determinacion de la toxicidad.

La toxicidad encontrada, en larvas susceptibles, frente a SAM2, un hibrido de
Cryl1Ab con el dominio I de Cryl Ac es del mismo orden a la encontrada con CrylAb.
Los valores de la pendiente encontrados para las diferentes toxinas probadas, tanto
naturales como quiméricas fueron aproximadamente del mismo orden, presentando
SAM2 el valor mas bajo y CrylAc y CrylCa el valor mas alto. EL hecho de disponer
de la toxina quimérica SAM2 cuando la poblacién BL2 ya habia sido seleccionada
con Myx-03604, lo que suponia una resistencia generalizada para todas las toxinas

CrylAa, CrylAb y CrylAc, hizo innecesario su andlisis toxicolégico.
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1.- TOXICIDAD DE Bacillus Thuringiensis FRENTE A Plutella xylostella.

Los estudios toxicoldgicos realizados sobre una poblacion susceptible de P. xylostella
mantenida en el laboratorio y utilizada como control, nos ha permitido completar el
estudio sobre la efectividad de B. thuringiensis como insecticida biolégico. Se ha
realizado pruebas de toxicidad con 7 ICPs diferentes del grupo Cryl. De todas ellas,
CrylAb, CrylAc y CrylB han sido las mas efectivas mientras que CylE no ha
resultado t6xica o sélo a concentraciones muy altas. El resto de ICPs (CrylAa, Cryl1C
y CrylF) presentan una efectividad similar.

La tabla 29 nos muestra la comparacién de los resultados obtenidos en P.
xylostella frente a los obtenidos en diferentes insectos plaga descritos en la

bibliografia.

TABLA 29: LC50 de las ICPs de B. thuringiensis en poblaciones susceptibles de

distintas especies de lepidépteros. *

ICPs CrylAa CrylAb CrylAc CrylB CrylC CrylD CrylE Ref®

H.virescens 157 7 2 - >2.700 - >2.700 (1), (2)
L.botrana 130 7 77 174 - 24 255 3
L.dispar - 1 425 - - - - 4)

M. sexta 20 20 9 - 111 - 73 1), 2

P.xylostella 293 15 44 35 80 - >1600 (5), (6)
S. littoralis  >1350 - - - 93 - 88 2)
T'ni 570 480 320 5640 - 2530 - )]

* Los valores de LC50 vienen expresados en ng de proteina/cm2 _

® (1) Van Rie et al., 1989; (2) Van Rie et al., 1990; (3) Tesis Doctoral de Ana Carmen
Piedrafita; (4) Wolfersberger et al., 1990; (5) Ballester et al., 1994; (6) datos presentados en
este trabajo; (7) Estada y Ferré, 1994.

Los valores de LCsp obtenidos en P. xylostella son similares a los encontrados
en otras especies frente a las ICPs analizadas. Sélo en el caso de Tricoplusia ni se
observan valores de LCs significativamente superiores al resto de los especies.

El andlisis de la secuencia de aminoéacidos de éstas proteinas (Thompson et al,

1995), pone de manifiesto que el gen que codifica para CrylB es el mas alejado
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evolutivamente de los que codifican para las ICPs de tipo CrylA, CrylC, CryE y
CrylF. Sin embargo, estas relaciones evolutivas no se han reflejado en su toxicidad
frente P. xylostella, ya que mientras CrylE resulta no activa, CrylB presenta una
actividad semejante a Cryl1Ab.

Este tipo de estudios toxicoldgicos suponen una herramienta importante a la
hora de decidir que ingredientes activos deben tener en su composicién los productos
comerciales utilizados en el control de la plaga. En nuestro caso, y dado que las ICPs
de grupo CrylA se muestran activas contra lepidéteros como P. xylostella, los
productos comerciales ensayados han sido Dipel y Thuricide ya que ambas
formulaciones comerciales de B. thuringiensis var. kurstaki contienen como
ingrediente activo mayoritario las CrylA (CrylAa, CrylAb, CrylAc) y las Cry2. Las
ICPs del tipo Cry2 no han sido ensayadas debido a que Cry2Aa presenta una toxicidad
relativamente baja (Tabashnik et al., 1993; Tang et al., 1996) y Cry2Ab no presenta
toxicidad contra P.xylostella (Tabashnik et al., 1996).

Contrariamente a lo encontrado hasta el momento, la mortalidad encontrada en
los ensayos de toxicidad realizados tanto con Dipel como con Thuricide es inferior a
la esperada teniendo en cuenta la toxicidad individual de cada una de la ICPs que
componen el formulado. Sin embargo este tipo de comparaciones resultan arriesgadas
teniendo en cuenta que no conocemos exactamente la composicién cuantitativa de
ICPs de los dos productos comerciales probados. En el caso de Dipel sabemos que la
composicién es de 28% para CrylAa, de 53% para CrylAb y de 19% para CrylAc,
sin embargo no tenemos informacién acerca de Thuricide. La bibliografia muestra
casos en los que la accion conjunta de las proteinas insecticidas actian de forma
sinérgica. El caso mas claro es la diferencia en la actividad de las ICPs de tipo Cry4 y
las proteinas Cyt, producidas por B.thuringiensis subsp isaeliensis, cuando lo hacen de
forma conjunta o individualmente (Wu y Chang, 1985; Federici et al., 1990;
Crickmore et al., 1995). Se ha encontrado que la cepa HD-1 interactua de forma
sinérgica para producir una mortalidad en L. dispar, pudiendo ser incluso 10 veces
mayor de lo esperado (Dubois y Dean, 1995; Van Frankenhuyzen et al., 1991). El
hecho de que las esporas producidas por B. thuringiensis contengan proteasa puede
contribuir a la aparicion de sinergismos debido a la activacién de las protoxinas a
proteinas activadas facilitando asi su funcién insecticida. De ahi que la accién del

precipitado obtenido a partir de cultivos esporulados de B. thuringiensis var. kurstaki
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frente a S. littura, se ve favorecida cuando se mezcla con el sobrenadante (Asano et
al., 1995).

Al no disponer en la bibliografia de casos de antagonismo entre toxinas que
expliquen las menor toxicidad encontrada en los productos comerciales debemos
pensar en diferentes factores que puedan afectar a la toxicidad como la solubilizacién
de las d-endotoxinas en el intestino dependiendo de la composicién en protoxinas de
las inclusiones de B. thuringiensis (Aronson et al 1995), los componentes de las
esporas y los compuestos utilizados como excipientes en los preparados comerciales.

El producto Myx-03604, CrylAb con 9 aminoécido sustituidos de CrylAc, se
muestra en la poblacién S mas eficaz que el resto de las ICPs puras probadas. Myx-
03604 se ha analizado mediante los dos tipos de ensayos de toxicidad (hojas y comida
artificial) confirmandonos que podemos comparar los resultados obtenidos en cada
uno de ellos.

Tras 30 afios de utilizacién de B. thuringiensis como insecticida biolégico para
el control de P. xylostella, han ido apareciendo los problemas. Sin duda alguna, el mas
importante ha sido, y es, el desarrollo de resistencias. De ahi que, dado el enorme
esfuerzo tanto econdmico como humano que supone el descubrimiento de nuevos

agentes insecticidas, sea fundamental el estudio y el uso racional de estos productos.

