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RESUMEN

Bacillus thuringiensis es un microorganismo que constituye una alternativa
ecologicamente sostenible a los insecticidas quimicos, debido a la actividad toxica sobre
distintos tipos de invertebrados. En el mundo las investigaciones sobre Bacillus thuringiensis
(Bt) se inician con la busqueda de cepas que produzcan nuevas proteinas Cry que pudieran
combatir diferentes plagas, de interés agricola y de salud publica. Es por esto que en este
trabajo el objetivo principal fue aislar y caracterizar cepas de Bt var. kurstaki (Btk) colectadas
en suelos de alta montafia. Los aislados fueron caracterizados por métodos morfologicos,
bioquimicos y moleculares. En total se colectaron 11 aislados en zonas intervenidas con
actividad agricola (ZI) y 5 en zonas no intervenidas (ZNI), los cuales fueron identificados
de acuerdo al fenotipo caracteristico de Bt. De las cepas identificadas como Bt, s6lo 6 de los
16 aislados presentaron el gen cryl. Paralelamente, se realizo el andlisis de estos aislados en
geles de poliacrilamida (SDS-PAGE), donde 9 de los 16 aislados evaluados presentaron la
banda dominante de 140 KDa, caracteritica de Btk. Los resultados obtenidos permitieron la
identificacion de 9 cepas de Bacillus thuringiensis en alta montafia. Posteriormente, se
evalué la actividad toxica de dichos aislados de Bt mediante bioensayos con larvas de
Spodoptera frugiperda, obteniendo que sélo 4 cepas mostraron una mortalidad mayor del 70
%. Esto constituye un aporte a la coleccion establecida en el Laboratorio de Procesos
Fermentativos, cuyo propdsito es desarrollar formulaciones comerciales de bioinsecticidas
de produccion nacional.

Palabras claves: Bacillus thuringiensis, PCR, Spodoptera frugiperda, bioinsecticida, Btk.



INTRODUCCION

Hoy en dia existe una necesidad de contar con herramientas seguras y efectivas para el
control de plagas, en especial de insectos, alternativas a los productos quimicos. Esto
estimula considerablemente el interés en usar microorganismos entomopatdégenos como
agentes de biocontrol. El patbgeno mas exitoso en cumplir este objetivo, que ademas
mantiene potencial para seguir desarrollandose, es la bacteria Bacillus thuringiensis (Bt)

(Sauka y Benintend, 2008).

B. thuringiensis pertenece a la familia Bacillaceae y se diferencia de las otras bacterias,
del grupo Bacillus cereus, por la capacidad para formar, durante la fase de esporulacién, una
0 mas inclusiones cristalinas de naturaleza proteica, llamadas cominmente &-endotoxinas,
que son tdxicas para distintos invertebrados, especialmente larvas de insectos (Whiteley y
Schnepf, 1986). Estas toxinas de naturaleza proteica estan constituidas por proteinas Cry y
Cyt de una o varias clases, las cuales le confieren un amplio y diverso espectro de accion

insecticida (Porcar y Juarez-Pérez, 2004).

Este microorganismo es altamente ubicuo gracias a su capacidad de ocupar un gran
namero de ecosistemas terrestres. Sisteméaticamente, ha sido asumido como un habitante del
suelo gracias a la facilidad de ser aislado de este sustrato (Travers et al., 1987). En los Gltimos
afios se ha establecido un importante nimero de colecciones de Bt en distintas partes del
mundo, con la finalidad de encontrar cepas que produzcan nuevas proteinas Cry con mayor
potencial insecticida. Bacillus thuringiensis, en especial la variedad kurstaki (Btk), esta

siendo utilizada actualmente como una alternativa ecologicamente sostenible a los



insecticidas quimicos, para controlar plagas de lepidopteros en cultivos de interés
agronémico (Whalon y Wingerd, 2003), como Spodoptera frugiperda (J.E. Smith), conocida
comunmente como “cogollero del maiz”. Esta polilla es plaga del maiz (Zea mays L.) y ataca

este cultivo con niveles de densidad variables, disminuyendo su productividad.

e Caracteristicas generales de Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis es un bacilo Gram positivo, que mide de 3 a 5 um de largo por 1 a
1,2 um de ancho. Son moviles gracias a la presencia de flagelos, los cuales recubren casi o
totalmente la superficie de la bacteria. El tamafio del genoma es de 2400 a 5700 kpb (Carlson
et al., 1994). Ademas, presenta la caracteristica de desarrollar esporas elipsoidales de
resistencia, que no provocan el hinchamiento ni la deformacion del perfil bacilar (Gordon et
al., 1973). Esta bacteria es anaerobia facultativa, quimioorganotrofa y con actividad catalasa
(Breed, 1986). Los distintos aislamientos de Bt presentan en general caracteristicas
bioquimicas comunes. Entre éstas, poseen la capacidad de fermentar glucosa, fructosa,
trealosa, maltosa y ribosa, y de hidrolizar gelatina, almidon, glucogeno, esculina y N-acetil-
glucosamina. Sin embargo, su principal caracteristica es la produccion de una inclusién
paraesporal (figura 1) formada por un cuerpo cristalino de naturaleza proteica durante el
proceso de esporulacién, que resultan toxicas para distintos invertebrados al ser ingeridas
por insectos susceptibles, entre los que se incluyen importantes plagas agricolas,
especialmente en sus estadios larvales (Macintosh et al., 1990; Sauka y Benintende, 2008).
Estos cristales paraesporales son detectables al microscopio 6ptico de contraste de fases y

estan basicamente conformados por una o varias toxinas llamadas &-endotoxinas, que se



destacan por presentar actividad biocida contra una gran variedad de artropodos, como
lepidopteros, dipteros, coledpteros, himendpteros, homopteros, acaros, entre otros, asi como

organismos de otros phyla como nematodos, trematodos y protozoarios (Feitelson, 1993).

Figura 1. Micrografia de Bacillus thuringiensis var. kurstaki en microscopio electrénico de transmision. C:
cristal proteinico bipiramidal. E: espora. Tomado de Torres et al. (2006).

La alta especificidad de las toxinas de Bt y su inocuidad para el medio ambiente, ha
favorecido su desarrollo como bioinsecticida (Ruiz De Escudero et al., 2004). Estas
proteinas son una valiosa alternativa a los pesticidas quimicos para el control de plagas de

insectos agricolas (Roh et al., 2007).

e Historia

Durante muchos afios la humanidad ha tenido la necesidad de contar con herramientas
seguras Y efectivas para el control de plagas. Bt es una de las bacterias mas utilizadas con
este propasito y su estudio se remonta a mas de un siglo. En este sentido, Sansinenea (2012)

propuso un orden cronolégico descrito a continuacion.



Bacillus thuringiensis fue descubierto por primera vez en el afio 1901 en Japén, como el
agente causal de la enfermedad en los gusanos de seda (Bombyx mori) (Ishiwata, 1901);
nombrandolo Sottokin, que significa " bacilo de la muerte subita”, y describié la patologia
que provoca en las larvas del gusano de seda, asi como las caracteristicas del cultivo
(Ishiwata, 1905). También describid en un reporte posterior, que la muerte de las larvas era

causada por una toxina, que no dependia solamente de la ingesta del Bacillus.

En 1915, El bacteriélogo aleman Ernst Berliner, aislé el Bacillus de la polilla
mediterranea de la harina (Anagasta kuehniella) y realiz6 la primera descripcion formal,
Ilaméndola Bacillus thuringiensis (Bt), nombre derivado de Thuringia, region de Alemania
donde fue aislado. Ese mismo afio, reporté la presencia de inclusiones paraesporales dentro
de Bt (Berliner, 1915).

Posteriormente, Aoki y Chigasaki (1916) publicaron una descripcion detallada del
organismo de Ishiwata, al que Ilamaron Bacillus sotto, sefialando que su actividad se debia
a una toxina presente en los cultivos esporulados, pero no en cultivos de células vegetativas.

A pesar de lo poco que se entendia de la biologia de este microorganismo en ese tiempo,
se demostrd ser altamente patogénico para las larvas de ciertas especies de plagas de
lepiddpteros. A finales de 1920, se inici6 el uso de Bt como pesticida en Hungria (Husz,
1928) y en Yugoslavia a principios de 1930, para controlar el taladrador de maiz europeo
(Vouk y Klas, 1931).

El primer producto comercial, a base de formulaciones de esporas llamado Sporine, fue

producido en 1938 por el Laboratorio Libec en Francia (Aronson et al., 1986). Este producto



fue utilizado principalmente para matar polillas de la harina. Sin embargo, fue poco
comercializado debido al inicio de la Segunda Guerra Mundial.

Los investigadores Angus (1954) y Hannay y Fitz-James (1955), encontraron que la
principal actividad insecticida contra insectos lepiddpteros (polilla) era debido a las proteinas
de inclusion cristalinas formadas en el proceso de esporulacion.

En los Estados Unidos de América, Bt fue usado comercialmente al inicio de 1958. En
1961, fue registrado como un pesticida por EPA (Environmental Protection Agency) y por
otras compariias como: Merck, Agritrol, Rohm & Haas y Bakthane (Van der Laan, 1967;
Van der Geest y Van der Laan, 1971).

En 1962, Eduard Kurstak aisld otra subespecie de Bt, obtenida de larvas enfermas de A.
kuehniella de un molino de harina en Bures sur Yvette, cerca de Paris, Francia (Kurstak,
1962). Posteriormente, Dulmage (1970) reporto el aislamiento de una cepa de Bt proveniente
de larvas enfermas de Pectinophora gossypiella, a este aislado lo llamé HD-1.

De Barjac y Lemille (1970), examinaron mediante serotipo flagelar los aislados de
Kurstak y de Dulmage, encontrando que se trataba de una nueva subespecie de Bt, que
denominaron kurstaki.

Ese mismo afio, Laboratorios Abbott entr6 en el mercado con Dipel, que fue la primera
preparacion comercial basada en el nuevo aislado de Bt var. kurstaki (HD-1), el cual era
usado para controlar plagas de lepidopteros, tales como la polilla de la col (Trichoplusia ni)
, gusano del maiz (Helicoverpa zea), gusano de las yemas del tabaco (Heliothis virescens) y
plagas forestales como la polilla gitana (Lymantria dispar) y el gusano del abeto

(Choristoneura fumiferana) (Dulmage, 1970) .



Hasta 1976, solo se habian descrito 13 cepas de Bt, las cuales eran tdxicas sélo a ciertas
especies de larvas de lepidopteros. Ese mismo afio, Goldberg y Margalit descubrieron una
nueva cepa en el desierto de Negev de Israel, denominandola Bacillus thuringiensis var.
israelensis (Bti), altamente toxica para larvas de diferentes especies de mosquitos (Goldberg
y Margalit, 1977). Para 1992, compafiias estadounidenses y europeas estaban produciendo y
comercializando productos con Bti como Vectobac, Bactimos y Teknar para el uso contra
larvas de dipteros.

En Alemania, Krieg et al. (1983) aislaron una cepa de Bt en gorgojos de Tenebrio molitor,
siendo altamente toxica para coledpteros, tanto en estadios larvales como adultos,
denominandola Bacillus thuringiensis var. tenebrionis.

Para aumentar el catalogo de aislados de Bt, Martin y Travers (1989) obtuvieron mas de
1000 aislados colectados en muestras de suelo de Africa, Asia, Europa, Norte y Sudamérica;
de los cuales el 60 % fueron tdxicos para lepidopteros y dipteros.

De esta manera, durante muchos afios Bt se ha convertido en una herramienta importante
para el control de plagas. Hoy en dia es el mas exitoso insecticida microbiano comercial, que

comprende aproximadamente el 90 % del mercado biopesticida.

e Clasificacion taxonomica

El termino “Grupo Bacillus cereus” es un término no taxonémico que se ha utilizado
comunmente para referirse a un grupo de bacterias cuya taxonomia ha sido ampliamente
discutida (Vilas-Bbas et al., 2007). Este grupo esta compuesto por seis especies: B.
anthracis, B. cereus, B. mycoides, B. thuringiensis, y las mas recientemente descritas B.

pseudomycoides (Nakamura, 1998) y B. weihenstephanensis (Lechner et al., 1998). Bacillus



thuringiensis se encuentra estrechamente relacionada con B. cereus y B. anthracis, de los
que no logra distinguirse por completo debido a que no existen suficientes diferencias en sus
caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas (Schnepf et al., 1998). Esta especie presenta un
fenotipo caracteristico en comun con Bacillus cereus, eso incluye motilidad, requerimientos
nutricionales, actividad hemolitica y resistencia a la penicilina (Vilas-Boas et al., 2007). A
pesar de esto, el Manual de Bergey reconoce la individualidad de Bt, basandose sobre todo
en dos caracteristicas diferenciales: la presencia de la inclusién o cristal paraesporal y sus

propiedades insecticidas (Sneath, 1986).

Para la clasificacion de Bt se lleva a cabo la observacion de la morfologia del cristal a
través de microscopio de contraste de fases. Ademas, se utilizan técnicas inmunoldgicas
como la reaccién en el serotipo H del antigeno flagelar (De Barjac y Bonnefoi, 1962),
técnicas moleculares tal como la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) (Porcar y
Juarez-Pérez, 2003) y técnicas bioquimicas tales como la evaluacion del patrén de proteinas
por electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE)
(Bravo et al., 1998) y crecimiento en medios selectivos (Porcar y Juarez-Pérez, 2004; Jensen
et al., 2003). Adicionalmente, se evallan sus propiedades insecticidas a través de bioensayos

(Martinez, 2004).

e Ciclo de vida de Bacillus thuringiensis

El ciclo de vida de Bt se caracteriza por dos fases, que incluyen la division de la célula
vegetativa y el desarrollo de esporas (Bulla et al., 1980). La célula vegetativa tiene forma de
baston y se divide en dos células hijas uniformes por la formacion de un tabique de division

iniciado en la mitad de la membrana plasmatica. La esporulacion, por otro lado, implica la



division celular asimétrica y se caracteriza por siete etapas que incluyen la formacion de
filamento axial (etapa 1), preespora y formacion de tabique (etapa 1), aparicion de cristales
parasporales y formacion de la preespora (etapa I11), formacidn de exosporium, pared celular
primordial, corteza y abrigos de esporas acompafado de transformacion del nucleoide y
esporas (etapas IV a VI), y la maduracion de las esporas y lisis del esporangio (etapa V1I)

(figura 2) (Bechtel y Bulla, 1982).

Figura 2. Diagrama de la esporulacion en B. thuringiensis. (Bulla et al., 1980). Tomado de
http://www.fao.org/docrep/t0533e/t0533e04.htm

La esporulacion es inducida por una disminucion de los recursos nutritivos presentes en
el medio. El proceso dura entre 6 a 8 horas y originan una serie de cambios morfoldgicos y
fisiologicos remarcables (Errington, 1993). Las observaciones efectuadas en otros trabajos
sobre el crecimiento y la naturaleza del cristal paraesporal, mostraron que existe una relacién
entre la esporulacion y la aparicion de este cuerpo cristalino, el cual se compone
principalmente de una o varias toxinas de naturaleza proteica llamadas comiinmente 6-

endotoxinas (Porcar y Juarez-Pérez, 2004).
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e Caracteristicas de las 6-endotoxinas

Las &-endotoxinas son el componente paraesporal predominante en la mayoria de
subespecies de Bt (Bulla, 1980), donde existen variaciones en el nimero, la forma y la
composicion de estas inclusiones (Aronson et al., 1986). Cada cuerpo de inclusidn cristalino
esta constituido por proteinas Cry y Cyt (del inglés Crystal y Cytolitic, respectivamente) de
una o varias clases, las cuales les confieren un amplio y diverso espectro de accion
insecticida (Porcar y Juarez-Pérez, 2004). Esta actividad biocida acttia sobre ciertas especies

de insectos entre los 6rdenes Lepidoptera, Diptera y Coledptera durante el estadio larvario.

La definicién de proteinas Cry es muy amplia, pero de manera general es una proteina
paraesporal de 130 a 140 KDa, que muestra un efecto téxico hacia algin organismo,
verificable por bioensayos o cualquier proteina que muestre similitud con las actuales
proteinas Cry. Por otra parte, las proteinas Cyt denotan a las proteinas paraesporales de Bt
que muestren actividad hemolitica o tengan similitud a la secuencia de las toxinas Cyt

(Barloy et al., 1996).

