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DESCRIPCION

Nueva cepa de Bacilus thuringiensis para el control de orugas de lepiddpteros y en especial de la gardama, Spo-
doptera exigua.

Objeto de la invencion

La presente invencion pertenece al sector de la técnica de bioinsecticidas no contaminantes. Se presenta y reivindica
una nueva cepa de Bacillus thuringiensis, denominada NA118, con demostrada actividad insecticida para larvas de
lepiddpteros, y en particular contra larvas de la gardama, Spodoptera exigua (Hiibner), la polilla de las cruciferas,
Plutella xylostella (L.) y la polilla del racimo de la vid Lobesia botrana (Denis y Schiff). La presente invencion,
también incluye el uso de los mutantes derivados de NA118. Por tanto, esta cepa o sus mutantes pueden ser utilizados
para controlar dichas plagas.

Estado de la técnica

Bacillus thuringiensis es una bacteria aerobia y Gram + que forma un tipo distintivo de célula en reposo denomi-
nada endospora. La principal caracteristica que la diferencia de otras bacterias préximas es su capacidad de sintetizar
grandes cantidades de ciertas proteinas que, durante la esporulacion, se agregan para formar uno o mds cristales en
el citoplasma de la célula esporulada. Esta bacteria fue aislada originariamente de larvas muertas de Bombyx mori y
Ephestia kuehniella por lo que, en principio, se la consideré como un patégeno de insectos. Su funcién ecoldgica, por
ahora, no esté clara y se define como una bacteria patdgena oportunista que puede ser aislada de habitats tan distintos
como el suelo, granos de almacén, cieno de charcas, cadaveres de insectos, superficie de las plantas, etc. (Damgaard,
2001, En: Entomopathogenic bacteria: from laboratory to field application, pp. 23-40. J.F. Charles, A. Delécluses y C.
Nielsen-LeRoux (eds.), Kluwer Academic Publishers, Dordrecht, The Netherlands). Actualmente se conocen miles de
aislados de esta bacteria que estdn clasificados, en funcidn de su antigeno flagelar, en 82 serovares distintos (Lecadet
etal., 1999, J. Appl. Microbiol. 86: 660-672) sin que exista una correlacién entre serovar y toxicidad para insectos.

Las proteinas del cristal (proteinas Cry y Cyt, también llamadas J-endotoxinas) de algunos de los aislados de B.
thuringiensis son toxicas para los insectos que las ingieren y, en la actualidad, constituyen el ingrediente activo mas
utilizado para el desarrollo de bioinsecticidas (Hofte y Whiteley, 1989, Microbiol. Rev. 53: 242-255; Schnepf et al.,
1998, Microbiol. Mol. Biol. Rev. 62: 775-806). Tanto las proteinas Cry como Cyt tienen su espectro de toxicidad
restringido a invertebrados, particularmente insectos, y, en general, s6lo suelen ser toxicas para unas cuantas especies
filogenéticamente proximas. Esta alta especificidad es la que hace que B. thuringiensis sea considerado como un
agente de control seguro para ser utilizado como bioinsecticida ya que no crea residuos en el medio ambiente, es
compatible con otros agentes de control (parasitoides, depredadores, insecticidas quimicos, etc), no es fitotéxico y no
representa peligrosidad para el hombre u otros animales superiores. Ciertas cepas de B. thuringiensis, ademas de estas
proteinas insecticidas, también excretan durante su crecimiento vegetativo una toxina termoestable que se denomina
B-exotoxina. Esta molécula es un andlogo de la adenosina-monofosfato, que inhibe la ARN polimerasa dependiente
del ADN, por lo que tiene un amplio espectro de toxicidad contra vertebrados incluido el hombre (Sebesta y Horska,
1970, Biochem. Biophys. Acta 209: 357-376; Sebesta y Sternbach, 1970, FEBS Lett. 8: 223-235). La produccién
de B-exotoxina es una caracteristica especifica de cada cepa de B. thuringiensis que impide su desarrollo comercial
como bioinsecticida salvo algunas excepciones en Finlandia y el este de Europa (Smits, 1997, BCPC Symposium
Proceedings N° 68: 21-28).

