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Union de proteinas de Bacillus thuringiensis
con vesiculas de las microvellosidades del tracto
digestivo del gusano blanco de la papa

Premnotrypes vorax (Coleoptera: Curculionidae)
Binding of Bacillus thuringiensis proteins with brush border membranes vesicles
of the digestive tract of the Andean potato weevil Fremnotrypes vorax
(Coleoptera: Curculionidae)
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Resumen. La exploracion del uso potencial de Bacillus thuringiensis como agente de control biolégico
de plagas requiere estudios basicos acerca de su mecanismo de accion en el insecto blanco seleccionado;
de acuerdo con esto, técnicas como el empleo de vesiculas obtenidas a partir de las microvellosidades
epiteliales del tracto digestivo de los insectos (BBMV) se han constituido en herramientas valiosas a nivel
mundial para estudiar dicho mecanismo en proteinas de B. thuringiensis. El objetivo del presente
trabajo fue evaluar la union de las proteinas Cry 3Aa, 3Ba, 3Bb, 3Ca y 7Aa de B. thuringiensis a BBMV s
obtenidas a partir del tracto digestivo del gusano blanco de la papa Premnotrypes vorax Hustache, con
el fin de determinar la potencialidad de su uso en el control biolégico de este insecto plaga de gran
importancia econémica en los cultivos de papa en Colombia. El trabajo se realizé en el Instituto de
Biotecnologia de la Universidad Nacional de Colombia. La purificaciéon de las BBMV y el marcaje de las
proteinas Cry con biotina se realiz6 de acuerdo con metodologias estandarizadas por los autores. En los
ensayos de uniéi se determiné que mientras que las proteinas Cry3Aa, 3Bb y 3Ca se unieron a las BBMV
de P vorax, las proteinas Cry3Ba y Cry7Aa no lo hicieron; sin embargo, en ningtn caso la uniéon de las
proteinas Cry a las BBMV del insecto se relacioné con actividad téxica hacia larvas de primer instar del
insecto blanco. Asi mismo, el andlisis por blotting de las proteinas que presentaron unién determiné la
presencia de dos posibles proteinas receptoras de 70 y 97 KDa, respectivamente, siendo este el primer
registro que se hace para este insecto endémico de la zona andina colombiana.
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Summary. The use of Bacillus thuringiensis as a biological pest control agent requires basic studies
related to its mode of action in the selected target insect. Techniques such as the use of brush border
membrane vesicles (BBMV) obtained from epithelial gut tissues of insects have become a valuable tools
around the world for studying this mechanism in Bacillus thuw ingiensis proteins. The objective of this
work was to analyze the binding of Cry3Aa, 3Ba, 3Bb, 3Ca and 7Aa B. thuringiensis proteins to BBMV
obtained from the digestive tract of Premnotrypes vorax Hustache, in order to explore their potential as
biological control agents for this economically important pest in Colombian potato crops. This work was
carried out in the Instituto de Biotecnologia at the Universidad Nacional de Colombia. Purification of
BBMV and protein labeling with biotin were carried our according to methods previously standardized by
the authors. Binding assays showed that while Cry3Aa, Cry3Bb and Cry3Ca bind to P vorax BBMV, Cry3Ba
and Cry7Aa did not; however, binding was never correlated with toxicity to first instars of the target insect.
Protein blot analysis showed the presence of two possible binding proteins of 70 and 97 KDa, respectively,
being the first report made for this endemic pest of the Colombian Andean zone.
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Introduccion

El control biolégico de los organismos que
afectan la produccion agricola mundial ha
tenido en los ultimos anos gran auge a
causa de la nueva orientaciéon ecolégica y
sustentable de la agricultura (Orr y Charles
1998). De esta forma, herramientas como
los insecticidas de origen microbiano han
sido involucradas como un elemento va-
lioso dentro de los programas de manejo
integrado de plagas (MIP) en diferentes

cultivos (Lecuona 1996). Las bacterias son
uno de los grupos mas estudiados como
agentes de control de plagas a nivel mun-
dial, siendo Bacillus thuringiensis Berlier
(B. t.) la méas representativa (Lecuona
1996). Los productos desarrollados a base
de B. t. representan entre el 80-90% del
mercado internacional de bioplaguicidas
(Van Frankenhuyzen 1993).

La mayoria de estudios con B. t. se enfo-
can al control de plagas del orden Lepidop-

tera; sin embargo, también se han desa-
rrollado trabajos con insectos del orden
Coleoptera y Diptera, lo cual ha ampliado
las perspectivas de investigacion y explo-
tacion comercial de esta bacteria (Keller y
Langenbrunch 1993). A este respecto,
dentro de los logros tecnolégicos a nivel
industrial se destacan productos desarro-
llados por multinacionales con la variedad
de B. t. tenebrionis con actividad recono-
cida en insectos del orden Coleoptera y
plantas transgénicas modificadas con
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genes de B. t. que expresan proteinas con
actividad toxica hacia coledpteros plaga
(McPherson et al. 1988).

Los modelos para el estudio del mecanis-
mo de accién de B. t. han sido desarrolla-
dos utilizando diversas metodologias,
principalmente estudios in vitro, para de-
terminar cada uno de los pasos que si-
guen las proteinas del cristal desde su
ingestion hasta causar la muerte del in-
secto. Se han desarrollado estrategias
como el empleo de intestinos aislados de
insectos, que permite un sistema modelo
para investigar la bioquimica del proceso
de intoxicacion en méas detalle, separan-
dolo de las complejidades presentes en el
insecto intacto (Bravo et al. 1992a,b). De
otra parte, se han generado lineas celula-
res de insectos (principalmente lepid6p-
teros) lo cual permite identificar los efectos
moleculares primarios importantes para la
toxicidad de las proteinas de B. t. como
union a las proteinas receptoras y respues-
tas citotoxicas; asi mismo, se han emplea-
do vesiculas obtenidas a partir de las
microvellosidades de las células epiteliales
del intestino del insecto, que correspon-
den a las membranas plasmaticas de las
microvellosidades del lumen conocidas
como BBMV, para estudios electro y
quimicofisicos como transporte de iones y
unién de las toxinas a las proteinas recep-
toras (Schwab y Culver 1990).