Las toxinas Cry y Cyt son proteinas globulares formadas por tres dominios estructurales
discretos (figura 3). EI dominio | esta formado por siete estructuras a-hélice, donde una
hélice central estd rodeada de otras seis. Se ha propuesto que este dominio, participa en la
formacion de poros en la membrana de las células del intestino del insecto susceptible. El
dominio Il esta formado por tres laminas de estructura § en antiparalelo. Este dominio
participa en la interaccidn con el receptor, que se encuentra en la cara apical de la membrana
epitelial del intestino medio del insecto blanco, determinando asi la especificidad de la

proteina. Finalmente, el dominio 11l es una estructura - plegada que también parece estar
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involucrada en especificidad y que participa en la proteccion contra proteasas (Bravo y

Cerdn, 2004).
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Figura 3. Estructura tridimensional de la proteina insecticida CrylAa producida por Bacillus thuringiensis.
Tomado de De Maagd et al. (2001)
Hasta el 2015, han sido descritas 305 proteinas, clasificadas en 74 grupos de diferentes
clases y subclases, las cuales estdn reportadas en la base de datos de Crickmore

(http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil _Crickmore/Bt/index.html).

La familia de genes que codifican para estas toxinas es la familia del gen cry (Crickmore
et al., 1998; Schnepf et al., 1998). Una caracteristica comun de los genes cry es su expresion
durante la fase estacionaria de crecimiento. La gran mayoria de los genes cry que se conocen
pertenecen al grupo cryl y estos son sin duda los mas estudiados. (Crickmore et al., 2008

[en linea]).
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e Caracteristicas generales de Bacillus thuringiensis var. kurstaki

Se han realizado multiples estudios del cristal y sus proteinas. Se logré en muchos casos
establecer asociaciones entre su morfologia, sus proteinas Cry constituyentes, el peso
molecular de éstas y su espectro de actividad insecticida para caracterizar nuevos aislados
(Lépez-Meza e Ibarra, 1996). Una de las cepas mas utilizada a nivel comercial para el control
de plagas es Bacillus thuringiensis var. kurstaki (Btk), ésta puede crecer en suelos himedos,
con nutrientes derivados de la descomposicién de plantas y en tejidos infectados de insectos
(Ghassemi et al.,1981). Esta variedad, que en las formulaciones comerciales se conoce como
Btk-HD1, es ampliamente utilizada para el control biol6gico de insectos lepiddpteros, que
constituyen plagas agricolas, forestales y de salud publica (Gajardo et al., 2012). Esta es una
de las cepas de Bt mejor estudiadas y se caracteriza principalmente por la portacion de los
siguientes genes cry antilepiddpteros: crylAa, crylAb, crylAc, cry2A y en algunos crylla

(Hofte y Whiteley, 1989; Sauka, 2007).

Los cristales de Bt, en general, pueden presentar distintas morfologias, pudiendo ser
bipiramidales, cubicos, cuadrados aplanados, esféricos y otras formas atipicas menos
frecuentes (Khetan, 2001). Particularmente, Btk se caracteriza por presentar un cristal con

morfologia bipiramidal (figura 4) (Arango et al., 2002).
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Figura 4. Micrografia de la inclusién cristalina de Btk, sefialando la composicion de proteinas Cry asociadas a
la estructura bipiramidal del cristal paraesporal. Tomado de:
http://wwnorton.com/college/biology/micrograph/single.aspx?fig=222

e Caracteristicas generales de Spodoptera frugiperda

Spodoptera frugiperda (Sf) es un insecto del orden Lepiddptera, perteneciente a la familia
Noctuidae, siendo conocido comUnmente como “cogollero del maiz”. Esta polilla es una de
las principales plagas en sembradios de maiz (Zea mays), donde se alimenta de las hojas y

los tallos tiernos (Marenco et al., 1992; Kumar y Mihm, 2002).

Este lepiddptero presenta dimorfismo sexual (figura 5), donde cada hembra ovipone un
promedio de 100 a 150 huevos en cada postura. Los huevos son de forma globosa de 0,5 mm
de diametro, con estrias radiales, de color rosado palido (Morales y Negrete, 2003). Después
de 3 a 5 dias de incubacidn las larvas emergen del huevo, su cuerpo es blanquecino vidrioso,
pero la cabeza y el dorso del primer segmento torécico es negro intenso (Gutiérrez, 1984).
El periodo larval dura un promedio de 25 dias, pasando generalmente por seis o siete estadios
(Artigas, 1994; Murda et al., 2003; Murda y Virla, 2004; Murua et al., 2008). EI término

estadio se usa para indicar el periodo entre mudas durante el desarrollo (Curtis et al., 2008).
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A partir del tercer estadio se introducen en el cogollo, haciendo perforaciones en las
superficies foliares que son apreciados cuando la hoja se abre o desenvuelve (Morales y

Negrete, 2003).

Figura 5. Dimorfismo sexual en Spodoptera frugiperda. A: hembra. B: macho. Tomado de:
http://entnemdept.ufl.edu/creatures/field/fall_armyworm.htm

Para completar su desarrollo, la larva consume un promedio total de 179,7 cm? de
superficie foliar de hojas de maiz, dejando de alimentarse justo antes de alcanzar el ultimo
estadio (Rezende et al., 1994). Al alcanzar un tamafio aproximado de 20 a 25 mm pasan al
estadio de pupa, para ello se entierran en el suelo, entre 3 y 5 cm de profundidad, donde
forman una camara pupal, en la cual permanecen por 10 dias aproximadamente, para
posteriormente emerger como adultos. El ciclo completo dura aproximadamente entre 35 y
40 dias, dependiendo de la temperatura y humedad (figura 6) (Artigas, 1994; Valverde et al.,

1995; Murua et al., 2003; Murta y Virla, 2004).
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Figura 6. Ciclo de vida de Spodoptera frugiperda. 1: Sf estado adulto. 2: Ovoposicién. 3: Eclosién. 4: Larva
alimentandose de superficie foliar. 5: Gltimo estadio larval. 6: Formacion de cdmara pupal. Tomado de:
http://www.bayercropscience.com.mx/

S. frugiperda es un insecto polifago que ataca principalmente los cultivos de maiz,
disminuyendo la productividad de los mismos y en consecuencia o0casiona numerosas
pérdidas econdmicas en la industria agricola. Adicionalmente, debido a su poder de
aclimatacion a diferentes condiciones, se ve favorecida su amplia distribucién geografica

(Casmuz et al., 2010).

e Spodoptera frugiperday Bacillus thuringiensis var. kurstaki

Durante muchos afios, para reducir los efectos nocivos del cogollero del maiz y otras
plagas de cultivo, se ha dependido del uso de insecticidas quimicos inorganicos y organicos.
Ciertas propiedades hacen estos productos quimicos Utiles, como la accion residual a largo
plazo y grado de toxicidad para un amplio espectro de organismos. Sin embargo, la

aplicacion de éstos ha causado muchos problemas ambientales, incluyendo la resistencia a
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insectos, la toxicidad para los humanos y para los insectos parasitoides (Glazer y Nikaido,
1995). Es por esto que se han propuesto y aplicado los insecticidas microbianos como
sustitutos de los productos quimicos (Raymond et al., 2010).

El patdgeno de insectos mas utilizado para el control de plagas de S. frugiperda, es Btk,
ya que sus toxinas son activas contra los estadios larvales de Sf, principalmente cuando se
encuentran en el tercer instar. El mecanismo de accién de las proteinas Cry es caracteristico
en todas las cepas de Bt. EI complejo espora-cristal es ingerido, y posteriormente el crista es
solubilizado en el intestino medio del insecto, tras lo cual se liberan las proteinas cristalinas
en forma de protoxinas. Estas no produciran el dafio per se, sino que deberan ser procesadas
por proteasas intestinales para generar las toxinas activas que llevaran a la muerte de la larva
(Bravo et al., 2004). Bajo su forma monomeérica, las toxinas atraviesan la membrana
peritrofica y se unen de forma univalente a la caderina, con gran afinidad en la cara apical
de la membrana epitelial del intestino medio de la larva (figura 7). (Bravo et al., 2004; Griko

et al., 2007).
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; (2) Disolucién de las
ingerida Proteina s i *
., Cristalina roteinas cristalinas
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(5) L, (4) unién a _6 -» e ‘e
Destruccién celular receptor especifico Cristal  §-toxina Toxina
Membrana Peritréfica
AN J

Células Intestinales

Figura 7. Modo de accién de Bt en una larva de Lepiddptera. 1: ingestion del complejo. 2: solubilizacién de
los cristales. 3: activacion de la toxina. 4: union a la proteina receptora. 5: formacion del poro vy lisis celular.
Tomado de: http://www.hindawi.com/journals/isrn/2014/135675/fig2/
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Posteriormente, de acuerdo con estudios realizados en cultivos de células de insectos,
inicia una cascada de sefializacion dependiente del ion magnesio que seria responsable de la
muerte celular (Zhang et al., 2006). Ademas, el inicio de esa cascada de sefializacion
estimula la exocitosis de caderina desde vesiculas intracelulares hacia la membrana apical
de la célula, aumentando el nimero de receptores; por ende, recluta un nimero mayor de

toxinas libres que amplificarian la sefial inicial (Zhang et al., 2008).

Por otro lado, con base en experimentos in vitro y bioensayos, se propuso que la union de
los mondmeros a caderina facilita el rompimiento proteolitico sobre el extremo N-terminal
de la toxina (Gomez et al., 2002; Jiménez et al., 2007). Este ultimo corte, induce el ensamble
de los monoémeros y se establece una forma oligomérica Illamada pre-poro. Esta estructura
incrementa la afinidad por un receptor secundario como puede ser la aminopeptidasa N
(APN) o la fosfatasa alcalina (ALP) (Bravo et al., 2004; Jurat y Adang, 2004). Finalmente,
la unién a ese segundo receptor facilita la formacion de un poro en el epitelio del intestino
medio, lo que provoca un desequilibrio osmoético y la consecuente lisis celular (figura 8)
(Bravo et al., 2004). El tejido intestinal resulta dafiado gravemente, lo que impide la
asimilacion y retencion de compuestos vitales para la larva, llevando a la muerte del insecto.
Los sintomas que se observan son el cese de la ingesta, paralisis del insecto, vomito, diarrea,
parélisis total y finalmente la muerte (Aronson et al., 1986; Gupta et al., 1985), la cual puede
acelerarse al germinar las esporas y proliferar las células vegetativas en el hemocele (De

Maagd et al., 2001; Schnepf et al., 1998).
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Figura 8. Mecanismo de accion de proteinas Cry en insectos lepiddpteros. 1: Union de la toxina a caderina.
2a: inicio de la cascada de sefializacién dependiente de Mg2*. 2b: formacién del pre-poro. 3: union del
oligémero a la APN y/o ALP. 4: formacién del poro. 5: desequilibrio osmético y muerte celular (Adaptado de
Bravo et al., 2004; Zhang et al., 2006). Tomado de (Sauka y Benintende, 2008).

Tomando en cuenta que se conoce el mecanismo de accion de Btk sobre Sf y el importante
rol de la proteinas Cry en este proceso, las investigaciones se han destinado a establecer un
numero importante de colecciones de Bt con la finalidad de encontrar cepas que produzcan

nuevas proteinas Cry con mayor potencial insecticida (Whalon y Wingerd, 2003).

e Plantas transgéenicas Bt

La ingenieria genética desarroll6 muchas especies de plantas que expresan genes cry de
B. thuringiensis y las convirtio asi en “plantas insecticidas”. Cominmente se hace referencia
a este tipo de plantas como “plantas o cultivos Bt” (Sauka y Benintende, 2008). EI primer
informe de una planta transgénica con un gen cry de B. thuringiensis data de 1987 (Vaeck
et al., 1987). Se desarrollaron plantas de tabaco (Nicotiana tabacum) que producian
cantidades suficientes de proteina Cry para controlar larvas de primer estadio de Manduca

sexta. Desde entonces, al menos diez tipos de genes cry distintos se introdujeron en 26
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especies vegetales: crylAa, crylAb, crylAc, crylBa, crylCa, crylH, cry2Aa, cry3A, cry6A

y cry9C (Sauka y Benintende, 2008).

Este tipo de plantas posee la ventaja de reducir la necesidad de aplicar insecticidas y de
proveer una proteccion 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 aquellos que
se encuentran alimentadndose 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 importancia

econdmica que son dificiles de controlar por los primeros (Sauka y Benintende, 2008).

Todas estas ventajas se verian reflejadas finalmente en beneficios enormes para la
produccién de alimentos y en una calidad medioambiental mejor en todo el mundo (Khetan,

2001; Hossain et al., 2004).

Por otro lado, las plantas Bt poseen la gran desventaja que radica en la posible generacion
de resistencia en ciertas poblaciones naturales de insectos que se alimentan de ellas. Este
fendmeno 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

(Gonzalez-Cabrera, 2001).
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ANTECEDENTES

El uso de agentes microbianos como biocontroladores ha sido considerado como una
alternativa ecolodgica a los agroguimicos. Bacillus thuringiensis es una de las cepas mas
utilizadas como componente principal de formulaciones comerciales para el control de
plagas. Existe un interés creciente, en laboratorios del mundo, en la busqueda de nuevas
cepas que produzcan nuevas proteinas Cry, con un mayor espectro de actividad biocida, las
cuales puedan ser utilizadas para la realizacion de nuevas formulaciones. La gran mayoria
de estas investigaciones inician con la busqueda de muestras de suelo, ya que son la fuente

mas importante de Bt.

Bacillus thuringiensis fue asumida como un habitante del suelo gracias a Martin y Travers
(1989), quienes tomaron muestras de suelos en mas de 30 paises distribuidos en los 5
continentes. Como resultado lograron crear una coleccién que contaba con mas de 1115
aislados de Bt en Estados Unidos y 25 aislados en otras ciudades del mundo, reportando

diferentes subespecies basandose en la morfologia del cristal.

Por otro lado, Bernhard et al. (1998) colectaron 5003 aislados de Bt en 80 paises, la
mayoria de las muestras provenian del Reino Unido y Norte América, donde solo el 5 % de

los aislados obtenidos eran de Suramérica.

En investigaciones llevadas a cabo en Latinoamérica, Ibarra et al. (2003) probaron una
coleccidn de 6531 cepas de Bt obtenida de muestras de suelo de Brasil, México y Colombia.
Estos aislados fueron enfrentados a larvas de Aedes aegypti, encontrando que 1881

presentaban actividad toxica contra las larvas de este insecto.
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Por su parte, en investigaciones acerca de la ecologia de Bt, se ha establecido que la
presencia de este microorganismo en el medio ambiente se ve favorecida por la abundancia
de los insectos. Se ha propuesto que las especies de insectos y las especies de Bt han
coevolucionado (Feitelson et al., 1992). Bravo et al. (1998), partiendo de esta suposicion y
considerando que México es un pais con una gran biodiversidad, se propusieron como
objetivo establecer una coleccion nativa de Bt de ese pais, suponiendo que con estas
colecciones de cepas autoctonas podrian obtener nuevas proteinas Cry, que pudieran ser
utilizadas como controladores para distintas plagas. En esta investigacion se colectaron 503
muestras de suelo en 5 macroregiones del pais, obteniendo como resultado 496 aislados de
Bt. Estos fueron analizados mediante PCR multiplex con cebadores generales y especificos
para detectar un amplio espectro de genes cry. De esta forma, el gen cryl era el mas
abundante en los aislados (49,5 %), seguido del gen cry3 (21,5 %). Sin embargo, un 14 %
de las muestras analizadas no generaron producto de PCR, proponiendo que estos aislados

pueden presentar nuevos genes cry.

Monnerat et al. (2001), proveen un catalogo que contiene 1400 aislados de Bt
entomopatogénicos, pertenecientes a Embrapa Recursos Genéticos y Biotecnologia. Estos
aislados fueron obtenidos de muestras de suelo y de agua en diferentes lugares de Brasil. En
investigaciones posteriores se probd la actividad toxica de esta coleccion sobre larvas de

Spodoptera frugiperda, Plutella xylostella y Anticarsia gemmatalis (Monnerat et al., 2007).

Asimismo, en 2003, Uribe et al. colectaron muestras de suelo tanto en areas agricolas
como silvestres, en diferentes regiones de Colombia. Estos investigadores destacan que de

las areas intervenidas con actividad agricola se encontraban cultivos de papa; uno de los mas

22



importantes en ese pais, los cuales no habian sido asperjados con ninguna formulacién
comercial de Bt. Mientras que las areas silvestres, donde se colectaron las muestras,
correspondian a bosques tropicales y sabanas. Estos investigadores reportaron como nativos
los 108 aislados de Bt obtenidos, a los cuales se les realizd una caracterizacion a nivel
bioquimico y molecular, observando que la mayoria poseian el gen cryl. Adicionalmente,
se les evaluo su actividad tdxica sobre larvas de Spodoptera frugiperda y Premnotrypes

vorax (Coleoptero plaga de la papa), encontrando que presentaban una alta patogenicidad.