Las proteinas Cry o Cyt son el producto de los denominados genes cry o cyt, respectivamente. Hasta ahora, se han
clonado 89 de estos genes a partir de B. thuringiensis, que codifican para diferentes proteinas insecticidas, y de los
que se puede encontrar una lista completa en “http://www.biols.susx.ac.uk/home/Neil-Crickmore/Bt/” (Maagd et al.,
2001, Trends in Genetics 17: 193-199). Los genes cry o cyt, en general, se encuentran localizados en los pldmidos
nativos de elevado peso molecular y, con menor frecuencia, insertados en el propio cromosoma bacteriano (Lereclus
et al., 1993, En: Bacillus thuringiensis, an Environmental Biopesticide: Theory and Practice, pp. 37-69. P.F. Entwistle,
J.S. Cory, M.J. Bailey y S. Higgs (eds.), John Wiley and Sons Ltd., Chinchester, UK.). La mayoria de las cepas de B.
thuringiensis contienen varios genes cry y el mismo gen se puede encontrar en diferentes cepas de B. thuringiensis.
Esta movilidad de genes entre cepas no es extrafia dada la facilidad con que los pldsmidos pueden ser transferidos entre
dos cepas distintas que crecen mezcladas en un mismo cultivo y porque algunos genes cry estan asociados a elementos
transponibles (Rosso et al., 2001, En: Entomopathogenic bacteria: from laboratory to field application, pp.143-166.
J.E. Charles, A. Delécluses y C. Nielsen-LeRoux (eds.), Kluwer Academic Publishers, Dordrecht, The Netherlands).
Los genes cry presentes en una cepa concreta de B. thuringiensis se pueden identificar mediante la técnica de la
Reaccién en Cadena de la Polimerasa o PCR utilizando cebadores especificos de cada gen (Carozzi et al., 1991, Appl.
Environ. Microbiol. 57:3057-3061; Judrez-Pérez et al., 1997, Appl. Environ. Microbiol. 63: 2997-3002; Porcar et al.,
2000, Fntomol. Exp. Appl. 97: 3397-346). Esta técnica no permite, en cambio, determinar qué genes se expresan o,
en su caso, cual es el nivel de expresion de cada gen en una cepa determinada.

El cristal de la mayoria de las cepas de B. thuringiensis contiene entre tres y cinco 6-endotoxinas, cada una de las
cuales tiene su propia especificidad insecticida. Estos componentes del cristal se pueden determinar separando las pro-
teinas, por su peso molecular, mediante electroforesis en un gel de poliacrilamida en (Iriarte et al., 1998, System. Appl.
Microbiol. 21: 97-106. La toxicidad y efectividad insecticida de una cepa viene determinada tanto por la combinacién
de ¢-endotoxinas como por su proporcién relativa en el cristal ya que, como es sabido, entre las proteinas insecticidas
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se pueden producir efectos sinérgicos, antagonistas o no producirse efecto alguno (Wu y Chang, 1985, FEBS Lett.
190: 232-236.). Otros factores que determinan el efecto patogénico de B. thuringiensis sobre un insecto son la solu-
bilidad del cristal y la posterior digestion proteolitica de las d-endotoxinas, los cuales dependen fundamentalmente
del insecto. B. thuringiensis s6lo produce su efecto téxico contra insectos cuando es ingerido por éstos (Schnepf et
al., 1998, Microbiol. Mol. Biol. Rev. 62: 775-806). Para que dicho efecto tenga lugar es necesario que se produzca la
disolucién de las d-endotoxinas del cristal en el medio alcalino (pH = 9,5-10) del mesenterdn. Las proteinas disueltas
son digeridas por proteasas, presentes en el tubo digestivo o asociadas a la superficie de la espora, que eliminan un
gran fragmento estructural en su extremo C-terminal y un pequefio fragmento de su extremo N-terminal, dando lugar
a la toxina activa (Liithy y Wolfersberger., 2001, En: Entomopathogenic bacteria: from laboratory to field application,
pp-167-180. J.E. Charles, A. Delécluses y C. Nielsen-LeRoux (eds.), Kluwer Academic Publishers, Dordrecht, The
Netherlands). Esta toxina se une a receptores especificos, presentes en la membrana de las células epiteliales del me-
senter6n, haciendo posible que las a-hélices del dominio t6xico se inserten en la membrana de las células susceptibles
formando un poro inespecifico que permite el flujo de iones y agua. Como consecuencia de ello las células afectadas
se hinchan y se lisan, permitiendo que el contenido del tubo digestivo invada la cavidad hemocélica. En el insecto
se produce una pardlisis del tubo digestivo que cesa de alimentarse y las esporas, si llegan a la hemolinfa, germinan
produciendo una septicemia.

