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RESUMEN

Bacillus thuringiensis es el insecticida biol6gico mas aplicado en el mundo y se utiliza para controlar diversos insectos
que afectan la agricultura, la actividad forestal y que transmiten patégenos humanos y animales. B. thuringiensis
constituyd durante las Gltimas décadas un tema de investigacion intensiva. Estos esfuerzos brindaron datos importan-
tes sobre las relaciones entre la estructura, el mecanismo de accién y la genética de sus proteinas cristalinas pestici-
das, y una visibn mas clara y coherente sobre estas relaciones ha emergido gracias a ellos. Otros estudios se
centraron en el rol ecoldgico de las proteinas cristalinas de B. thuringiensis, su funcionamiento en sistemas agricolas
y en otros sistemas naturales. Teniendo como base todo el conocimiento generado y las herramientas de la
biotecnologia, los investigadores estan ahora divulgando resultados prometedores sobre el desarrollo de toxinas mas
Gtiles, bacterias recombinantes, formulaciones nuevas y plantas transgénicas que expresan actividad pesticida, con
el objetivo de asegurar que estos productos sean utilizados con un mayor beneficio y eficacia. Este articulo constituye
una tentativa de integrar todos estos progresos recientes sobre el estudio de B. thuringiensis en un contexto de
control biolégico de plagas de insectos lepidopteros de importancia agricola.
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ABSTRACT

Bacillus thuringiensis : general aspects. An approach to its use in the biological control of lepidopteran insects
behaving as agricultural pests.  Bacillus thuringiensis is the most widely applied biological pesticide used to control
insects that affect agriculture and forestry and which transmit human and animal pathogens. During the past decades
B. thuringiensis has been the subject of intensive research. These efforts have yielded considerable data about the
relationships between the structure, mechanism of action, and genetics of their pesticidal crystal proteins. As a result,
a coherent picture of these relationships has emerged. Other studies have focused on the ecological role of the B.
thuringiensis crystal proteins and their performance in agricultural and other natural settings. With this knowledge as
background and the help of biotechnological tools, researchers are now reporting promising results in the development
of more useful toxins, recombinant bacteria, new formulations and transgenic plants that express pesticidal activity, in
order to assure that these products are utilized with the best efficiency and benefit. This article is an attempt to
integrate all these recent developments in the study of B. thuringiensis into a context of biological control of lepidopteran
insect pest of agricultural importance.

Key words: Bacillus thuringiensis, bioinsecticide, lepidopteran insect pest

INTRODUCCION

Hoy en dia existe una necesidad critica de contar con
herramientas seguras y efectivas para el control de pla-
gas, alternativas a los insecticidas quimicos. Esto esti-
mula considerablemente el interés en usar patégenos
como agentes de biocontrol. El patdgeno mas exitoso en
cumplir este objetivo, que ademéas mantiene potencial
para seguir desarrollandose, es la bacteria con cualida-
des insecticidas Bacillus thuringiensis. Esta posee una
toxicidad selectiva alta debido a su estrecho rango de

especificidad y gracias a ello genera en el ambiente un
impacto muy bajo.

Esta actualizacién es un intento de integrar los desa-
rrollos recientes de la biologia y la genética molecular en
el estudio de esta bacteria entomopatégena dentro de
un contexto de control biolégico de insectos lepidopteros
gue son plagas de cultivos de interés agronémico.

Algunas revisiones generales sobre este tema fueron
publicadas hace un tiempo atras en idioma inglés y so-
bre ellas basaremos parte de nuestra discusion (20, 107).
Sin embargo, creemos necesario retomar el tema tenien-
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do en cuenta resultados recientes y nuestras propias
observaciones.

CARACTERISTICAS GENERALES

Bacillus thuringiensis es un bacilo gram positivo, de
flagelacién peritrica, que mide de 3 a 5 um de largo por 1
a 1,2 umde ancho y que posee la caracteristica de desa-
rrollar esporas de resistencia elipsoidales que no provo-
can el hinchamiento del perfil bacilar (Figura 1) (49). Es
un microorganismo anaerobio facultativo, quimioor-
ganotrofo y con actividad de catalasa (117). Los distintos
aislamientos de B. thuringiensis presentan en general
caracteristicas bioquimicas comunes. Poseen la capaci-
dad de fermentar glucosa, fructosa, trealosa, maltosa y
ribosa, y de hidrolizar gelatina, almidon, glucégeno, escu-
lina y N-acetil-glucosamina. Sin embargo, la caracteristi-
ca principal de B. thuringiensis es que durante el proce-
so de esporulacién produce una inclusion parasporal for-
mada por uno o mas cuerpos cristalinos de naturaleza
proteica que son téxicos para distintos invertebrados,
especialmente larvas de insectos (Figura 1) (107). Estas
proteinas se llaman Cry (del inglés, Crystal) y constitu-
yen la base del insecticida biol6gico mas difundido a ni-
vel mundial.

SITUACION TAXONOMICA Y CLASIFICACION

B. thuringiensis pertenece a la familia Bacillaceae y
se ubica dentro del grupo 1 del género Bacillus; forma
parte del grupo de Bacillus cereus, el que incluye a B.
anthracis, B. cereus, B. mycoides, asi como también a
los mas recientemente descritos B. pseudomycoides (93)
y B. weihenstephanensis (77). Se encuentra estrecha-
mente relacionado con los dos primeros, de los que no
logra distinguirse por completo debido a que no existen
suficientes diferencias en sus caracteristicas morfologicas
y bioquimicas, por lo que la designacion de B. thurin-
giensis como especie ha estado sometida a discusion
(107). A pesar de esto, el Bergey's Manual of Determi-
native Bacteriology reconoce la individualidad de estas
especies basandose sobre todo en dos caracteristicas

Figura 1. Imagen de microscopia electrénica de transmision de
una cepa de B. thuringiensis en estado de esporangio. C: cristal
parasporal; E: espora. Barra, 0,5 pm.
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diferenciales: la presencia de la inclusién o cristal paras-
poral y sus propiedades insecticidas (117).

B. thuringiensis se clasifica en 84 serovares mediante
serologia del antigeno flagelar H (Tabla 1). Se trat6 de
establecer relaciones entre estos serovares y su activi-
dad insecticida o la presencia de algun tipo de cristal en
particular pero no se tuvo éxito, por lo que su significado
biolégico no esta claro. Por ejemplo, el serovar morrisoni
agrupa cepas gue son toxicas para lepidopteros, dipteros
y coledpteros; no todas las cepas de B. thuringiensis svar
aizawai son toxicas para Spodoptera littoralis (Lepi-
doptera). Existen, ademas, cepas de B. thuringiensis que
no pueden clasificarse utilizando esta metodologia, ya
gue no pueden formar flagelos. Todas estas cepas se
agruparon en un serovar, actualmente desaparecido de
la literatura (76).

CRISTALES PARASPORALES

Desde el instante en el que ocurre el englobamiento
de la pre-espora hasta su maduracion, en simultaneidad
con la formacién de la espora, tiene lugar en B. thu-
ringiensis la sintesis de uno o varios cristales paras-
porales, que pueden representar hasta un 30% del peso
seco del esporangio (18). Estos cristales pueden presen-
tar distintas morfologias y pueden clasificarse en bipi-
ramidales, cubicos, cuadrados aplanados, esféricos y
otras formas atipicas menos frecuentes (69).

Se logré en muchos casos establecer asociaciones
entre la morfologia del cristal, sus proteinas Cry constitu-
yentes, el peso molecular de éstas y su espectro de acti-
vidad insecticida (Tabla 2) (83). Sin embargo, existen tra-
bajos en los que se describieron cristales parasporales
gue, a pesar de tener morfologias asociadas a una toxi-
cidad especifica, no parecen poseer actividad insectici-
da alguna (6, 83).

Los cristales de B. thuringiensis pueden ser degrada-
dos por la accién de los microorganismos del suelo (134)
y, al igual que sus esporas, también pueden ser inac-
tivados por la accion de la luz ultravioleta (81, 97).