En Venezuela, Vitelli et al. (2010) procesaron muestras de suelos obtenidas en la
Peninsula de Paria (0 m.s.n.m), donde no habia sido asperjado ningln bioinsecticida con
base en Bt. De este analisis, se identificaron 11 cepas nativas de Bt caracterizadas
molecularmente, a través de la técnica de ribotipificacion automatizada. La categorizacion

en ribogrupos demostrd una gran variabilidad entre los aislados.

Chak et al. (1994), realizaron un estudio en Taiwén con 225 cepas de Bt aisladas tanto en
zonas de gran altura (3000 m.s.n.m.) como en zonas de baja altitud (varios cientos de metros
sobre el nivel del mar), evidenciando que la distribucién de los genes cry de sus aislados
depende de la regidén geogréfica. En esta investigacion se observd que el gen cryl se

encontraba en mayores proporciones en zonas de alta montafia (> 3000 m.s.n.ms.).

Como se puede observar, existen muchos reportes que dan cuenta de la importancia del
establecimiento de colecciones de Bt, que pudieran proporcionar nuevas proteina Cry que

sean toxicas para plaga de interés agricola como de salud publica.
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JUSTIFICACION

El uso de agroquimicos ha traido como consecuencia la contaminacion de suelos y
cuerpos de agua en donde se han aplicado. También, estos insecticidas quimicos son una
fuente contaminante de alimentos y constituyen un riesgo para la salud del operador que los
asperja, sin contar con que promueve la resistencia de las plagas y ademas afecta a insectos
que no son blancos dentro del programa de control. Por esta razon, el uso de bioinsecticidas
ha sido una alternativa ecologicamente viable, ya que son especificos sobre la plaga e
inocuos sobre otros animales y el hombre. Entre los controladores microbianos méas usados
se encuentran los bioinsecticidas con base en virus, hongos y bacterias, entre ellas Bacillus

thuringiensis (Bt).

Los productos bioinsecticidas hechos con base en Bt, han sido ampliamente utilizados
para el control de plagas de lepiddpteros durante los ultimos 40 afios (Navon, 2000), tiempo
durante el cual se ha establecido un importante nimero de colecciones en distintas partes del
mundo, con la finalidad de encontrar cepas que produzcan nuevas proteinas Cry, con mayor
potencial insecticida o un espectro de hospedadores mas amplio que los actualmente

conocidos (Ruiz De Escudero et al., 2004).

Bacillus thuringiensis es una bacteria ubicua, ha sido aislada en distintos tipos de sustratos
y de varios ambientes. Aunque, Dulmage y Aizawa (1982) sugirieron que el suelo es el
habitat comin de este microorganismo. Del mismo modo, Martin y Travers (1989)
reportaron que Bt se encontraba en mayor proporcion en suelos de alta montafia. Mientras

que Chak et al. (1994) indican que las cepas aisladas en suelos de altas montaifias (> 3000
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m.s.n.m.) presentan una mayor produccion de proteinas Cry1, que los aislados obtenidos en

menores altitudes.

En el Laboratorio de Procesos Fermentativos, se han llevado a cabo investigaciones
concernientes a la busqueda de nuevas cepas de Bt que pudieran ser consideradas en un
programa de produccion de bioinsecticida a escala industrial. Todas las cepas que reposan
en el Centro Venezolano de Colecciones de Microorganismos (CVCM) fueron colectadas
en zonas a 0 m.s.n.m. en la Peninsula de Paria. Sin embargo, existen investigaciones que
proponen que se pueden aislar mayor cantidad de muestras de Bt en suelos de alta montafia

que en suelos de menor altitud (Martin y Travers, 1989; Chak et al., 1994).

Es por ello, que este estudio se basa en la obtencion de nuevas cepas nativas de Bt, en
muestras de suelo colectadas en zonas de alta montana (> 3300 m.s.n.m.) de la comunidad
de Gavidia, Edo. Mérida. Con el proposito de evaluar la patogenicidad de estos aislados, se
realizaron bioensayos sobre larvas de Spodoptera frugiperda. De esta manera, se hace un
aporte a la coleccidn establecida en el CVCM, con el propdésito de ampliar el banco de cepas,
que en un futuro puedan ser usadas para crear formulaciones comerciales de bioinsecticidas

de produccion nacional.
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OBJETIVOS

e Objetivo General
- Aislar y caracterizar cepas de Bacillus thuringiensis var. kurstaki (Btk) de muestras

de suelo obtenidas en Gavidia, Edo. Mérida.

e Objetivos especificos
- Aislar selectivamente cepas de Bt a partir de muestras de suelo encontrados en zonas
intervenidas y no intervenidas con actividad agricola en Gavidia, Edo. Mérida.
- Caracterizar molecularmente los aislados de Bt a través de la identificacion de genes
cryl que solo estan presentes en las cepas de Bacillus thuringiensis var. kurstaki.
- Demostrar la efectividad de las toxinas de Btk sobre Spodoptera frugiperda a través

de bioensayos.
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MATERIALES

e Material bioldgico
o Cepas bacterianas

= Bacillus thuringiensis var. kurstaki, obtenido en el Centro Venezolano de Colecciones
de Microorganismos, bajo la denominacion CVCM 1819, que corresponde a la cepa HD-1
obtenida de Dipel ® de Bayer.
= Bacillus cereus obtenido en el Centro Venezolano de Colecciones de Microorganismos,
bajo la denominacion CVCM 1832.
= Cepas B. thuringiensis aisladas a partir de muestras de suelo (con y sin intervencion de
actividad agricola) colectadas en la poblacion de Gavidia, Municipio Rangel, Edo. Mérida,
Venezuela (70°54°48” N, 8°40°02”), a una altitud de 3363 m.s.n.m., temperatura anual
promedio de 8,4 °C, con una vegetacién de tipo rosetal-arbustal, caracteristico de la

formacion Paramo Andino (Monasterio, 1980).

En la tabla 1 se muestran las coordenadas geograficas donde se colectaron las muestras
de suelo, las cuales fueron analizadas en el Laboratorio de Procesos Fermentativos del

Instituto de Biologia Experimental (IBE).
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Tabla 1. Coordenadas de la recoleccidn de las muestras de suelo en la poblacion de Gavidia- Edo. Mérida.

M24 3386 08° 40' 01.8" N, 70° 54' 48.9" O
Zonas M25 3396 08° 40' 04" N, 70° 54'50.7" O
Intervenidas M26 3025 08° 39' 60" N, 70° 54' 43.1" O
M9 3380 08° 40' 13.1" N, 70° 54' 31.4" O
M10 3383 08° 40' 12.9" N, 70° 55' 03.9" O
M11 3321 08° 40 31.1" N, 70° 55' 20.7" O
M12 3576 08°47'55.8"N, 70°49'33.6"0
M5 3566 08° 47'58.7" N, 70° 49 30.1" O
M6 3576 08° 47'54.8" N, 70° 49' 36" O
M7 3539 08° 39' 42.3" N, 70° 54' 23.5" O
M8 3541 08° 39' 42.6" N, 70° 54' 23.3' O
Zonas no intervenidas M13 3441 08° 39'47.2" N, 70° 54' 32" O
M14 3436 08° 39' 49" N, 70° 54' 32.1" O
M15 3436 08° 39' 49" N, 70° 54'32.1" O
M1 4172 08°51' 20.1" N, 70° 49' 28.4" O
M2 4171 08°51'20.7" N, 70° 49' 27.7' O
M3 4200 08° 51' 37" N, 70° 49' 40.9" O
M4 4223 08° 51' 465" N, 70° 49' 58' O
M16 - M21 3362 8° 40' 04" N, 70° 54' 37" O
M';’;Zﬁ/lz'\gzl\igl 3446 8°39' 55" N, 70° 54' 39''0
M30; M32-M36 3465 8°39' 52" N, 70° 54' 41" O

o Larvas de Spodoptera frugiperda

Las larvas de Spodoptera frugiperda fueron colectadas en la ciudad de Villa de Cura,
Municipio Zamora, Edo. Aragua, Venezuela. Estas fueron criadas en el Laboratorio de
Procesos Fermentativos del Instituto de Biologia Experimental (IBE). La cria fue mantenida

con dieta artificial y fotoperiodos de 10 horas de luz y 14 horas de sombra.
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e Medio de cultivo para larvas de Spodoptera frugiperda
La dieta de mantenimiento para las larvas de S. frugiperda es con base a caraotas blancas,

la composicidn de la dieta se muestra en la tabla 2.

Tabla 2. Composicion para 250 g de dieta de mantenimiento para larvas de S. frugiperda.

Caraota blanca 100
Levadura granulada 15
Metilo4- Hidroxibenzoato 1,25
Acido Sorbico 1,25
Agar 75
Agua 250 mL

A los 100 g de caraotas blancas se le agregaron los 125 mL de H>O(), este paso se
recomienda hacerlo 1 dia antes de la preparacion de la dieta con el fin de permitir que las
caraotas estén mas blandas al momento de la preparaciéon. Por otro lado, se tomo6 125 mL
de agua y se agrego el agar. Las caraotas y el agar se llevaron a autoclavar a 15 Ib por 15
min. Al sacarlo del autoclave, se vertieron las caraotas y el medio en una licuadora y se
agregaron los demas ingredientes. Se coloc6 en un envase plastico hasta que bajara la

temperatura y se refrigero.

e Medios de cultivos para el crecimiento de las cepas bacterianas
o Medio de cultivo de referencia
= Medio A-80: Este medio propuesto por Arcas et al. (1984), se utiliz6 para la obtencién

del complejo espora-cristal de la cepa Bt de referencia (tabla 3).
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Tabla 3. Composicion de las soluciones del medio A-80.

A Extracto de levadura 6

1200 mL H20() KH2PO4 15
K2H PO4 15

(NH2)2 S04 15

B MgS0O4 7H20 1,5
150 mL H20) MnSO4 H20 0,045
CaClz2 2H20 0,06

C
150 mL H20() Glucosa 12

La solucion Ay la solucion B se esterilizaron a 15 Ib durante 15 mina 121 °C. La solucion
C se esteriliz6 a 10 Ib por 15 min. Estas cantidades corresponden a 1,5 L de medio A-80.
Las soluciones B y C se agregaron a la solucion A, la solucion B se agreg6 gota a gota para

evitar la precipitacion de las sales.

= Agar Luria-Bertani (Agar LB): Este medio se utiliz6 para el crecimiento de las cepas
de Bacillus thuringiensis, obtenidas de la siembra de las diluciones seriadas de las muestras
de suelo, con y sin tratamiento térmico. A continuacién en la tabla 4 se muestran los

compuestos.

Tabla 4. Composicion del medio Luria-Bertani para 1 L de medio.

Bactotriptona 10
Extracto de levadura 5
NaCl 5

Agar 15
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Al agregar los compuestos, se coloco el recipiente en agitacion y calentamiento, con el
fin de disolverlos. Se esterilizé por 15 min a 15 Ib y 121 °C. EIl agar se sirvié en placas de

Petri en condiciones de esterilidad.

= Agar Nutritivo (AN): Este medio se utilizé para la preservacion, en punciones, de las
cepas de Bt aislada. Para 1 L de solucion se agregaron 22,5 g de Agar Nutritivo en 1 L de
agua destilada. Se prepar6 en una fiola en agitacion y calentamiento. Posteriormente, se

agregaron 5 mL del medio en viales de vidrio, se esterilizaron a 15 Ib por 15 min.

o Medios de cultivos selectivos para el crecimiento y aislamiento de cepas de Bt
presente en muestras de suelo.

= LB-Estreptomicina (50 mg/L): La solucion madre de estreptomicina se preparé a una
concentracion de 10 mg/mL a partir de un formulado comercial. Esta solucion fue filtrada
con filtros MFS 25 cuyo poro es de 0,45 pum de diametro. Se tomaron 0,5 mL de la solucion
madre y se afiadieron a 100 mL de agar LB. El antibiotico se agreg6 después de esterilizar
el agar y cuando se encontraba a 50 °C, esto se realizé en condiciones de esterilidad.
= LB-Penicilina (100 mg/L): La solucion madre de estreptomicina se preparé a 10 mg/mL
a partir de un formulado comercial. Esta solucion fue filtrada con filtros MFS 25 cuyo poro
es de 0,45 um de didmetro. Se tom6 1 mL de la solucién madre y se afiadieron a 100 mL de
agar LB. El antibiotico se agregd después de esterilizar el agar y cuando se encontraba a 50
°C, esto se realizo en condiciones de esterilidad.
= Agar sangre al 10 %: Para preparar 1 L de agar sangre, se pesaron 42,5 g de medio

base Columbia, cuya composicion se describe en la tabla 5 y se agregd a 1 L de H2O(q).
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Tabla 5. Composicion del Medio Base Columbia.

Peptona 23
Almidén 1
NaCl 5
Agar 10

Se esterilizé por 15 mina 15 b y 121 °C. Se dejo reposar el medio hasta que se encontrara

a 50 °C, se agregaron 10 mL de sangre de carnero obtenida en el Instituto Nacional de

Higiene Rafael Rangel (INH). Posteriormente, se sirvid el medio constituido en placas de

Petri, esto se realizd en condiciones de esterilidad.
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METODOLOGIA

e Aislamiento de cepas bacterianas Bt a partir de muestras de suelo.

o Recoleccion y procesamiento de las muestras de suelo.

Para la recoleccion de las muestras de suelo en zonas de alta montafia (> 3300 m.s.n.m),
de la comunidad de Gavidia—Edo. Mérida, en terrenos con y sin intervencion de actividad
agricola, se descarto la capa superficial del suelo, sin superar los 5 cm de profundidad, se
tomo la muestra bajo condiciones estériles, colocandola en frascos plasticos estériles. Las
muestras colectadas, se mantuvieron a 4 °C hasta su procesamiento en el laboratorio. Este
procedimiento se realiz6 de acuerdo a lo propuesto por la Organizacion Mundial de la Salud

(OMS, 1985) descrito a continuacion.

Las muestras se desecaron en estufa a 60 °C por 2 h, luego se homogenizaron en un
mortero estéril. De cada muestra se tom6 1 g de suelo y se afiadié a 10 mL de agua destilada
esteril. Se colocd en agitacion durante 1 min. Se tomé 1 mL y se colocd en un tubo Eppendorf
de 1,5 mL estéril. De la suspension se tomaron alicuotas de 10 pL y 15 pL, las cuales se
aforaron a 200 pL y 1000 pL, respectivamente. Luego, las diluciones se sometieron a
pasteurizacién en un bafio a 80 °C durante 10 min, seguido de 5 min de enfriamiento en
hielo. De estas diluciones se tomaron 0,1 mL, se sembraron en placas con agar LB (antes y
después del choque térmico) y se incubaron durante 24 h a 30 °C, lo que permitio el

crecimiento de las colonias aisladas.

El control positivo Btk (CVCM 1819) y el control negativo Bacillus cereus (CVCM 1832)

se sembraron en agar LB por agotamiento.
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o Aislamiento de colonias con morfotipo de Bt.

Una vez transcurridas las 24 h de la incubacion de las placas con los aislados de las
muestras de suelo, se procedié a seleccionar aquellas colonias individuales que poseian el
morfotipo caracteristico de B. thuringiensis, es decir, aquellas colonias blancas, grumosas,
con bordes irregulares, con aspecto ceroso. Luego, las colonias fueron repicadas en Agar
LB, se incubaron por 72 h a 30 °C, para la posterior observacion del complejo espora-cristal

a través de un microscopio de contraste de fases.

o Observacion de cristales en microscopio optico.

Una vez transcurridas las 72 h de incubacion, las colonias aisladas se sometieron a
observacion en microscopio de contraste de fases, marcar Nikon, modelo 116437, con
aumento de 1000X (por inmersion) para verificar si presentaban la formacion del complejo
espora-cristal. Para ello, utilizando un asa se tomé una porcién de una colonia aislada y se
coloco sobre un portaobjeto con una gota de glicerina al 100 %, para evitar la movilidad de
las células. Las colonias tipicas de Bt presentan esporangios alargados donde se encuentra el

complejo espora cristal.

o Medios de cultivos selectivos.