Hasta hace pocos afios, casi todos los bioinsecticidas basados En B. Thuringiensis, que se ha utilizado por su
efectividad contra plagas de lepidépteros, han venido utilizando como principio activo la mezcla de esporas y cristales
de la cepa HDI1 del serovar kurstaki. Esta cepa, que sintetiza una mezcla de proteicas CrylA y Cry2A, tiene una
elevada actividad insecticida contra un buen nimero de plagas importantes, entre las que cabe incluir Helicoverpa
armigera, Plutella xylostella y Lobesia botrana, pero no controla eficazmente otras plagas importantes como, por
ejemplo, algunas especies del género Spodoptera. Para estas especies, que son poco susceptibles a la mayoria de la
toxinas de B. thuringiensis, en los tltimos afios se han seleccionado y comercializado algunas cepas del serovar aizawai
que, ademads de las proteinas CrylA, también producen las proteinas CrylC y CrylD (Porcar et al., 2000, Entomol.
Exp. Appl. 97: 3397-346). Los productos comerciales mds efectivos para el control de especies del género Spodoptera
se basan en cepas del serovar aizawai. Sin embargo, estos productos no resultan del todo adecuados para el control
de Heliothis, Plutella ni Lobesia (Caballero, P. y Ferré, J. (eds.), 2001, Bioinsecticidas: fundamentos y aplicaciones
de Bacillus thuringiensis en el control integrado de plagas, Phytona -Universidad Publica de Navarra; Zeigler, 1998,
Bacillus Genetic Stock Center Catalog of Strains, 7a edicion, Vol. 2, Ohio State University). Actualmente se tiende,
por parte de las pequefias compaiiias, al desarrollo de una mayor diversidad de productos basados en cepas de B.
thuringiensis que son especificas para el control de una plaga o grupo de plagas en un cultivo concreto. El desarrollo
de tales cepas implica, ademds de su caracterizacién genética y bioquimica, llevar a cabo su caracterizacion insecticida
para demostrar su utilidad en el control de una o més plagas concretas.

La actividad insecticida de una cepa de B. thuringiensis se determina mediante bioensayo. Un bioensayo mide la
interaccidn entre el insecto utilizado como huésped y la proteina o mezcla de proteinas producidas por la cepa. El tipo
de bioensayo estd en funcion de la especie huésped pero, normalmente, la mezcla de esporas y cristales producida
por la cepa se aplica al substrato alimenticio que va a comer el insecto. La respuesta mas vélida de un insecto a un
bioinsecticida basado en B. thuringiensis, y 1a mas facil de medir, es la muerte del insecto. El pardmetro mas adecuado
para medir el poder insecticida de un producto es la concentracién letal media (CLs), (o la dosis letal media (DLsy)),
que es la concentracién de producto que teéricamente mata al 50% de los insectos que la ingieren. La CLs, (0 la
DLs,) se determinan exponiendo grupos de larvas a diferentes concentraciones (o diferentes dosis) del producto y
manteniéndolas en condiciones favorables para su supervivencia. Durante un periodo de tiempo, normalmente entre
2 y 5 dias, se registra el porcentaje de mortalidad producida en cada una de las concentraciones (o dosis) evaluadas
y se determina la respuesta dosis-mortalidad mediante andlisis estadisticos. Este procedimiento permite, igualmente,
comparar la potencia relativa de dos o més productos.

Breve descripcion de la invencion

El objeto de la presente invencion se refiere a la cepa NA118, una nueva cepa de B. thuringiensis, con demostrada
actividad insecticida contra larvas del orden Lepiddptera. En concreto, la cepa NA118 posee una elevada toxicidad
contra larvas de la rosquilla verde o gardama (S. exigua), la polilla de las cruciferas (P. xylostella) y polilla del racimo
de la vid (L. botrana). Asi pues, Nal18 constituye un valioso ingrediente activo para la obtencion de bioinsecticidas
debido a la gran efectividad que presenta esta nueva cepa de B. thuringiensis frente a larvas de estos lepidépteros
plaga. La invencién también incluye a las cepas mutantes que se puedan obtener a partir de la cepa NA118 y a genes
nuevos de esta cepa que codifiquen para proteinas téxicas contra las especies de insectos mencionadas.

Descripcion de la invencion
La cepa de B. thuringiensis NA118 que se presenta en esta invencion posee las siguientes caracteristicas:

El crecimiento de la cepa puede realizarse en medios de cultivo suplementados con una concentraciéon apropiada
de sales minerales. En estas condiciones, la cepa produce colonias de morfologia similar a la que presentan otras cepas
de B. thuringiensis (colonias grandes, mates, de aspecto céreo y forma redondeada con bordes ligeramente irregulares)
y un cristal bipiramidal de 1,7 um de longitud. La cepa puede fermentarse a gran escala en medios de cultivo ricos en
sales.
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La cepa se clasifica, segtin su antigeno flagelar, como perteneciente al serovar aizawai (antigeno H-7).

La cepa no produce -exotoxina del tipo I, andlogo de la adenosina-monofosfato. Este compuesto, que se produce
(y libera al medio) durante la fermentacion de ciertas cepas de B. thuringiensis, resulta toxico para animales incluido
el hombre.

Las proteinas cristalinas que sintetiza esta cepa durante la fase de esporulacién poseen un peso molecular de 130-
140 kDa. Estas proteinas tienen actividad téxica frente a larvas de S. exigua, P. xylostella 'y L. botrana.

La cepa contiene los genes que codifican para las proteinas CrylAa, CrylAb, CrylC, CrylD, Crylla, Cry2 y
Cry7,8. No contiene, sin embargo, los genes responsables de las proteinas CrylAc, CrylAd, CrylB, CrylE, CrylF,
Cry1G, CryllIb, Cry3 ni Cry4.