A pesar de que existen algunos inconve-
nientes en el use de modelos in vitro, rela-
cionados con modificaciones de las
condiciones reales en las que actaan las &
endotoxinas de Bt, dichas metodologias
son herramientas importantes para un
acercamiento al mecanismo de accion de
tales proteinas, y especificamente el uso
de las BBMV, se ha constituido en una de
las técnicas mas empleadas para estudios
de union toxina-receptor (Schnepf et al.
1998).

En Colombia existe un niamero importan-
te de plagas agricolas del orden Coleoptera
de impacto econémico (Vélez 1997). Den-
tro de éstas, el gusano blanco de la papa
Premnotrypes vorax Hustache, es una de
las dos plagas mas limitantes para este
cultivo en el pais. Dicho insecto ha perma-
necido como plaga principal de la papa
desde hace mas de 50 anos cuando apa-
reci6 en el departamento de Narifo y pue-
de causar pérdidas en la produccion de
papa hasta de un 90% (Vélez 1997). Se
encuentra distribuido en las principales
zonas productoras de papa de los depar-
tamentos de Cundinamarca, Boyaca,
Cauca, Caldas y Antioquia y su control se
realiza empleando principalmente insecti-
cidas altamente toéxicos (Rivera y Pinto
2001).

En Colombia se hace necesario realizar in-
vestigaciones que permitan desarrollar
estrategias que se articulen en sistemas
de manejo integrado para el control de
esta plaga, minimizando el empleo de pro-
ductos quimicos que generan riesgo para
la salud de productores y consumidores,

teniendo en cuenta que este tubérculo es
uno de los productos de mayor consumo
en el pais (Pinzén 1993). La implementa-
ciéon de estrategias de control biolégico
de plagas, como los entomopatégenos
tipo B. thuringiensis, implica la realizacion
de investigaciones bdasicas respecto de su
mecanismo de accioén para determinar la
potencialidad de su empleo. Para el caso
del gusano blanco de la papa esto tam-
bién es valido.

De acuerdo con lo anterior el presente tra-
bajo tuvo como objetivo determinar, me-
diante una metodologia de ensayo in vitro,
si existia unién de proteinas Cry de B.
thuringiensis, referenciadas como toxicas
para coledpteros, con vesiculas del tracto
digestivo del gusano blanco de la papa para
determinar de forma preliminar el poten-
cial de algunas de estas proteinas para ser
utilizadas en el desarrollo futuro de pro-
ductos tecnolégicos que puedan constituir-
se en nuevas herramientas dentro de un
programa de manejo integrado del gusa-
no blanco de la papa en Colombia.

Materiales y Métodos
Purificacién de proteinas Cry

Las proteinas Cry evaluadas se obtuvieron
de cepas patron de B. thuringiensis del
Instituto de Biotecnologia de la Univer-
sidad Nacional de Colombia. Las caracte-
risticas de las proteinas de las cepas
evaluadas se presentan en la tabla 1.

Las cepas se cultivaron en medio agar
Luria Bertani a 37°C por 10-15 dias, hasta
alcanzar un porcentaje de esporulacion
superior al 90%. La biomasa se recolecté y
lavé con agua destilada-desionizada esté-
ril y subsecuentes centrifugaciones a 4°C,
8.000 rpm por 10 minutos para eliminar
residuos del medio de cultivo. El material
obtenido fue posteriormente liofilizado
durante 12 h y almacenado hasta su uso.

Se realizé purificaciéon de las proteinas
mediante solubilizacién de los cristales en
solucién buffer de carbonato de sodio
pH10 (Na,CO, 100 mM, PMFS 100 mM, DTT
2 mM, EDTA 1 mM) por 2 h a 37°C, centri-
fugacién a 10.000 rpm por 15 minutos y
filtrado del sobrenadante con membrana
de 0,22 mm. Se hizo analisis microscépico
para corroborar la ausencia de esporas en
las muestras.

El fragmento téxico de las proteinas fue
obtenido con procesamiento de las mis-
mas por la enzima Tripsina (Tipo Il de
pancreas porcino), mediante la observa-
cioén previa de la cinética del procesamien-
to para cada una de ellas, la cual se realiz6
con exposiciones continuas y a diferentes
tiempos de las proteinas a la enzima
(Bollag y Edelstein 1991). Se emple6 una
proporcion enzima: protoxina que oscilé
entre 2:1y 10:1 con incubacién por 12 h a
37°C. Se corroboré el procesamiento de
las proteinas mediante electroforesis en gel
de poliacrilamida (SDS-PAGE). La toxina
en forma soluble fue dializada posterior-
mente en buffer borato pH 8,6 durante
una noche.

Marcaje de toxinas

Las toxinas de B. thuringiensis a evaluar
fueron marcadas siguiendo el protocolo
de Denolf et al. (1993a), con algunas mo-
dificaciones. Se realiz6 marcaje de las toxi-
nas con biotina empleando un Kit para
marcaje de proteinas (ECL Protein Biotinila-
tion Module Amersham). El marcaje se rea-
liz6 en proporcién de 20 pl de biotina por
cada 0,6 mg/ml de toxina. Se agit6 la mez-
cla y se dejé en incubacién a temperatura
ambiente por 1 hora. Se realizo filtrado en
columna Sephadex G25 eluyendo la mues-
tra con solucion buffer de fosfatos pH 7,4y
recolectando alicuotas de 500 pl. Se com-
prob6 el marcaje de la toxina mediante
una prueba de dot-blot, empleando con-
jugado de Streptavidina-peroxidasa y
revelando con solucién de diaminoben-
cidina. Asi mismo se corrobord la integri-
dad de la proteina durante el marcaje,
mediante SDS-PAGE al 9%.