2.- SITIOS DE UNION PARA LAS PROTEINAS DEL GRUPO CRYI1A DE
Bacillus thuringiensis EN EL INTESTINO DE Plutella xylostella.

Mediante diferentes clases de experimentos de unién a membrana y utilizando
diferentes toxinas marcadas con '°I, hemos podemos determinar las caracteristicas
del receptor tales como su concentracién (Rt) y su afinidad (Kd). Los experimentos de
competencia homélogas y heteréloga realizados en larvas susceptibles, tanto con '%°I-
CrylAb como con 'I-CrylAc han puesto de manifiesto que CrylAa, CrylAb y
CrylAc comparten un lugar de unién a la membrana intestinal de P. xylostella,
confirmandose asi un resultado obtenido con anterioridad (Ballester et al., 1994).
Ferré et al., (1991) demostraron que las ICPs CrylAb, CrylB y Cry1C no competian

entre si por la unién a la membrana, de modo que cada tipo de toxina presentaba tres

lugares de unién diferente. Granero et al., (1996) comprobaron, mediante
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experimentos de competencias hetelélogas, que CrylFa competia por el lugar de
unién a membrana de la CrylAb. Asi pues el modelo de receptores propuesto para
P.xylostella a partir de datos propios (Ballester et al., 1996) junto con datos de Ferré
et al., (1991) y Dennof et al., (1993b) seria el siguiente:

P. xylostella

1{Aa 1Ab 1Ac 1Fa 1Ba 1Ca

i\i.,{/ 'Y

Fig 27:Esquema del modelo propuesto para P.xylostella

Las tres ICPs CrylAs, compartirfan un mismo receptor junto con CrylF
mientras que CrylB y CrylC presentarian su propio receptor. Por otro lado, no se
encontrarian receptores frente a Cry1D y Cry1E.

Las protefnas Cryl, y en especial la CrylAs, componen un grupo de ICPs que
muestra un porcentaje de homologia mayor al 80% en la parte activa de la toxina
(Tabla 30). Estas altas similitudes se deben a un origen evolutivo comin y adem4s
hacen pensar que todas las toxinas de este grupo presentarin un modo de accién
similar e incluso que pudieran utilizar la misma maquinaria biolégica. En los modelos
propuestos para otras especies de insectos como M. sexta, H. virescens y P.
operculella se observa que también presentan un receptor al cual se unen los tres ICPs
del subgrupo CrylA (Escriche et al., 1995c). Tricoplusia ni presenta un receptor
comiin para CrylAb y CrylAc que no comparte con CrylAa. Otras especies de
insectos como Lymantria dispar, en el que no se ha analizado CrylAa, se ha
encontrado un receptor al cual se unen especificamente Cryl Ab y CrylAc. En general,

y a la vista de los resultados obtenidos a partir de familias de lepidéteros
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taxonomicamente alejadas, podemos decir que en este orden de insectos es una

caracteritica comiin que las tres ICPs del subgrupo CrylA se unan a un receptor

comin. La mayoria de las especies presentan un receptor comiin al cual unen las tres

ICPs y en algunas especies que no han sido estudiadas mas exhaustivamente, se ha

encontrado la union de una o dos ICPs.

Tabla 30.- Porcentaje de homologia entre los aminoacidos de diferentes ICP del

grupo Cryl (Chambers et al., 1991).

CrylAb CrylAc CrylB CrylC CrylF

CrylAa 90 82 55 67
CrylAb 86 56 66
CrylAc 55 67
CrylB 58
CrylC

71
70
69
58
70

La tabla 31 muestra los datos de Rt y Kd obtenidos por diferentes autores tras el

marcaje de '’I-Cry1A.

Tabla 31.- Porcentaje de receptores (Rt) y constantes de disociacion (Kd) de

CrylAD procedentes de larvas susceptibles de P.xylostella.

Kd (nM) Rt (pmol/mg prot)
Ferré€ et al., 1991 42+25 1.6+1.2
Ballester et al., 1994 1.4+0.7 0.8+0.27
Granero et al., 1996 12+03 0.69 +0.12
Ballester et al., 1996 04+0.2 0.31+0.1

K, es la constante de disociacién del equilibrio y viene expresada en nM.
R, es la concentracién de lugares de unién a la membrana y viene expresada en pmol/mg de

proteina de vesicula.

Como comentabamos en la introduccién de este trabajo, a pesar de que la

unién de las ICP a los receptores juegan un importante papel en su toxicidad frente al
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insecto, no existe una correlacién general entre la toxicidad in vivo y los valores de Rt
y Kd de los receptorés tal y como demostraron Garczynski et al., (1991) y Van Rie et
al., (1990) con larvas susceptibles de H. virescens. Lo que nos lleva a afirmar que la
unién de las toxinas al intestino de los insectos es responsable de la especificidad pero

no de la toxicidad.

3.- RESISTENCIA EN Plutella xylosteila FRENTE A ICPs DE Bacillus

thuringiensis.

Los insectos han sido capaces de generar resistencias frente a todos y cada uno
de los productos utilizados para su control y B. thuringiensis no ha sido una
excepcion. Se han descrito resistencias a ICPs en numerosas especies de insectos, bien
en poblaciones naturales o tras seleccién en el laboratorio (Ferré et al., 1995). La
primera experiencia de seleccién se realizé6 con una poblacién natural de P.
interpunctella (McGaughey 1985a), tras la cual se obtuvo un aumento en el valor de la
LC50 para Dipel de 100 veces. Otro insecto que ha respondido a la seleccién ha sido
H.virescens. ya que disminuyé sus susceptibilidad en 10.000 veces frente a CrylAc
tras su selecciéon con esta ICP (Lee et al., 1995). También se ha conseguido
seleccionar para la resistencia a diferentes ICPs en poblaciones de T. ni, S. exigua, L.
decemlineata y C. scripta (Estada y Ferré, 1994; Moar et al, 1995; Whalon et al,
1993). Sin embargo, P. xylostella ha sido el tnico insecto capaz de crear resistencia
frente a B.thuringiensis en la naturaleza (Filipinas, Jap6n, Malasia, Hawaii,
Pensilvania, Florida) y no es de extrafiar que aparezcan mas casos.

En este trabajo hemos comparado dos muestras, BL1 (analizada por Ferré et
al, 1991) y BL2 (analizada por Ballester et al, 1994), extraidas de una poblacién
natural resistente de P. xylostella procedente de Filipinas. Los dos muestreos se
realizaron en el mismo lugar pero con una diferencia de tiempo de 4 afios. Mediante
estudios toxicoldgicos (realizados al poco tiempo de su captura) hemos demostrado
que, durante este periodo de tiempo, la poblacién de Filipinas ha mantenido estables
sus niveles de resistencia (especifica) frente a Cryl Ab (200 veces). Respecto al resto
de ICPs analizadas y especificas para lepiddpteros, encontramos resultados similares
salvo en el caso de CrylBa en el que la efectividad de esta ICP resulta ser menor (15

veces) en la muestra BL2. Sin embargo, y observando el resultado obtenido en la
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poblacién control, podemos afirmar que la diferencia de toxicidad puede explicarse

por una degradacién parcial de dicha ICP.

TABLA 32: Comparacion de los valores de LCS50 frente a ICPs de

B.thuringiensis entre las muestras BL1 Y BL2 tras su captura de la naturaleza.”