La cepa NA118, objeto de la presente invencidn, ha sido depositada en la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo
(Departamento de Microbiologia y Ecologia, Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universitat de Valencia, 46100-Burjas-
sot, Valencia, Espafia) autoridad internacional de depdsito de microorganismos, con el nimero de acceso 5347 y fecha
27 de julio de 2000.

La materia activa producida por la cepa NA118 puede obtenerse como se describe en el ejemplo 5, que es un
método comun para otras cepas de B. thuringiensis. Dicha materia, que consiste en una mezcla de esporas y cristales, se
obtiene, una vez completado el proceso de fermentacién, mediante centrifugacion o cualquier otro medio conocido en
la técnica. El precipitado puede ser formulado, mediante la adicién de productos coadyuvantes (mojantes, adherentes,
protectores solares, tensoactivos, etc.) y otras materias inertes, como una suspension concentrada, polvo mojable,
granulos dispersables, microgranulos, asi como cebos alimenticios.

La cepa NA118 puede ser una fuente de genes de interés para la transformacién (introduccién de genes) de bacterias
u otros microorganismos asi como para la construccién de plantas transgénicas a las que les confieren parte, o todas,
las propiedades insecticidas de NA118. En la técnica se conocen vamos métodos para realizar dicha transformacion.
Los organismos asi construidos se pueden usar para el control de las plagas frente a las que la cepa NA118 presenta
toxicidad.

Manera de realizar la invencion

Los ejemplos que se describen a continuacién ilustran los procedimientos para poner en prictica, de la mejor
manera posible, la invencién. Estos ejemplos no deben de ser considerados como exclusivos y, por tanto, no limitan la
invencién en forma alguna.

Ejemplo 1
Aislamiento de la cepa NA118 de B. thuringiensis (Iriarte et al., 1998, System. Appl. Microbiol. 21: 97-106)

La presente cepa se aislé a partir de una muestra procedente de suelo, recogida a unos 2 6 3 cm de profundidad,
que se mantuvo almacenada a -20°C en una bolsa de plastico estéril hasta que fue analizada. Para llevar a cabo el
aislamiento se pesa 1 g de la muestra y se afiaden 10 ml de tampén fosfato (13 nM KH,PO,, 26 mM K,HPO,, pH
7,0). Se agita la mezcla vigorosamente durante 10 min, se calienta en un bafio a 70°C durante 15 min, se repite la
agitacion y se vuelve a calentar otros 15 min a 70°C. De esta suspension se transfieren alicuotas de 2, 5y 10 ul a placas
que contienen medio CCY (Stewart et al., 1981, Biochem. J. 198: 101-106) y se incuban a 28°C de 48 a 72 h. Las
colonias que presentan el aspecto tipico de B. thuringiensis (mates con brillo céreo y bordes irregulares) se examinan
al microscopio 6Optico y se seleccionan aquellas que contienen espora y cristal. Para la purificacién de colonias se
siembran por triple estria en placas CCY. El nuevo aislado se transfirid a viales estériles, que contenian una solucién
acuosa de glicerol al 50%, se etiquet con la denominacién de NA118 y se almacené a -20°C.

Ejemplo 2

Clasificacion serologica de la cepa NA118 (de Barjacl1981, Microbial control of pests and plant diseases 1970-1980.
pp.35-44. Burges,H. D. (Eds), Academic Presss, London)

La clasificacién serdgica se hace utilizando células flageladas del aislado NA118 que, después de ser seleccionadas
mediante tres pases sucesivos en tubos Craigie, se crecen en 12 ml de medio LB a 28°C en agitacién continua. Cuando
el cultivo bacteriano alcanza una densidad 6ptica de 0,8 a 1,0, se fijan las células mediante la adicién de formalina a
una concentracion final de 0,5. El antigeno flagelar de la cepa se determina preparando para cada uno de los sueros
conocidos, en un tubo de vidrio de borosilicato de 10x75 mm, una mezcla que consiste en 150 ul la suspensién de
células flageladas, 600 ul de agua destilada estéril, 100 ¢l de NaCl (0,9%) y 100 u1 de una dilucién 1:40 de uno de los
sueros de la coleccién proporcionada por el Instituto Pasteur, Paris, Francia. Todos los tubos se incuban a 37°C durante
2 h. La reaccion positiva se verifica en aquél tubo que presenta un sobrenadante claro y un precipitado algodonoso.
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Ejemplo 3

Procedimiento para determinar si la cepa NA118 produce B-exotoxina (Herndndez et al., 2001, J. Appl. Microbiol.
90: 643-647)