El cristal parasporal se ubica en el interior del espo-
rangio y, por lo general, fuera del exosporio de la espora,
y ambos son finalmente liberados tras la lisis celular.
Existen algunos casos donde se describieron cristales
dentro del exosporio, por lo que estos continGan junto a
las esporas tras la lisis (61, 83). En otro caso muy atipi-
co, se pudo observar que los cristales se forman fuera
del exosporio, pero ambos permanecen indefinidamente
dentro de un esporangio que no se lisa, preservandolos
de una rapida degradacion (Figura 2) (104).

Cada cuerpo de inclusion cristalino puede estar cons-
tituido por proteinas Cry de una o varias clases (62, 87)
gue se agrupan entre si mediante puentes disulfuro (73).
La estabilidad de estas uniones condiciona el pH de
solubilizacién del cristal (ver “Mecanismo de accion”).
Particularmente en el caso de los cristales bipiramidales,
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Tabla 1. Clasificaciéon de B. thuringiensis de acuerdo con el antigeno H.

Antigeno H Serovar Antigeno H Serovar Antigeno H Serovar

1 thuringiensis 19 tochigiensis 44 higo

2 finitimus 20a, 20b yunnanensis 45 roskildiensis
3a, 3c alesti 20a, 20c pondicheriensis 46 chanpaisis

3a, 3b, 3¢ kurstaki 21 colmeri 47 wratislaviensis
3a, 3d sumiyoshiensis 22 shandongiensis 48 balearica

3a, 3d, 3e fukuokaensis 23 Jjaponensis 49 muju

4a, 4b sotto 24a, 24b neoleonensis 50 navarrensis
4a, 4c kenyae 24a, 24c novosibirsk 51 Xiaguangiensis
5a, 5b galleriae 25 coreanensis 52 kim

5a, 5c canadensis 26 silo 53 asturiensis

6 entomocidus 27 mexicanensis 54 poloniensis

7 aizawai 28a, 28b monterrey 55 palmanyolensis
8a, 8b morrisoni 28a, 28c jegathesan 56 rongseni

8a, 8c ostriniae 29 amagiensis 57 pirenaica

8a, 8d nigeriensis 30 medellin 58 argentinensis
9 tolworthi 31 toguchini 59 iberica

10a, 10b darmstadiensis 32 cameroun 60 pingluonsis
10a, 10c londrina 33 leesis 61 sylvestriensis
11a, 11b toumanoffi 34 konkukian 62 zhaodongensis
11a, 11c kyushuesis 35 seoulensis 63 bolivia

12 thompsoni 36 malaysiensis 64 azorensis

13 pakistani 37 andaluciensis 65 pulsiensis

14 israelensis 38 oswaldocruzi 66 graciosensis
15 dakota 39 brasiliensis 67 vazensis

16 indiana 40 huazhongensis 68 thailandensis
17 tohokuensis 41 sooncheon 69 pahangi

18a, 18b kumamotoensis 42 jinhongiensis 70 sinensis

18a, 18c yosoo 43 guiyangiensis 71 Jordanica

Tabla 2. Asociaciones entre los principales tipos de cristales de B. thuringiensis, proteinas Cry y su espectro

de actividad insecticida.

Tipo de cristal Grupo Peso molecular (kDa) Toxicidad
Bipiramidal Cryl 130 Lepidopteros

Cubico Cry2 65 Lepidoépteros y Dipteros
Cuadrado aplanado  Cry3 72 Coledpteros

Esférico Cry4A, Cry4B, Cryl0 y Cryll 135, 128, 78, 72 Dipteros

cuando estos puentes estan distorsionados, estos crista-
les son solubles a pH mayor de 9,5; mientras que si per-
manecen en su estado més estable necesitan un pH su-
perior a 12 para lograrlo (84).

MECANISMO DE ACCION

El mecanismo de accién de las proteinas Cry se des-
cribié principalmente en lepidépteros como un proceso
de mudltiples etapas. Los cristales de B. thuringiensis son
ingeridos y luego solubilizados en el intestino medio del

insecto, tras lo cual se liberan las proteinas cristalinas en
forma de protoxinas. Estas no produciran el dafo per se,
sino que deberan ser procesadas por proteasas intesti-
nales para generar las toxinas activas que llevaran a la
muerte de la larva (14). Bajo su forma monomeérica, las
toxinas atraviesan la membrana peritréfica y se unen de
forma univalente a la caderina, con gran afinidad en la
cara apical de la membrana epitelial (14, 50). Luego, de
acuerdo con estudios realizados en cultivos de células
de insectos, se inicia una cascada de sefializacion de-
pendiente del ion magnesio que seria responsable de la
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muerte celular (138). Ademas, el inicio de esa cascada
de sefializacion estimula la exocitosis de caderina desde
vesiculas intracelulares hacia la membrana apical de la
célula y aumenta el nimero de receptores; por ende, re-
cluta un nimero mayor de toxinas libres que amplifica-
rian la sefial inicial (139). Por otro lado, con base en ex-
perimentos in vitroy bioensayos, se propone que la unién
de los monémeros a caderina facilita el clivaje proteolitico
sobre el extremo N-terminal de la toxina (46, 64). Este
ultimo clivaje induce el ensamble de los monémeros y se
establece una forma oligomérica pre-poro. Esta estruc-

Figura 2. Imagen de microscopia electrénica de transmision de
una cepa atipica de B. thuringiensis que permanece ininterrum-
pidamente en forma de esporangio. A: espora; B: cristal ovoide;
C: borde del esporangio que no se lisa. Sauka y Benintende
(104). Barra, 1 pm.
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tura incrementa la afinidad por un receptor secundario
como puede ser la aminopeptidasa N o la fosfatasa
alcalina (14, 67). Por ultimo, la unién a ese segundo re-
ceptor facilita la formacién de un poro en el epitelio del
intestino medio, esto provoca un desequilibrio osmético
y la consecuente lisis celular (Figura 3) (14). El tejido intes-
tinal resulta dafiado gravemente, lo que impide la asimila-
cion y retencion de compuestos vitales para la larva y lle-
va a la muerte del insecto. La muerte puede acelerarse al
germinar las esporas y proliferar las células vegetativas
en el hemocele del insecto (32, 107). Broderick et al. (16)
descartaron estas posibilidades y demostraron que la mor-
talidad inducida por B. thuringiensis dependeria en esen-
cia de ciertas bacterias entéricas que son parte de la
microbiota normal del intestino del insecto susceptible, ya
gue solo B. thuringiensis no seria suficiente. Estas bacte-
rias serian responsables de causar la septicemia en el in-
secto luego de que B. thuringiensis les permite alcanzar el
hemocele tras dafar el epitelio intestinal.

GENES CODIFICANTES DE PROTEINAS
INSECTICIDAS Cry

Existen 376 genes cry distintos que se clasificaron
sobre la base de su similitud de secuencias en 54 grupos
divididos en diferentes clases y subclases (25, 26). Una
lista actualizada de todos estos genes cry, cuyo nimero
aumenta dia a dia, se encuentra disponible con acceso
libre en Internet (26).

Los genes cry poseen una secuencia codificante de
entre 1900 pares de bases (pb) (cry2Ab) y unos 3600 pb

Proteina Cry
activada

= caderina==" —

A | “u;l-
{Execitosis 22 o
| caderina W,
‘ | w
#-' " Muerte celular
-
-

LUMEN
INTESTIMG BMEDID

Muerte celular

Figura 3. Mecanismo de accién de proteinas Cry en insectos lepidépteros. 1) Unién de la toxina a caderina y
clivaje desde su extremo C-terminal para generar la forma monomeérica activa; 2a) inicio de la cascada de sefiali-
zacion dependiente de Mg?*, estimulacion de exocitosis de caderina desde vesiculas intracelulares hacia la mem-
brana apical y consiguiente muerte celular; 2b) formacion de la estructura oligomérica pre-poro; 3) unién del
oligébmero a la aminopeptidasa N (APN) y/o fosfatasa alcalina (ALP) y migracién a zonas especificas de la mem-
brana; 4) formacioén del poro; 5) desequilibrio osmético y consiguiente muerte celular. Adaptado de Bravo et al.