Se seleccionaron las colonias que presentaban el morfotipo de B. thuringiensis y la
produccidén del complejo espora-cristal. Estos aislados se sembraron en placas con Agar LB-
Penicilina (100 mg/L), Agar LB-Estreptomicina (50 mg/L) y Agar Sangre al 10 %. Bt se
caracteriza por presentar un fenotipo Pen®, Str® y hemdlisis*. Este tipo de prueba permitio
una mejor seleccion de los aislados presuntivos para Bt después de la seleccion con choque

térmico.
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o Cultivo y mantenimiento de cepas bacterianas.
Cada una de los aislados obtenidos, que haya pasado la prueba de los medios selectivos,
fue conservada en viales de vidrio con medio de Agar Nutritivo. Para ello, se tomo6 una
colonia con un asa estéril y se realizaron punciones en el Agar Nutritivo contenido en el vial.

Los tubos fueron sellados con parafina para evitar contaminaciones. Se guardaron a 4 °C.

e Caracterizacion molecular de los aislados bacterianos.
Estos procedimientos se realizaron en el Laboratorio de Parasitologia, ubicado en el
Instituto de Estudios Cientificos y Tecnoldgicos (IDECYT) de la Universidad Simén

Rodriguez.

o ldentificacion de genes cry.
El método que se utilizd para el analisis de la presencia de los genes que codifican para
la sintesis de las toxinas Cryl de Btk fue la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

descrito por Bravo et al. (1998).

- Extraccion de DNA de las cepas de Bt.

El DNA total fue extraido de cada uno de los aislados que presentaban el fenotipo
caracteristico de Bt (Pen®, StrS y hemolisis*). La técnica de extraccion se basd en la propuesta
por Bravo et al. (1998). Sin embargo, se realizaron algunas modificaciones al protocolo. Se
tomaron 5 mL de caldo LB y se inocularon con las cepas de Bt, dejandolo en agitacion toda
la noche a 30 °C. De ese cultivo se tomd 1 mL y se colocd en un Eppendorf de 1,5 mL
estériles. Se centrifugd en una microcentrifuga a 11.000 x g por 2 min. Se descarté el

sobrenadante, y el precipitado se resuspendio en 100 pL de agua miliQ estéril. Las muestras
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se sometieron a 5 rondas consecutivas de choques térmicos de 45 min a -140 °C en vapores
de Nitrégeno y luego 2 min en bafio de Maria a 100 °C. Se colocaron las muestras en la
microcentrifuga a 9000 x g por 1 min. Se tomo el sobrenadante y se colocd en un tubo

Eppendorf de 1,5 mL estéril.

- Cuantificacion del DNA.

Una vez finalizado el proceso de extraccion de DNA, se procedio a su cuantificacion.
Esta fue realizada en el Instituto de Estudios Avanzados (IDEA), Mediante el uso de un

Nanodrop ™, utilizando 2 pL de la muestra para su analisis.

- Condiciones de la PCR.

La PCR se realiz6 en un termociclador Applied Biosystems Gene Amp PCR System
2400. La mezcla de reaccion, con un volumen final de 25 uL, contenia 2,5 pL de cada par
de oligonucledtidos (5 uM), 12,5 uL de Polimerasa Master Mix (concentracion final: 2,5
mM MgCl,, 10 mM de Tris-HCI, 50 mM KCI, 0,2 mM de dNTP's) y 250 ng de DNA

templado, aforado con H-O libre de nucleasas estéril.

Para la identificacion de los genes cryl en los aislados, se usaron un par de iniciadores

generales Gral-cryl, descritos por Bravo et al. (1998) en las siguientes condiciones:

Un ciclo de desnaturalizacion de 5 min a 95 °C, seguido de 30 ciclos programados (cada
uno de: 95 °C por 1 min para el segundo paso de desnaturalizacion, 53 °C por 1 min para el

acoplamiento de los iniciadores y un ciclo de extension de 1 min a 72 °C). Y un paso extra
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de extension a 72 °C durante 10 min. Los oligonucle6tidos que se utilizaron se describen en

la tabla 6.

Tabla 6. Oligonucle6tidos que se utilizaron como iniciadores para la determinacion de los genes cryl en la
reaccion de PCR, seglin Bravo et al. (1998).

Gral-cryl (f) 5’-CTGGATTTACAGGTGGGGATAT-3’
cryl
Gral-cryl (r) 5-TGAGTCGCTTCGCATATTTGACT-3’

- Preparacion del Gel.

Para el analisis de los fragmento de PCR se utiliz6 una camara de electroforesis horizontal
con gel de agarosa preparado a una concentracion de 2 %, en amortiguador TAE 1X. Se le

agregaron 4 pL de Syber Safe al gel como agente intercalante.

En cada pozo se depositaron 12 pL de producto PCR de los Controles positivos y
negativos (C* y C°) con 2 uL de Buffer de carga, y 25 pL de producto PCR de las muestras
con 4 uL de Buffer de carga, se realiz6 la corrida electroforética a 100 V durante 40 min.
También se cargaron, en uno de los bolsillos, 4 uL de marcador de peso molecular de 100
pb, marca Gibco BRL. Finalizado el tiempo de corrida, el producto de PCR se observo en
un sistema de documentacion de geles marca UVISAVE. El tamafio de los productos de PCR

gue se obtienen es de 558pb.

e Analisis del patron de proteina del producto del gen cryl.
Este andlisis se realiz6 con la finalidad de evidenciar la banda dominante de 140 KDa,

caracteristica de la proteina Cryl.
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- Obtencion del complejo espora-cristal.

Una vez que el cultivo alcanzo la fase estacionaria de crecimiento, se realizaron tres
procedimientos distintos para la obtencion del complejo espora cristal, para su posterior

andlisis en gel de acrilamida.

» Primer procedimiento: Este se aplico a todas las muestras, fue propuesto por Bravo et
al. (1998). Se realiz6 un cultivo con las cepas aisladas en 5 mL de medio A-80, se dejo en
agitacion por 72 h a 30 °C. Se centrifugd a 11000 x g, luego se le agregd buffer Laemmli 2X
en una relacion 1:1, se colocd en bafio de Maria a 100 °C, por 10 min. Posteriormente se
sembro en gel de acrilamida.

= Segundo procedimiento: Este se realiz6 para la cepa 16, la cual se cultivé en 15 mL de
medio A-80, en agitacion por 72 h a 30 °C. Luego, se procedié a medir la Densidad Optica
(DO) a 600 nm, se tomaron 1500 pL de cultivo y se centrifugaron a 12300 x g por 2 min. Se
descart6 el sobrenadante y se resuspendi6 en 68 pL de H>O destilada estéril y 68 pL de
buffer Laemmli 2X, de esta manera se aumentd la concentracién de los cristales
paraesporales en la solucién. Posteriormente, se procedio a sonicar en hielo a 3 pulsos de 10
seg c/u, con una amplitud del 100 %, el sonicador utilizado fue el Sonics Vibra Cells VCX-
130. Seguidamente se le agregé SDS al 20 % en una relacion 1:4. Se agitd por 30 seg y se
colocé en bafio de Maria a 100 °C por 10 min, seguido de una agitacion nuevamente por 30
seg. Posteriormente, se sembro en gel de acrilamida.

= Tercer procedimiento: Este procedimiento se realizé para la cepa 12, fue propuesto por
Bravo y Ceron (2004), al cual se le realizo ciertas modificaciones. Se cultivé dicha cepa en

5 mL de medio A-80, se dejo en agitacion toda la noche a 30 °C. Posteriormente, se
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inocularon 20 mL de Medio A-80 con el preindculo de 5 mL. Se dejo en agitacion por 72 h
a 30 °C. Se tomaron 10 mL de cultivo, se centrifugaron a 3000 x g por 10 min, se descarto
el sobrenadante. El precipitado se resuspendié en 0,75 mL de Tampdn Carbono Bicarbonato
(TCB) 1X, se agit6 por 1 min. Se le agreg6 p-mercaptoetanol al 5 %. Se incub6 por 2 ha 37
°C, luego se agit6 vigorosamente por 1 min. Posteriormente, se sonico en hielo, aplicando 3
pulsos de 10 seg c/u con una amplitud del 100 %. Se agit6é por 1 min nuevamente, luego se
centrifugo en la microcentrifuga a 12300 x g por 2 min y se descarto el sobrenadante. El
precipitado se resuspendio con 50 pL de agua destilada, de esa suspension se tomaron 20 uL
y se diluyeron en 200 uL. A esta ultima dilucién, se le agregd buffer Laemmli 2X en una
relacién 1:4, es decir, 55 puL Buffer de carga. La muestra se incub6 en bafio de Maria a 100
°C por 10 min para activar la actividad del B-mercaptoetanol. Posteriormente, esta muestra

fue utilizada para la electroforesis en gel de poliacrilamida.

- Electroforesis en geles de poliacrilamida.

La separacion de las proteinas que componen el cristal de cada una de los aislados se
realiz6 mediante electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico (SDS-
PAGE), esta técnica fue propuesta por Laemmli (1970), la cual permite separar las proteinas

de acuerdo a su tamano.

= Gel de resolucion al 10 %: Se prepararon 10 mL de este gel (tabla 7). Se mezclé H20(q),
solucion de poliacrilamida al 30 %, buffer Tris-base 1,5 M a pH 8,8, SDS (Dodecilsulfato
Sddico) al 10 %, APS (Persulfato de Amonio) al 10 % y TEMED (N,N,N’N’-

tetrametiletilenodiamina).
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Tabla 7. Composicion del gel de acrilamida.

Agua destilada 4 2,1

acrilamida 30% 3,3 0,5

2,5 0,38

Buffer Tris-base 1,5 M
(pH 8,8) (pH 6.,8)

Dodecilsulfato Sédico (SDS) 10 % 0,1 0,03

Persulfato de Amonio (APS) 10 % 0,1 0,03
N,N,N’,N’-tetrametiletilenodiamina
0,004 0,003
(TEMED)
Volumen final 10 3

Para la electroforesis se utilizé una minicdmara BIO-RAD modelo Mini-PROTEAN® 3
Cell. Para la realizacién del gel SDS-PAGE se ensamblaron los vidrios donde se polimeriz6
el gel, el vidrio espaciador presentaba un espesor de 0,75 mm. Una vez ensamblados, se
procedio a mezclar los componentes del gel de resolucién (tabla 7), el TEMED fue el tltimo
compuesto agregado, ya que la polimerizacion inicia una vez es afiadido. Posteriormente, se
vacio en el espacio entre las placas de vidrio, dejando un espacio aproximado de 1 cm del
borde para agregar el gel de apilamiento. Se dejo6 en posicién vertical, y utilizando una piseta

se agrego etanol al 70 % para homogenizar y eliminar burbujas del borde del gel.

Una vez polimerizado el gel (30 min), se elimind el etanol de la superficie, y se lavo con
agua destilada para remover acrilamida no polimerizada, luego se eliminé la mayor cantidad
posible de agua con ayuda de papel absorbente. Posteriormente, se procedio a preparar el gel

de apilamiento (tabla 7), siguiendo el mismo protocolo de preparacion del gel de resolucion.

= Gel de apilamiento al 5 %: Se prepararon 3 mL de este gel. Se mezclo H2O(q), solucion

de poliacrilamida al 30 %, buffer Tris-base 1,5 M a pH 6,8, SDS (Dodecilsulfato Sodico) al
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10 %, APS (Persulfato de Amonio) al 10 % y TEMED (N,N,N’,N’-

tetrametiletilenodiamina).

Una vez agregado el TEMED, se tomdé la mezcla con una pipeta de 5 mL y se vacio el
contenido en la superficie del gel de resolucion, insertando inmediata y cuidadosamente el
peine de teflon limpio en el gel de apilamiento, evitando la formacion de burbujas de aire.

El gel se dejo en posicion vertical a temperatura ambiente por 30 min.

Una vez completada la polimerizacion se removio el peine de teflon cuidadosamente, se
lavd superficialmente con agua destilada para remover residuos de acrilamida. El gel se
colocé en la cdmara de electroforesis, se le agrego buffer de corrida Tris-Glicina 1X (tabla

8).

= Buffer de corrida Tris-glicina 1X: Se prepard 1 L de buffer. Se mezclé Tris base 0,05

M, glicina 0,38 M y SDS 0,1 %.

Tabla 8. Composicion de buffer de corrida Tris-Glicina.

Tris base (0,05 M) 6,05
Glicina (0,38 M) 28
SDS (0,1%0) 1

Este buffer se agrego a la camara interna hasta llegar al borde de los vidrios, cuidando
de que no se formaran burbujas de aire entre las placas de vidrio en el fondo del gel. Luego,

a la camara externa se le agreg6 dicho buffer hasta llenar un poco méas de 2 cm el mini tanque.
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Una vez armada completamente la camara, se procedio a cargar las muestras, las cuales
fueron mezcladas con buffer de carga Laemmli 2X: Tris-HCI 25 mM (pH: 6.8), B-

mercaptoetanol 1,28 M, azul de bromo fenol 2,89 mM, SDS 0,138 M y glicerol 2,17 M.

Las muestras fueron cargadas en los bolsillos del gel de apilamiento utilizando una Micro
Jeringas Hamilton de 25 pL (+ 1 % volumen nominal). Se coloc6 un rango de 4 a 12 L de
muestra (previamente procesadas para la obtencion del complejo espora-cristal) en el fondo
de cada pozo. El marcador de peso molecular utilizado fuer de la Marca Gibco BRL

BenchMark, n° de catalogo 10748-010.

Se procedio a conectar la cAmara electroforética a una fuente de poder, se aplicaron 100
V, 33 mA por 1 h y 30 min. Al finalizar la electroforesis, los vidrios que contenia el gel,
fueron removidos de la camara, luego se procedié a separar el vidrio corto del vidrio
espaciador, al ubicar el gel se procedio a separar el gel de apilamiento del gel de resolucién,
luego este se marcd haciendo un corte en sus esquinas para poder reconocer la orientacién
del mismo. Posteriormente, se tomd el gel y se sumergié en la solucion de tincién de

proteinas (tabla 9) durante 1 h en agitacion continua.

Tabla 9. Composicion de solucidn de tincion de proteinas (100 mL).

Azul de Coomasie 250 mg
Etanol 45 mL
Acido acético 9 mL

Agua destilada 46 mL
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Posteriormente, se tomd el gel y se sumergio en solucion decolorante (tabla 10) durante

1 h en agitacion continua.

Tabla 10. Composicidn de la solucion para decoloracion del gel de poliacrilamidas (400 mL).

Metanol 100% 180
Acido acético 100% 40
Agua destilada 180

Una vez transcurrido ese tiempo, se procedio al registro de la imagen, utilizando una mesa
de transiluminacion BIO-RAD, fotografiando con el sistema de documentacion de geles

UVISAVE.

o Analisis in silico del cebador.

Adicionalmente se realizé un andlisis con herramientas de bioinformatica para corroborar
si las regiones del gen cryl donde se acoplan los cebadores, realizados por Bravo et al.
(1998), son altamente conservadas. Para ellos se utilizé el programa MultAlin (Multiple
sequence alignment by Florence Corpet) el cual se encuentra en la web

(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/).

Este programa reconoce secuencias nucleotidicas en formato FASTA. Dichas secuencias

fueron tomadas de NCBI (National Center for Biotechnology Information) [en linea].

Cada uno de los aislados fue comparado con las cepas de referencia por medio de su patron
de proteinas. Se realizd un cultivo de cada uno de los aislados, utilizando el medio de

referencia A-80 (tabla 3), se cultivo por 72 ha 30 °C.
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e Bioensayos
Con el proposito de evaluar la actividad tdxica de los aislados bacterianos, se realizaron
bioensayos en el Laboratorio de Procesos Fermentativos del IBE con larvas sanas de

Spodoptera frugiperda. Para ello, realizaron los procedimientos descritos a continuacion:

o Cultivo en Batch.
Para la realizacion del bioensayo, se procedio a realizar cultivos en batch de las cepas que
presentaban el patron de proteina y producto PCR caracteristicos de Btk. EI medio utilizado

para crecer las cepas fue el A-80.

En condiciones de esterilidad, se tomé una puncién de las cepas de Btk y se inocularon
en un tubo de ensayo que contenia 15 mL de medio A-80 para preparar el preindculo, se
incubo toda la noche a 30 °C con agitacion. Luego, se inocularon 135 mL de medio A-80 y

con los 15 mL preinéculo. El cultivo se colocé en agitacidn continua durante 72 h a 30 °C.

o Titulacion bacteriana.