Muestra BL1 Muestra BL2
ICP LCso (FLs5) Pendiente LCsp (FLog) Pendiente

CrylAa n.t 310 1.94
CrylAb >1350 - 3550(1100-68000) 0.43
CrylAc n.t. 40 1.66
CrylBa 2.3(0.7-5.3) 2.6 36 (11-68) 1.74
CrylCa 46.5 (23.9-84.4) 1.2 80 (56-130) 1.78
CrylD >1350 - n.t.

CrylEa >1350 - >1600 -
CrylFa n.t. 212 1.95

® Los valores de LCsp y los limites fiduciales al 95% (FLys) y 99% (FLo) se expresaban en ng
de proteina /cm’ de dieta artificial.

*Limites fiduciales al 95%

°n.t.= no testada.

La comparacién de estudios de resistencia y resistencia cruzada en otras cepas
de P. xylotella revelan algunas similitudes y diferencias. Todas las cepas resistentes de
P.xylotella obtenidas de la naturaleza como la de Florida (Tang et al., 1996), Hawaii
(Tabashnik et al., 1996) o la nuestra de Filipinas, muestran un relativo estrecho
espectro de resistencias cruzadas. En particular, estudios independientes de cada cepa
han mostrado que resistencias mayores de 100 veces a una o mas toxinas CrylA
confieren resistencias cruzadas para CrylB o CrylC menores a 10 veces (Ferré et al.,
1991; Tabashnik et al., 1994; Tang et al., 1996). La cepa resistente de Florida y
Hawaii muestran resistencias cruzadas menores a 10 veces frente a CrylD. Esta
proteina resulta muy activa tanto contra cepas resistentes de Florida y Hawaii como
contra las cepas susceptibles de Nueva York y Hawaii. Sin embargo, se ha detectado

una falta de toxicidad frente a CrylD en nuestra cepas susceptible procedente de
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Holanda y en la muestra BL1 de la poblacién resistente de Filipinas. Estos resultados
podrian indicar que la preparacion especifica de la proteina o el bioensayo llevado a
cabo, puede afectar al resultado encontrado frente a CrylD. La toxicidad encontrada
tanto en nuestras cepas BL1, BL2 y susceptible como en las poblaciones resistentes de
Hawaii y Florida, frente a CrylE, fue baja o nula (Ferré et al., 1991; Ballester et al.,
1994; Tabashnik et al., 1994c; Tang et al., 1996). La poblacién resistente de Hawaii
(Tabashnik et al., 1994) presenté altos niveles de resistencia cruzada frente a la ICP
CrylFa, mientras que nuestra poblacién resistente procedente de Filipinas (BL2)
resultd toxica.

Ninguna de las toxinas de B. thuringiensis testadas contra nuestra poblacién
resistente o cualquier otra de las cepas resistentes de P. xylostella (Bravo et al., 1992;
Ferré et al., 1991; Ballester et al., 1994; Lambert et al., 1996; Tabashnik et al., 1994;
Tang et al., 1996), fue significativamente mas téxica para la cepa resistente que para
la cepa sensible. Por ello podemos concluir que la resistencia cruzada negativa entre
toxinas de B.thuringiensis es improbable. Asi pues, la utilizacién de toxinas podria ser
util, particularmente para combatir resistencias de margen relativamente estrecho
como el observado en P. xylostella, de ahi la gran importancia de la determinacién
toxicoldgica de las ICP de B. thuringiensis frente a P. xylostella para su control.
Ademds, mediante adecuadas combinaciones de proteinas podremos obtener
resultados adecuados por su efectividad y por su prevencién al desarrollo de
resistencias.

El hecho de que BL1 mostrara alta resistencia a CrylAb pero sin embargo
fuera susceptible frente a Dipel, nos llevé a realizar en la muestra BL2 el andlisis
individual de cada una de las ICP que lo componian. El resultado obtenido ha sido que
BL2 es resistente, especificamente, a Cryl Ab pero no al resto de las CrylAs. Esto
explicarfa la toxicidad encontrada frente a Dipel. El mismo resultado se ha obtenido
con el compuesto Thuricide. Por otro lado, los bioensayos realizados en BL2 con
Myx-03604 han puesto de manifiesto la existencia de resistencia frente a este
producto.

La posibilidad de disponer de dos muestras BL1 y BL2 cuya diferencia
radicaba en el tiempo que habia pasado BLI1 en el laboratorio, nos ha permitido
estudiar las diferentes respuestas en las distintas selecciones artificiales realizadas con

cada una de ellas. Tanto la seleccién realizada con CrylAb como la realizada con
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Cry1Ba han puesto de manifiesto que BL1 presenta un genoma muy homogeneizado y
poca variabilidad genética debido a su estancia en el laboratorio. De tal manera que
unicamente se ha conseguido aumentar la resistencia en la seleccién con CrylBa
como consecuencia del aumento de la variabilidad producida mediante métodos
indirectos como la mutagénesis tal y como muestran los valores de las LC50 y de las
pendientes.

Las selecciones se han realizado aplicando una dosis en torno a la LCsy de la
poblacién con la intencién de favorecer la seleccion de tipo monogénico frente a las
que se obtienen con presiones bajras, de tipo poligéhico. El mantenimiento o aumento
de la resistencia obtenida mediante las selecciones en el laboratorio, tanto con CrylAb
como con CrylBa, responden mas a la accién de varios genes menores (poligenes)
que a un gen tnico gen, lo que contribuye a que ésta se pierda mas répidamente.

La inestabilidad de la resistencia observada en BL1, en ausencia de presién
selectiva, puede ser explicada por la menor eficacia biolégica de los individuos
resistentes al compararlos con los susceptibles (Groeters et al., 1993; Groeters et al.,
1994) y por la no fijacién de los genes de la resistencia en la poblacién. Los
fenémenos de pérdida de resistencia se han descrito tanto en insecticidas quimicos
como en los biolégicos. En B. thurigiensis se ha encontrado inestabilidad de la
resistencia en poblaciones de P. xylostella, P. interpunctella y H. virescens
(Tabashnik et al., 1994; Hama et al., 1992; McGaughey y Beeman, 1988; Sims y
Stone, 1991). Un factor que podria contribuir a la menor eficacia bioldgica seria la
existencia de desequilibrios de ligamiento, esto significa que genes que no estdn
implicados en la resistencia a las ICPs, pero que afectan a la eficacia bioldgica,
podrian haberse seleccionado por estar ligados al gen implicado. La consecuencia de
esto puede llevar a la acumulacién de genes letales junto al gen seleccionado, llegando
en algunos casos, a la exterminacién de la linea seleccionada.

Con BL2 iniciamos una nueva experiencia de seleccién para comprobar si
podiamos aumentar ain mas la gran resistencia a CrylAb que ya presentaba dicha
muestra en la naturaleza. En esta seleccién partiamos de un grupo de insectos que
debian presentar un grado de variabilidad muy superior al de BL1. En tan sélo tres
generaciones de seleccién, el valor de LCsy aumentd 15 veces. Sin embargo la linea
seleccionada se perdi6. Con estos resultados hemos demostrado que los individuos de

BL2 podian aumentar los valores de resistencia a niveles superiores pero quizé
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afectando al compromiso que existe entre el aumento de resistencia y la disminucién
de la eficacia biolégica. Otra explicacién para la muerte de estos individuos que
presentaban unos niveles de resistencias tan altos podrian ser la seleccién de genes
letales junto con el gen o genes implicados en la resistencia tal y como comentdbamos
anteriormente. La segunda seleccién realizada con BL2 fue con el formulado de B.
thuringiensis, Myx-03604. Inicialmente nuestra voluntad fue seleccionar nuevamente
BL2 de manera que una vez estabilizada la resistencia frente a CrylAb pudiéramos
estudiar la genética y la bioquimica de la resistencia. El motivo de no utilizar la ICP
pura fue por el gran gasto que suponia realizar la seleccién debido al alto nivel de
resistencia del que ya partiamos. Ademads, tras las pruebas de toxicidad realizadas
habiamos conprobado la resistencia de BL2 frente a este producto, resultado 16gico si
se piensa que el producto presenta como ingrediente activo a CrylAb. Tras
seleccionar durante 10 generaciones con Myx-03604, la LC50 aument$ 9 veces su
valor.