(15) y Zhang et al. (138).
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(crylAa, crylAb, crylAc, etc.) (25). Las proteinas que
codifican presentan una identidad aminoacidica que pue-
de variar desde mas de un 90% hasta menos de un 20%,
y el intervalo de masas moleculares oscila entre 50 y 140
kDa. Méas adelante se discutird en detalle sobre las ca-
racteristicas generales y especificas de estas proteinas.

Las cepas de B. thuringiensis pueden portar un Unico
gen cry, como por ejemplo B. thuringiensis svar. kurstaki
HD-73, que posee solamente un gen crylAc (48), o bien
presentar perfiles génicos muy complejos, con hasta ocho
genes cry diferentes (2, 7, 15, 65, 100, 125, 129).

En general, es posible correlacionar el tipo de gen cry
presente en una determinada cepa o aislamiento con su
actividad insecticida. Por lo tanto, la identificacion del
contenido génico cry de una cepa de B. thuringiensis
puede utilizarse para efectuar dicha prediccion (96).

Existe la idea generalizada de que los genes cry siem-
pre se localizan en plasmidos de peso molecular eleva-
do que se replican mediante un mecanismo especifico
conocido como de tipo “theta” (5). A pesar de esto, un
reporte reciente informa la deteccion de un gen cryen un
plasmido de bajo peso molecular que se replica median-
te un mecanismo de circulo rodante (82). También se
informé la existencia de genes cry insertados en el
cromosoma de B. thuringiensis (71, 72, 101).

Genes cry que codifican proteinas toxicas para
insectos lepiddpteros

Genes cryl

Los genes cryl codifican proteinas de aproximada-
mente 130 kDa que se agrupan durante la esporulacion
en inclusiones cristalinas bipiramidales. Como ya fue
mencionado, estas proteinas son sintetizadas como
protoxinas que se solubilizan en las condiciones alcalinas
del intestino medio del insecto y se activan por protedlisis
en toxinas —en este caso de aproximadamente 65 kDa—
mediante proteasas asociadas al cristal o al intestino
medio de la larva. Esta activacion proteolitica puede ser
llevada a cabo in vitro utilizando una gran variedad de
proteasas (135).

La gran mayoria de los genes cry que se conocen
pertenecen al grupo cryl, y estos son sin duda los mas
estudiados. Se han informado hasta hoy 150 genes cry1
distintos, los que han sido clasificados en 12 clases (A a
L) (26). Estos genes fueron los primeros en ser caracte-
rizados (109), asi como también en ser modificados
genéticamente (92). Hace poco, nuestro grupo publico
una estrategia nueva para la amplificacion y secuen-
ciacion de genes crylA en forma completa; en esa co-
municacion se detalla una lista de cebadores que fueron
disefiados para tal fin (103). Se lograron identificar dos
genes crylA a partir de un aislamiento nativo de B.
thuringiensis como fruto de este trabajo, que fueron acep-
tados por el Bt Pesticidal Crystal Protein Nomenclature
Committee como variantes naturales nuevas (26, 103).

Revista Argentina de Microbiologia (2008) 40: 124-140

La frecuencia de deteccion de los distintos genes cry1
varia en forma marcada. Algunos genes, como los crylA,
se detectan con més frecuencia que otros —de hecho, se
han presentado en mas de la mitad de las cepas analiza-
das—; mientras que otros como los crylH, crylK o los
cryll son muy raros. Luego de los de la clase cry1A, los
genes mas comunes de encontrar son los de las clases
crylCy crylD. En cambio, los genes cry1B, crylE, crylF
y crylG se detectan con una frecuencia menor, a pesar
de existir excepciones (7, 15, 22, 125). Un ejemplo de
ello es la importante presencia de genes crylE en una
coleccion china de B. thuringiensis (59). También se en-
contr6 una presencia elevada (30% de los aislamientos),
pero de genes crylB, en otro estudio de tamizaje (23).
Los genes cryl/ son otra clase bastante comuan de hallar.
Mediante diversas técnicas de biologia molecular se con-
firmé la amplia distribucion de estos genes en cepas de
B. thuringiensis (106, 113). Esta clase de genes cry1 pre-
senta una serie de caracteristicas distintivas con respec-
to al resto de los miembros de este grupo. Se sugirio la
naturaleza criptica de estos genes, ya que a sus protei-
nas no se las encontr6 formando parte de los cristales
parasporales (43, 120). Los genes cryll estan localiza-
dos generalmente 500 pb “corriente abajo” de los genes
crylA, y se cree gque no se expresan debido a la ausen-
cia de una region promotora (113, 120). Otro grupo co-
munico que estos genes se expresan y secretan en una
fase temprana de la esporulacién (74). El clonado y la
expresion de esta clase de genes en Escherichia coli re-
velé que codifican proteinas de 81 kDa, sélo toxicas para
larvas de lepidépteros (29, 43, 113). Sin embargo, Tailor
et al. ya habian informado con anterioridad (120) que
estas poseian una toxicidad dual para larvas de lepi-
dopteros y coledpteros. En la actualidad existen otros tra-
bajos que verifican esa actividad insecticida dual (52, 86,
99), por lo que serian necesarios mas estudios para dilu-
cidar esta cuestion.

En estudios de distribucion de genes cry se reveld la
existencia de distintas asociaciones que involucran genes
cryl en una misma cepa de B. thuringiensis. Es muy co-
mun que se encuentren genes cryl/cuando otro gen cryl
esta presente, y esto seria consistente con la ubicacion
fisica de los genes cryll/en el genomade B. thuringiensis
préoximos a otros genes cryl (129). Recientemente se
hall6 que esta asociacion tan fuerte entre ambas clases
de genes cry1 se debe sobre todo a la relacion entre los
genes crylAa, crylAbylo crylAc con cryllaen especial
(102). Otra combinacion frecuente de encontrar es la de
los genes cryl1Cy crylD (15, 28, 125, 129). La asocia-
cién entre estos dos genes puede ser explicada por su
ubicacion en el mismo replicon en una cepa de B.
thuringiensis svar. aizawal, en la que ambos genes es-
tan separados por tan s6lo 3 kb (101). Sin embargo, la
combinacion mas frecuentemente detectada es la de
genes crylAa, crylAby crylAc, ya sea los tres juntos o
de a pares (7, 15, 22, 56, 65, 70, 102, 125). Estos tres
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genes cryl forman parte de B. thuringiensis svar. kurstaki
HD-1; crylAay crylAc se localizan juntos en un plasmido
de 110 MDay cry1Abdentro de otro mas pequefio e ines-
table de 44 MDa (21).

Genes cry2

Los genes del grupo cry2 poseen marcos de lectura
abiertos (orf; del inglés, open reading frames) de unas
1900 pb, ya que carecen del gran fragmento C-terminal
presente en otros genes cry. Estos codifican proteinas
de 65 kDa que se agrupan en inclusiones cuboidales.
Los genes cry2 estan presentes en cepas de distintos
serovares: B. thuringiensis svar. kurstaki HD-1, B. thu-
ringiensis svar. thuringiensis Berliner, B. thuringiensis
svar. kenyae, B. thuringiensis svar. tolworthi, etc. Las pro-
teinas codificadas por estos genes fueron previamente
designadas como proteinas P2, en oposicion a las inclu-
siones cristalinas P1 de 130 kDa presentes en las mis-
mas cepas (58). Existen descriptos en la actualidad 43
genes cry2 distintos clasificados en solo una clase (A)
(26).

Los genes cry2Aa tendrian la peculiaridad de estar
ubicados en la region mas distal de un operén del cual
formarian parte. Este consistiria de tres marcos abiertos
de lectura (orfl1, orf2y cry2Aa) (58). La proteina Cry2Aa
requiere de la proteina que corresponde al segundo gen
de este operdn (Orf2) para la formacién del cristal. Esta
Ultima se encontraria ausente en el cristal, a pesar de
ser indispensable para su formacién (24). Por otro lado,
no esté claro si los productos del orfl1 y de cry2Ab esta-
rian presentes en el cristal. Los cristales de algunas de
las cepas que contienen cry2Ab presentan poca o nada
de la correspondiente proteina (30, 87). Si se inserta a
este gen tras un promotor fuerte se alcanza un nivel ele-
vado de expresion, lo que indicaria que la expresion de-
ficiente de cry2Ab es resultado de un promotor débil.