Con la finalidad de estimar la cantidad del complejo espora-cristal que se le agreg6 a cada
tratamiento se realiz6 una titulacion del cultivo. Al transcurrir 72 h del cultivo en batch, se
tomo una alicuota de 1 ml de cada cultivo y se realizaron diluciones seriadas 10°%; 10; 10
y 10°. De estas dos ultimas diluciones, se sembraron 0,1 mL en placas de Agar LB.
Posteriormente, se sometieron a pasteurizacion en un bafio de Maria a 80 °C durante 10 min,
seguido de 5 min de enfriamiento en hielo. Se tomd una alicuota de 0,1 mL de ambas
diluciones y se sembraron en placas de Agar LB. Las placas se incubaron a 30 °C y

transcurrida 24 h se realizaron las respectivas titulaciones.
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Por otro lado, al sacar las alicuotas del cultivo se realizaron andlisis al microscopio para

la observacion del complejo espora-cristal.

o Obtencion del complejo espora-cristal.

Paralelamente a la titulacion bacteriana, se realizé la obtencion del complejo espora cristal
de las cepas a evaluar. Los cultivos en batch realizados, Laboratorio de Bioquimica
Nutricional y Metabolismo ubicado en el IBE, para la extraccion del complejo mediante la
centrifuga marca Sorvall. En unos tubos Corex de 30 mL se colocaron 25 mL de cultivo, se
centrifugaron a 10000 x g por 15 min, se descartd sobrenadante y se realiz6 un lavado con
Solucion Salina (SS) 1 M, luego se agregaron otros 25 mL de cultivo y nuevamente se
centrifugd bajo las condiciones ya descritas, se descartd sobrenadante y se realizd
nuevamente un lavado con SS 1 M. EIl volumen final de centrifugado fue de 50 mL. Se
descarto la SS del centrifugado y se agregaron 2 mL de SS 1 M. Posteriormente, se refrigerd

a -20 °C para su posterior uso.

Una vez transcurridas las 24 h de incubacion de las placas de titulacion, se contd el
nimero de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) en cada placa. Posteriormente, se
calculo el titulo bacteriano (ecuacion 1) de las placas con chogue térmico, ya que se estima
que la relacién espora-cristal es 1:1, y en las placas con choque térmico sélo se observa
crecimiento de colonias provenientes de esporas, ya que el tratamiento térmico elimina las
células en estado vegetativo. Con esto se puede estimar la cantidad de cristales que se agregd

por cada mL de tratamiento.
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Ecuacion 1. Ecuacién para el calculo del titulo bacteriano

UFC x Factor de dilucién
Volumen de siembra

Titulo bacteriano= x Volumen de cultivo centrifugado)/volumen SS 1 M

o Montaje del bioensayo.

Para el bioensayo, se usaron 25 larvas sanas de Spodoptera frugiperda por tratamiento.
Una vez obtenido el titulo bacteriano, se procedio a realizar una dilucion 1/2 de cada cepa
con Tween 80 al 0,01 %. Para cada larva, se pesaron aproximadamente 0,3 g de la dieta
artificial, y se le agregaron 0,1 mL de tratamiento. Luego el alimento con el inoculo se
introdujeron en un recipiente de plastico esteéril, junto con la larva. Una vez consumido el
alimento tratado, se colocaron trozos de dienta del mismo tamario sin el tratamiento dentro
de cada recipiente. Se evalud la mortalidad acumulada de los individuos bajo los tratamientos
durante 5 dia consecutivos, utilizando la cepa Btk de referencia como control positivo, H2O ()

estéril + Tween 80 sin tratamiento y H20(q) estéril como control negativo.

Posteriormente, los valores de mortalidad acumulada se evaluaron mediante la ecuacion
de mortalidad corregida (ecuacion 2) propuesta por Abbott (1925), para identificar que la

muerte fue ocasionada por el tratamiento y no por otras causas.

Ecuacion 2. Analisis de mortalidad corregida

_ (Po—Pc)

Pt=-——""2100
100 — Pc ©
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Donde:
Pt= Mortalidad total
Po= Mortalidad Observada
Pc= Mortalidad del control

Una vez corregido el porcentaje de mortalidad acumulada se realiz6 una evaluaciéon a
través de una prueba de analisis de la varianza de un factor (ANOVA, de 95% de confianza).
Seguidamente, se realiz6 una prueba a posteriori de diferencias minima significativa de

Fisher (DMS con significancia de 0,05) donde se determing la diferencia significativa entre

los tratamientos.

o Evaluacion post mortem de las larvas de Spodoptera frugiperda.

Una vez aplicado el tratamiento con los aislados de Bt, se procedié a evaluar aquellas
larvas que murieron durante el bioensayo. Esto se realizo con el proposito de verificar la
presencia de las cepas, utilizadas en el tratamiento, en el interior del insecto. Para ello, se
tomo una larva por cada tratamiento y se procedid a desinfectar el exterior de la misma,
utilizando hipoclorito de sodio al 3 %. Posteriormente, estas larvas fueron sumergidas
sucesivamente en tres envases con agua destilada estéril, con el propdsito de eliminar el

exceso de hipoclorito de sodio.

Seguidamente, se colocaron en un tubo de ensayo estéril con un 1 mL de agua destilada
estéril, se procedio a macerarlas para liberar su contenido al medio. Una vez maceradas, se

sembré por agotamiento en placas de Agar LB-Penicilina por 24 h a 30 °C.
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RESULTADOS

En la comunidad de Gavidia, Edo. Mérida, se colecto un total de 36 muestras de suelo,
donde 6 de éstas corresponden a zonas con intervencion agricola y las 30 restantes
corresponden a zonas sin intervencion agricola. A partir de estas muestras de suelo se
obtuvieron los aislados de interés.

¢ Aislamiento de cepas de Bacillus thuringiensis de muestras de suelo

obtenidas en alta montafa

La siembra de las muestras de suelo arrojé un total de 1149 colonias, de las cuales 36
presentaron el morfotipo de Bt: bordes irregulares, aspecto ceroso y poroso y de color blanco

(figura 9).

Figura 9. Colonias aisladas con morfotipo caracteristico de Bt.

En la figura 10 se muestra el niamero de colonias totales con respecto a las colonias

presuntivas de Bt.
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Figura 10. Aislamiento de colonias de Bt a partir de muestras de suelo en distintas diluciones sin tratamiento

con calor. Colonias totales: barra azul. Colonias con morfotipo de Bt: barra roja.

En la figura 10 se presentan las Unidades Formadoras de Colonias (UFC) por gramo de
muestras de suelo. Para el procesamiento de las muestras se realizaron dos diluciones,
15/1000 y 1/20. En la dilucién 15/1000 se obtuvieron 493 colonias de las cuales 9
presentaron el morfotipo de Bt. Mientras que en la dilucién 1/20 se obtuvo un nimero mayor

de colonias (656) de las cuales 27 presentaron las caracteristicas de Bt.

Mediante el procedimiento reportado por la Organizacion Mundial de la Salud (1985)
para el aislamiento de aquellas cepas esporulantes, al aplicar un tratamiento con calor, se
lograron aislar 887 colonias de las cuales 21 UFC presentaron el morfotipo ya descrito de Bt

(figura 11).
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Figura 11. Aislamiento de colonias de Bt a partir de muestras de suelo tratadas con choque térmico, en distintas

diluciones. Colonias totales: barra azul. Colonias con morfotipo de Bt: barra roja.

En la figura 11 se observa que al aplicar el choque térmico, las muestras que fueron
diluidas 15/1000 presentaron un total de 314 colonias, de las cuales 13 mostraron el
morfotipo caracteristico de Bt. Al diluir la muestras de suelo 1/20, se obtuvo un total de 573
UFC, donde 8 presentaron dicho morfotipo. De esta manera, el nimero de colonias totales
resultantes de ambas diluciones fue de 887, y al aplicar chogque térmico 21 UFC
correspondieron al morfotipo de Bt.

6,0
4,8

5,0
4,0
3,0
2,0

1,0

% Colonias presuntivas de
Bt

0,0
Zi ZNI

Figura 12. Aislamiento de colonias de Bt a partir de muestras de suelo en Zonas Intervenidas (Z1) y Zona No
Intervenidas con actividad agricola (ZNI). Barra azul: sin choque térmico. Barra roja: con choque térmico.
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En la figura 12 se muestra la procedencia de las colonias que posiblemente pertenecian
a Bt. De las muestras colectadas en Zonas Intervenidas (Z1) se aislo el 4,8 % de colonias (20
UFC) sin aplicar tratamiento térmico y 1,7 % (5 UFC) al aplicarlo. En cuanto a las Zonas
No Intervenidas con actividad agricola (ZNI), se obtuvo el 2,2 % de colonias con
posibilidades de Bt, correspondiente a 16 UFC, sin aplicar tratamiento caldrico, y por otro

lado, 2,7 % de esporas resistentes al calor (16 UFC).

Seguidamente, las cepas con factibilidad de Bt fueron evaluadas a través de un

microscopio Optico para corroborar si presentaban la inclusion cristalina.

o Observacion de inclusiones cristalinas en Bt
Al visualizar a través del microscopio dptico los 57 cultivos, incubados por 72 h, s6lo 20

presentaron el complejo espora-cristal, donde 14 correspondieron a ZI y 6 a ZNI (figura 13).
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Figura 13. Micrografia optica 1000X de un cultivo de B. thuringiensis en fase estacionaria de crecimiento. E:

espora. C: cristal. G: esporangio.
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En la figura 13 se muestra la micrografia de uno de los 20 cultivos que presentaron el
complejo espora-cristal. Se observaron esporangios en forma bacilar, que contenian la espora
refringente, que no deforma su perfil, y el cuerpo cristalino opaco. También se observaron
esporas libres en el medio y detrito celular. Por otro lado, la visualizacion de la forma del
cristal no fue posible en todas las muestras. A las cepas que presentaron el complejo espora-

cristal se les realizaron pruebas bioquimicas para su identificacion.

o ldentificacion bioquimica de los aislados
Las 20 cepas que presentaron el complejo espora-cristal, se sembraron en medio selectivo
para corroborar el fenotipo caracteristico de B. thuringiensis, el cual es Pen®, StrS 'y

hemdlisis™ (figura 14).

Figura 14. Pruebas bioquimicas a las cepas presuntivas de Bt. A: Agar sangre. B: Agar LB-Estreptomicina. C:
Agar LB- Penicilina.
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En la figura 14 se observan 3 placas dividida en 4 secciones. En cada cuadrante se
encuentra una de las cepas aisladas, dando un total de 4 cepas distintas analizadas en los 3
medios selectivos. En la figura 14-A se muestra el Agar Sangre, donde se visualizo la
hemdlisis alrededor de las cuatro colonias. Asimismo, en la figura 14-B se encuentra la placa
con el Agar LB-Estreptomicina, donde no se visualizo el crecimiento de colonias en ningun
cuadrante. Por altimo, en la figura 14-C se muestra la placa con Agar LB-Penicilina, donde
se observo el crecimiento de las referidas colonias. De esta manera, las cuatro cepas
analizadas presentaron el fenotipo de Bt, estos resultados se obtuvieron para 16 de las 20

cepas evaluadas.

En la tabla 11 se muestra un resumen de los resultados obtenidos en el aislamiento de las

cepas a partir de las muestras de suelo.

Tabla 11. Cepas de Bacillus thuringiensis resultantes luego del tratamiento térmico, visualizacion en
microscopio y pruebas bioquimicas.

Fenotipo Hem?,

Actividad Colonias aislada Complejo
: Muestra de suelo : : A Strsy PenR
agricola (morfotipo de la colonia) Esp/Cri (N° colonias)
M9 ‘ 4 ‘ + ‘ 4
Zonas M10 ‘ 6 ‘ + ‘ 3
Intervenidas
M11 4 n 4
M6 1 + 0
M12 1 1 1
Zonas M15 1 + 1
No
Intervenidas i L * !
M28 1 + 1
M31 ‘ 1 ‘ + ‘ 1

Total cepas ‘

N
o
[N
(o]

+: Presencia. -: Ausencia
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En la tabla 11 se especifican los resultados de todas las pruebas realizadas a las muestras
de suelo. En la primera columna se indica la procedencia de las muestras, Zonas Intervenidas
y Zonas No intervenidas con actividad agricola. Luego, en la segunda columna se encuentran
las 9 muestras de suelo de donde se obtuvieron las colonias con el morfotipo de Bt.
Seguidamente, en la tercera columna, se muestra el numero de colonias presuntivas para Bt
segun su morfologia. De estas 20 colonias se hizo la observacion del complejo espora-cristal,
indicando con un signo “+” la presencia del cristal. Finalmente, en la quinta columna se
muestra el namero de colonias que presentaron el fenotipo caracteristico de B. thuringiensis,

dando un total de 16 colonias.

Después de analizar las pruebas fenotipicas se procedid a la realizacion de las pruebas

moleculares para determinar la presencia del gen cryl.

e Caracterizacion molecular de las cepas bacterianas aisladas
Para poder identificar las cepas durante la caracterizacién molecular, se asigné un nimero

a las 16 colonias analizadas (tabla 12).

Tabla 12. Namero asignado a las cepas con fenotipo caracteristico de Bt.

M9 4 1-4

Zonas M10 3 5-7
Intervenidas M11 4 8-11
M12 1 12

M15 1 13

Zonas
_ M23 1 14
No Intervenidas

M28 1 15

M31 1 16

55



o Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR) en las cepas aisladas

La caracterizacion molecular de las cepas se realizé mediante la técnica de PCR propuesta

por Bravo et al. (1998). Inicialmente, se procedio a cuantificar la cantidad de DNA extraido

de las 16 cepas. Los resultados se muestran en la tabla 13, donde se evidencia la cantidad y

calidad de los DNA.

e
EBloo~vooarwNne

Tl
w N

14

15

16
17 (C+)
18 (C-)

Tabla 13. Cuantificacion de DNA de cepas aisladas de Bt.

737.63
830.35
956.39
226.57
278.91
520.56
579.99
996.62
1124.81
897.50
916.65
1001.70
844.86
545.52
628.62
1102.50
1109.32
541.27
C+: control positivo; C-: control negativo

2,02
2,07
2,00
1,44
1,66
1,68
1,82
2,15
2,09
1,93
2,00
1,71
2,03
1,66
1,79
1,91
1,88
1,83

Una vez cuantificados los DNA de las muestras, se procedio a realizar la PCR. En la

figura 15 se muestra el resultado de los productos PCR a través de geles de agarosa al 2 %

de las 16 cepas.
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Figura 15. Registro fotografico de una corrida electroforética en gel de agarosa 2% de los productos de PCR
del gen cryl. PM: Marcador Peso Molecular 100 pb. C: Control negativo (Bacillus cereus). C*: Control
Positivo (Bacillus thuringiensis var. kurstaki HD-1). H,O: Agua. Figura 13-A: Carriles 1 al 8: cepas 1 a la 8.
Figura 13-B: Carriles 9-16: cepas 9 a la 16.
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Se observa en la figura 15 (A y B) que las muestras 1, 2, 3, 12, 13y 16 presentaron el
amplicdn del tamafio esperado de 558 pb. Por lo tanto, de las 16 muestras procesadas solo 6
presentaron el gen cryl. De la misma forma, se muestra la reaccion de amplificacion con el
DNA templado del control positivo. Mientras que no hubo amplificacion en el control

negativo (DNA de Bc) ni en el control de reactivos (H20).

De las 6 cepas que resultaron positivas a la presencia del gen cryl, 3 correspondieron a

Zl y las otras 3 a ZNI con actividad agricola.

o Patrén de proteinas de las cepas aisladas
La caracterizacion bioquimica de las 16 cepas, también se realizé mediante el analisis del
patron de proteinas por electroforesis en geles de acrilamida, en condiciones

desnaturalizantes (SDS-PAGE), propuesta por Laemmli (1970).

En la figura 16 se muestra un registro del gel con el patrén de bandas del control positivo,
donde se pudo observar el perfil caracteristico del cristal de Btk, el cual no se observo en el

control negativo.
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140 KDa

Figura 16. Registro fotografico de una corrida electroforética en gel de acrilamida 10% en condiciones
desnaturalizantes de las cepas de referencia. PM: Marcador de Peso Molecular (KDa). C+: Control positivo

(Btk). C-: Control negativo (Bc).

Al observar el perfil de proteinas del control positivo, se evidencio la presencia de dos
bandas dominantes; una de 140 KDa y una de 65 KDa, caracteristicas de la proteina Cry1l.