Para el estudio de resistencias cruzadas obtenidas tras los procesos de
seleccién, se han realizado ensayos de toxicidad en BL1, tanto en la seleccién con
CrylAb como con CrylBa. No sorprende observar, en la linea seleccionada con
CrylAb, que no aumenta el valor de la LCsy para CrylBa ya que tampoco lo hace para
el agente selectivo CrylAb. Aunque este resultado no indica necesariamente la no
existencia de resistencia cruzada, los resultados obtenidos en la linea seleccionada con
Cry1Ba frente a Cryl Ab muestran que no existe resistencia cruzada entre CrylAb y
CrylBa ya que, a pesar de obtener éxito en la seleccién con CrylBa, no se observan
aumentos en los valores de resistencia para Cryl1Ab. El estudio de BL2 en la seleccién
realizada con Cryl Ab mostr$ escasa resistencia cruzada a CrylAc (un factor de 2) y
ninguna frente a CrylAa. Sin embargo, se produjo un aumento de 8 veces en la LC50
frente a Myx-03604. Pero fue en la seleccién con Myx-03604 donde se produjeron los
resultados mas sorprendentes ya que encontramos resistencia cruzada frente a todas
las ICPs del grupo CrylA. Este cambio en la especificidad de la resistencia se debe a
que el producto comercial Myx-03604, en contra de la que pensibamos, contenia
como ingrediente activo un hibrido entre las toxinas CrylAb y CrylAc. Las pruebas
de toxicidad con CrylAa y CrylAc se realizaron mediante el método de hojas de col.
Mientras que CrylAb se analizé tanto con ensayos de dieta artificial como con

ensayos en hojas de col. El hecho de que se obtuviera el mismo resultado entre los dos
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tipos de ensayos con la ICP CrylAb, nos hizo suponer resultados similares con las
otras dos ICPs, CrylAay CrylAc.

Comparando los radios de la resistencia obtenidos (LCso final/LCsg inicial),
ponemos observar (Tabla 33) que es en la seleccién con la Cryl Ab donde se dan los
mayores aumentos en la resistencia al producto selectivo. El hecho de que la
resistencia aumente menos para el producto selectivo en la seleccién con Myx-03604,
parece llevar a una menor resistencia cruzada. Pero hay que tener en cuenta que BL2
al inicio de la seleccién con Myx-03604 presentaba un valor de LCs 4 veces inferior
al del inicio de la seleccién con CrylAb. Ademas, su estancia en el laboratorio
durante un afio podria ser periodo suficiente como para que BL2 presentara menor
capacidad de respuesta frente a la seleccién. Los valores de las pendientes muestra
también valores diferentes al inicio de cada una de las selecciones (un valor de 0.43 en

la seleccion con Cry1Ab y un valor de 1.16 en la seleccién con Myx-03604.

TABLA 33. Comparacion de las resistencias obtenidas en las selecciones
con la ICP CrylAb y Myx-03604."

Agente Resistencia Resistencia cruzada

selectivo obtenida CrylAb Myx-03604

CrylAb 15 - 9
Myx-03604 8.5 3 -

? Los valores vienen expresados en radio de resistencia obtenido dividiendo
el valor de 1a LCs final de la cepa entre la inicial.

No es facil predecir que puede ocurrir en la naturaleza tras la utilizacién
continuada de productos insecticidas a partir de los resultados obtenidos en las
experiencias de seleccion en el laboratorio. Las poblaciones naturales presentan un
nimero de individuos muy elevado, lo que significa una gran variabilidad genética.
Por contra, en las experiencias de laboratorio se dispone de un niimero limitado de
individuos, y por tanto de un nimero limitado de genes. Por tanto no es de extrafiar
que aunque en las experiencias de laboratorio no encontremos respuesta a la seleccion,
la poblacién natural si tuviera capacidad para desarrollar resistencias. En el
laboratorio, y contrariamente a lo que ocurre en la naturaleza, los procesos de

selecciéon se realizan controlando el nimero y el estadio de los individuos.
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Generalmente, y debido al tipo de seleccién realizada en el laboratorio, las resistencias
obtenidas suelen tener una base poligénica mientras que en la naturaleza la base
genética viene determinada por un sélo gen mayor debido tanto a la dosis utilizada en
la seleccién como al niimero de individuos implicados en dicha seleccién (Mckenzie y
Batterham, 1994)

Mediante la estima de la heredabilidad del carécter seleccionado hemos podido
resumir los resultados obtenidos mediante la seleccién artificial. La heredabilidad se
define como la proporcién de la variabilidad fenotipica total que es atribuible a la
variabilidad genéticd (Falconer, 1996), y a pesar de que no nos informa acerca del
modo de herencia de un caricter cuantitativo, nos es util para predecir la respuesta de
seleccién. Sin embargo, la estima de la heredabilidad en una experiencia de seleccién
de resistencia a un insecticida presenta dificultades técnicas, de ahi que Tabashnik en
1992 describidé ﬁn método para estimar ficilmente la heredabilidad a partir de datos
obtenidos tras los experimentos de seleccién y éstos han sido los que hemos utilizado
en nuestro estudio. La tabla 34 muestra la comparacién de las diferentes
heredabilidades conseguidas en BL1 y BL2 tras las diferentes selecciones artificiales.
La heredabilidad estimada tras la realizacion de las selecciones con CrylAb en BL1 y
BL2 son 0.023 y 0.382 respectivamente. Comparando los resultados obtenidos en las
dos poblaciones, vemos que en BL1 la heredabilidad es 16 veces menor a la
conseguida con la poblacién BL2. Sin embargo obtenemos valores de heredabilidad
practicamente iguales en las dos selecciones realizadas en la poblacién BL2 tanto con
CrylAb como con Myx-03604. El hecho de que la poblacién BL2 fuera seleccionada
tras su captura de la naturaleza hace pensar que dispone de mas variabilidad genética
para responder a una seleccién que BL1, que ha ido perdiendo la variabilidad por su
estancia en el laboratorio. Un resultado similar obtuvo Tabashnik al comparar dos
poblaciones, una de ellas establecida en el laboratorio mucho tiempo con otra
capturada de la naturaleza, en poblaciones de P.xylostella procedentes de Hawaii
(Tabashnik et al., 1992b). La heredabilidad estimada tras la seleccién en BL1 con
Cry1Ba nos muestra un valor mayor a la obtenida con CrylAb. Este resultado puede
ser explicado por el aumento de variabilidad introducido artificialmente en la
poblacién mediante la realizacion de mutagénesis. Asi pues podemos decir que la
poblacién BL1 tras su estancia en el laboratorio ha perdido variabilidad genética y por

tanto no responde a las selecciones realizadas con diferentes toxinas. De manera que
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si queremos obtener una mayor respuesta de seleccién necesitaremos aumentar la
variabilidad, natural o artificialmente. Sin embargo BL2 que presenta suficiente
variabilidad genética responde del mismo modo a selecciones realizadas con

diferentes agentes selectivos.