Purificacion de vesiculas

La preparacion de las vesiculas de las
microvellosidades de células epiteliales del
tracto digestivo de F vorax (BBMVs) se rea-
liz6 con la metodologia estandarizada por
Martinez y Cerdén (2003) quienes tomaron
como base las metodologias desarrolla-
das por Wolfersberger ef al. (1987) y
Macintosh et al. (1994).

El método de purificaciéon se inicia con el
macerado de 300 larvas de ultimo instar
del insecto en solucién buffer MET pH 7,5
(Manitol 300 mM, Tris 17 mm, EGTA 5 mM,
DTT 2 mM, PMFS 0.5 mM, Hepes 10 mM,
EDTA 1 mM, SBT y neomicina sulfato 1 pg/

Tabla 1. Caracteristicas generales de las proteinas de las cepas de B. thuringiensis em-
pleadas en las evaluaciones de unién con las BBMV's de P vorax y los bioensayos con

larvas de primer instar del mismo insecto

CEPA GENES PROTEINA PESO MOLECULAR (KDa)*
PROTOXINA TOXINA
3A cry3Aa Cry3Aa 70 =75 66
3Ba cry3Ba Cry3Ba 70 - 75 66
3Bb cry3Bb Cry3Bb 70 - 75 66
3C cry3Ca Cry3Ca 70 - 75 66
7A cry7Aa Cry7Aa 130 66

*  Pesos aproximados segun Quinones y Quintero (1996).
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ml); el material obtenido se centrifuga a
3.500 rpm por 15 minutos y se filtra. Se
adiciona solucién buffer MET y se homoge-
niza a 2.000 rpm empleando un macerador
de tejidos (Potter-Elvehjem Wheaton). El
homogenizado se mezcla con MgCl, 24 mM
y se deja en hielo 15 minutos. Se realiza
una centrifugaciéon a 4.500 rpm por 15 mi-
nutos y el sobrenadante se centrifuga a
16.000 rpm por 30 minutos. La pastilla
obtenida se suspende en buffer MET y se
repite el proceso descrito una vez mas. La
pastilla obtenida se suspende en buffer MET,
se cuantifica la proteina total presente em-
pleando el método de Bradford (Bollag y
Edelstein 1991) y se determina la presen-
cia de las vesiculas en el purificado median-
te SDS-PAGE en gel al 9% y microscopia
electrénica de transmisién. El material res-
tante se almacena en nevera a -70°C.

Ensayos de unién proteinas-vesiculas

La unioén de la toxina con las BBMV del
insecto se evalu6 mediante la metodolo-
gia de Denolf et al (1993a), modificada.
Se descongel6 lentamente una alicuota de
vesiculas y se centrifugé a 13.000 rpm por
40 minutos. La pastilla se resuspendio6 en
buffer PBS con BSA al 0,1%. Las vesiculas
se mezclaron con una cantidacd adecuada
de toxina marcada y se incub6 por 1 h a
temperatura ambiente. Se realiz6 centrifu-
gacion a 13.000 rpm por 40 minutos y se
lavo el pellet con el buffer ya descrito. Se
centrifugd nuevamente y se resuspendi6
la pastilla en buffer de carga para realizar
posteriormente una electroforesis. Una vez
separadas las proteinas se procedié a su
transferencia a membrana de nitrocelulo-
sa e incubacion de la misma toda la noche
en solucion buffer de bloqueo pH 7,5 (Aci-
do maleico 100 mM, NaCl 150 mM, reactivo
de bloqueo 1%). Los geles obtenidos en
la electroforesis se colorearon con azul de
Coomasie para corroborar el proceso de
transferencia. La membrana bloqueada se
lavo, se incub6 por 1 h con el conjugado
de streptavidina-peroxidasa 1:1000 en PBS
y se revel6 con diaminobencidina. Cada
ensayo se realizé por triplicado para co-
rroborar los resultados obtenidos. Se em-
plearon como muestras control, la toxina
marcada sola y las vesiculas solas procesa-
das de la misma forma que las muestras
problema. En todos los ensayos de union
de vesiculas con proteinas biotiniladas se
empled una concentracion de purificado
de vesiculas de 1 mg/ml.

Analisis de proteinas por blotting

Las. proteinas de Bt, que presentaron
union a las vesiculas de P vorax en los en-
sayos iniciales se analizaron con la técnica
de blotting (Aranda et al. 1996), con el fin
de identificar posibles proteinas recepto-
ras de proteinas Cry presentes en purifica-
do de BBMV.

Las proteinas del purificado de BBMV se
separaron mediante electroforesis en gel
de poliacrilamida al 9%. Se realizé transfe-
rencia de las proteinas a membrana de ni-
trocelulosa durante 30 min a 20 V. La

membrana obtenida se incubé toda la
noche en solucién buffer TBS (Tris HCI 10
mM, NaCl 150 mM, pH 7,6) y luego se blo-
quearon los sitios de unién no especifica
incubandola en buffer TBS + tween 20
0,5% + BSA 3%. Posteriormente, se incu-
b6 la membrana por 3 h con la proteina
marcada y luego se realiz6 el revelado in-
cubando inicialmente con el conjugado
streptavidina peroxidasa y luego con
diaminobencidina en buffer TBS.