En el control negativo no se visualizaron bandas de altos pesos moleculares (> 90 KDa).

Paralelamente, se realizé el anélisis del patron de bandas de las 16 cepas presuntivas de

Bt, de las cuales 9 presentaron el patron de proteinas caracteristico de Btk (figura 17).
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Figura 17. Registro fotogréafico de una corrida electroforética en gel de acrilamida 10 % en condiciones
desnaturalizantes de las 16 cepas con posibilidades de Btk. PM: Marcador de peso Molecular (KDa). Figura
14-A: cepas 1, 2, 3,12, 13, 16 y 4. Figura 14-B: cepas 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 14 y 15.

En la figura 17 se observan el perfil esperado para las cepas que resultaron positivas por

PCR. Adicionalmente, las muestras 4, 5y 6 también mostraron el mismo patrén. Por lo
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tanto, de las 16 muestras analizadas, 9 presentaron las bandas de 140 KDa y 65 KDa

caracteristicas de Btk.

En vista de la visualizacion tenue de la banda de 140 KDa en las muestras 12 y 16, estas
cepas fueron sometidas a otras técnicas desnaturalizantes (Tampdn Carbono Bicarbonato pH

10 y SDS 20 %) logrando confirmar la presencia de la proteina de interés (figura 18).

KDa C+ Aircs) B(sps):
140-

70-

Figura 18. Registro fotografico de una corrida electroforética en gel de acrilamida 10 % en condiciones
desnaturalizantes de las cepas 12 y 16. PM: Marcador de Peso Molecular (KDa). C+: Control positivo (Btk).
Arce): cepa 12 con Tampdn Carbono Bicarbonato (TCB). Bsps): cepa 16 con Dodecilsulfato Sodico (SDS).

En la figura 18 se logro visualizar el patron de proteina de alto peso molecular (140 KDa)
en las muestras 12 y 16 coincidiendo con lo observado en el control positivo. Con estas

técnicas de solubilizacion no se evidenci6 la banda de 65 KDa para estas cepas.

o Analisis in silico de secuencias del gen cryl

Al implementar las técnicas para la identificacion de B. thuringiensis (PCR y SDS-
PAGE), se observo que los resultados no eran equiparables en su totalidad, debido a la

presencia del patron de banda caracteristico de Btk en tres cepas (4, 5y 6) que no mostraron
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el producto de PCR, utilizando los cebadores propuestos por Bravo et al. (1998). Por lo

tanto, se analizaron secuencias de genes cryl publicadas en la base de datos del GeneBank,

a través del programa MultAlin, version 5.4.1 (tabla 14). De esta manera, se identificaron

las zonas en donde hibridan los oligonucleotidos, para verificar el grado de conservacion de

estas regiones.

Tabla 14. Secuencias nucleotidicas del gen cryl extraidas de la base de datos del GeneBank.

Bacillus thuringiensis strain 1K endotoxin crylAa gene, partial cds
Bacillus thuringiensis serovar shandongiensis strain H22 CrylAc (crylAc) gene,
partial cds
Bacillus thuringiensis strain ATCC 29730 Cry1 (cryl) gene, partial cds
Bacillus thuringiensis partial cryl gene for delta endotoxin, strain 2408
Bacillus thuringiensis delta-endotoxin cryl gene, complete cds
Bacillus thuringiensis plasmid-encoded lepidoteran-specific toxin (cryl) gene,
complete cds
Bacillus thuringiensis insecticidal crystal protein (cryl) gene, complete cds
Bacillus thuringiensis kurstaki crystal protein (crylA(c)) gene, complete cds
Bacillus thuringiensis kurstaki insecticidal delta-endotoxin CrylA(c) (crylA(c))
gene, complete cds
Bacillus thuringiensis serovar kurstaki strain HD-1 insecticidal crystal protein
(crylA) gene, partial cds
Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki plasmid pUCBtS93 crystal protein (crylAb)
gene, complete cds
Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki 135 kDa insecticidal protein gene, complete
cds
Bacillus thuringiensis serovar kurstaki clone 44 crylA type crystal protein gene,
partial cds
Bacillus thuringiensis serovar kurstaki megaplasmid fragment partial crylAc gene
for pesticidal crystal protein crylAc, allele crylAc23

*: Base de datos del GeneBank

2015
2013

2011
2008
2003
1999
1999
1997
1997
2011
2002
1999
2004

2008

KR612323.1
JN257713.1

HQ222846.1
AM941071.1
AF288683.1
AF081248.1
AF081790.1
u87397.1
u87793.1
JF699284.1
AF059670.1
AF154676.1

AY570733.1

AM949588.1

En la figura 19 se muestran los alineamiento parciales de las secuencias del gen cryl de los

cebadores propuestos por Bravo et al. (1998).
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CTGGATTTAC

CAGGATTTAC
CAGGATTTAC
CAGGATTTAC
CAGGATTTAC
CAGGATTTAC
CAGGATTTAC
CAGGATTTAC
CAGGATTTAC
CAGGATTTAC
CAGGATTTAC
CAGGATTTAC
YRGGATTTAC
CAGGATTTAC

caggatttac

TGTCCGAGAA
TGTCCGAGAA
TGTCCGAGAA
TGTCCGAGAA
TGTCCGAGAA
TGTCCGAGAA
TGTCCGAGAA
TGTCCGAGAA
TGTCCGAGAA
TGTCCGAGAA
TGTCCGAGAA
TGTCCGAGAA
TGTCCGAGAA
TACTTGAGAA

tgtccgagaa

AGGTGGGGAT

AGGAGGAGA
AGGTGGGGAC
AGGAGGAGA
AGGAGGAGA
AGGAGGAGA
AGGAGGAGA
TGGTGGGGAC
TGGTGGGGAC
AGGAGGAGA
TGGTGGGGAC
TGGTGGGGAC
AGGWGGRGA
TGGTGGGGAC

AGTCAAATAT

AGTCAAACAT
AGTCAAACAT
AGTCAAACAT
AGTCAAACAT
AGTCAAACAT
AGTCAAACAT
AGTCAAACAT
AGTCAAACAT
AGTCAAACAT
AGTCAAACAT
AGTCAAACAT
AGTCAAACAT
AGTCAAACAT
AGTGAAATAT

agtcaaacat

AT........
T
T
T
T
T
T

TT
TT

TTCTT
TT
TT

GCGAAGCGAC

GCGAAGCGAC
GCGAAGCGAC
GCGAAGCGAC
GCGAAGCGAC
GCGAAGCGAC
GCGAAGCGAC
GCGAAGCGAC
GCGAAGCGAC
GCGAAGCGAC
GCGAAGCGAC
GCGAAGCGAC
GCGAAGCGAC
GCGAAGCGAC
GCGAAACGAC

gcgaagcgac

TTAGTGATGA
TCTGTGATGA
TTAGTGATGA
TTAGTGATGA
TTAGTGATGA
TTAGTGATGA
TCAGTGATGA
TCAGTGATGA
TTAGTGATGA
TCAGTGATGA
TCAGTGATGA
TTAGTGATGA
TCAGTGATGA
TCAGTGATGA

t.agtgatga

.aattta

Figura 19. Alineamientos parciales de las secuencias del gen cryl reportadas con los cebadores propuestos por
Bravo et al. (1998). A: regién de hibridacion para el cebador gral-cryl (f). B: region de hibridacion para el
cebador gral-cryl (r). Rojo: Sustituciones de nucledtidos en las secuencias con respecto al cebador. Azul:
nuclettidos no conservados entre las secuencias. Negro: nucleétidos conservados.
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Al observar el alineamiento de las diferentes secuencias del gen cryl con los cebadores,
se demostro variacion en la serie de nucleétidos que conforman la region de hibridacion del
iniciador gral-cryl (f). En esta region se logro detectar hasta seis sustituciones nucleotidicas
con respecto a este cebador (figura 18-A). Por otra parte, en la region de hibridacion del
cebador gral-cryl (r) mostré un mayor grado de conservacion evidenciando una sustitucién

nucleotidica en la mayoria de las secuencias analizadas.

No obstante, con el proposito de verificar el comportamiento de otros iniciadores con las
mismas secuencia, se realizd el andlisis de alineamiento parcial utilizando cebadores
generales para el gen cryl propuestos por Ben Dov et al. (1997). Los resultados de este

alineamiento se muestran en la figura 20.
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A

4001 4050
Unil (d) ... o.n. CATGATTCAT GCGGCAGATA AAC....... ..........
AF288683.1 CGAATATCGC GATAATTCAT GCGGCAGATA AACGCGTTCA TAGCATTCGA
AF081248.1 CGAATATTGC CATGATTCAT GCGGCAGATA AACGTGTTCA TAGCATTCGA
AF081790.1 CGAATATTGC CATGATTCAT GCGGCAGATA AACGTGTTCA TAGCATTCGA
JF699284.1 CGAATATTGC CATGATTCAT GCGGCAGATA AACGTGTTCA TAGCATTCGA
AF154676.1 CGAATATTGC CATGATTCAT GCGGCGGATA AACGTGTTCA TAGCATTCGA
U87397.1 CGAATATTGC CATGATTCAT GCGGCAGATA AACGTGTTCA TAGCATTCGA
U87793.1 CGAATATTGC CATGATTCAT GCGGCAGATA AACGTGTTCA TAGCATTCGA
AF059670.1 CCAACATCGC GATGATTCAT GCGGCAGATA AACGCGTTCA TAGCATTCGA
HQ222846.1 CGAATATTGC CATGATTCAT GCGGCAGATA AACGTGTTCA TAGCATTCGA
AM941071.1 CAAACATCGG CATGATTCAT GCGGCAGATA AACTTGTTCA TCGAATTCGA
Consensus c....at... .atgattcat gcggcagata aac..gt.ca ........ ga

B

4251 4300
Unil (r)  ciiiiiiiie e AA TGGGAAGCAG .AAGTGTCAC AA........
AF288683.1 GTCCTTGTTG TTCC..AGAA TGGGAAGCAG .AAGTGTCAC AAGAGGTTCG
AF081248.1 GTCCTTGTTG TTCC..GGAA TGGGAAGCAG .AAGTGTCAC AAGAAGTTCG
AF081790.1 GTCCTTGTTG TTCC..GGAA TGGGAAGCAG .AAGTGTCAC AAGAAGTTCG
JF699284.1 GTCCTTGTTG TTCC..GGAA TGGGAAGCAG .AAGTGTCAC AAGAAGTTCG
AF154676.1 GTCCTTGTTG TTCC..GGAA TGGGAAGCAG .AAGTGTCAC AAGAAGTTCG
Ug87397.1 GTCCTTGTTG TTCC..GGAA TGGGAAGCAG .AAGTGTCAC AAGAAGTTCG
Ug87793.1 GTCCTTGTTG TTCC..GGAA TGGGAAGCAG .AAGTGTCAC AAGAAGTTCG
AF059670.1 GTCCTTGTTG TTCC..GGAA TGGGAAGCAG .AAGTGTCAC AAGAAGTTCG
HQ222846.1 GTCCTTGTTG TTCC..GGAA TGGGAAGCAG .AAGTGTCAC AAGAAGTTCG
AM941071.1 GNCCTTGTTA TGCCCAGACA TGGGAAGCAG CAAGTGTCNC ATTGGNACCG
Consensus c.ttg.t. t.c..... aa tgggaagcag .aagtgtc.c a....... c.

Figura 20. Alineamientos parciales de las secuencias del gen cryl reportadas con los cebadores propuestos por
Ben Dov et al. (1997). A: region de hibridacién para el cebador Unil (d). B: region de hibridacién para el
cebador Unil (r). Rojo: Sustituciones de nucleotidos en las secuencias con respecto al cebador. Azul:
nucleétidos no conservados entre las secuencias. Negro: nucle6tidos conservados.

En la figura 20 se observa que el alineamiento de las diferentes secuencias del gen cryl
con los cebadores disefiados por Ben Dov et al. (1997), presenta poca variacion en la serie
de nucledtidos que conforman la region de hibridacion del iniciador Unidl (d), donde se

logré detectar seis sustituciones nucleotidicas con respecto a este cebador (figura 20-A).
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Asimismo, en la region de hibridacién del cebador Unidl (r) mostré un mayor grado de
conservacioén evidenciando tres sustituciones nucleotidicas. Sin embargo, esas variaciones

corresponden a una sola secuencia (GenBank: AM941071.1).

Aquellos aislados considerados Btk, basados en pruebas bioquimicas y moleculares,
fueron sometidos nuevamente a observacion en el microscopio Optico a 1000X con una
camara Nikon optiphot-2 acoplada, para corroborar la forma bipiramidal del cristal. En la

figura 21 se observa claramente la morfologia del cristal de la muestra 13.

Figura 21. Micrografia optica 1000X de la cepa 13 en fase estacionaria de crecimiento. E: espora. C: cristal.
G: esporangio.

En figura 21 se pudo observar que el cultivo de la cepa 13 tenia esporas y cristales libres.
Del mismo modo, se aprecio el esporangio que contiene el complejo espora-cristal. Es de
destacar que las esporas no deformaron el perfil bacilar. Ademas, se observaron pocas
células en estado vegetativo y detrito celular. Este mismo resultado se obtuvo con las cepas
1,2, 3,12y 16. Por otra parte, al observar las cepas 4, 5 y 6 al microscopio, se identificaron

otras estructuras de inclusion paraesporal (figura 22).
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Figura 22. Micrografia 6ptica 1000X de la cepa 6 en fase estacionaria de crecimiento. G: esporangio.

e Anadlisis estadistico de las cepas de Bt recolectadas en zonas intervenidas
(Z1) y zonas no intervenidas con actividad agricola (ZNI)

Con la finalidad de verificar si existe una diferencia estadistica significativa entre el
nimero de muestras identificadas como Bt, procedentes de zona intervenida (ZI) y no
intervenidas con actividad agricola (ZNI), se realizé una prueba de hipotesis, utilizando el

estadistico de prueba T Student de 2 colas (tabla 15).

Tabla 15. Proporciones de Btk proveniente de muestras de suelo de zonas intervenidas y no intervenidas con
actividad agricola.

Muestras de suelo
Muestras suelo donde se Promedio de

Prggcg/cf&on proporciones

Zonas agricolas

colectadas (A) obtuvieron cepas

de Btk (B) (P)
1 Intervenida 6 ‘ 2 0.33

2 No intervenida 30 ‘ 3 01 0.138
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Se plantea como hipotesis nula (Ho) que no existen diferencias significativas entre las
proporciones de las cepas de Btk colectadas en ZI (P1) y ZNI (P2). Como hipotesis alternativa

(H1) se sugiere que las proporciones de Btk entre ambas zonas son diferentes.

= Ho: P1-P2 = P1=P2

= Hji: P1£P2
Las condiciones para la realizacion de la prueba se presentan en la tabla 16.
Tabla 16. Formulacion de la regla de decisién del estadistico de prueba
a/2=0.025 (95% de confiabilidad, significancia de 0,05)
v=36-2= 34 (Grados de libertad)

to= 2.031 (valor critico)

t= 1.49 (estadistico de prueba) P=0,850

La prueba estadistica realizada permitid inferir con un 95 % de confianza, que no hay
diferencia estadisticamente significativa en el nimero de cepas de Btk encontradas en las

muestras de suelo procedentes de ZI y ZNI.

Los resultados obtenidos a partir de las diferentes pruebas de identificacion se resumen

en latabla 17.
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Tabla 17. Resultado de las pruebas de identificacion de las cepas de Bacillus thuringiensis.

Fenotipo
Actividad Muestras de Fenotipo de la Complejo Hem®, Stréy :
; : : = Proteina
agricola suelo colonia (UFC) espora-cristal Pen Gen cryl
5 : Cryl
(N° colonias)
M9 4 + 4 2 3
Zonas M10 6 + 3 1 3
Intervenidas
M11 4 + 4 0 0
M6 1 + 0 0 0
M12 1 + 1 0 0
M1 1 + 1
Zonas No S 0 0
Intervenidas M23 1 + 1 1 1
M28 1 + 1 1 1
M31 1 + 1 1 1
Total cepas 20 16 6 9

+: Presencia. -: Ausencia

e Bioensayos con larvas de Spodoptera frugiperda
Con las muestras identificadas como Btk, se procedié a evaluar su actividad patogénica
contra larvas de Spodoptera frugiperda, a través de bioensayos. ElI promedio de las

titulaciones realizadas fue de 6x10* esporas/mL.

