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Resumen: Bacillus thuringiensis var. kurstaki (Btk) es el principal agente de control biologico de lepidopteros. Su produccién como
bioinsecticida requiere de medios de cultivo que permitan el crecimiento de la bacteria y la obtencion de la 6-endotoxina contenida en su
cristal parasporal. En Venezuela, el desarrollo de metodologias que permitan evaluar la capacidad de Btk para producir cristales toxicos ha
sido limitado. Por este motivo, se plante6 disefiar una prueba que permita detectar las 6-endotoxinas, durante el desarrollo de un cultivo de
Btk a través de inmunoensayos. Para ello, la proteina Cry1Aa purificada se empled para la produccion de un suero hiperinmune en modelo
lepérido. La cinética de anticuerpos fue monitoreada a través de un ELISAI, y el reconocimiento especifico de la proteina por parte del
suero fue verificado mediante Western blot y Dot blot. Finalmente, se evalu6 la cinética de la sintesis de la proteina Cry1Aa, evidenciandose
el incremento progresivo en el reconocimiento de esta proteina hasta la fase estacionaria del cultivo. Asi, se logrd la optimizaciéon de un
método sencillo y reproducible para el seguimiento de la cinética de produccion de esta 3-endotoxina en un cultivo de Btk, 1o que contribuira
en la evaluacion de escalamientos en la produccion de bioinsecticida.
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Development of a Dot blot for the detection of d-endotoxins CrylAa from Bacillus
thuringiensis var. kurstaki in a culture medium

Abstract: Bacillus thuringiensis var. kurstaki (Btk) is the main biological control agent for lepidoptera. Its production as a bioinsecticide
requires culture media that allow the bacteria to grow and produce the d-endotoxin contained in its parasporal crystal. In Venezuela, the
development of methodologies that allow evaluating the capacity of Btk to produce toxic crystals has been limited. For this reason, it was
proposed to design a test to detect 5-endotoxins, during the development of a Btk culture through immunoassays. For this, the purified
CrylAa protein was used for the production of a hyperimmune serum in a leporid model. Antibody kinetics was monitored through an
ELISAI, and the specific recognition of the protein in the serum was verified by Western blot and Dot blot. Finally, the kinetics of CrylAa
protein synthesis was evaluated, showing the progressive increase in the recognition of this protein until the stationary phase of the culture.
Thus, the optimization of a simple and reproducible method for monitoring the kinetics of production of this §-endotoxin in a Btk culture
was achieved, which will contribute to the evaluation of escalations in the production of bioinsecticide.
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Introduccion productos y en hojas de plantas coniferas y caducifolias

[2-9]. Desde hace muchos afios, Bt ha sido estudiado

Bacillus thuringiensis (Bt) es una bacteria grampositiva,
esporogénica, perteneciente al grupo Bacillus cereus
[1]. Esta bacteria ha sido aislada en diversos ambientes,
incluyendo suelos, insectos, polvo almacenado en algunos

por su actividad patdégena contra insectos de diferentes
ordenes, siendo la variedad kurstaki (Btk) una de las mas
estudiadas por su actividad entomopatogénica contra larvas
de lepidopteros [10]. La toxicidad selectiva de Bt se debe
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a la presencia de diferentes proteinas denominadas Cry
[1]. Asi esta bacteria es el organismo mas empleado en
preparaciones de bioinsecticidas por su alta efectividad para
controlar insectos plagas [11].

El ciclo de vida de Bt esta caracterizado por dos etapas:
la division de la célula vegetativa y el desarrollo de la
espora. Esta tltima etapa comienza por el empobrecimiento
de los nutrientes en el medio de cultivo el cual dura
aproximadamente 12 horas e introduce una serie de cambios
que culminan en la producciéon de dos compartimientos:
el esporangio y la espora. Es alli cuando se producen
los cristales con actividad entomopatogena [12], los
cuales estan constituidos por d-endotoxinas denominadas
proteinas Cry [13]. Las proteinas Cry representan una gran
familia que actualmente consta de aproximadamente 300
isoformas, divididas en 75 grupos. De estos grupos se ha
reportado que las familias de proteinas Cryl y Cry2 poseen
d-endotoxinas que afectan principalmente a lepidopteros,
y en menor medida a dipteros y coledpteros, siendo Cryl
el grupo mas dominante con 41 holotipos representativos
(CrylAa- CrylLd) [14].