Los genes cry2también se encuentran de manera fre-
cuente en B. thuringiensis (105), sobre todo entre aque-
llas cepas que poseen genes cryl (7, 102, 125). Es muy
comun que se encuentren los genes cry2Aa 'y cry2Ab
simultaneamente o el gen cry2Ab solo, pero no el cry2Aa
en forma aislada (7, 105). Sélo existe un trabajo donde
se describi6 el hallazgo atipico de un aislamiento de B.
thuringiensis con sélo el gen cry2Aa (105).

Genes cry9

Los genes cry9 son de los menos estudiados entre
aquellos que codifican proteinas toxicas para lepidop-
teros. No obstante, son considerados herramientas muy
promisorias para el control eficiente y el manejo de la
resistencia de muchas especies de lepidopteros que son
importantes desde el punto de vista agronémico (63, 90,
127). Existen actualmente 15 genes cry9 distintos clasifi-
cados en 5 clases (A, B, C, Dy E) (26), que codifican
para protoxinas de 130 kDa. Estas proteinas producidas
por los genes de las clases cry9A, cry9B, cry9Cy cry9E
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se agruparian en inclusiones cristalinas bipiramidales. Por
otra parte, los genes cry9D lo harian dentro de inclusio-
nes esféricas que no presentarian ninguna relacién con
las inclusiones bipiramidales y cuboidales tipicas de ce-
pas de B. thuringiensis toxicas para lepidopteros (132,
133). La subclase cry9Aa (antes denominada crylg) fue
el primer gen de este grupo en ser descubierto a partir
de una cepa de B. thuringiensis svar. galleriae (116). Pos-
teriormente, el gen criptico cry9Ba (antes denominado
cryX) se informé “corriente arriba” de cry9Aa (112). La
falta de un coddn de iniciacion en su secuencia nu-
cleotidica le brindaria su naturaleza criptica, por lo cual
no podria expresarse in vivo (112).

Si bien se sabe que los genes cryly cry2 tienden a
hallarse juntos en B. thuringiensis, no existiria una aso-
ciacion clara entre ellos y los genes cry9 (102).

Genes cryl5

Este grupo esta formado por s6lo un integrante que
es el gen cryl5Aa (26). Este gen codifica para una
protoxina de aproximadamente 40 kDa que se agrupa
en una inclusién cristalina cuboidal, la cual resulta toxica
para Manduca sexta (17). Es muy poca la informacion
disponible acerca de este grupo. Pareceria ser que su
presencia se restringe so6lo a cepas de B. thuringiensis
svar. thompsoni (17, 35).

OTROS FACTORES DE VIRULENCIA
PRODUCIDOS POR B. THURINGIENSIS

Ademas de las proteinas Cry, B. thuringiensis posee
otros factores de virulencia que le permitirian sobrevivir y
multiplicarse dentro del huésped, evadir su sistema in-
mune y producir septicemia. Algunos de estos factores
de virulencia, como fosfolipasas (111), enterotoxinas
(111), B-exotoxinas (37), y quitinasas (3, 4, 122), no tie-
nen especificidad por el orden de insectos que afectan y
se encuentran ampliamente distribuidos dentro de los
distintos serovares de B. thuringiensis y otros miembros
del grupo B. cereus (55). Por otro lado, algunos B.
thuringiensis poseen otros factores de virulencia que si
tienen especificidad por el orden de insectos que afec-
tan. Tal es el caso de las proteinas Cyt que se encuen-
tran formando parte principalmente de los cristales de
cepas mosquitocidas de B. thuringiensis (ej. svar.
israelensis, kyushuensis, darmstadiensis, medellin, etc.),
aunque también se pueden llegar a encontrar rara vez
en alguna cepa téxica para lepidépteros (ej. svar.
morrisoni HD-12) (53, 54, 66). Estas proteinas son
hemoliticas y citoliticas in vitroy son especialmente toxi-
cas para larvas de dipteros in vivo (54). Otro caso de
factores de virulencia que tienen especificidad por el or-
den de insectos que afecta lo constituye el grupo de pro-
teinas llamado Vip (vegetative insecticidal proteins). Las
Vip son proteinas insecticidas no relacionadas con las
Cry que no forman inclusiones cristalinas y que se



130

secretan al medio durante el crecimiento vegetativo de
la bacteria (36). Incluyen la toxina binaria Vipl y Vip2
con especificidad para coledpteros y la toxina Vip3 con
especificidad para lepidopteros (36, 130, 131). Existen
en la actualidad 40 genes vip3 distintos clasificados en 2
clases (A y B), que codifican para proteinas de aproxi-
madamente 88 kDa (26, 36). Si bien las Vip3 comparti-
rian algunas etapas en el modo de accion con las Cry,
utilizarian distintos receptores (78). Otras proteinas lla-
madas Sip (secreted insecticidal proteins) fueron recien-
temente descritas, pero muy poco se conoce de ellas (34).
Solo se conoce un miembro de este grupo: la proteina
SiplA, que también es producida y secretada por B.
thuringiensis durante su etapa de crecimiento vegeta-
tivo y que posee propiedades insecticidas para coledp-
teros (34).

ESTRUCTURA DE LAS PROTEINAS Cry

Las estructuras tridimensionales de las proteinas
CrylAa y CrylAc (téxicas para lepidopteros), Cry3Aa y
Cry3Bb (t6xicas para coledpteros), Cry2Aa (toxicidad dual
para lepiddpteros y dipteros), y Cry4Aa y Cry4Ba (toxi-
cas para dipteros) fueron dilucidadas a través de cris-
talografia de rayos X (9, 10, 31, 39, 51, 79, 80, 91). Las
estructuras de estas proteinas muestran, a pesar de po-
seer distinto espectro de accion, una topologia comin
compuesta por 3 dominios. En general, el dominio | de
estas proteinas Cry esta formado por 7 estructuras a-hé-
lice, donde una hélice central esta rodeada por las otras
6. Este dominio participaria en la formacion del poro en
la membrana de las células intestinales del insecto sus-
ceptible (ver “Mecanismo de accién”) (79, 95, 110). El
dominio Il esta formado por 3 laminas de estructura 3 en
antiparalelo y participaria en la interaccion con el recep-
tor, por lo que seria determinante en la especificidad (41,
45,57, 79, 98, 108, 114). El dominio Ill es un B-sandwich
en antiparalelo que pareceria ser importante para la es-
tabilidad de la toxina (79, 88), como asi también para su
especificidad (19, 33, 45, 57, 80) y en la modulacion de
la actividad de canales i6nicos en el intestino medio de
los insectos susceptibles (27, 137).

La estructura primaria de las proteinas Cry presenta
en general 5 bloques conservados que originalmente fue-
ron descritos por Hofte y Whiteley (58) entre las protei-
nas Cry conocidas por entonces. Estas observaciones
fueron mas tarde confirmadas por Schnepf et al. (107)
en la gran mayoria de las proteinas Cry (Figura 4). Estos
5 bloques conservados estan localizados en regiones
importantes dentro de la estructura tridimensional, ya que
corresponden a regiones internas de los dominios o limi-
trofes entre ellos. El bloque 1 esta constituido por la a-
hélice central del dominio I; el limite entre los dominios |
y Il constituye el bloque 2; el bloque 3 abarca la Ultima
lamina B del dominio Il'y la primera del lll. Los bloques 4
y 5 corresponden a las laminas (3 centrales del dominio
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Figura 4. Posiciones de los distintos bloques conservados entre
las proteinas Cry. Los blogues conservados se representan en
color negro, mientras que aquellos de color gris indican una si-
militud un poco més baja con respecto a la secuencia consenso.
Adaptado de Schnepf et al. (107).