Los resultados de la mortalidad acumulada durante 5 dias consecutivos se muestran en la

tabla 18.
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Tabla 18. Registro de mortalidad acumulada de Spodoptera frugiperda.

H20 (C-) 0
Tween 80 + H20 (C-) 0
Btk (C+) 82
1 36

2 8

3 89

4 22

5 8

6 30

12 84

13 93

16 75

En la tabla 18 se puede observar que las cepas mas letales contra larvas de S. frugiperda
fueron las cepas 3, 12,13y 16 las cuales presentaron un porcentaje de mortalidad mayor al
70 %. Por otro lado, las cepas 1, 4 y 6 presentaron bajos porcentajes de mortalidad (< 37 %).
Por su parte, las cepas 2 y 5 presentaron un porcentaje del 8 %, siendo estos los tratamientos
con el registro de mortalidad mas bajo, aparte de lo obtenido con los controles negativos,
donde los porcentajes fueron del 0 %. Cabe resaltar, que al utilizar la cepa Btk como control

positivo se registré un 82 % de mortalidad.

Posteriormente, se realizé el analisis estadistico, donde fueron evaluados los porcentajes
de mortalidad a través de una prueba de analisis de la varianza de un factor (ANOVA, de 95

% de confianza) con p < 0.05, el cual indicé la existencia de diferencias estadisticamente
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significativas entre los tratamientos. Una prueba a posteriori de diferencias minima
significativa de Fisher (DMS con significancia de 0,05) determind las diferencias

significativas entre los grupos, los cuales se sefialan en la tabla 19.

Tabla 19. Efecto tdxico de los aislados de Btk sobre larvas de S. frugiperda.

13 93a +7

3 89a +1

12 84a +12
Btk (+) 82a +6
16 75ab +1

1 36bc +16

6 30c +14

4 22¢ +2

2 8c +8

5 8c +0
H20 (C-) 0c +0
Tween 80+ H20 (C-) Oc +0

Letras diferentes indican medias estadisticamente diferentes segin DMS de Fisher (a < 0.05).

En la tabla 19 se muestran los resultados del andlisis estadistico, donde las cepas son
agrupadas segln su letalidad. Estas se encuentran ordenadas de forma descendente, es decir,
de la més letal a la menos letal, siendo el grupo “a” los aislados que presentaron mayor
porcentaje de mortalidad, correspondiendo a las cepas 3, 12 y 13 las cuales mostraron una
letalidad estadisticamente igual que el control positivo. Ademas, se observa que cuatro

aislados presenta una letalidad estadisticamente igual que el control negativo.
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En la figura 23 se evidencia una larva muerta de Spodoptera frugiperda una vez aplicado

el tratamiento con la cepa 13.

Figura 23. Larva muerta de Spodoptera frugiperda, después de aplicado el tratamiento con la cepa 13.

No obstante, para verificar si las larvas ingirieron el complejo espora-cristal, se procedid
a evaluar el macerado de las mismas, el cual fue sembrado por agotamiento en placas de
Agar-Penicilina, observando el crecimiento de colonias con el morfotipo caracteristico de Bt

(figura 24).
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Figura 24. Colonias con morfotipo caracteristico de Bt, obtenidas del macerado de larva tratada con la cepa
13.
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DISCUSION

Durante los ultimos 60 afos, Bacillus thuringiensis ha sido objeto de estudio de muchos
investigadores, en virtud de su estrecho rango de especificidad que le otorga una alta
toxicidad selectiva, sin impacto negativo al ambiente al ser utilizado como bioinsecticida
(Sauka y Benintende, 2008). Es por ello, que se han realizado aislamientos de cepas
provenientes de distintos tipos de ambientes, con el propoésito de aislar aquellas que
presenten mayor actividad patogénica contra varios tipos de insectos (Carmona, 2002).
Debido a que las muestras de suelo suelen ser la fuente mas importante de Bt (Martin y
Travers, 1989), en este estudio se realizo el aislamiento de cepas de Bacillus thuringiensis a

partir de muestras de suelo de alta montafia.

Tomando en cuenta que la espora de Bt es altamente tolerante a las condiciones
ambientales y sufre dispersion por efecto del agua, viento, animales y hombre (por efecto
del comercio de productos agricolas de almacenamiento) (Bernhard et al., 1998), las
muestras fueron colectadas descartando la capa superficial del suelo, pues se ha reportado
que las esporas de Bt se encuentran en mayor proporcion en este nivel (Martin y Travers,

1989) como mecanismo de proteccion contra la luz UV. (Porcar y Juarez- Pérez, 2004).

Con la finalidad de poder contabilizar las colonias aisladas de Bt procedentes de las
muestras de suelo, y tomando en cuenta que al someterlas a tratamiento térmico, las células
en estado vegetativo son eliminadas y las esporas resistentes no se veran afectadas, se
hicieron diluciones seriadas y se expusieron a tratamientos con calor, siguiendo las
recomendaciones de la OMS (1985). Por esta razén, se observd menor cantidad de colonias

totales en las placas con choque térmico en comparacion con las placas a las que no se les
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aplico este tratamiento (figura 10). Asimismo, se observo que en la dilucién 15/1000 hubo
menor presencia de UFC por gramo de suelo analizado que en la dilucion 1/20, tanto con el
tratamiento térmico como sin éste. Por otra parte, al aplicar choque térmico se observo mayor
cantidad de UFC termorresistentes con el morfotipo de Bt, diluyendo la muestra de suelo
15/1000 en comparacion con la dilucion 1/20. Las colonias de Bt se caracterizan por ser de
medianas a grandes, planas, de borde irregular lobulado y/o arborescente, consistencia
blanda, aspecto opaco/mate, pigmentacién blanco cremoso (Lawrence, 1997; Galvis y
Moreno, 2014). Este tratamiento térmico permitié corroborar su efectividad de la técnica

para el aislamiento de posibles cepas de Bt.

Bacillus thuringiensis (Bt) comparte caracteristicas con Bacillus cereus (Bc), una de ellas
es la morfologia de la colonia. Sin embargo, el principal rasgo de Bt, que la diferencia del
resto de las cepas pertenecientes al grupo de Bacillus cereus, es la presencia de una inclusion
cristalina que se forma durante la fase esporulativa (Sneath, 1986). De acuerdo a esto, para
corroborar la presencia de los cuerpos cristalinos en las cepas, se observaron las colonias a
través de un microscopio dptico de contraste de fases, donde solamente 20 cepas presentaron
dicha caracteristica (tabla 11). Ademas, las esporas presentes en los esporangios no
deformaban su perfil bacilar, como lo hace Bacillus sphaericus; otra bacteria
entomopatogena usada para el control de dipteros (Monnerat et al., 2001) Por lo tanto, es
probable que estas cepas correspondan a Bacillus thuringiensis, donde el cuerpo de inclusion
cristalino puede representar el 20-30% del peso seco del esporangio (Bulla et al., 1980;

Ibrahim et al., 2010).
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Adicionalmente, se realizaron pruebas bioquimicas para la identificacion de las cepas de
Bt, tomando en cuenta su capacidad de producir -hemolisina, su resistencia a penicilina y
sensibilidad a la estreptomicina (Porcar y Juarez-Pérez, 2004). Basados en estas
caracteristicas fenotipicas, solo 16 de los 20 aislados fueron seleccionados como cepas

presuntivas de Bt (tabla 11).

El método de tratamiento térmico y las pruebas bioquimicas tienen la ventaja de disminuir
los costos de investigacion, sobre todo si se desea realizar la busqueda de cepas autdctonas
de Bt captadas en muestras provenientes de muchas regiones (Gajardo et al., 2012), como es

el caso del presente estudio.

Numerosas investigaciones han proporcionado pruebas de que este microorganismo tiene
una amplia distribucion en suelos de todo el mundo. Existe reportes de su presencia en Japon
(Sasaki et al., 1994; Kikuta et al., 2001); Grecia (Aptosoglou et al., 1997); Espafa (Iriarte
et al., 1998; Quesada et al., 2004); Vietnam (Yasutake et al., 2006); Venezuela (Carmona,
2002; Gajardo et al., 2012); y mas de 30 paises alrededor de los 5 continentes (Martin y
Travers, 1989); desde costas hasta altas montafias y de zonas tropicales hasta altas latitudes
(Ohba, 2011). En este trabajo los aislados obtenidos provenian de muestras de suelos de alta
montafia (>3000 m.s.n.m.), tanto de zonas intervenidas (Zl) como no intervenidas con
actividad agricola (ZNI). La relevancia de tomar las muestras en zonas intervenidas y no
intervenidas es poder determinar si las cepas de Btk aisladas no fueron introducidas por
actividades antropicas, es decir, que se traten de cepas nativas de la poblacion de Gavidia,

Edo. Mérida.
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Las muestras de suelo colectadas en ZI correspondian a sembradios de papa, siendo éste
el principal producto de cosecha en la poblacion de Gavidia, Edo. Mérida. Las principales
plagas de insectos de dichos cultivos son del orden Lepidoptera (Phthorimaea operculella;
Agrotis ipsilon y Copitarsia consueta) y ColeOptera (Premnotrypes spp; Epitrix spp y
Agriotes spp) (Contreras et al., 2006). Por otra parte, se tomaron como ZNI aquellas donde
no se realizaban actividades agricolas, con una vegetacion natural de tipo rosetal-arbustal,
caracteristico de la formacion Paramo Andino (Monasterio, 1980). De acuerdo a esto, el
porcentaje de esporas termorresistentes encontradas en las ZNI fue de 2,7 %, mientras que

en las ZI fue de 1,7 %.

En zonas intervenidas con actividad agricola podria considerarse la posibilidad de que la
presencia de cepas de Bt se deba a tratamientos con bioinsecticidas formulados con base en
Bt, para el control de plagas en la papa. No obstante, este método de control bioldgico no ha
sido aplicado en la poblacién de Gavidia, ya que los tratamientos aplicados para el control
de estas plagas son de origen quimico. Por lo tanto, todas las posibles cepas de Bt

recolectadas en ZI corresponden a cepas autoctonas, al igual que aquellas colectadas en ZNI.

La capacidad toxica de Bt radica en la formacion de los cristales paraesporales. Estos
cuerpos cristalinos estan constituidos principalmente por proteinas Cry, siendo éste el
producto final de la expresion de los genes cry. Generalmente, es posible correlacionar el
tipo de gen cry presente en una determinada cepa con su actividad insecticida. Por lo tanto,
la identificacion del contenido génico cry de una cepa de Bt puede utilizarse para efectuar
dicha prediccién (Porcar y Juarez-Pérez, 2003). En este sentido, varias investigaciones han

utilizado herramientas moleculares, como la técnica de PCR para la identificacion y
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clasificacion de cepas de Bt, basado en la amplificacion de los distintos genes cry (Cerén
et al., 1995). Esto se debe a su alta sensibilidad y especificidad, aunado a la rapidez y
facilidad de la técnica, por lo que se ha recomendado su uso como protocolo de rutina para
la identificacion de esta bacteria en diversos laboratorios (Cerén et al., 1994). En
consecuencia se han disefiado multiples cebadores especificos para cada gen cry, lo que ha
permitido no sélo evaluar la presencia de la bacteria en distintas zonas (Porcar y Juarez-
Pérez, 2003; Noguera e Ibarra, 2010) y su frecuencia de aparicion (Noguera e Ibarra, 2010),
sino también ha permitido la caracterizacion genética de los diversos genes cry (lbrahim et
al., 2010). En consecuencia estos estudios han llevado a la identificacion de novedosas

proteinas Cry con actividad bioinsecticida (Cerdn et al., 1995).

En virtud a lo expuesto anteriormente, en este trabajo se realiz6 la identificacion
molecular de cepas de Bt mediante la técnica PCR, empleando los cebadores que amplifican
un fragmento correspondiente al gen cryl (Bravo et al., 1998), el cual codifica la proteina
Cryl con actividad tdxica contra larvas de lepidépteros (Bravo et al., 1998; Carmona, 2002).
Estos cebadores han sido utilizados en diferentes trabajos de investigacion en la
caracterizacion de cepas de Bacillus thuringiensis (Bozlagan et al., 2010; Vilas-B6as y
Franco, 2004; Alvarez et al., 2009). Para ello, se realizo el aislamiento del DNA de aquellas

colonias que presentaron el fenotipo especifico para Bt (tabla 11).

Tomando en cuenta que la sensibilidad de técnica de PCR depende principalmente de la
calidad y cantidad del DNA (Gonzélez et al, 2006a; Gonzalez et al, 2006b; McPherson y
Magller, 2006), para la extraccion y aislamiento del mismo, se realizaron choques térmicos a

los aislados a 100 °C y -140 °C, empleando para ello vapores de nitrogeno liquido, lo que
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permitio la optimizacion del protocolo descrito por Bravo et al. (1998), garantizando un
mejor rompimiento de la bacteria, lo que se traduce en una mayor cantidad y con mejor
integridad del DNA obtenido (tabla 13). Posteriormente, al realizar la PCR con los cebadores
especificos gral-cryl, se visualizo la banda esperada de 558 pb, en 6 de las 16 muestras
evaluadas (tabla 17), lo que confirma que estas 6 cepas corresponden a Bacillus thuringiensis
var. kurstaki. EI control con la cepa de referencia, B. thuringiensis var kurstaki, confirmé la
especificidad del ensayo al obtener amplicon del tamafio esperado, mientras que al utilizar
DNA de B. cereus no hubo amplificacion. Adicionalmente, de acuerdo a lo recomendado
por Cerdn et al. (1995), la reproducibilidad de los resultados fue garantizada mediante

repeticiones del mismo ensayo de PCR (resultados no mostrados).

De acuerdo a resultados obtenidos, se recomienda realizar modificaciones en las
condiciones de la PCR, disminuyendo la temperatura de acoplamiento de los iniciadores,
con el fin de disminuir su especificidad y poder verificar si bajo esas condiciones ocurre la

amplificacion del gen cryl en los aislados 4, 5y 6.

Debido a los reportes de variabilidad del gen cry, que puede suponer una limitante para
laPCR (Cerdnetal., 1995), se procedio a corroborar los resultados obtenidos por ésta técnica
mediante el analisis del patron de bandas en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE),
que permite visualizar los perfiles proteicos de los aislados, utilizando las 16 cepas
analizadas por PCR. En las figuras 16 y 17 se distingue claramente una banda dominante de
140 KDa, que supone la representacion de la proteina de alto peso molecular CrylAa, la cual
estd asociada al cristal bipiramidal de Btk (Crickmore et al., 1998). Adicionalmente, se

observo una banda dominante de aproximadamente 65 KDa, la cual puede corresponder a la
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proteina que constituye el cristal cabico adosado al cristal bipiramidal (Hofte y Whiteley,
1989). Los patrones de bandas observados en las cepas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 12, 13 y 16 son iguales
al patron de banda dominante del control positivo, siendo éste una cepa de Bacillus
thuringiensis var. kurstaki (HD-1). Sin embargo, en los aislados 12 y 16, la banda de 140
KDa no logrd observase con claridad.

Tomando en cuenta que los genes cryl poseen una secuencia codificante de 3600 pb
(Crickmore et al., 1998) y las proteinas que codifican presentan una identidad aminoacidica
que puede variar desde mas de un 90% hasta menos de un 20% (Sauka y Benintende, 2008),
existe una posibilidad de que las cepas 12 y 16 presenten una variabilidad aminoacidica que
les confiera propiedades diferentes de solubilizacién a los cristales, ya que cada cuerpo de
inclusion cristalino puede estar constituido por proteinas Cry de una o varias clases (Ibarra
y Fererici, 1986; Masson et al., 1998). Estas proteinas se agrupan entre si mediante puentes
disulfuro (Knowles, 1994), y la estabilidad de estas uniones condiciona el pH de
solubilizacion del cristal, particularmente en el caso de los cristales bipiramidales. Cuando
estos puentes estan distorsionados, estos cristales son solubles a pH mayores a 9.5, mientras
que si permanecen en su estado mas estable necesitan un pH superior a 12 para lograrlo (Lu
et al., 1994). Por lo tanto, esto sugiere una problematica para la estandarizaciéon de la técnica
SDS-PAGE. Es por esta razon que se aplicaron métodos de solubilizacién adicionales,
basados en el uso de buffers de diferentes pH, asi como detergente a diferentes
concentraciones que permitieron observar con claridad el patron esperado en estas cepas,
correspondiente a Btk (figura 18).