El mecanismo de accidon de las proteinas Cry es un
proceso de varios pasos. Cuando el cristal es ingerido se
solubiliza y procesa por medio de proteasas, a pH basico en
el intestino de la larva. Una vez que la toxina se encuentra
activa, se une a receptores especificos en la cara apical de
la membrana epitelial del intestino medio del insecto. La
unioén de la toxina oligomérica a ese receptor, facilita la
formacion de poros en las células [15]. Los poros formados
alteran el equilibrio de electrolitos y agua que conduce a
la destruccion de las células columnares y caliciformes
[16]. La destruccion de las células trae como consecuencia
la paralisis del tracto digestivo de la larva del insecto, el
cese de la ingesta de alimentos y por ultimo, su muerte
[17]. Adicionalmente, se puede producir un efecto sinérgico
entre las d-endotoxinas y las esporas, ya que estas Gltimas
al tener acceso al hemocele, pueden germinar y potenciar
el efecto insecticida de la d-endotoxina que conforman el
cristal de la bacteria [17].

En Venezuela, son escasas las investigaciones sobre Bt
como bioinsecticida y la mayor parte de estas estan centradas
en la busqueda y aislamiento de nuevas cepas [18-21]. En
este sentido, el Laboratorio de Procesos Fermentativos
cuenta con un amplio cepario de la bacteria, con aislados
autoctonos de distintas regiones de Venezuela. Sin embargo,
ha habido pocas investigaciones en torno al desarrollo
de bioinsecticidas con base en este microorganismo,
especialmente los concernientes a la formulacion de medios
de cultivo con subproductos agroindustriales de bajo costo,
con miras a la produccion a gran escala de Bt [22-24]. A
pesar de ello, gracias a estos disefios de medios de cultivo,
actualmente en el pais se cuenta con un extenso nimero
de formulaciones para el crecimiento de Bt, en los que se
ha estimado de manera indirecta la formacion del cristal a
través del contaje de esporas.No obstante, esta no es una
medida confiable de la cantidad de cristales que la bacteria
pueda generar en un medio de cultivo especifico, debido a

que la esporulacion puede suceder sin la formacion de estos
[25]. Por otro lado, la evaluacion de la formacion del cristal,
mediante la observacion del mismo, se puede hacer solo
cuando el cultivo esta en fase estacionaria de crecimiento,
lo que implica que se debe esperar el tiempo necesario para
que dicha sintesis haya ocurrido y pueda ser visualizada en
microscopio de contraste de fases, lo que ademas involucra
experticia por parte de la persona que manipula la muestra.
Por lo tanto, es necesario promover investigaciones, con
esas cepas nativas creciendo sobre esos medios formulados,
que permitan optimizar las evaluaciones de las multiples
formulaciones surgidas, en forma directa, a través de la
cinética de sintesis del cristal. Incluso, este tipo de prueba
seria de gran utilidad al momento de evaluar la formacion de
la inclusion parasporal durante el escalamiento del proceso,
que finalmente derivara en el desarrollo de un bioinsecticida
con base en Bt de produccion nacional. Por tal motivo, este
trabajo tuvo como finalidad disefiar una metodologia que
permita evaluar de forma rapida la cinética de sintesis de
cristales, a fin de valorar la produccion de Btk en cultivos
sumergidos.

Materiales y métodos

Material biologico: Cuatro conejos Nueva Zelanda hembras
de 2 Kg aproximadamente, procedentes del bioterio del
Instituto Nacional de Higiene Rafael Rangel (INHRR),
mantenidos con alimento comercial y agua ad libitum.
Ademas, Bacillus thuringiensis var. kurstaki (Btk) cepa
HDI1 (CVCM1819) y Bacillus cereus (Bc) (CVCM1832),
utilizada como control negativo en los ensayos seroldgicos
ya que no produce cristales entomopatogenos [26]. Ambas
cepas bacterianas fueron obtenidas en el Centro Venezolano
de Colecciones de Microorganismos (CVCM).