Bioensayos

Los bioensayos se realizaron empleando
cubos de tubérculos de papa de 0,25 cm?,
a los cuales se les aplicaron superficialmen-
te las proteinas de B. thuringiensis ya fue-
ran suspendidas o solubilizadas (Martinez
y Cerén 2002). Los cubos de papa se deja-
ron secar al ambiente y posteriormente se
colocaron en placas para cultivo de célu-
las de 24 pozos, poniendo un cubo por
pozo. Se infesté cada cubo de papa con
una larva de primer instar de P vorax, ob-
tenidas de una colonia del insecto mante-
nida en condiciones de laboratorio (18°C
en promedio). Las placas se sellaron, ta-
paron y se almacenaron por 7 dias hasta
la lectura del ensayo. En los bioensayos se
empled la proteina en forma suspendida
(cristales), soluble y procesada enzimati-
camente, para observar si existia algun efec-
to del procesamiento sobre la toxicidad
de la misma (Garcia et al. 2000; Koller et
al.; 1992; Lambert et al.1992). Las protei-
nas empleadas en forma soluble fueron
solubilizadas en dos condiciones diferen-
tes, acida (pH 4,1) y alcalina (pH 10,0).
Para la solubilizaciéon a pH 4,1 se empled
una solucién buffer universal. Para la
solubilizacién a pH alcalino se empled una
solucién buffer de carbonato de sodio. La
solubilizacién se llevé a cabo para ambos
tipos de buffer a 37°C, durante 3 h en agi-
tacion constante. Una vez solubilizado el
material, se centrifugé a 10.000 rpm du-
rante 15 min. El sobrenadante obtenido,
que corresponde a la proteina soluble, se
dividié en alicuotas y se almacené a 0°C.

En los bioensayos se empled una dosis de
10 pg de proteina/cm? de dieta. Se utilizo
en los ensayos con proteina suspendida
un testigo absoluto con el agua destilada
empleada en los tratamientos y en los
bioensayos con proteina solubilizada tes-
tigos relativos con las soluciones buffer
empleadas en la solubilizacién de las
proteinas.

El diseno experimental utilizado en todos
los bioensayos fue completamente al azar
(Martinez y Martinez 1997) con tres repe-
ticiones por tratamiento, empleando 24
larvas por repeticiéon. Los ensayos se hi-
cieron por triplicado en dias diferentes. La
variable respuesta fue el nimero de larvas
muertas por tratamiento.

Resultados y Discusion
Unidén vesiculas-proteinas

El mecanismo de accién de B. thuringiensis
conlleva varios pasos entre los cuales la

union proteina receptor se considera como
uno de los mas cruciales para que se ejer-
za el efecto toxico sobre un insecto blanco
determinado. La unién de proteinas de B.
t. se presenta de manera general con pro-
teinas receptoras presentes en purificados
de BBMVs del tracto digestivo de diferen-
tes insectos, como ha sido ampliamente
registrado en la literatura internacional
(Hofmann et al. 1988; Van Rie et al. 1989,
1990; Estada y Ferre 1994; Bravo et al.
1992a.,b; Denolf et al. 1993b; Sakai et al.
2000).

En el presente trabajo se empled, para las
pruebas de union, purificado de BBMVs
obtenido de larvas de gusano blanco de
la papa en el cual la presencia de BBMVs se
corroboré mediante microscopia electro-
nica de transmisién como se observa en la
figura 1.

En los ensayos con la proteina Cry3Aa se
observé la union de dicha proteina con
las proteinas presentes en el purificado de
vesiculas de P vorax. Como se aprecia en la
figura 2 se present6 una banda en la linea
3 correspondiente a la muestra de la pro-
teina Cry3Aa biotinilada mezclada con las
vesiculas del insecto blanco, lo cual indicé
que hubo unién entre éstas. Asi mismo, se
observo la presencia de las bandas espe-
radas en la linea 1 que contiene la mues-
tra de proteina marcada sola y la no
presencia de bandas en la linea 2 que con-
tiene s6lo muestra de BBMV. Estas dos ulti-
mas muestras mencionadas se emplearon
como controles positivo y negativo,
respectivamente.

En ensayos similares a los desarrollados
en el presente trabajo, Garcia et al. (2000),
empleando la proteina Cry3A y vesiculas
de Leptinotarsa decemlineata (Say) y
Tenebrio molitor (Linné) observaron una

Figura 1. Fotografia en microscopio elec-
trénico que muestra la presencia de vesicu-
las redondas y ovaladas de diferentes
tamanos en el purificado de las micro-
vellosidades del tracto digestivo del gusano
blanco de la papa P vorax, obtenido a partir
de larvas completas de ultimo instar.
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En la literatura no se mencionan ensayos
de unién de las proteinas Cry3Ba, Cry3Bb,

1 2 3 1 2 3 4 5 A e

Figura 2. Membrana de nitrocelulosa que
muestra el ensayo de union con la proteina
Cry3Aa y las BBMV's de P vorax. Linea 1,
proteina marcada con biotina; Linea 2, pu-
rificado de las BBMV; Linea 3, proteina
Cry3Aa mezclada con el purificado de las
BBMV. Notese la union de la proteina Cry3Aa
con las BBMV s por la presencia de la ban-
da en la linea 3.

unién especifica de dicha proteina con las
proteinas receptoras del tracto digestivo
de ambos insectos en forma similar a la
unién observada con las vesiculas de FP.
vorax. De igual forma también se ha de-
tectado unién de la proteina Cry3Aa mar-
cada con yodo radiactivo con vesiculas de
Diabrotica undecimpunctata howardi
Barber (Slaney et al. 1992).

Las proteinas Cry3Bb y Cry3Ca, en forma
similar a la proteina Cry3Aa, se unieron a
las proteinas de las vesiculas de P vorax
(Fig. 3, lineas 4 y 5). Igualmente se obser-
varon las bandas correspondientes a las
proteinas solas biotiniladas, en las lineas
1 y 2. No se vieron bandas en la linea 3
correspondiente a la muestra de purifica-
do de vesiculas.