TABLA 34. Heredabilidad conseguida en las diferentes selecciones.

CrylAb CrylBa Myx-03604
BL1 0.023 0.152 -
BL2 0.382 - 0.369

Los andlisis realizados con '“I-Cry1Ab en la poblacién BL2 de Filipinas han
confirmado los resultados obtenidos por Ferré et al. (1991), en la poblacién BL1. De
manera que la resistencia especifica que presenta la poblacién de Filipinas (tanto BL1
como BL2) frente a Cryl Ab se debe a la ausencia de unién de Cryl1Ab a la membrana
intestinal de los insectos. Sin embargo, esta unién especifica si se produce en BL2 con
las toxina '®I-CrylAa y "®I-CrylAc (Ballester et al., 1996) a pesar de que esta
poblacién también es resistente frente a estas toxinas. Sin embargo, las poblaciones
resistentes QA y EG no han manifiestado unién a CrylAb y CrylAc. Estudios
recientes (datos no mostrados) han puesto de manifiesto la unién de CrylAa al
intestino medio de las larvas de estas poblaciones resistentes por lo que se confirma la
existencia de un segundo receptor especifico para la CrylAa.

A partir del modelo de receptores que hemos propuesto en este trabajo para la
poblacién susceptible de P. xylostella pueden entenderse las modificaciones sufridas
en las diferentes poblaciones resistentes que han aparecido. Las resistencias
encontradas en las poblaciones de Hawaii y de Pennsylvania parecen deberse a
modificacién drastica y total de modo que afectaria a toda la molécula a la cual se
unen las tres ICPs (CrylAa, CrylAb yCrylAc). Sin embargo, en la poblacion de
Filipinas la resistencia podria deberse a una modificacién menos intensa pero
especifica que afectaria dinicamente al sitio -de unién de CrylAb de modo que s6lo
impidiera la unién a esta ICP pero no a CrylAay Cry 1Ac.

Los resultados toxicolégicos encontrados frente a Cry1Fa en nuestra poblacién
y en las poblaciones resistentes de QA y EG apoyan esta idea. QA y EG, que se

muestran resistentes frente a Cry1Fa no presentardn unién debido a la modificacién en
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la molécula que comparte con las tres CrylA, mientras que la susceptibilidad de BL
frente a dicha toxina confirmara la especificidad del cambio producido en la molécula
de de tal manera que sélo afecta a la unién de CrylAb. La realizacién de experimentos
de unién con CrylFa no resultan posibles debido a la imposibilidad de marcar esta
toxina con '*’I (comunicacién personal de M. Adang)., de ahi que se deba inferir el
resultado o bien realizar otro tipo de experimentos.

Recientemente se ha caracterizado bioquimicamente una cuarta poblacién
resistente de P.xylostella procedente de Malasia (Wright et al., 1997). En este caso
nos encontramos que el intestino de los insectos de esta poblacién, al igual que la
poblacién resistente de Filipinas, presenta unién alas toxinas CrylAay CrylAc pero
la unién a Cry1Ab esté profundamente disminuida.

La conclusién que puede extraerse, tras los estudios realizados en las
diferentes poblaciones es que las resistencias encontradas en las poblaciones de
Hawaii y de Pennsylvania siguen un mecanismo diferente al encontrado en las
poblaciones de Filipinas y Malasia. Parece l6gico pensar que las diferentes
resistencias encontradas han aparecido de modo independiente en poblaciones
alejadas geograficamente de modo que las poblaciones de Filipinas y Malasia por su
proximidad puedan presentar el mismo tipo de resistencia. Lo mismo ocurriria
respecto a las poblaciones de Hawaii y Pennsylvania. Las diferencias observadas
podrian deberse mas a caracteristicas propias de la cepa particular que a diferencias
del mecanismo bésico de resistencia que estd operando en ella tal y como ya se
apuntaba en la poblacién de Filipinas R2 (Ballester et al., 1994). En la figura 28 se
muestran los posibles modelos de receptores para las diferentes poblaciones de

P.xylostella resistentes estudiadas.

Tabla 35: Estudio comparativo de la union a membrana de 4 poblaciones

resistentes de P.xylostella a las tres toxinas del grupo CrylA.

Filipinas Hawaii Pennsylvania Malasia
CrylAa Unién Unién Unién Unién
CrylAb No unién No unién No unién Poca unién
CrylAc Unién No unién No unién Unién
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La caracteristica comiin encontrada en las cuatro poblaciones estudiadas es la unién de
CrylAay la ausencia de unién de Cryl Ab mientras que la unién de Cryl Ac depende
de la poblacién estudiada. Estos resultados nos plantean la necesidad de buscar
diferentes explicaciones alternativas a la aparicién de resistencia ademds de la
ausencia de receptores. Estas alternativas deben buscarse, como comentidbamos

anteriormente, en los diferentes pasos del modo de accién de las ICPs.

4.- DETERMINACION DEL MODO DE HERENCIA DE LA RESISTENCIA A
LAS ICPs DEL GRUPO CRY1A EN Plutella xylostella.

Las bases genéticas de la resistencia a B. thuringiensis se han estudiado en
cuatro especies de insectos: P. xylostella, H. virescens, P. Interpunctella y L.
decemlineata (Tabashnik et al., 1992a; Hama et al., 1992; Martinez-Ramirez et al.,
1995; Sims y Stone, 1991; Gould et al., 1992; McGaughey y Beeman, 1989; Rahardja
y Whalon, 1995). Aunque en cada uno de los casos se observaron diferencias a nivel
de nimero de genes implicados o relaciones de dominancia, la caracteristica comiin en
todos los casos fue que la resistencia se transmitia segiin un modelo autosémico.

Para estudiar la genética de la resistencia en la poblacién resistente de Filipinas
(BL2), hemos realizado cruces reciprocos entre parejas de individuos procedentes de
las poblaciones resistente de Filipinas (BL2) x S (susceptibles). El hecho de estudiar
las F1 de cruces formados por una sola pareja se debe a la posible existencia de
individuos heterozigdticos para el gen responsable de la resistencia dentro de las
poblaciones. Si la resistencia es completamente recesiva, los heterozigéticos en la
cepa susceptible reducirfan la mortalidad de la progenie F1, lo que nos llevaria a
concluir que la resistencia es parcialmente recesiva. Por el contrario, si la resistencia
es dominante, los heterozigotos en la cepa resistente incrementaran la mortalidad de la
progenie F1, lo que nos llevaria a concluir que la resistencia de parcialmente
dominante. Asi pues, este tipo de errores pueden evitarse detectando la variacion
genética presente en las cepas susceptible (S) y resistente (BL2). Los resultados de

toxicidad de la F1, obtenidos y analizados estadisticamente mediante 2’2, han puesto

de manifiesto que la BL2 presenta una resistencia autosémica, ya que obteniamos
valores de toxicidad comparables con independencia de que parental presentara el gen