Adicionalmente, en el SDS-PAGE se visualizaron las bandas caracteristicas de Btk en las

cepas 4, 5y 6, las cuales fueron negativas para la presencia del gen cryl mediante la prueba
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de PCR. La eficacia de la técnica de PCR depende principalmente de la homologia entre los
cebadores y las secuencias blanco (McPherson y Magller, 2006). En este caso, la
identificacion de los genes cry se basa en las regiones conservadas que son seleccionadas
para el disefio de los cebadores (Porcar y Juarez-Pérez, 2003). Es por este motivo que se
realizd un analisis in silico a partir de diferentes secuencias del gen cryl reportadas en el
GeneBank, las cuales fueron alineadas con los cebadores disefiados por Bravo et al. (1998).
En el alineamiento se destaca que el iniciador gral-cryl (f) hibrida en una region poco
conservada, donde se pudieron contabilizar hasta 6 sustituciones nucleotidicas (figura 19-
A). Esta region corresponde al dominio Il de la proteina Cry1, el cual se ha reportado como
unaregion variable entre las subclases de Cryl (Davolos et al., 2009). Mientras que la region
en donde se une el iniciador gral-cryl(r) presenta un mayor porcentaje de similitud con el
cebador (figura 19-B), correspondiendo ésta al dominio Il1, de la proteina Cryl, el cual se
ha reportado como conservado (Ibrahim et al., 2010).

El disefio de los iniciadores es un factor clave en la PCR; el extremo 3°-OH del cebador
es critico en el procedimiento de amplificacion. En efecto, si se hay poca similaridad entre
el cebador y el molde, no ocurre la amplificacion (Kwok et al., 1994). En consecuencia,
cualquier variacién en una o dos bases en esa region del DNA molde puede dar lugar a que
no ocurra la reaccién de PCR. Igualmente, variaciones en el extremo 5°-P podria afectar la
amplificacion (Porcar y Juarez-Pérez, 2003). Por lo tanto, se infiere que las cepas que no
mostraron productos de PCR con los oligonucleotidos utilizados para la deteccion del gen
cryl, podrian presentar variaciones significativas en la region del DNA molde donde hibrida

el cebador, impidiendo la amplificacion del gen y dando como resultado falsos negativos.
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Es por ello que tomando en cuenta los resultados de las pruebas fenotipicas y bioquimicas,
se infiere que las cepas 4, 5y 6 corresponden a Btk.

En otros trabajos se han propuesto iniciadores generales para la deteccion el gen cryl.
Ben-Dov et al. (1997) disefiaron unos cebadores que generan un producto de PCR de 227
pb. Al realizar una comparacion del sitio de union del iniciador directo descrito por estos
autores y el disefiado por Bravo et al. (1998), se observo que el iniciador directo de Ben-
Dov et al. (1997) hibrida sobre una region del gen mas conservada que la regién en donde
hibrida el directo de Bravo et al. (1998), correspondiente al dominio 11l de la proteina Cryl
(figura 20).

Por otro lado, al realizar la observacion de los aislados 4, 5 y 6 mediante un microscopio
de contraste de fases, se logro evidenciar unos cuerpos de inclusion que no correspondian a
la estructura bipiramidal esperada. De acuerdo a varias investigaciones realizadas, se han
reportados diferentes inclusiones paraesporales en especies de Bacillus (Aslim et al., 2002),
una de estas inclusiones corresponden a poli - -hidroxibutirato (PHB), esta se encuentra
comunmente en el suelo y es producida por una amplia variedad de microorganismos, el
cual constituye un compuesto de almacenamiento. Este compuesto presenta un papel en el
proceso de esporulacion (Kominek y Halvorson., 1965). Se han reportado este tipo de
cuerpos de inclusion en cepa de B. thuringiensis HD- 1, cuando hay un exceso de carbono
en el medio y una limitacion en la fuente de nitrégeno (Benoit et al., 1990). Esto podria
explicar la presencia de estas inclusiones en los aislados 4, 5 y 6. Sin embargo, es necesario
realizar otro tipo de estudios que permitan obtener un analisis preciso de estos cuerpos

paraesporales.

82



Al relacionar todas las pruebas de identificacion realizadas en este trabajo (tabla 15), se
encontrd que las muestras con fenotipo de Btk recolectadas en ZI corresponden al 33 %. Por
otro lado, en zonas sin intervencion agricola los aislados de Btk corresponden al 10 %. Al
evaluar las diferencias observadas en las proporciones de los aislados que presentaban el gen
cryl, entre zonas intervenidas (ZI) y zonas no intervenidas (ZNI), se obtuvo que no habia
una diferencia estadisticamente significativa, lo que podria suponer que estos aislados de
Btk, obtenidos en ambas zonas, se tratan de cepas nativas de la comunidad de Gavidia, Edo.
Mérida. En este sentido, Akiba et al. (1986) sugieren que Bt no es muy eficiente para
proliferar en suelos naturales, en gran parte debido a la presencia de microorganismos del
suelo que compiten por los mismos recursos. Por su parte, West et al. (1985) proponen que
la suplementacién del suelo con nutrientes adicionales favorece el crecimiento de este
microorganismo. Basado en esto, se infiere que la presencia de cepas de Btk en estas zonas
se debe a un enriquecimiento del suelo gracias a la descomposicién de organismos como
plantas, insectos, entre otros, proporcionando ambientes ricos en nutrientes que apoyan la
proliferacion de Bt (Akiba, 1986; Takatsuka y Kunimi, 1998). Esto puede dar una idea de la
presencia de Bt como microorganismo saprofito en suelos (Ohba, 2011).

Si bien la técnica de PCR ha sido ampliamente utilizada para identificar cepas de Bt,
basado en la identificacion de genes cry, se ha propuesto que esta herramienta constituye
una primera aproximacion para predecir la actividad insecticida de los aislados, antes de
realizar los bioensayos que permitirian corroborar la correspondencia de la toxicidad
predicha a partir del producto de PCR. De esta manera, se ha establecido que los bioensayos
son la Unica herramienta que asegura la toxicidad de las proteinas producidas por Bt, lo que

requiere de tiempo, disponibilidad de insectos en el estadio adecuado y dieta adecuada para

83



mantenerlos. Es por ello, que en este trabajo, se incluyo este procedimiento para evidenciar
el grado de toxicidad del complejo espora-cristal de las cepas de Btk aisladas. La aplicacion
del tratamiento se hizo por contaminacion superficial de la dieta artificial, tomando en cuenta
que el pH de la misma no interferia en la estabilidad del cristal (pH= 5,2) (Carozzi et al.,
1991).

Martinez (2004), asegura que una forma general de evaluacion de cepas de Bt es el
numero de individuos muertos dentro del total de una poblacion, expresado como porcentaje
de mortalidad. Comunmente, este parametro se emplea en las evaluaciones preliminares de
la actividad de cepas nativas de Bt, comparandolas con una cepa patrén, con el fin de alcanzar
una mejor seleccion. Es por esta razon, que en este trabajo, las propiedades entomopatdgenas
de las cepas nativas de Bt aisladas en suelo de la comunidad de Gavidia, fueron comparadas
con la cepa control Btk (HD-1), ya que la misma ha sido evaluada en su entomotoxicidad

sobre larvas de lepidopteros y es ampliamente comercializada por su efectividad.

En general la evaluacion de Bt se inicia con pruebas preliminares para determinar la
actividad de las cepas contra un determinado insecto blanco, empleando rangos altos de
concentracion del complejo espora-cristal. En este caso, el insecto blanco seleccionado para
Ilevar a cabo los bioensayos fue Spodoptera frugiperda. Se recomienda que para las primeras
evaluaciones de la toxicidad de las cepas aisladas, se emplee un nimero de larvas en el orden
de 10 a 20, con el fin de economizar materiales y costos. Es posible emplear un nimero
menor de individuos siempre y cuando se tengan repeticiones. Respecto a los tiempos de
evaluacion del porcentaje de mortalidad, deben estar comprendidos entre 5 y 7 dias para

lepidopteros (Martinez, 2004). Debido a que el numero de cepas positivas para Btk fue de 9,
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se emplearon 25 larvas de S. frugiperda por cada tratamiento. Ademas, se usO una
concentracion de espora/mL en el orden de 10* En este sentido, se debe mencionar que una
titulacion de las esporas termorresistentes constituye una manera efectiva para evaluar la
concentracion de los cristales de manera indirecta, ya que se estima que la relacion entre la
esporay el cristal es 1:1 (Ertola, 1987). Esto es posible gracias a que el medio utilizado para
el crecimiento de las cepas, presenta todos los requerimientos necesarios para la produccién

eficiente del cristal (Arcas et al., 1984).

Las mortalidades acumulada durante los 5 dias de evaluacion, arrojé que las cepas 3, 12,
13 y 16 presentaron los mayores porcentajes de patogenicidad, al igual que el control
positivo Btk (HD-1). Cabe destacar que al plantearse el aislamiento de cepas a partir de
muestras de suelos para establecer una coleccion, se debe tener en cuenta que no todos los
aislados son cepas distintas entre si. La mayoria de las veces se sobrestima la diversidad de
la muestra, para evitar esto, se deben caracterizar los aislados. De este modo, al analizar los
aislados 1, 2 y 3 que provenian de la misma muestra de suelo, no solo presentaron el gen
cryl sino también el mismo perfil proteico, lo que indicaria que se tratan de la misma cepa.
Sin embargo, al realizar la evaluacion toxicoldgica de las mismas, el porcentaje mas alto de
mortalidad lo present6 la cepa 3 (89 %), siendo esta una de las cepas mas letal. Por otro lado,
los porcentajes presentados por los aislados 1 y 2, fueron 36 % y 8 % respectivamente, siendo
uno de los mas bajos. Contrariamente a lo planteado, a pesar de provenir de lamisma muestra
de suelo, estas tres cepas resultaron diferentes. Es importante destacar que los aislados que
presentaron un porcentaje de mortalidad igual al control positivo, pueden representar un

beneficio para la realizacion de formulaciones comerciales en el &ambito nacional.
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No obstante, la evaluacion del potencial insecticida de las cepas 4, 5 y 6 mostré un
porcentaje de mortalidad de 22%, 8 % y 30%, respectivamente. Por lo tanto, son aislados
que no son adecuados para la realizacion de formulaciones comerciales. Cabe resaltar, que
estos aislados provenian de las muestras de suelo colectadas en zonas con intervencion
agricola, por lo tanto es recomendable la realizar estudios que permitan identificar si existe
alguna relacion entre los cuerpos de inclusion no identificados con respecto a las zonas

intervenidas.

La realizacién de estos bioensayos permitié demostrar que a pesar de ser caracterizadas
como cepas de Btk, presentan una variabilidad en su actividad téxica sobre larvas de S.
frugiperda. Esta toxicidad asociada a los aislados, fue corroborada mediante el analisis
morfoldgico de las colonias provenientes de los macerados de las larvas, a las cuales se les

aplico el tratamiento con el complejo espora-cristal.

Estos resultados de variabilidad patogénica coinciden con lo reportado por Porcar y
Juarez (2004) quienes expusieron que el género Spodoptera es poco sensible a la variedad
kurstaki, a pesar de que Dulmage (1970) indica que la variedad kurstaki presenta actividad
contra mas de 100 especies de lepidopteros. Esta variedad en la actividad toxica de los
aislados puede estar asociada a la diversidad de las proteinas Cry, que ha surgido de procesos
evolutivos independientes de cada uno de sus dominios, dando como resultado proteinas que
presentan actividad biocida con diferentes especificidades (Bravo, 1997). Adicionalmente,
Saraswathy y Polumetla (2004) reportan que alrededor del 40 % de las toxinas de Bt
actualmente identificadas, no presentan actividad patogénica sobre insectos, debido a

diversas razones como baja solubilidad en el intestino medio del insecto, la falta de
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receptores en la membrana epitelial del intestino medio de las larvas y reduccion de las zonas

de clivaje de las proteasas.

A través de este trabajo se logro el aislamiento de cepas de Bt a partir de muestras
colectadas en suelo de alta montaria, las cuales fueron identificadas como cepas nativas de
la poblacion de Gavidia, Edo Mérida, a través de pretratamientos con choque térmico,
pruebas morfoldgicas, bioquimicas y moleculares. Asimismo, se pudo analizar la actividad
entomopatogénica de dichas cepas por medio de bioensayos, obteniendo de esta manera
cepas de Btk con actividad patogénica que pueden ser utilizadas para la realizaciéon de
formulaciones comerciales de produccion nacional. Esto podria implicar una disminucion
en la inversion de productos quimicos para el control de plagas que afectan cultivos de
interés agricola. Ademas, genera menor impacto en el ambiente y no afecta la salud de los

consumidores.
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CONCLUSIONES

e Se lograron aislar cepas de Bacillus thuringiensis a partir de las muestras de suelo
colectadas en la poblacion de Gavidia, Edo. Mérida, tanto en zonas intervenidas como no
intervenidas con actividad agricola.

e El procedimiento de aislamiento basado en tratamiento térmico, permitio discriminar
aquellas cepas formadoras de esporas termorresistentes, de cepas susceptibles al calor
facilitando el proceso de seleccion.

e Landmero de aislados obtenidos tanto en zonas intervenidas como no intervenidas con
actividad agricola, no presentaron una diferencia estadisticamente significativa.
Adicionalmente, tomando en cuenta que en las zonas intervenidas no se aplicd ningun tipo
de biocontrolador con base en Bt, permitié inferir que estos aislados pudieran tratarse de
cepas nativas de la poblacion de Gavidia.

e La caracterizacion molecular de los aislados obtenidos, mediante la técnica de PCR
para la identificacion del gen cryl, en conjunto con los analisis bioquimicos y morfolégicos
del cristal, permitié identificar a 6 de los aislados como cepas de Bacillus thuringienis var.
kurstaki.

e Elandlisis bioquimico en gel de poliacrilamida y la observacion de los aislados a través
de un microscopio Optico permitid la identificacion de 3 cepas como Bacillus thuringiensis,
que no presentaron producto de PCR del gen cryl al utilizar la metodologia planteada.

Ademas, se observo la produccion de inclusiones paraesporales no identificadas.
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e Laevaluacion de las propiedades entomopatogénicas de los aislados obtenidos, sobre
larvas de Spodoptera frugiperda, permitié observar que sélo 3 aislados presentaron un
porcentaje de mortalidad igual al control positivo (> 80 %).

e La evaluacion toxica de las 3 cepas de Bacillus thuringiensis que no presentaron
producto PCR para el gen cryl, mostraron un porcentaje de mortalidad menor al 40 %.

e A través del analisis in silico realizado sobre los iniciadores disefiados por Bravo et al.
(1998) se pudo evidenciar que la unién de los cebadores con la secuencia blanco ocurre en
una region poco conservada del gen cryl. A diferencia de los cebadores disefiados por Ben-
Dov et al. (1997), donde se pudo observar que la zona de hibridacion de los cebadores ocurre
en una region conservada del gen cryl.

e Laobtencion de cepas nativas con alta actividad patogénica representan una alternativa

para la creacion de formulaciones comerciales de bioinsecticidas hechos a nivel nacional.
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RECOMENDACIONES

o Realizar pruebas moleculares que permitan la identificacion de otros genes cry, en los
aislados que fueron identificados como Bacillus thuringiensis.

e Realizar la secuenciacion del DNA de los aislados identificados como Bacillus
thuringiensis, que permita evaluar si existe una variacion en las secuencias nucleotidicas que
determinen su actividad toxica.

e Evaluar los 3 aislados, identificados como Bt, que presentaron inclusiones paraespores
no esperadas, que permitan identificar su composicion y la relacion que pueda presentar con
la actividad entomopatogénica de estos microrganismos.

e Variar las condiciones de la PCR, disminuyendo la temperatura de acoplamiento de
los cebadores, con el fin de poder verificar si ocurre amplificacion del gen cryl en los
aislados 4, 5y 6.

e Realizar mas pruebas que permitan equipara los resultados de caracterizacion.
Ademas, se recomienda usar cebadores que hibriden en una region mas conservada del gen
cryl, con el fin de evitar falsos negativos.

e Evaluar el uso de subproductos agroindustriales para una produccion econéomica y
efectiva del complejo espora-cristal, que pueda ser utilizado para formulaciones comerciales.
Para determinar la eficiencia de produccion de cristales en dichos medios, podria utilizarse
técnicas inmunoldgicas ya establecidas en el Laboratorio de Procesos Fermentativos.

e Analizar los efectos que presentan estos aislados en campo, con el fin de evaluar la

efectividad contra el insecto de interés y observar el impacto en los organismos no blancos.
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