En el caso de las proteinas Cry3Ba y
Cry7Aa no se evidencié union a las vesi-
culas de F. vorax (Fig. 4). Se observaron
las bandas de las dos proteinas marca-
das Cry3Bay Cry7Aa (lineas 1y 2, respec-
tivamente). No se vieron bandas en la
linea 3 correspondiente a las vesiculas
solas, como se esperaba. Por otro lado,
tampoco se detectaron bandas en las li-
neas 4 y 5, correspondientes a las vesi-
culas mezcladas con las proteinas Cry3Ba
y Cry7Aa, respectivamente.

Figura 3. Membrana de nitrocelulosa que
muestra el ensayo de unién con las protei-
nas Cry3Ca y Cry3Bb y las BBMV's de P,
vorax. Linea 1, proteina Cry3Ca biotinilada;
Linea 2, proteina Cry3Bb biotinilada; Linea
3, purificado de las BBMV; Linea 4, Proteina
Cry3Ca mezclada con las BBMV; Linea 5,
proteina Cry3Bb mezclada con las BBMV. Se
evidencia la unién de las proteinas Cry con
las BBMV s por la presencia de bandas en
las lineas 4 y 5.

1 2 3 K 5

Figura 4. Membrana de nitrocelulosa que
muestra el ensayo de unioén con las protei-
nas Cry3Ba y Cry7Aa y las BBMV's de P.
vorax. Linea 1, proteina Cry3Ba biotinilada;
Linea 2, proteina Cry7Aa biotinilada; Linea
3, purificado de las BBMV; Linea 4, Proteina
Cry3Ba mezclada con las BBMV; Linea 5,
proteina Cry7Aa mezclada con las BBMV. Se
evidencia la no unién de la proteinas Cry
con las BBMV s por lo ausencia de bandas
en las lineas 4 y 5.

Cry3Ca o Cry7Aa a vesiculas de insectos,
por lo tanto los resultados obtenidos son
el primer registro que explora la union de
dichas proteinas con el intestino de un
insecto del orden Coleoptera. De acuerdo
con esto se hacen relevantes los dos tipos
de comportamientos de unién observa-
dos entre las vesiculas de F. vorax y las pro-
teinas Cry evaluadas; por un lado, la unién
con las proteinas Cry3Aa, 3Bb y Cry3Ca y
por otro lado, la no unién con las protei-
nas Cry3Ba y Cry7Aa.

Los dos comportamientos mencionados
pueden deberse a una conformacion dis-
tinta de la estructura de las proteinas,
especificamente dominios Il y IIl, involu-
crados en el reconocimiento y unién a los
receptores del intestino de los insectos,
que las hace expresar diferente afinidad a
las vesiculas de F vorax. Vale la pena resal-
tar los comportamientos de union de las
proteinas Cry3Ba y Cry3Bb, que aunque
son proteinas con una alta homologia se-
gun el esquema de clasificacion actual,
presentan diferente afinidad por las vesi-
culas del insecto blanco, lo cual concuer-
da con la alta especificidad de las proteinas
de B. t. por un insecto blanco dado.

En vista de los diferentes comportamien-
tos de unién de las proteinas, se seleccio-
naron las proteinas Cry3Aa, Cry3Bb y
Cry3Ca para el andlisis por blotting, las
cuales fueron las tinicas que se unieron al
purificado de las BBMV de F vorax.

Analisis de proteinas por blotting

Las proteinas Cry3Aa, Cry3Bb y Cry3Ca que
presentaron unién con las vesiculas de P,
vorax, se sometieron a analisis por blotting.
Los resultados obtenidos en dicho analisis
se observan en la figura 5 en donde las
lineas 1, 2 y 3 corresponden a las proteinas
Cry3Aa, Cry3Bb y Cry3Ca, respectivamente.

Las tres proteinas evaluadas presentaron
un patrén similar de unioén a las proteinas
del purificado de BBMV del insecto blanco;
sin embargo, se observé que las tres pro-
teinas se unieron en mayor proporcion a
dos proteinas de aproximadamente 97 y
70 KDa. De acuerdo con esto, dichas pro-
teinas pueden constituirse en dos posi-
bles proteinas receptoras de las proteinas
Cry mencionadas. En la literatura no son
muchos los registros de proteinas recep-
toras en insectos. Empleando la misma
metodologia de analisis de proteinas por
blotting, Garczynski et al. (1991) identifi-
caron en BBMV de Manduca sexta (Linné)
una proteina de 120 KDa, que posterior-
mente se identific6 como un posible re-
ceptor para la proteina CrylAc (Chambers
et al. 2000) y una proteina de 210 KDa
como receptora de la proteina Cry1Ab. Para
la proteina Cry1Ac en Spodoptera frugiper-
da J.E. Smith ellos encontraron una posi-
ble proteina receptora de 148 KDa y en
Heliothis virescens (Fabricius) y Heliothis
zea (Boddie) encontraron varias posibles
proteinas receptoras de 155, 120, 103, 90
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Figura 5. Membranas de nitrocelulosa que
muestran el analisis de proteinas mediante

la técnica de blotting. Linea 1, proteina
Cry3Aa; Linea 2, proteina Cry3Bb; Linea 3,
proteina Cry3Ca. Se observan las bandas de
97 y 70 KDa correspondientes a las proteinas
del purificado de BBMV s de F. vorax recepto-
ras para las 3 proteinas Cry evaluadas.

y 63 KDa. Asi mismo se han descrito pro-
teinas receptoras con funcién aminopep-
tidasa en H. virescens, Limantria dispar
(Linné) y Plutella xylostella (Linné) (Aranda
1996).

En insectos del orden Coleoptera, Belfiore
et al. (1994) registraron por primera vez
una proteina receptora de 144 KDa, pre-
sente en el intestino de T. molitor, a la cual
se une la proteina Cry3A.