La sintesis de $-exotoxina, toxina termoestable, andlogo de la adenosina-monofosfato y cuya toxicidad es ines-
pecifica, se detecta mediante la cromatrografia liquida de alta resoluciéon (HPLC). La cepa NA118 se crece, a 29°C,
en 10 ml de medio CCY con agitacién durante 48 h. El cultivo crecido se centrifuga a 9000xg durante 10 min. Se
recupera el sobrenadante, se esteriliza mediante autoclave (20 min, 120°C y 1 atm) y se filtra a través de membranas
de nilén de 0,45 ym. Como control positivo se utiliza la cepa HD2 de B. thuringiensis. Las muestras (volumen de
inyeccion de 20 ul) se analizan en una columna p-Bondapak C18 a una temperatura que oscila entre 25°C y 30°C. La
fase mévil es KH,PO, (50 mM) disuelto en agua destilada desionizada, ajustado a pH 3,0 con acido fésforico al 85%
y filtrado a través de una membrana de nilén de 0,45 um. El flujo de la fase movil es de 2,0 ml/min y la deteccién se
realiza midiendo la absorbancia a 260 nm. En los cromatrogramas se observan los picos que corresponden a la forma
fosforilada y a la forma desfosforilada de la S-exotoxina.

Ejemplo 4

Identificacion de los genes contenidos en la cepa NA118 (Porcar et al., 2000, Entomol. Exp. Appl. 97: 3397-346)
Los genes cry contenidos en la cepas pueden ser identificados mediante la reaccién en cadena de la polimerasa o

PCR. Esta técnica permite amplificar fragmentos concretos del DNA de la cepa a partir de cebadores especificos para

los genes cry. A continuacidn se describen los cebadores utilizados para la identificacién de algunos de los genes cry
conocidos en B. thuringiensis.

Cebador Gen que reconoce  Tamafo del fragmento  Referencia®
amplificado®

1(+) Genes cryl 1500 aprox. 1
1(-) Genes cryl - 1
Unl(d) Genes cryl 277 2
Unl(r) Genes cryl - 2
IAa* crylAa 1286 1
IAb? cryl Ab 1371 1
IAc* crylAc 844 1
TIAd? crylAd 1212 1
IB* crylB 1323 1
Ic* crylC 1176 1
ID* crylD 1138 1
IE* crylE 1137 1
IF* crylF 967 1
1G* crylG 1128 1
11(98)Fw cryll 1006 3
11(98)Rv cryll - 3
1TIa(10)Fw crylla 726 3
1TIa(11)Rv crylla - 3
1Ib(8)Fw cryllb 727 3
1Ib(9)Rv cryllb - 3
1I(+) Genes cry2 1600 4
1I(-) Genes cry2 - 4
Un2(d) Genes cry 700 2
Un2(r) Genes cry2 - 2
Un3(d) Genes cry3 600 2
Un3(r) Genes cry3 - 2
Un4(d) Genes cry4 439 2
Un4(r) Genes cry4 - 2
Un7,8(d)  Genes cry7 ylo cry8 420 2
Un7,8(r)  Genes cry7 ylo cry8 - 2
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* Se refiere al fragmento amplificado al utilizar un determinado cebador en combinacién con el cebador general de
familia I(-), excepto en los casos de las parejas de cebadores 1(+)/I(-), Un1(d)/Unl(r), 11(98)Fw/1I(98)Rv, II (+)
MI(-), Un2(d)/Un2(r), Un3(d)/Un3(r), Un4(d)/Un4(r) y Un7,8(d)/Un7,8(r), donde la banda amplificada se refiere a la
obtenida al usarse dicho par conjuntamente. El tamafio viene dado en pb (pares de bases). °1, Judrez-Pérez et al., 1997,
Appl. Environ. Microbiol. 63: 2997-3002; 2, Ben-Dov et al., 1997, Appl. Environ. Microbiol. 63:4883-4890; 3, Van
Rie (comunicacién personal); 4, Ferrandis et al. 1999, Lett. Appl. Microbiol. 28: 440-444.

Ejemplo 5
Manera de obtener la materia activa producida por la cepa NA118

La materia activa de la cepa NA118 la constituye la mezcla de cristales proteicos y esporas que produce, durante la
fase de esporulacién, cuando se crece en un medio esporulante. Para preparar un litro del medio de cultivo esporulante,
se afiaden los siguientes componentes (soluciones 1 y 2) en las cantidades indicadas entre paréntesis y finalmente se
completa hasta un litro con agua destilada. Tras esterilizar en autoclave, se afiade 1 ml de la solucién 3 esterilizada por
filtracién.