Il (51, 79). La localizacion estratégica de estas regiones
sugiere que por lo menos las proteinas Cry de B.
thuringiensis que las contienen pueden tener un plega-
miento similar y, por lo tanto, un mecanismo de accion
semejante.

Proteinas Cry y Vip toxicas para insectos
lepidopteros

Las proteinas de la clase Cryly las Vip3 son las con-
sideradas tradicionalmente toxicas para las larvas del
orden Lepidoptera. Las diferencias aminoacidicas que
presentan se traducen cominmente en variaciones de
toxicidad y especificidad (8, 124). En general, las protei-
nas Cry y Vip muestran espectros de actividad reducidos
y muchas veces acotados a unas cuantas especies de
insectos pertenecientes a un mismo orden. No obstante,
la toxicidad de las proteinas Cryl no se restringe sélo a
los lepidopteros. Por ejemplo, las proteinas CrylBa y
Crylla demostraron poseer también toxicidad para
coledpteros (12, 52, 86, 99, 120) y la proteina CrylCa
para dipteros (115). Sucede algo similar con la proteina
Cry2Aa, que es toxica para dipteros también (136). En la
Tabla 3 se presentan en forma detallada las proteinas
Cry y Vip téxicas para lepidépteros, como asi también
las familias y especies de insectos susceptibles.

BIOINSECTICIDAS A BASE DE
B. THURINGIENSIS

Los bioinsecticidas desarrollados en los inicios y mu-
chos otros usados en la actualidad incluyen en su for-
mulacion como ingrediente activo una mezcla de crista-
lesy esporas de B. thuringiensis. Estos productos tienen
como limitacién que presentan una especificidad restrin-
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Tabla 3. Toxicidad de proteinas Cry y Vip para insectos lepiddpteros.

Familia Especie susceptible Proteinas toxicas
Arctiidae Hyphantria cunea CrylAa
Spilosoma virginica CrylAc
Bombycidae Bombyx mori CrylAa, CrylAb, CrylAc, CrylDa, CrylDb, CrylEa, CrylFa, Crylla,
Cry2Aa, Cry9Ca, Cry9Ec, Vip3Aa
Crambidae Diatraea grandiosella CrylAb, CrylAc, CrylCa
Diatraea saccharalis CrylAa, CrylAb
Marasmia patnalis CrylAa, CrylAb, CrylAc, Cry2Aa
Danainae Danaus plexippus Cry1lAb, CrylAc, Cry9Ca
Gelechiidae Pectinophora gossypiella CrylAa, CrylAb, CrylAc, CrylBb, CryCa, CrylDa, CrylJa, Cry2Aa,

Geometridae

Gracillariidae

Hepialidae

Lasiocampidae

Lycaenidae

Lymantriidae

Noctuidae

Pieridae

Phthorimaea operculella
Tecia solanivora

Lambida fiscellaria

Conopomorpha cramerella

Wiseana cervinata
Wiseana copularis
Wiseana jocosa

Malacosoma disstria

Cacyreus marshalli

Lymantria dispar

Orgyia leucostigma

Actebia fennica
Agrotis ipsilon

Agrotis segetum
Anticarsia gemmatalis
Busseola fusca
Earias vitella
Helicoverpa armigera

Helicoverpa punctigera
Helicoverpa zea

Heliothis virescens

Mamestra brassicae
Mamestra configurata
Pseudoplusia includens
Rachiplusia nu
Sesamia calamistis
Sesamia nonagrioides
Spodoptera exempta
Spodoptera exigua

Spodoptera frugiperda
Spodoptera littoralis

Spodoptera litura
Trichoplusia ni

Artogeia rapae
Pieris brassicae

Cry2Ab, Cry9Ca
CrylAc, Cry2Aa, Cry9Aa, Vip3Aa
CrylAc

CrylDa

CrylAa, CrylAb, CrylAc, CrylBa, CrylCa, CrylCb, CrylDd, CrylEa,
CrylFa, Crylla

CrylBa
CrylBa
CrylBa

CrylAa, CrylAb, CrylAc, CrylBa, CrylCa, CrylDa, CrylEa

CrylAa, CrylAb, CrylAc, CrylBa, CrylCa, CrylDa, CrylEa, CrylFa,
CrylJa, Cry2Aa, Cry9Ca

CrylAa, CrylAb, CrylAc, CrylBa, CrylBb, CrylCa, CrylDa, CrylJa,
Cry2Aa, Cry2Ab
CrylAa, CrylAb, CrylAc, CrylCa, CrylDa

Cry2Aa

CrylGc, CrylJc, Cry9Ca, Vip3Aa

CrylAc, Cry9Ca

CrylAc, Cry2Aa

CrylAb, CrylAc, Cry2Aa

CrylAa, CrylAb, CrylAc, Vip3Aa

CrylAa, CrylAb, CrylAc, CrylFa, Crylla, Cry2Aa, Cry2Ab, Cry2Ac,
Cry9Aa

CrylAb, CrylAc, CrylFa, Cry2Aa, Cry2Ab, Cry9Aa

CrylAa, CrylAb, CrylAc, CrylBe, Cryllf, CrylJa, CrylJc, Cry2Aa,

Cry2Ab, Cry2Ae, Cry9Aa, Vip3Aa, Vip3Ac

CrylAa, CrylAb, CrylAc, CrylAe, CrylBe, CrylCa, CrylFa, Cryllf,

CrylJa, CrylJc, Cry2Aa, Cry2Ab, Cry2Ac, Cry2Ae, Cry9A, Cry9Ca, Vip3Aa

CrylAa, CrylAb, CrylAc, Cry9Ca

CrylAb

CrylAa, CrylAb, CrylAc, CrylBa, CrylBb, CrylJb, Cry2Aa

CrylAc

Cry1Ab, CrylAc, Cry2Aa

CrylAa, CrylAb, CrylAc, CrylBa, CrylCa, CrylDa, CrylFa, Cry2Aa
CrylCa, CrylEa

Cry1lAb, CrylAd, CrylBe, CrylCa, CrylDa, CrylFa, Cryllf, CrylJa,
Cry2Ac, Cry9Ca, Vip3Aa

CrylBb, Cry1Be, CrylCa, CrylDa, CrylFa, Cryllf, CrylJa, Cry2Aa,
Vip3Aa, Vip3Ac

CrylCa, CrylEa, CrylFa, Cry9Ca

CrylDb, Crylla, Cry2Aa, Vip3Aa

CrylAa, CrylAb, CrylAc, CrylAd, CrylAe, CrylBa, CrylBb, CrylBd,
CrylBe, Cry1Bf, CrylCa, Cryl1Cb, CrylEa, CrylEb, CrylFa, CrylGc,
Cryllf, CrylJb, Cry2Aa, Cry2Ab, Cry2Ac, Cry2Ae, Cry9Aa, Cry9Ca

CrylBa, Crylla, CrylKa
CrylAa, CrylAb, CrylAc, CrylBa, CrylCa, Cry2Ab
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Tabla 3. Continuacion
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Familia Especie susceptible Proteinas toxicas
Plutellidae Plutella xylostella CrylAa, CrylAb, CrylAc, CrylAd, CrylBa, Cry1Bb, CrylBd, CrylBe,
Cry1Bf, CrylCa, CrylDa, CrylEa, CrylEb, CrylFa, CrylGb, CrylGc,
Crylla, Cryllb, Crylld, Crylle, Cryllf, CrylJa, CrylJc, Cry9Aa, Cry9Ca,
Cry9Ec, Vip3Aa
Pyralidae Chilo partellus Vip3Aa
Chilo suppressalis CrylAa, CrylAb, CrylAc, CrylBa, CrylCa, Cry2Aa, Cry9Ca
Cnaphalocrocis medinalis  CrylAa, CrylAb, CrylAc, Cry2Aa
Elasmopalpus lignosellus ~ Cry2Aa
Eldana saccarina Cry1Ab, CrylAc, Cry2Aa
Ephestia kuehniella CrylAc, Cry2Aa, Vip3Aa
Galleria mellonella Cry9Aa
Maruca vitrata CrylAa, CrylAb, CrylCa, Cry2Aa
Plodia interpunctella CrylAb, CrylCa, Cry2Aa, Cry9Ec
Ostrinia furnacalis Crylle
Ostrinia nubilalis CrylAa, CrylAb, CrylAc, CrylBa, CrylBb, CrylBe, Cry1Bf, CrylFa,
CrylGc, Crylla, Cryllf, CrylJa, Cry1lJb, CrylJc, Cry2Aa, Cry2Ab, Cry2Ac,
Cry2Ae, Cry9Aa, Cry9Ca
Sciropophaga incertulas CrylAa, CrylAc, CrylCa, Cry2Aa
Tryporyza incertulas Cry2Aa
Sphingidae Manduca sexta CrylAa, CrylAb, CrylAc, CrylBa, CrylCa, CrylDa, CrylEa, Cry2Aa,