De acuerdo con lo anterior, el presente seria
el primer registro que se hace de posibles
proteinas receptoras de las proteinas
Cry3Aa, Cry3Bb y Cry3Ca de Bt en el intes-
tino de P vorax, las cuales merecerian una
caracterizacion posterior mas detallada.

Bioensayos

Analizando la actividad toxica obtenida con
las proteinas evaluadas y las caracteristi-
cas de unién a las vesiculas del insecto
blanco, se observé un aspecto interesan-
te: aunque las proteinas Cry3Aa, Cry3Bb y
Cry3Ca se unieron a las vesiculas de P.
vorax, estas proteinas no presentaron efec-
to téxico sobre las larvas de primer instar
empleadas en los bioensayos (Tabla 2).
Los resultados obtenidos concuerdan con
lo sefnalado por Slaney et al. (1992), quie-
nes encontraron una actividad toxica baja
(9% mortalidad) de la proteina Cry3Aa en
larvas de D. undecimpunctata a pesar de
que observaron unién de dicha proteina
con las BBMV de este insecto. Ellos atribu-

Tabla 2. Porcentajes de mortalidad promedio obtenidos a los 7 dias en los bioensayos con
larvas de primer instar de P vorax y cada una de lgs proteinas Cry de B. thuringiensis
evaluadas. Concentracion de proteina total 10 pg/cm™ de dieta

- R o ]

Proteina
Soluble Proteina Proteina
Suspendida Tripsinada

pPH 4,1 pH 10 [
Testigo 0,00 4,16 0,00 0,00
Cry3Aa 0,00 9,72 5,55 0,00
Cry3Ba 0,00 8,33 4,16 0,00
Cry3Bb 0,00 8,33 4,16 0,00 [
Cry3Ca 0,00 4,16 5,55 0,00 ‘
Cry7Aa 0,00 9,72 2,77 0,00 ‘

yen este comportamiento a una afinidad
reducida de la proteina por los sitios de
unién en la membrana intestinal del in-
secto y a un cambio muy leve en la per-
meabilidad de la misma. Lo anterior puede
también ser valido para explicar la poca
actividad toxica de las proteinas Cry3Aa y
Cry3Ca obtenidas en los bioensayos con F.
vorax, aunque se trate de un insecto
diferente.

Por lo tanto, los resultados obtenidos
muestran que, independientemente de su
comportamiento de unién, ninguna de las
proteinas evaluadas tuvo un efecto téxico
marcado sobre larvas de primer instar de
P vorax. Estos resultados concuerdan con
el planteamiento que a pesar que el pro-
ceso de unién entre las proteinas y los re-
ceptores se dé, la capacidad de causar la
muerte del insecto estara determinada por
una unién especifica saturable y la consi-
guiente insercion de la toxina en la mem-
brana intestinal del insecto para la
formacién del poro (Aranda et al. 1996).
Lo anterior permitiria plantear que la unién
establecida entre las proteinas Cry evalua-
das y las proteinas receptoras del purifica-
do de las BBMV fue de caracter no especifico
y reversible, lo cual no permitié6 que se
realizara la insercién del dominio I en la
membrana intestinal de P vorax y la consi-
guiente formacién del poro.

Otra posible explicacién para los resulta-
dos observados radicaria en que a pesar
de que hubo unién entre las proteinas toxi-
cas Cry3Aa, Cry3Bb y Cry3Cay los recepto-
res del intestino de F vorax, en condiciones
in vitro, otros factores como la presencia
de proteasas en el intestino de los insec-
tos capaces de degradar las proteinas Cry
haciéndolas no toéxicas, estarian influyen-
do en la inactividad de dichas proteinas
en los ensayos in vivo. Este fenémeno fue
descrito por Losevaa et al. (2001) quienes
realizaron un estudio del efecto de los
cambios en la actividad de proteasas en el
intestino del escarabajo de la papa
Leptinotarsa decemlineata sobre la pro-
teina Cry3Aa y hallaron que la resistencia
de este insecto a dicha proteina se
correlacionaba con alteraciones especifi-
cas en la actividad de proteasas en el tracto
digestivo y una reduccién en la unién de
las toxinas.

Por otro lado, de acuerdo con ensayos
sobre formacion de poro con la proteina
Cry3Aa en membranas de coleopteros,
los cuales han determinado que el pHy
la activacion de la toxina tienen un papel
critico en este fenémeno (Garcia et al.
2000) y después de haber realizado
bioensayos con las proteinas Cry en dife-
rentes presentaciones (suspendidas, so-
lubles y tripsinadas) sin obtener actividades
toxicas significativas, se elimina la posi-
bilidad que este tipo de factores hubie-
ran podido interferir en la toxicidad de
las mismas.

Conclusiones

* Las proteinas de B. thuringiensis Cry3Ba
y Cry7Aa no presentaron actividad toxica
hacia larvas de primer instar de P vorax,
esto se debid a que el insecto no tiene en
su epitelio intestinal proteinas receptoras
para dichas proteinas Cry.

* Las proteinas de B. thuringiensis
Cry3Aa, Cry3Bb y Cry3Ca no mostraron
actividad toxica hacia larvas de primer
instar de P. vorax, a pesar de que se
observo la existencia de proteinas recep-
toras para ellas en el purificado de las
BBMV del insecto. Esto es atribuible a dos
factores: union vesiculas-proteinas de ca-
racter reversible, sin lograrse la inter-
nalizacién de la toxina en la membrana
epitelial del tracto digestivo del insecto
o presencia de proteasas en el tracto di-
gestivo de P. vorax que degradan las toxi-
nas haciéndolas inactivas.

¢ La evaluacion de las proteinas de B.
thuringiensis por blotting permitio identi-
ficar dos posibles proteinas receptoras para
las proteinas Cry3Aa, Cry3Bb y Cry3Ca en
las células epiteliales del intestino de P,
vorax, siendo este el primer registro que
se hace para un insecto coleéptero endé-
mico de la regién andina.