de la resistencia en los cruces. Tras esta comprobacién, y eligiendo las 16 familias
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mas representativas y se analizé la dominancia para cada una de las toxinas, CrylAa,
CrylAb y CrylAc. El andlisis toxicoldgico de la descendencia F1 ha mostrado que la
resistencia sigue una herencia dominante frente a CrylAa (h = 0.70) recesiva frente a
CrylAb (h = 0.22) y codominante frente a CrylAc (h = 0.48). De los 16 cruces de
parejas realizados entre R x S frente a Cryl Aa, 5 tenian un rango de mortalidad de O a
10% ( lo que significa un 4.6%), 10 tenian un rango de mortalidad de 20 a 77% y 1
presentaba el 92 % de mortalidad. La explicacién de estos resultados es que una
mutaciéon dominante confiere resistencia a BL2 frente a CrylAa. Los datos sugieren
que los parentales de BL2 en el cruce eran homozigéticos para un alelo dominante que
conferia resistencia frente a CrylAa en las 5 familias con baja o ninguna mortalidad,
homozigéticos susceptibles en la familia que presentaban el 92% de mortalidad, y
heterozigéticos en las otros. La resistencia codominante encontrada en BL2 frente a
CrylAc podria ser resultado de la interaccién entre la mutacién dominante para la
resistencia a CrylAa y la mutacién recesiva par la resistencia frente a Cry1Ab.

El hecho de encontrarnos parentales heterozigotos u homozigotos recesivos en
el estudio de la resistencia con CrylAa, pone de manifiesto que la poblacién no se
encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg y por tanto no esté fijado el alelo mutante
del gen de la resistencia para Cryl Aa. Explicaciones semejantes permiten explicar las
ligeras diferencias encontradas en los resultados obtenidos en el estudio de la
resistencia frente a CrylAb y CrylAc.

Teniendo en cuenta el modelo de receptores propuesto para P. xylostella
(Ballester et al., 1996), la poblacién de Filipinas (BL2) no presenta correlacion entre
las tres toxinas CrylA ni tampoco con CrylFa por lo que necesita dos o mas loci
independientes para explicar la resistencia a las tres toxinas CrylA y al menos otra
mutacién adicional para la resistencia a Cry1Fa. El hecho de que en la F; de la familia
1 de S x BL2 se encontrara una mortalidad de O frente a CrylAa y de 100% frente a
CrylAb, nos hace pensar que la resistencia tampoco estd correlacionada
significativamente entre CrylAa y CrylAb. Sin embargo la poblacién resistente de
Hawaii (QA) muestra una fuerte correlacién entre la resistencia a CrylAa, CrylAb,
CrylAc y CrylFa Hawaii (Tabashnik et al, 1997 PNAS ).

Podemos decir que la resistencia encontrada en la poblacién de Filipinas (R2)
presenta un control multilocus de estrecho espectro que no es siempre recesivo y no

estd asociado con la reduccion de unién a membrana, mientras que las poblaciones de
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Hawai y Pensilvania presentan una mutaacion recesiva asociada con la reduccién de
unién a membrana.

Tanto la no fijacién del gen o ggenes implicados en la resistencia como la
menor eficacia biolégica de los individwmos resistentes, hacen que BL2, a pesar de
haber sido seleccionada, presente individwos heterozigotos. Estos heterozigotos, en el
caso de la Cryl Aa, pueden cruzarse entre :si y segregar cierta proporcion de individuos
homozigotos susceptibles. Este tipo de imdividuos moriré si seguimos aplicando una
presién de seleccién positiva, de manezra que los parentales, tras el proceso de
seleccion serdn resistentes, tanto en homoozigdsis como en heterozigosis (siempre que
la seleccién permita su supervivencia). Siin embargo, si dejamos de aplicar la presién
de seleccidn, los individuos susceptibless segregados a partir de los heterozigotos
presentes en la poblacién, llegaran a estaddo adulto, se reproducirdn y dejaran un mayor
nimero de descendientes (debida a su mmayor eficacia biolégica) aumentando asi la
frecuencia de homozigotos susceptibles (en la poblacién. En el caso de CrylAb la
restauracién de la resistencia se realizardi mas lentamente debido a que la resistencia
sigue una herencia de tipo recesivo. S3in embargo, en la seleccién con CrylAc
(resistencia codominante) vamos a tener - mayor niimero de individuos heterozigotos
en cada generacién por lo que en ausenciax de seleccién la reversion de la resistencia se
producird mas rdpidamente. Ademds, jpodremos encontrarnos con homozigotos
recesivos incluso cuando estemos realizanmado la seleccién.

Los estudios realizados hasta el mcomento sobre resistencia cruzadas y herencia
de la resistencia (McGaughey y Whalon, 11992; Tabashnik et al., 1994), han permitido
investigar acerca de las estrategias a seguuir para retrasar la aparicion de resistencias
Por ejemplo, se puede utilizar una combiinacién de toxinas de B.thuringiensis si cada
gen o genes de la resistencia confiere dicha resistencia s6lo a una o a pocas toxinas de
B.thuringiensis. La estrategia de los refugzios es la mas recomendada especialmente si
el tipo de herencia de la resistencia es receesiva. De ahi que el hecho de qye la mayoria
de estudios realizados hasta el momento ((Tabashnik et al., 1994; Ferré et al., 1995),
hayan mostrado que la herencia de la iresistencia a B. thuringiensis es parcial o
totalmente recesiva suponga una gran veentaja a la hora de utilizar B. thuringiensis
como insecticida bioldgico para el comtrol de plagas. Cualquier tendencia a la
restauracién de susceptibilidad a una tooxina durante la seleccién con otra toxina

podria incluso mejorar el éxito de la tictiica. Sin embargo, el niimero de toxinas que
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pueden ser efectivas contra cualquier cepa resistente podria ser bastante limitada, lo

cual supone la necesidad de usar B.thuringiensis juiciosamente.

5.- IMPORTANCIA DE LOS DIFERENTES DOMINIOS PRESENTES EN
LAS ICPs DE Bacillus thuringiensis EN LA DETERMINACION DE LA
TOXICIDAD.

El conocimiento de la relacién dominio-funcién en las proteinas cristalinas de
B. thuringiensis supone una gran ayuda a la hora de decidir cual de estas proteinas
conviene utillizar para prevenir, o al menos posponer, el desarrollo de resistencias en
poblaciones de insectos plaga. Este tipo de estudios pueden realizarse tanto sobre
toxinas mutantes (mediante deleccién o sustitucién de algiin aminoacido), como sobre
proteinas quimeras (mediante la sustitucién de una partre de la molécula por otra
homoéloga. La herramienta utilizada por la naturaleza in vivo para la obtencién de
toxinas quimeras es la recombinacién de los genes que traducen para ICPs. Pero esta
recombinacién también se ha realizado in vitro por diferentes grupos de investigacion.
La figura 29 muestra algunas de las toxinas quiméricas producidas por la empresa
CPRO-DLO y proporcionadas a nuestro laboratorio. El estudio toxicoldgico realizado
con éstas toxinas nos ha permitido establecer la relacion dominio-toxicidad en P.
xylostella.