Cry2Ab, Cry2Ac, Cry9Ca, Cryl5Aa, Vip3Aa

Thaumetopoeidae Thaumetopoea pityocampa

Tortricidae Argyrotaenia citrana

Choristoneura fumiferana

CrylAa, CrylAb, CrylAc, CrylBa

CrylAa, CrylAb, CrylAc, CrylAd, CrylCa, CrylEa, CrylEb, CrylFa
CrylAa, CrylAb, CrylAc, CrylAd, CrylBa, CrylCa, CrylDa, CrylEa,

CrylFa, Cry9Ca

Choristoneura rosaceana
Choristoneura occidentalis
Choristoneura pinus pinus
Ctenopsuestis obliquana
Cydia pomonella

Cryl5Aa
Epinotia aporema
Ephiphyas postvitta
Leguminivora glycinivorella
Pandemis pyrusana
Planotortrix octo
Platynota stultan

Crylle

CrylAa, CrylAb, CrylAc, CrylAd, CrylCa, CrylEa, CrylEb, CrylFa
CrylAa, CrylAb, CrylAc, CrylAd, CrylCa, CrylEa, CrylFa
CrylAa, CrylAb, CrylAc

CrylAc, Cry9Aa

CrylAa, CrylAb, CrylAc, CrylBa, CrylDa, CrylFa, Crylla, Cry2Aa,

CrylAa, CrylAb, CrylAc, CrylBa, CrylCa, Cry9Ca
CrylAc, Cry9Aa

CrylAa, CrylAb, CrylAc, CrylAd, CrylCa, CrylEa, CrylEb, CrylFa
CrylAc, Cry9Aa
CrylAa, CrylAb, CrylAc, CrylAd, CrylCa, CrylEa, CrylEb, CrylFa

gida a ciertos 6rdenes de insectos, potencia baja y toxici-
dad residual corta. A pesar de ello, han sido los agentes
de control biolégico méas populares (13). A partir de la
entrada al mercado del primer producto comercial a base
de B. thuringiensis llamado “Sporoine”, en Francia en
1938, existié un interés creciente, que sigue aun hoy, en
desarrollar productos mas avanzados, como se vera en
los parrafos subsiguientes.

B. thuringiensis svar. kurstaki HD-1 es por excelencia
la cepa utilizada para el control de insectos lepidopteros,
plagas agricolas y forestales. Esta cepa fue aislada origi-
nalmente por Dulmage en 1970, lo que constituye un hito
en la historia del uso de B. thuringiensis como larvicida,
ya que fue la responsable de que los productos a base
de B. thuringiensis puedan competir con los insecticidas
quimicos en términos de eficiencia. Esta cepa resulté ser
hasta 200 veces mas toxica para algunas especies de

lepidopteros que las otras cepas utilizadas en los pro-
ductos de aquella época.

B. thuringiensis svar. kurstaki HD-1 es una de las ce-
pas de B. thuringiensis mejor estudiadas y se caracteriza
por la portacion de los siguientes genes cry antilepi-
dopteros: crylAa, crylAb, crylAc, cry2Aa, cry2Aby crylla
(58, 102). El descubrimiento de B. thuringiensis svar.
israelensis (44), para el control de larvas de mosquitos y
jejenes, expandio el uso de B. thuringiensis como bioin-
secticida.

La mayoria de los bioinsecticidas a base de B. thurin-
giensis se producen empleando un nimero reducido de
cepas y utilizan s6lo una pequefia proporcién de las pro-
teinas Cry conocidas. En los laboratorios del IMYZA-INTA,
contamos con una coleccion de mas de 300 cepas nati-
vas que hemos aislado de suelo, filoplano de plantas,
residuos de la molienda de granos, larvas de insectos
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muertos y telarafias, a partir de muestras provenientes
de regiones agroecoldgicas diversas de nuestro pais. La
mayoria de los cristales de estas cepas estan caracteri-
zados mediante microscopia de contraste de fases, SDS-
PAGE, PCR con cebadores generales y especificos para
diversos genes cryy mediante ensayos biologicos de toxi-
cidad frente a miembros de los 6rdenes Lepidoptera,
Dipteray Coleoptera, y constituyen una fuente de recur-
sos biolégicos y genéticos muy rica.

El uso de este tipo de insecticidas bioloégicos en Ar-
gentina es limitado debido, en gran parte, a que los pro-
ductos comerciales registrados y disponibles en el mer-
cado son importados y caros, en comparacion con los
insecticidas quimicos. El INTA cuenta actualmente con
un bioinsecticida de primera generacion a base de una
cepa nativa de B. thuringiensis dirigido al control de lar-
vas de insectos lepidopteros, totalmente desarrollado por
nuestro grupo, que pronto sera registrado y que tendera
a superar las limitaciones mencionadas.

Bioinsecticidas de primera generacion

Son aquellos cuya formulacién incluye como ingredien-
te activo una mezcla de cristales y esporas de B. thurin-
giensis. Constituyen la mayor proporcion de los produc-
tos comerciales que se utilizan en el mundo (Tabla 4).
Estos productos se encuentran disponibles en diferentes
tipos de formulaciones, tanto liquidas como sélidas. Es-
tas formulaciones satisfacen en el presente los requeri-
mientos de distintos &mbitos, desde la agricultura hasta
la salud publica (85, 89).

Estos productos se utilizan en el sector agricola, prin-
cipalmente para el control de plagas lepidépteras en cul-
tivos de maiz, trigo, sorgo, soja, algodén y frutales. Aun-
gue su uso es limitado en comparacion con los insectici-
das convencionales, existe un interés creciente en el
manejo integrado de plagas (segun la FAO: “cuidadosa
consideracion de todas las técnicas disponibles para com-
batir las plagas y la posterior integracion de medidas
apropiadas que disminuyen el desarrollo de las mismas
y mantienen el empleo de plaguicidas y otras interven-
ciones a niveles econémicamente justificados y que re-
ducen al minimo los riesgos para la salud humana y el
ambiente”). Dicho interés se debe al menor riesgo de
desarrollo de resistencia, a politicas nacionales sobre el
uso de los pesticidas convencionales y a los costos altos
del desarrollo de insecticidas quimicos nuevos. Todas
estas observaciones sugieren que los agentes de con-
trol bioldgico, en general, incrementarian su uso e im-
portancia en los préximos afios.

Bioinsecticidas de segunda generacién

Son aquellos constituidos por una mezcla de esporas
y cristales provenientes de una cepa de B. thuringiensis
a la cual se le introdujo mediante algin mecanismo de
transferencia de genes, ya sea transformacion, transduc-
cién y/o conjugacion, genes cry presentes en otras ce-
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pas de B. thuringiensis y no en la receptora, lo que per-
mite ampliar su espectro de actividad hacia otros insec-
tos plaga o aumentar su toxicidad mediante un efecto
sinérgico o aditivo. Los productos a base de B. thurin-
giensis modificados genéticamente pueden involucrar
otras manipulaciones, como la recombinacion especifica
de sitio, curacion de plasmidos, mutagénesis in vitro y
construccién de proteinas Cry hibridas.