* Las proteinas Cry de Bt evaluadas por no
tener una alta actividad toxica hacia el gu-
sano blanco de la papa presentan poco
potencial para ser empleadas en el control
de este insecto plaga; por lo tanto, se hace
necesaria la busqueda de otras cepas que
contengan proteinas diferentes para su
evaluacion.



56 Revista Colombiana de Entomologia

Wilson Martinez O. & Cols.

Literatura citada

ARANDA, E. 1996. Andlisis de las interacciones
in vitro e in vivo de las d-endotoxinas de
Bacillus thuringiensis con el epitelio in-
testinal de diferentes insectos plaga. Te-
sis de grado Ph. D. en Biotecnologia.
Universidad auténoma del estado de
Morelos, Cuernavaca, México. 100 p.

ARANDA, E.; SANCHEZ, J.; PEFEROEN, M.; GUE-
RECA, L.; BRAVO, A. 1996. Interactions of
Bacillus thuringiensis crystal proteins with
the midgut epithelial cells of Spodoptera
frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae). Journal
of Invertebrate Pathology 68: 203-212.

BELFIORE C. J.; VADLAMUDI R. K.; OSMAN Y.
A.; BULLA L. E. 1994. A specific binding
protein from Tenebrio molitor (L.) for the
insecticidal toxin of Bacillus thuringiensis
subsp. tenebrionis. Biochemical and
Biophysical Research Communications
200 (1): 359-364.

BOLLAG, D.; EDELSTEIN, S. 1991. Protein
methods. Wiley and Sons Inc. New York.
250 p.

BRAVO, A.; HENDRICKX, K.; JANSENS, S.; PEFE-
ROEN, M. 1992a. Immunocytochemical
analysis of specific binding of Bacillus
thuringiensis insecticidal crystal proteins
to lepidopteran and coleopteran midgut
membranes. Journal of Invertebrate
Pathology 60: 247-253.

BRAVO, A.; JANSENS, S.; PEFEROEN, M. 1992b.
Immunocytochemical localization of
Bacillus thuringiensis insecticidal crystal
proteins in intoxicated insects. Journal of
Invertebrate Pathology 60: 237-246.

CHAMBERS, C.; CARROLL, J.; ELLAR, D. 2000.
Characterization of the CrylAc-binding
carbohydrate epitopes on Manduca sexta
120 KDa aminopeptidase. Resumenes.
XXXIIT Meeting Society for invertebrate
pathology. p. 33. Guanajuato, México.

DENOLF, P; JANSENS, S.; VAN HOUDT, S.;
PEFEROEN, M.; DEGHEELE, D.; VAN RIE, J.
1993a. Biotinylation of Bacillus thurin-
giensis insecticidal crystal proteins. Ap-
plied and Environmental Microbiology 59
(6): 1821-1827.

DENOLF, P.; JANSEN, S.; PEFEROEN, M.;
DEGHEELE, D.; VAN RIE, J. 1993b. Two
different Bacillus thuringiensis delta-
endotoxins receptors in the midgut
brush border membrane of the european
corn borer Ostrinia nubilalis (Hubner)
(Lepidoptera: Pyralidae). Applied and
Environmental Microbiology 59 (6):
1828-1837.

ESTADA, U.; FERRE, J. 1994. Binding of
insecticidal crystal proteins of Bacillus
thuringiensis to the midgut brush border
of the Cabbage Looper Trichoplusia ni
(Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) and
selection for resistance to one of the crystal
proteins. Applied and Environmental
Microbiology 60 (10): 3840-3846.

GARCIA, I.; SANCHEZ, J.; RAUSELL, C.; MAR-
TINEZ, A.; DE MAAG, R.; REAL, M.; BRAVO,
A. 2000. Specific binding and pore
formation activity of Cry3A toxin in
membranes isolated from Leptinotarsa
decemlineata and Tenebrio molitor. Re-
sumenes XXXIII Meeting Society for
Invertebrate Pathology. p. 33. Guanajuato,
México.

GARCZYNSKI, S.; CRIM J.; ADANG, M. 1991.
Identification of putative insect brush
border membrane binding molecules
specific to Bacillus thuringiensis delta-
endotoxin by protein blot analysis. Applied
and Environmental Microbiology 57 (10):
2816-2820.

HOFMANN, C.; VANDERBRUGGEN, H.; HOFTE,
H.; VAN RIE, J.; JANSENS, S.; VAN MELLAERT,
H. 1988. Specificity of Bacillus thuringiensis
delta-endotoxin is correlated with the pres-
ence of high affinity binding sites in the
brush border membrane of target insect
midguts. Procceedings of the National Acad-
emy of Sciences. USA. 85: 7844-7848.

KELLER, B.; LANGENBRUNCH, G. 1993. Con-
trol of coleopteran pests by Bacillus
thuringiensis. p. 171-191. En: Johnson,
H. (ed.). Bacillus thuringiensis An environ-
mental biopesticide: Theory and Practice.
Wiley and Sons publishers. London.
England. 305 p.

KOLLER,C.; BAUER, L.; HOLLINGWORTH, R.
1992. Characterization of the pH-mediated
solubility of Bacillus thuringiensis var. san
diego native delta-endotoxin crystals.
Biochemical and biophysical research
communications 84 (2): 692-699.

LAMBERT, B.; HOFTE, H.; ANNYS, K.; JANSEN,
S.; SOETAERT, J.; PEFEROEN, M. 1992.
Novel B. thuringiensis insecticidal crystal
protein with a silent activity against
coleopteran larvae. Applied and environ-
mental Microbiology 58 (8): 2536-2542.

LECUONA, R. 1996. Control microbiano, utopia
orealidad. p. 13-15. En: Lecuona, R. (ed.).
Microorganismos patégenos empleados
en el control microbiano de insectos pla-
da. Mariano Mas. Buenos Aires. Argenti-
na. 338 p.