Es tentador correlacionar regiones con baja homologia de secuencia con
diferentes especificidades insecticidas, y aquellas con alta homologia de secuencia con
actividades insecticidas solapadas de ahi que se hayan hecho comparaciones de
secuencias de aminoacidos entre diferentes ICPs. La comparacién de los tres los
dominios de la protefna (Fig 29) revela una limitada homologia entre CrylCa y
CrylEa, en el dominio II (aproximadamente del 50%) mientras que en los I y IIl la
homologia es del 68% y 86% respéctivamente. Esto estd en concordancia con la idea
de que el dominio II esta directamente relacionado con la unién a un receptor, como
sugiere Li et al., (1989) mediante la estructura tridimensional de Cry3A, jugando un
papel crucial en el espectro de actividad de las proteinas cristales (Ge et al., 1989; Ge

etal., 1991; Lee et al., 1992).
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Como cabria esperar de las referencias bibliograficas, los resultados obtenidos
en muestro estudio muestran que el dominio II est4d implicado en la especificidad de
Cry/1Ca en P. xylotella. El fragmento de F26, un hibrido compuesto por los dominios I
y Il de CrylC y el dominio Il de CrylEa es, al igual que CrylCa, altamente activa
conitra este insecto. Sin embargo, tanto CrylEa como G27, el hibrido complementario
de IF26, no eran eficaces contra larvas susceptibles de Plutella xylostella o sélo a altas
conicentraciones. Todos estos resultados indican que una toxina nueva obtenida, bien
por mutacién o por recombinacién artificial en el laboratorio, que contenga el dominio

II de 1a Cry1Ca, resultara t6xica frente a larvas susceptibles de P. xylostella

Dominio I Dominio II Dominio III

Cry1Ca CrylCa CrylEa F26

Cry 1Ea CrylEa CrylCa G27

Cry 1Ac CrylAc CrylAb CrylAb*
Cry1Ab CrylAb CrylCa HO4
CrylAc CrylAb CrylAb SAM2

Fig 28. ICPs quiméricas obtenidas mediante recombinacién y proporcionadas
por la empresa Warenninger.

Sin embargo, se conocen dos casos en los que proteinas no téxicas frente a
insectos, han sido capaces de unirse a las proteinas de sus membranas intestinales
(BBMYV). El primero es el de S. frugiperda frente a CrylAc, descrito por Garczynski
et al., (1991) y el segundo con S. exigua frente a CrylEa descrito por Bosch et al.,
1994).

Mediante experimentos de competencia entre 1251.Cy1Ca y F26 y G27 (datos
no publicados) hemos podido observar que F26 compartia el mismo lugar de unién a
membrana con CrylCa pero no ocurria lo mismo con G27. El hecho de que G27

posea el dominio II de Cy1Ea explica su no competencia por CrylCa. Masson et al.,
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(1995) observaron que la toxina CrylEa no unia al intestino de larvas de Plutella
xylostella tanto en poblaciones susceptible como resistentes y por tanto era esperable
encontrar el mismo resultado con G27.

En la bibliografia existente hasta ahora se han descrito casos en los que el
dominio III estd implicado en la especificidad de una ICP hacia un insecto, en
concreto, la toxina CrylCa frente a S.exigua y M. brassicae (Bosch et al., 1994). La
posible explicacién aportada por los autores es que, aunque el dominio II de CrylEa
puede unir a los membranas intestinales de S.exigua y M.brassicae, se necesita el
dominio III de la CrylCa para estabilizar el fragmento t6xico en el intestino de los
insectos.

El estudio de toxicidades realizado en larvas resistentes de P. xylostella ha
resultado de gran utilidad para descubrir la importancia de los distintos dominios en la
determinacién de la toxicidad y la resistencia. Los estudios se realizaron en larvas
resistentes de P. xylostella antes y después de su seleccion en el laboratorio con el
compuesto Myx-03604. La ICP analizada antes de la seleccion fue Cryl Ab*, que era
CrylAc pero con el dominio III de la CrylAb. El hecho de que la resistencia que
presentaba la poblacion fuera especifica para CrylAb, nos permitiria conocer la
importancia de la sustitucién en la ICP. Los andlisis de toxicidad mostraron que la
poblacién resistente resultaba susceptible a CrylAb*, por lo que se deducia que la
sustitucién del dominio III de la CrylAc por el de CrylAb no producia resistencias
cruzadas. El dominio II era quien determinaba la toxicidad frente a P.xylostella y en
este caso era el de CrylAc.

Tras la seleccion con Myx-03604, se querian analizar las nuevas ICPs, HO4 y
SAM?2. HO4 era CrylAb con el dominio III sustituido por CrylCa, mientras que
SAM2 era CrylAb con el dominio I sustituido por el de CrylAc. Mediante estos
andlisis se queria comprobar que los dominios I y IIl no determinaban la toxicidad. El
dato de HO4 mostré una resistencia cruzada para dicha toxina, no encontrandose pues
una toxicidad similar a la encontrada con CrylCa. Aunque este valor no excluia un
potencial papel del dominio I en la determinacién de la especificidad, se asume que el
dominio I ha sido implicado en la formacidn del poro (Grochulsi et al., 1995; Li et al.,
1991).

El estudio con la toxina SAM2 no se realizé ya que no nos iba a permitir

comprobar la posible accién del dominio II ya que con la seleccién, la poblacién pasé
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de presentar una resistencia especifica (a CrylAb) a una generalizada (frente a todas

las; CrylAs) no pudiéndose asignar a un dominio determinado la aparicion de la

resistencia frente a dicha proteina. La resistencia cruzada encontrada frente a H04 nos

coinfirm6 nuevamente que tanto por un cambio artificial, como la construccion de

toxcinas quiméricas, o natural como la mutacidbn o mutaciones se deben a una

alteracion entre la interaccion del dominio II de las ICPs con este insecto.
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Fig 29: Relaciones evolutivas entre toxinas de B.thuringiensis comparando las
secuencias primarias de las 50 toxinas completas. Entre paréntesis aparecen los

de GenBank de donde
obtenidas.(Thompson et al., 1995)

nameros clave la base de datos

fueron

CrylAb
CrylAc
Myx

101 EMRIQFNDMN SALTTAIPLF AVQNYQVPLL SVYVQAANLH LSVLRDVSVF 150
101 EMRIQFNDMN SALTTAIPLL AVQNYQVPLL SVYVQAANLH LSVLRDVSVF 150
101 EMRIQFNDMN SALTTAIPLL AVQNYQVPLL SVYVQAANLH LSVLRDVSVF 150

CrylAb
200
CrylAc
200
Myx
200

151 GQRWGFDAAT INSRYNDLTR LIGNYTDHAV RWYNTGLERV WGPDSRDWIR
151 GQRWGFDAAT INSRYNDLTR LIGNYTDYAV RWYNTGLERV WGPDSRDWVR

151 GQRWGFDAAT INSRYNDLTR LIGNYTDYAV RWYNTGLERV WGPDSRDWIR

CrylAb 201 YNQFRRELTL TVLDIVSLFP NYDSRTYPIR TVSQLTRIY TNPVLENFDG 250
CrylAc 201 YNQFRRELTL TVLDIVALFP NYDSRRYPIR TVSQLTRIY TNPVLENFDG 250
Myx 201 YNQFRRELTL TVLDIVALFP NYDSRRYPIR TVSQLTRIY TNPVLENFDG 250

CrylAb 251
CrylAc 251
Myx 251

S..FRGSAQG IEGSIRSPHL MDILNSITIY TDAHRGEYYW SGHQIMASPV 300
S..FRGSAQG IERSIRSPHL MDILNSITIY TDAHRGYYYW SGHQIMASPV 300
S..FRGSAQG IERSIRSPHL MDILNSITIY TDAHRGYYYW SGHQIMASPV 300