Solucién 1. Tampon del medio, pH 7 (500 ml)
KH,PO, 0,026 M
K,HPO, 0,052 M

Solucioén 2. Fuente de carbono (10 ml)

L-glutamina 02¢g
Caseina hidrolizada (acida) 10¢g
Bacto casitona 10g
Extracto de levadura bacteriolégica 4¢
Glicerina 6 ml
Agua destilada hasta 100 ml

Solucioén 3. Solucién acuosa de sales (1 ml)

ZnCl, 0,056 M
MgCl, - 6H,0 0,5M
MnCl, - 6H,0 0,01M
CaCl, - 2H,0 0,2M
FeCl; - 6H,O 0,05 M
HCI fumante 1%

Como indculo se utiliza una suspension de esporas y cristales que, previamente se calienta a 70°C, durante 30 min,
para eliminar las células vegetativas y conseguir asi que las esporas germinen y se desarrollen de forma sincronizada
durante la fermentacion. El indculo representa aproximadamente un 1% del volumen del cultivo, el cual, posterior-
mente, se incuba a una temperatura de entre 28 y 30°C, con agitacién y abundante aporte de oxigeno. El tiempo de
incubacién puede oscilar entre 48 y 72 h. El momento de finalizacién de la fermentacién se determina, mediante ins-
peccién al microscopio 6ptico de contraste de fases, cuando alrededor del 90% de las células esporuladas ya han lisado
y liberado al medio las esporas y los cristales.

La concentracion de las esporas y cristales se puede llevar a cabo mediante centrifugacion, entre otras técnicas. El
sedimento se puede lavar con un 10% del volumen inicial de NaCl 1M / EDTA 10 mM, para inactivar las proteasas
y proteger asi la integridad de los cristales, y se centrifuga de nuevo. El sedimento se puede liofilizar y guardar a 4°C
0 a temperatura ambiente, o bien resuspender en una solucién de KCI 10 mM (10 ml/I cultivo inicial) y mantenerlo a
-20°C hasta su formulacion.

Ejemplo 6

Determinacion del peso molecular de las proteinas que componen el cristal de la cepa NA11S (Iriarte et al., 1998,
Sytem. Appl. Microbiol. 21: 97-106)

La mezcla de esporas y cristales, obtenidas como se describe en el ejemplo 5, se somete a sonicacién durante
20 s (Soniprep 150 MSE) y se carga inmediatamente en un gradiente discontinuo de sacarosa compuesto por tres
soluciones de sacarosa al 69%, 72% y 79% (peso/volumen) (Thomas y Ellar, 1983, J. Cell Sci. 60: 181-197). Se
centrifugan 16 h a 70.000xg y la fase que contiene los cristales se recupera mediante una pipeta Pasteur. Los cristales
se lavan con agua estéril hasta un volumen final de 200 ml, y se centrifugan de nuevo 45 min a 20.000xg. Los cristales
precipitados se resuspenden de nuevo en agua y se comprueba su pureza mediante microscopia de contraste de fases.
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Aproximadamente 10 ul de estas muestras de cristales se afiaden a un tubo de 1,5 ml que contiene 5 ul de una
mezcla formada por 30x Reducing Agent (1/10 del volumen) y 3x SDS Sample Buffer (I volumen) de Biolabs.
Después se calienta a 100°C durante 5 min y se separan mediante electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% (100:1
acrilamida/bis acrilamida) conteniendo sodio dodecilsulfato, durante 1h a 36 mA tal y como se describe en Laemmhi
(1970). El gel se tifie en una solucién 50% (v/v) de etanol, 10% (v/v) de acido acético y 0,1% (peso/volumen) de
azul de Coomassie R 250 durante 40 minutos, después de los cuales se destifien en una solucién 6,75% (v/v) de acido
acético glacial y 9,45% (v/v) de etanol. Los pesos moleculares de las proteinas se obtuvieron por comparacion con un

ES 2 195738 Bl

marcador de peso molecular (Biolabs, New England).

Ejemplo 7

Ensayo de toxicidad, en medio artificial, con la mezcla de cristales y esporas de la cepa NA118 y larvas de S. exigua

El medio artificial consiste en:

Agua
Agar
Caseina

Nipagin

CaCo;,

FePO,

KCl
KI

NaCl
NaF

Biotina

KH,PO,

Ca;(PO,),

Harina de maiz
Germen de trigo

Levadura de panaderia

Hidrocloruro de tetraciclina
Acido sérbico

Acido ascérbico

Aceite de maiz

Mezcla de sales Wesson
Mezcla de vitaminas

Mezcla de sales Wesson
CUSo, - 5H,O

MnSO4 . Hzo
MgSO, - TH,O
AIK(SO,), - 12H,0

Mezcla de vitaminas
Acido nicotinico
Riboflavina
Tiamina

Piridoxina

Calcio pantotenato
Acido falico

Vitamina B,

1000 ml

18 g
9% g
64 g
10g
34 ¢
lg
05¢g
25¢g
9¢g
4 ml
5¢g
0,12 ¢

210 g
0,39 ¢
14,7g
02¢g

Ng
0,09 g
120 g
310 g
0,05¢
105 ¢
0,57 ¢
149 ¢

05¢g
023 ¢
023 ¢
lg

20 mg
20 mg
2 mg
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Se mezcla el agar, el aceite de maiz y el agua. La mezcla se lleva a ebullicién y, cuando la mezcla se ha enfriado
a 55 6 60°C, se anaden el resto de los ingredientes homogeneizando 1,. mezcla con un agitador de aspas. En cada
bioensayo se utilizan al menos cinco concentraciones de la mezcla liofilizada de cristales y esporas y un control
negativo (agua). La mezcla de esporas y cristales se homogeniza con el medio artificial a una temperatura de 50°C
y, cuando aun estd en estado semiliquido, se vierte aproximadamente 1 ml en cada uno de los pocillos de una placa
de cultivo. A cada pocillo, una vez que se ha enfriado el medio artificial, se transfiere una larva de dos dias de edad.
Para cada concentracion de esporas y cristales evaluada, y también para el testigo, se utilizan un total de doce larvas.
Las placas con los insectos se colocan a 25°C, HR 70% y con un fotoperiodo de 16 h de luz y 8 h de oscuridad y la
mortalidad se registra a los a 5 dias.

Ejemplo 8

Ensayo de toxicidad, en hojas de lechuga, de la mezcla de cristales y esporas de la cepa NA11S con larvas neonatas
de S. exigua

Se sumergen discos de lechuga de 0,5 cm de didmetro en soluciones acuosas que contienen distintas concentra-
ciones de cristales y esporas y un agente mojante. Se dejan secar al aire y, una vez secos, se colocan en pocillos
individuales de 4 cm? (placas Sterilin, de 25 pocillos) cuyo fondo esté recubierto con una pequefia capa de agar al 3%
en agua para prevenir la desecacién. A cada pocillo se transfiere una larva neonata, utilizindose un total de 20 a 25
larvas por cada una de las concentraciones evaluadas en el bioensayo. Las placas con los insectos se colocan a 25°C,
HR 70% y con un fotoperiodo de 16 h de luz y 8 h de oscuridad. La mortalidad se registra a los 2 dias.

Ejemplo 9

Ensayo de toxicidad, en medio artificial, con la mezcla de cristales y esporas de la cepa NA118 y larvas de tercer
estadio de P_xylostella

El medio artificial consiste en:

Agua 1000 ml
Agar 20¢g
Germen de trigo 100 g
Caseina 45 ¢
Sacarosa 40 g
Levadura de cerveza 30g
Colesterol lg
Nipagina 1,6 ¢g
Aureomicina-Tetraciclina 025¢g
Acido sérbico-potasio sorbato 1,6¢g
Rifampicina 025¢g
Acido ascérbico 3g
Aceite de maiz 4 ml
Mezcla de sales Wesson 20¢g
Mezcla de vitaminas 0,03 ¢

Mezcla de sales Welson

CaCO; 210 g
CUSOQO; - 5H,O 0,39 ¢
FePO, 147 ¢
MnSO, - H,O 02¢g
MgSO, - 7TH,0 N¢g
AIK(SO,), - 12H,0 0,09 ¢
KCl 120 g
KH,PO, 310 g
KI 0,05¢
NaCl 105 ¢
NaF 0,57 ¢
Ca;(PO,), 149 ¢
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(Continuacién)

Mezcla de vitaminas

Acido nicotinico lg
Riboflavina 05¢g
Tiamina 023 ¢g
Piridoxina 023 ¢g
Calcio pantotenato lg
Acido félico 20 mg
Biotina 20 mg
Vitamina B, 2 mg

Se mezcla el agar, el aceite de maiz y el agua. La mezcla se lleva a ebullicién y, cuando se ha enfriado a 50 6 55°C,
se afiade el resto de los ingredientes y se homogeneiza con un agitador de aspas. Cuando el medio todavia esta caliente
se distribuye en pocillos de 2 cm? de una placa de cultivo. Sobre la superficie del medio artificial de cada pocillo se
afiaden 50 ul de agua destilada estéril que contiene una determinada concentracion de esporas y cristales y se deja
secar bien. Se utilizan cinco concentraciones distintas de esporas y cristales y un control (agua). A cada pocillo se
transfiere una larva y se utilizan un total de 12 larvas por concentracion incluido el testigo. Las placas con los insectos
se colocan a 25°C, HR 70% y fotoperiodo de 16 h de luz y 8 h de oscuridad. La mortalidad se registra a los 2 dias.