El uso de B. thuringiensis como huésped de otros
genes distintos de los que poseia la cepa original ofrece
una serie de ventajas. Las cepas de B. thuringiensis pue-
den mantener de manera estable y expresar eficiente-
mente varios genes cry; esto les permite aumentar la toxi-
cidad para un insecto plaga determinado en forma aditiva
o0 sinérgica. Distintos genes cry con diferentes modos de
accion o diferentes propiedades de union al receptor pue-
den reducir la posibilidad de desarrollo de resistencia
(129).

Existen productos a base de cepas de B. thuringiensis
transconjugantes, como es el caso de los productos
Condor®y Cutglass®. Para su obtencion, un plasmido
autotransferible que porta un gen cry1A de una cepa del
svar aizawai fue transferido por conjugacion a una cepa
receptora del svar kurstaki, y un plasmido que contiene
un gen cryl de una cepa del svar kurstakifue transferido
por conjugacién a una cepa receptora del svar aizawai,
respectivamente. El ingrediente activo del producto Foil®
OF produce las proteinas CrylAc y Cry3A, y presenta
toxicidad para plagas de lepidopteros y coledpteros. Esta
ampliacién en el rango de huéspedes fue lograda me-
diante la transferencia de un plasmido portador del gen
cry3A de B. thuringiensis svar. morrisoni a una cepa del
svar. kurstaki (40).

Existen otros desarrollos con el objeto de obtener este
tipo de productos que no han sido registrados. Un ejem-
plo de estos fue detallado por Kalman et al. (68). Desa-
rrollaron una cepa a la que se le introdujo de manera
estable el gen cryl1C de B. thuringiensis svar. aizawai
(gen con actividad toxica para Spodoptera, que no se
encuentra en B. thuringiensis svar. kurstaki) dentro de B.
thuringiensis svar. kurstaki HD-73 (que so6lo contiene
crylAc), de esta forma se logré ampliar el rango de hués-
pedes susceptibles.

Bioinsecticidas de tercera generacion

Son aquellos cuya formulacién contiene bacterias
recombinantes que han sido modificadas genéticamente
con genes cry o cepas de B. thuringiensis modificadas
con otros genes que codifican otros factores de virulen-
cia distintos de las d-endotoxinas. Estos productos se
desarrollaron con el objetivo de resolver la limitacion de
la toxicidad residual corta que poseen los productos de
primera generacion, o simplemente de aumentar la toxi-
cidad hacia los insectos. Una estrategia que permitio
obtener un tipo de estos productos consistio en el uso de
bacterias recombinantes muertas, con el objeto de obte-
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Tabla 4. Bioinsecticidas de primera generacion téxicos para lepiddpteros disponibles en el mundo.

Nombre comercial

Compaifiia

Serovar de

B. thuringiensis

Orden de
insectos blanco

Proteinas
Cry

Dipel, Biobit XL, Foray
Florbac, Xentari
Futura

Bernan Bt
Bathurin

Bactis

Biospor
Cutlass
Muscabac

DendroBacillin
EndoVacterin
Insektin

Mianfeng pesticide
Shuangdu preparation

Bitayon

Larvo-Bt

Bt
Selectgyn

Sporoine
M-Peril
Biobit

Foray

SOK
Bactospeine
Plantibac

Baturad
Nubilacid

Bt 8010, Rijan

Delfin, Thuricide

Able
Thuricide
Javelin, Delfin
CoStar
Steward

Vault

Bacillex
Bactur
Toaro, Toaro-Ct

Spicturin

Abbott Labs.

Bactec
Chamapol-Biokrna

Compagnia di
Recerca chim. CRC

Farbwerbe- Hoechst
Fermenta ASC Co.
Farmos

Glavmikro-
bioprom

Huazhong Agricultural
University

Jewin-Joffe Industry
Limited

Knoll Bioproducts

Korea Explosives
Kyowa-Hakko Kogyo Co.

LIBEC
Mycogen

Novo Nordisk

Nor-Am Chemical
Philips
Procida

Radonja

Scientific & Technology
Developing

SDS Biotech K.K.

Thermo
Trilogy Corporation

Shionogi Co
Thompsoni Hayward Co.
Towagosei Chem

Tuticorin Alcali Chemicals
and Fertilisers Limited

kurstaki
aizawai
kurstaki

kurstaki
thuringiensis

kurstaki

kurstaki
kurstaki
thuringiensis

dendrolimus
galleriae
thuringiensis

YBT-1520

chinesensis Ct-43

ND

kurstaki

kurstaki
aizawai

kurstaki
kurstaki

kurstaki
kurstaki

kurstaki
kurstaki
kurstaki

kurstaki
kurstaki

ND

ND

kurstaki
kurstaki
kurstaki
kurstaki
kurstaki
kurstaki
thuringiensis
kurstaki
kurstaki

galleriae

Lepidépteros
Lepidépteros
Lepidopteros

Lepiddpteros
Lepiddpteros

Lepidopteros

Lepidopteros
Lepidopteros
Lepid6pteros

Lepidépteros
Lepidopteros
Lepidépteros

Lepidopteros
Lepiddpteros y
coleopteros

Lepidopteros

Lepidopteros

Lepid6pteros
Lepidépteros

Lepidépteros
Lepidopteros

Lepidépteros
Lepidépteros

Lepidépteros
Lepiddpteros
Lepiddpteros

Lepid6pteros
Lepidopteros

Lepidopteros

Lepidopteros

Lepidépteros
Lepidépteros
Lepidépteros
Lepidopteros
Lepidépteros
Lepiddpteros
Lepidopteros
Lepid6pteros
Lepidopteros

Lepidopteros

1Aa, 1Ab, 1Ac, 2Aa, 2Ab
1Aa, 1Ab, 1Ba, 1Ca, 1Da
1Aa, 1Ab, 1Ac, 2Aa, 2Ab

1Aa, 1Ab, 1Ac, 2Aa, 2Ab
ND
1Aa, 1Ab, 1Ac, 2Aa, 2Ab

1Aa, 1Ab, 1Ac, 2Aa, 2Ab
1Aa, 1Ab, 1Ac, 2Aa, 2Ab
B-exotoxina

ND
1Cb
1Ba

ND
ND

ND

1Aa, 1Ab, 1Ac, 2Aa, 2Ab

1Aa, 1Ab, 1Ac, 2Aa, 2Ab
1Aa, 1Ab, 1Ba, 1Ca, 1Da

1Aa, 1Ab, 1Ac, 2Aa, 2Ab
1Aa, 1Ab, 1Ac, 2Aa, 2Ab

1Aa, 1Ab, 1Ac, 2Aa, 2Ab
1Aa, 1Ab, 1Ac, 2Aa, 2Ab

1Aa, 1Ab, 1Ac, 2Aa, 2Ab

1Aa, 1Ab, 1Ac, 2Aa, 2Ab
1Aa, 1Ab, 1Ac, 2Aa, 2Ab

1Aa, 1Ab, 1Ac, 2Aa, 2Ab
1Aa, 1Ab, 1Ac, 2Aa, 2Ab.

ND

ND

ND

1Aa, 1Ab, 1Ac, 2Aa, 2Ab
1Aa, 1Ab, 1Ac, 2Aa, 2Ab
1Aa, 1Ab, 1Ac, 2Aa, 2Ab
1Aa, 1Ab, 1Ac, 2Aa, 2Ab
1Aa, 1Ab, 1Ac, 2Aa, 2Ab

B-exotoxina

1Aa, 1Ab, 1Ac, 2Aa, 2Ab
1Aa, 1Ab, 1Ac, 2Aa, 2Ab
1Cb




Bacillus thuringiensis: generalidades

ner un sistema nuevo de utilizacién de las proteinas Cry
(38). La compafiia Mycogen desarrollé una estrategia que
implica el encapsulamiento de varias proteinas Cry den-
tro de células de Pseudomonas fluorescens. A este sis-
tema se lo llamé CellCap®y consiste en matar las células
transformadas durante la fase estacionaria de crecimiento
mediante un tratamiento fisico o quimico. La ventaja que
brinda este sistema sobre los convencionales seria que
la célula de Pseudomonas fluorescens protege a las pro-
teinas Cry de B. thuringiensis de la degradacién causa-
da por el medio ambiente, y otorga una actividad insecti-
cida residual mas prolongada.