CrylAb 301
CrylAc 301
Myx 301

GFSGPEFTFP LYGTMGNAAP QQRIVAQLGQ GVYRTLSSTL YRR.PFNIGI 350
GFSGPEFTFP LYGTMGNAAP QQRIVAQLGQ GVYRTLSSTF YRR.PFNIGI 350
GFSGPEFTFP LYGTMGNAAP QQRIVAQLGQ GVYRTLSSTF YRR.PFNIGI 350

CrylAb 351
CrylAc: 351
Myx 351

NNQQLSVLDG TEFAYGT.SS NLPSAVYRKS GTVDSLDEIP PQNNNVPPRQ 400
NNQQLSVLDG TEFAYGT.SS NLPSAVYRKS GTVDSLDEIP PQNNNVPPRQ 400
NNQQLSVLDG TEFAYGT.SS NLPSAVYRKS GTVDSLDEIP PQNNNVPPRQ 400

CrylAb 401 GFSHRLSHVS MFRSGFSNSS VSIIRAPMFS WIHSANENN IIPSSQITQI 450

CrylAc: 401
Myx 401

CrylAb 451
CrylAc: 451
Myx 451

CrylAb 501
CrylAc: 501
Myx 501

CrylAb 551
CrylAc: 551
Myx 551

GFSHRLSHVS MFRSG. SSSS VSIIRAPMFS WIHSAEFNN ITASDSITQI 450
GFSHRLSHVS MFRSGFSSSS VSIIRAPMFS WIHSANFNN ITPSSQITQI 450

PLTKSTNLGS GTSVVKGPGF TGGDILRRTS PGQISTLRVN ITAPL 500
PAVKG.NFLF NGSVISGPGF TGGDLVRLNS SGNNIQNRGY IEVPIHFPST 500
PLTKSTNLGS GTSVVKGPGF TGGDILRRTS PGQISTLRVN ITAPL..... 500

SQRYRVRIRY ASTTNLQFHT SIHGRPINQG NFSATMSSGS NLQSGSFRHL 550
STRYRVRVRY ASVTPTHLNY NWGNSSIFNS TVPATATSLD NLQSGSFRHL 550
SQRYRVRIRY ASTTNLQFHT SIHGRPINQG NFSATMSSGS NLQSGSFRHL 550

GFTTPFNFSN GSSVFTLSAH VFNSGNEVYI DRIEFVPAEV TFEAEYDLER 600
ESANAFTSSL GNIV ... GVR NFSGTAGVII DRFEFIPVTA TLEAEYNLER 600
GFTTPFENFSN GSSVFTLSAH VFNSGNEVYI DRIEFVPAEV TFEAEYDLER 600

Fig 311:Alineacion de las toxinas CrylAb, CrylAc y del hibrido Myx-03604. Los
residuios cambiados se encuentran marcados en negro.
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Similares resultados obtuvo Tabashnik et al., (1996), en una poblacién resistente de P.
xylostella procedente de Hawaii en la que comprobd que la correlacién observada
entre lia resistencia cruzada y la similaridad entre ICPs, fue mayor para el dominio II
que para los dominios I y III. Consideraciones estructurales y resultados
experimentales con otros insectos (Lu et al., 1994; Masson et al., 1995; Smith et al.,
1990 y Wu., 1996) sugieren que las regiones de los bucles del dominio II estén
implic:ados en la unidn y en la especificidad.

El producto Myx-03604, al igual que HO4 y SAM2, se muestra muy efectivo
frente a la poblacién susceptible de P. xylostella. Myx-03604, utilizado para la
seleccién en BL2, es un compuesto formado artificialmente a partir de CrylAb y
CrylAc de manera que es la ICP CrylAb a la cual se le han sustituido algunos
residuos de CrylAc en los dominios I y II. Como puede observarse, las mayores
diferencias entre CrylAb y CrylAc se encuentran en el dominio II sin embargo, el
producto Myx-03604 no presenta en este dominio ningin residuo modificado.

La resistencia cruzada entre diferentes toxinas parece ser sélo atribuible a que
las toxinas comparte el lugar de unién a la membrana que ha sido modificado. Hasta

ahora no se ha descrito ningin caso de resistencia cruzada debida a una alteracién en

el proceso proteolitico.
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Las: conclusiones son las siguientes:
1.- 'Toxicidad de las ICP de B.thuringiensis frente a una poblacién susceptible de
P.xylostella.
1.1.- Las ICP CrylAb, CrylAc y CrylBa son las proteinas mas activas contra
P.xylostella, causando gran mortalidad. CrylAa, CrylCa y CrylFa resultan
menos eficaces, pero unicamente CrylEa resulta no ser toxica frente a este
insecto.
1.2.- Los formulados comerciales utilizados provocan una mortalidad inferior

a la esperada teniendo en cuenta la toxicidad encontrada en las proteinas puras que

componen el producto.

2.- Andlisis de la poblacién resistente procedente de Filipinas (R2) mediante su
estudio toxicolégico.

2.1.- La poblacién de Filipinas (R2) presenta resistencia especifica frente a la
ICP Cry1Ab y frente al producto Myx-03604.

2.2.- No presenta resistencia cruzada frente a Cry1Fa.

3.- Capacidad de Plutella xylostella porcedente de Filipinas (R1 y R2) para desarrollar
resistencias frente a Cry1Ab, Cry1Ba y Myx-03604.
3.1.- R1 ha perdido la variabilidad genetica necesaria para responder a las
\ selecciones con CrylAb y CrylBa debido a su larga permanencia en el
laboratorio.
3.2.- R2 presenta variabilidad genetica suficiente para responder rapidamente a
la seleccion tanto con Cryl1Ab como con myx-03604.
3.3.- No existe resistencia cruzada entre CrylAb y Cry1Ba.
 3.4.- Existe una minima resistencia cruzada entre las toxinas CrylA tras
seleccionar R2 con CrylAb embargo se observan altos valores de resistencia

cruzada entre las ICPs del grupo Cry1A y el producto comercial Myx-03604.
4.- Herencia de la resistencia de Plutella xylostella porcedente de Filipinas (R2) frente

a las ICPs del grupo CrylA (CrylAa, CrylAb, CrylAc) tras la seleccién con Myx-
03604.
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4.1.- La herencia de la resistencia sigue tres modelos diferentes en cada una de
las ICPs de tal manera que: la resistencia frente a CrylAa es un caracter
dominante, la resistencia frente a CrylAb es un caracter recesivo y la

resistencia a CrylAc es un caracter codominante.

5.- Modelo de receptores propuesto para Plutella xylostella.

5.1.- Las ICPs CrylAs (CrylAa, CrylAb, CrylAc) junto con CrylFa
comparten un lugar de unién a la membrana de insectos.

5.2.- La resistencia encontrada en la poblacién de Filipinas a CrylAb se debe a
un cambio menor en el lugar de unién a la membrana mientras que las
resistencias encontradas frente a CrylAa y Cryl Ac deben explicarse mediante
otros mecanismos (proteolisis, activacidn, etc).

5.3.- La resistencia encontrada para CrylAb y CrylAc en las poblaciones QA

(Hawaii) y EG (Pensilvania) se deben a la ausencia de unién a la membrana.
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