Ejemplo 10

Ensayo de toxicidad, en medio artificial, con la mezcla de cristales y esporas de la cepa NAI118 y larvas del tercer
estadio de L. botrana

El medio artificial consiste en:

Agua 390 ml
Agar 12¢g
Mosto de uva 120 ml
Hoja de vid (polvo seco) 15¢
Germen de trigo 21g
Sémola de maiz 24 ¢
Levadura de panaderia 225¢
Acido ascérbico 3g
Acido benzoico 1,05¢
Nipagina 1,05¢
Aureomicina-Tetraciclina 0,15¢
Aceite de maiz 1,2 ml

Las hojas de vid pueden ser frescas o congeladas, pero antes de ser usadas han de secarse a 60°C y triturarse
posteriormente (por ejemplo en un molinillo de café). Para, preparar el medio, se mezclan el agar, el aceite de maiz
y el agua y se lleva a ebullicién. Cuando la mezcla se ha enfriado a 55 6 60°C, se afiade el resto de ingredientes y se
homogeneiza con un agitador de aspas. En cada ensayo se utilizan al menos 5 concentraciones de la mezcla liofilizada
de cristales y esporas, ademds de un control negativo (agua). La mezcla de cristales y esporas se incorpora al medio
artificial, cuando éste todavia estd liquido, mediante un homogenizador.

Se recubren placas de 12 pocillos con el medio caliente y se deja solidificar al aire. A los pocillos se les afiaden
distintas concentraciones de cristales y esporas en un volumen final de 50 ul de agua destilada estéril y se deja secar
bien. Se transfiere una larva por pocillo, utilizando un total de doce larvas por concentracién. Las placas con los
insectos se colocan a 25°C, HR 70% y con un fotoperiodo de 16 h de luz y 8 h de oscuridad y la mortalidad se registra
alos 5 dfas.

Ejemplo 11

Potencia insecticida, en hojas de lechuga, de la mezcla de cristales y esporas de la cepa NAI1IS frente a larvas
neonatas de S. exigua

La potencia insecticida de la cepa NA118 se determina mediante un ensayo de toxicidad, como el que se describe
en el ejemplo 8, en el que se utiliza pomo producto de referencia la mezcla de cristales y esporas producida por la cepa
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del producto comercial Xentari® (Abbot). A partir de los datos de concentracién-mortalidad, obtenidos con cada una
de las dos mezclas de cristales y esporas, se estiman los correspondientes valores de la LCs, (concentracién de cristales
y esporas que produce la muerte al 50% de los insectos expuestos durante el tiempo que dura el bioensayo) mediante el
programa estadistico POLO-PC (LeOra software, 1987). Los valores se expresan en UA (unidades de absorbancia a la
longitud de onda de 600 nm), que es una medida proporcional a la concentracién de cristales y esporas en suspension.

Insecto plaga LG

NA118 Xentari®

S. exigua 0,23 0,19

Ejemplo 12

Actividad insecticida, en medio artificial, de la. mezcla de cristales y esporas de la cepa NA118 frente a larvas de P.
xylostella L. botrana y S. exigua

La actividad insecticida de la mezcla liofilizada de esporas y cristales obtenida a partir de esta cepa se estima a
partir de los datos de mortalidad obtenidos en los bioensayos con diferentes diluciones de dicha mezcla (ver ejemplos
7,9 y 10). Como producto de referencia se utiliz6 una mezcla de esporas y cristales, liofilizada asimismo, de la
cepa aislada del producto comercial Delfin® (Sandoz). La actividad insecticida de la mezcla de esporas y cristales
se determind mediante la estimacion del valor de la concentracién letal media (CLs,): concentracién de cristales y
esporas que produce la muerte del 50% de los insectos. Este pardmetro se determind con la utilizacién del programa
estadistico POLO-PC (LeOra Software, 1987, Berkeley, CA). Los valores estdn expresados en ng de liofilizado/cm?
en el caso de P. xylostella, y en mg de liofilizado/L de medio artificial en L. botrana y S. exigua.

Insecto plaga CLs,

NA118  Delfin®

P. xylostella 101 110
L. botrana 5,0 3,1
S. exigua 2,5 3,8

10
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REIVINDICACIONES

1. Composicién insecticida contra Plutella xylostella y/o Lobesia botrana que comprende la cepa CECT 5347 de
Bacillus thuringiensis o cualquier mutante derivado de la misma con funcidn insecticida equivalente.

2. Método de control de plagas de Plutella xylostella y/o Lobesia botrana que consiste en la puesta en contacto
de dichos insectos o del ambiente donde se encuentran, con una cantidad efectiva de una composicién que comprende
la cepa CECT 5347 de Bacillus thuringiensis o cualquier mutante derivado de la misma con funcién insecticida
equivalente.

3. Método segtn la reivindicacion 2 caracterizado porque la composicion comprende cristales, pero no esporas,
de la cepa CECT 5347 de Bacillus thuringiensis o cualquier mutante derivado de la misma con funcién insecticida
equivalente.

4. Método segun la reivindicacion 2 caracterizado porque la composicién comprende cristales y esporas de la cepa
CECT 5347 de Bacillus thuringiensis o cualquier mutante derivado de la misma con funcién insecticida equivalente.

11
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