LOSEVAA, O.; IBRAHIM, M.; CANDASA, M.;
KOLLERB, N.; BAUERB, L.; BULLA, L. 2001.
Changes in protease activity and Cry3Aa
toxin binding in the colorado potato beetle:
implications for insect resistance to Bacillus
thuringiensis toxins. Insect Biochemical
and Molecular Biology 32 (5): 567-577.

MACINTOSH, S.; LIDSTER, B.; KIRKHAM, L.
1994. Isolation of brush border membrane
vesicles from whole diamonback moth
(Lepidoptera: Plutellidae) larvae. Journal
of Invertebrate Pathology 63: 97-98.

MACPEARSON, S.; PERLAK, F.; FUCHS, R.;
MARRONE, P; LAVRIK, F; FISCHHOFTF, D. 1988.
Characterization of the coleopteran specific
protein gene of Bacillus thuringiensis Var.
tenebrionis. Bio/Technology 6 (1): 61-66.

MARTINEZ, W.; CERON, J. 2002. Evaluacién de
la toxicidad de proteinas de Bacillus
thuringiensis Berliner hacia el gusano blan-
co de la papa Premnotrypes vorax Hustache.
Agronomia Colombiana 19 (1-2): 89-95.

MARTINEZ, W.; CERON, J. 2003. Obtencién de
vesiculas de las microvellosidades del
epitelio intestinal del gusano blanco de
la papa Premnotrypes vorax. Revista Co-
lombiana de Biotecnologia IV (2): 33-37.

MARTINEZ, R.; MARTINEZ, N. 1997. Disefio de
experimentos: Analisis de datos estandar
y no estandar. Editora Guadalupe Ltda.
Bogota, Colombia. 479 p.

ORR, D.; CHARLES, P. 1998. Parasitoid and
predators. p. 3-34. En: Rechcigl, J. (ed.)
Biological and biotechnological control of
insect pests. CRC Press. Boca Ratén, Flo-
rida. 375 p.

PINZON, M. A. 1993. Calendario de siembras,
recoleccion y proceso de comercializacion
de la papa en Colombia. IICA Colombia.
Bogota. 80 p.

QUINONES, L.; QUINTERO, R. 1996. Mecanis-
mo molecular de accion de las delta-
endotoxinas de Bacillus thuringiensis . P.
63-112. En: Galan, L. (ed.). Avances re-
cientes en la biotecnologia de Bacillus
thuringiensis. Universidad Auténoma de
Nuevo Leén. Monterrey, México. 350 p.

RIVERA, G.; PINTO, L. 2001. Evaluaciéon de
patogenicidad de aislamientos nativos de
hongos entomopatégenos sobre el gusa-
no blanco de la papa Premnotrypes vorax
Hustache. Revista Colombiana de Biotec-
nologia 3 (2): 53-65.

SCHNEPF, E.; CRICKMORE, N.; VANRIE, J.; LERE-
CLUS, D.; BAUM, J.; FEITELSON, J.; ZEIGLER
D.; DEAN, D. 1998. Bacillus thuringiensis
and its pesticidal crystal proteins. Micro-
biology and Molecular Biology Reviews 62:
775-805.

SCHWAB, G.; CULVER, F. 1990. In vitro analysis
of Bacillus thuringiensis delta-endotoxin
action. p. 36-45. En: Hickle, L. (ed.).
Analytical chemistry of Bacillus thurin-
giensis. American Chemical Society. Was-
hington. USA. 306 p.

SAKAI, H.; OTAKE, K.; ESAKI, M.; KOMANO, T.;
YAMAGIWA, M. 2000. Binding of ICP to the
BBMV’'s and midgut epithelia of Culex
pipiens and Bombyx mori larvae. Resu-
menes. XXXIII Meeting Society of Inverte-
brate Pathology. p 85. Guanajuato, México.

SLANEY, A.; ROBBINS, H.; LEIGH, E. 1992. Mode
of action of Bacillus thuringiensis toxin
Cry IIA: An analysis of toxicity in Leptino-
tarsa decemlineata (Say) and Diabrotica
undecimpunctata Howardi Barber. Insecti-
cidal Biochemical Molecules 22 (1): 9-18.

VAN FRANKENHUYZEN, K. 1993. The challenge
of Bacillus thuringiensis. p 1-35. En:
Johnson, H. (ed.). Bacillus thuringiensis
An environmental biopesticide: Theory and
Practice. Wiley and Sons publishers.
London. England. 305 p.

VAN RIE, J.; JANSEN, S.; HOFTE, H.; DEGHEELE,
D.; VAN MELLAERT, H. 1989. Specificity of
Bacillus thuringiensis delta-endotoxins.
Importance of specific receptors on the
brush border membrane of the midgut of
target insects. European Journal of
Biochemistry 186: 239-247.

VAN RIE, J.; JANSEN, S.; HOFTE, H.; DEGHEELE,
D.; VAN MELLAERT, H. 1990. Receptors on
the brush border membrane of the insect
midgut as determinants of the especificity
of Bacillus thuringiensis delta-endotoxins.
Applied and Environmental Microbiology
56 (5): 1378-1385.

VELEZ, R. 1997. Plagas agricolas de impacto
econémico en Colombia : bionomia y
manejo integrado. Editorial Universidad
de Antioquia. Medellin, Colombia. 482 p.

WOLFERSBERGER, M.; LUTHY, F; MAURER, A.;
PARENTI, P.; SACCHI, V.; GIORDANA, B.;
HANOZET, G. 1987. Preparation and par-
tial characterization of amino acid trans-
porting BBMV s from the larval midgut of
the cabbage butterfly. Compendium of
Biochemical Physiology 86: 301-308.

Recibido: Mar. 04 /2003
Aceptado: May 30 /2003