Existen otros bioinsecticidas que no fueron registra-
dos aln, que se obtuvieron insertando genes cry de B.
thuringiensis en otros microorganismos. Estos fueron
seleccionados teniendo en cuenta su capacidad de colo-
nizar el habitat del insecto blanco del tratamiento, con la
idea de que los organismos transformados puedan sin-
tetizar de forma continua cantidades suficientes de pro-
teina Cry para evitar el dafio causado por el insecto (42).
Se llevaron a cabo varios estudios en los cuales se inser-
taron genes especificos con toxicidad para lepidépteros
en bacterias que colonizan externamente la superficie
de hojas y raices de plantas, tales como Pseudomonas
cepacia (118), Pseudomonas fluorescens (94, 128) y
Bacillus megaterium (11), o internamente, tales como
Clavibacter xyly (75).

Elinconveniente que acarrea la introduccién de genes
cry en otras bacterias distintas de B. thuringiensis es que
involucra la liberaciéon de microorganismos recombi-
nantes, los que presentan muchas restricciones de regu-
lacion en su uso. Una de ellas se relaciona con la posible
inestabilidad de la caracteristica que se introduce, como
por ejemplo, que los genes insertados se transfieran a
otras especies bacterianas (123). No obstante, se han
utilizado distintas estrategias para minimizar este proble-
ma. Con este objeto se utilizaron derivados del transposon
Tn5 transposasa negativos (94) o “vectores suicidas”,
cuya integracion es dependiente de la recombinacion
entre secuencias de ADN homologas (128).

Existen también otros bioinsecticidas de tercera ge-
neracion —ninguno de ellos registrado—, en los que su
principio activo son cepas de B. thuringiensis modifica-
das genéticamente mediante la insercion de genes que
codifican para otros factores de virulencia distintos de
las &-endotoxinas. Estos bioinsecticidas también poseen
restricciones en cuanto a su regulacién de uso.

Vale la pena destacar los desarrollos informados por
Thamthiankul et al. (121) y Zhu et al. (141), realizados
con el objetivo de controlar insectos lepidopteros. En el
primero de ellos lograron una cepa recombinante de B.
thuringiensis svar. aizawai que demostré una toxicidad
mejorada para Spodoptera exigua con respecto a la cepa
salvaje, mediante la expresion cromosomal de un gen de
quitinasa durante la etapa de esporulacion; ese gen no
se encontraba en la cepa salvaje (recordar que los genes
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cry se expresan durante la esporulacién). La actividad
de quitinasa puede hidrolizar la quitina de la membrana
peritréfica del insecto blanco, lo que forma poros y per-
mite que una mayor cantidad de toxina Cry alcance las
células epiteliales del intestino medio del insecto (61).
En el segundo trabajo, a partir de una cepa comercial de
B. thuringiensis muy téxica para Helicoverpa armigeray
Plutella xylostella obtuvieron una bacteria recombinante
gue expresa de manera estable el gen vip3Aa7. De esta
forma se logré aumentar la toxicidad para los insectos
mencionados, y ademas, ampliar su rango de toxicidad a
Spodoptera exigua, un insecto plaga que era naturalmen-
te resistente a la cepa salvaje.

PLANTAS TRANSGENICAS Bt

Laingenieria genética desarroll6 muchas especies de
plantas que expresan genes cry de B. thuringiensisy las
convirtio asi en “plantas insecticidas”. Comidnmente se
hace referencia a este tipo de plantas como “plantas o
cultivos Bt” (por ejemplo, maiz Bt, algodon Bt, etc.). El
primer informe de una planta transgénica con un gen cry
de B. thuringiensis data de 1987 (126). Se desarrolla-
ron plantas de tabaco (Nicotiana tabacum) que produ-
cian cantidades suficientes de proteina Cry para con-
trolar larvas de primer estadio de Manduca sexta. Des-
de entonces, al menos diez tipos de genes cry distintos
se introdujeron en 26 especies vegetales: crylAa,
crylAb, crylAc, crylBa, crylCa, crylH, cry2Aa, cry3A,
cry6Ay cry9C.

El empleo de este tipo de plantas posee la ventaja de
reducir la necesidad de aplicar insecticidas y de proveer
una proteccién duradera a lo largo de la temporada de
cultivo. Otra caracteristica muy importante que poseen
es que los Unicos insectos expuestos a la toxina son aque-
llos que se encuentran alimentandose de los cultivos y
no otros. No obstante, la mayor ventaja de estas plantas
Bt es que brindan a los agricultores una alternativa al
uso de pesticidas quimicos tradicionales y constituyen
una herramienta para el control de plagas de importan-
cia econdmica que son dificiles de controlar por los pri-
meros. Todas estas ventajas se verian reflejadas final-
mente en beneficios enormes para la produccién de ali-
mentos y en una calidad medioambiental mejor en todo
el mundo (60, 69).

Por otro lado, las plantas Bt poseen la gran desventa-
ja que radica en la posible generacion de resistencia en
ciertas poblaciones naturales de insectos que se alimen-
tan de ellas. Este fenémeno determinaria la inutilizacion
de determinadas proteinas Cry para su control, ya sea
mediante su empleo en plantas transgénicas o con los
bioinsecticidas que los contengan (47).

En el afio 2002 se aprob6 en los Estados Unidos de
América y en Australia el uso comercial de una planta
transgénica de algodén que produce de manera simulta-
nea las proteinas CrylAc y Cry2Ab (140). Los modelos
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Tabla 5. Plantas transgénicas Bt aprobadas para su comercializacién en Argentina ®.

Planta / Linea transgénica Compaiiia Descripcion
Algodén Monsanto - Algoddn resistente a insectos plaga, expresa el gen crylAc de
MON531/757/1076 B. thuringiensis svar. kurstaki HD-73.
Maiz Syngenta Seeds - Maiz resistente a insectos plaga, expresa el gen crylAb de
Event 176 B. thuringiensis svar. kurstaki. Esta modificacion le brinda proteccion
frente al ataque del barrenador europeo del maiz (Ostrinia nubilalis).
Maiz Syngenta Seeds - Maiz resistente a insectos plaga y tolerante a herbicida, expresa el
BT11 (X4334CBR, gen crylAb de B. thuringiensis svar. kurstaki'y el gen de la
X4734CBR) fosfinotricina N-acetiltransferasa de Streptomyces viridochromogenes.
Maiz Dekalb Genetics - Maiz resistente a insectos plaga y tolerante a herbicida, expresa el
DBT418 gen crylAc de B. thuringiensis svar. kurstakiy el gen de la
fosfinotricina N-acetiltransferasa de S. hygroscopicus.
Maiz Monsanto - Maiz resistente a insectos plaga, expresa un gen crylAb truncado
MON810 de B. thuringiensis svar. kurstaki HD-1. Esta modificacion le brinda
proteccion frente al ataque del barrenador europeo del maiz
(O. nubilalis).
Maiz Monsanto - Maiz resistente a insectos plaga y tolerante a herbicida, derivado
MON-@@6J3-6 x del cruzamiento de las lineas parentales NK603 y MON810.
MON-@@813-6
Maiz Mycogen - Maiz resistente a insectos plaga y tolerante a herbicida, expresa el
TC1507 gen crylF de B. thuringiensis svar. aizawaiy el gen de la fosfinotricina

N-acetiltransferasa de S. viridochromogenes.

® Adaptado de AGBIOS (Agriculture & Biotechnology Strategies, Inc.) (1).

tedricos actuales sugieren que las plantas que expresan
dos genes cry diferentes (o un gen cryy otro de distinto
tipo, como uno vip), que son reconocidos por al menos
un receptor distinto son mas efectivos en el control de
insectos plaga y tendrian el potencial de demorar la apa-

ricion de resistencia (140).

Hasta el presente, existen autorizadas para su culti-
vo y comercializacion una linea transgénica de algodon

Bt y seis de maiz Bt (Tabla 5) (1).
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