Obtencion del complejo espora cristal: Una vez obtenido
el cultivo por lote de Btk, en fase estacionaria, se centrifugd
a3.500 xg y se descarto el sobrenadante. Posteriormente, el
precipitado se resuspendio en agua destilada y se centrifugd
nuevamente a 3.500 xg. Este procedimiento se repitid tres
veces. El sedimento fue almacenado a -10 °C.

Obtencion de cristales parasporales: La fraccion
enriquecida de cristales parasporales se obtuvo siguiendo
la metodologia reportada por Mounsef ef al. [27], donde un
solvente orgédnico interactfia con las esporas permitiendo su
separacion de los cristales.

Electroelucion de la proteina CrylAa: Con la fraccion
enriquecida de cristales se realizo una electroforesis en gel
de poliacrilamida al 10% con dodecil sulfato sodico (SDS-
PAGE por sus siglas en inglés) teniido con sulfato cuprico
(Cu,SO,H,0, 1%) [28]. Una vez visualizada la banda de
140 KDa correspondiente a Cryl Aa, se escindi6 del gel para
ser sometida a una electroelucion en un campo eléctrico de
8 mA durante 5 h, de acuerdo a la metodologia descrita por
Jacobs y Clad [29].
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Determinacion de la concentracion de la proteina CrylAa:
Una vez obtenida la proteina se procedié a utilizar el
método colorimétrico del acido bicinconinico (BCA) [30],
utilizando el estuche comercial Micro BSA™ Protein Assay
Kit (Pierce) siguiendo las indicaciones de la casa comercial.

Preparacion del inmunogeno: Se anadieron 100 pg de
proteina CrylAa electroeluida a 3 mL de adyuvante
de Freund (completo para la primera inmunizacion, e
incompleto para las dos restantes). La mezcla se mantuvo
en agitacion continua hasta su emulsificacion [28].

Obtencion del suero hiperinmune anti CrylAa: Para la
obtencion del suero preinmune se tomo una muestra de
sangre del conejo y se centrifugd a 435 xg para separar el
suero del paquete eritrocitico. Posteriormente, se realizaron
tres inmunizaciones via subcutanea en cuatro puntos
diferentes, cada 21 dias con el inmunodgeno elaborado
previamente. Las muestras de sangre se tomaron cada
15 dias postinmunizacion y fueron centrifugadas a 435
xg para separar el suero de los globulos rojos (suero
postinmunizacion).

Evaluacion de la cinética de anticuerpos mediante ELISAi:
Una vez estandarizadas las condiciones del antigeno y
conjugado del ensayo, se procedié a la evaluacion de la
cinética de produccion de anticuerpos anti Cryl Aa mediante
el ensayo inmunoenzimatico indirecto (ELISAI). Para ello,
se emplearon 0,2 pg/pozo de antigeno diluido en buffer
carbono bicarbonato (pH 9,6) e incubados toda la noche en
camara himeda a 4 °C. El suero fue diluido 1/400 en PBS-T
(buffer fosfato salino, pH 7,2, 0,1% de Tween 20). Se
afiadieron 100 pL/pozo del suero y se incubaron durante 1
h a 37 °C en camara hiimeda. Posteriormente, se agregaron
100 puL/pozo del anticuerpo secundario anti IgG de conejo
conjugado a peroxidasa de rabano, el cual fue diluido
1/25.000 en PBS-T e incubado 37 °C en camara himeda.
La reaccion fue revelada con 50 pl/pozo del cromdgeno
TMB (3,3’, 5,5’tetrametilbenzidina) como sustrato [31,32]
y detenida con 50 pL/pozo de 4cido sulftrico (H,SO,, 1 N).
Todos los lavados se realizaron con NaCI-T (1,5 M, 0,05%
de Tween 20). Las placas fueron leidas a 450 nm.

Deteccion de cristales de Btk por Western blot: Una vez
estandarizadas las condiciones de suero y conjugado para
el ensayo de Western blot, se procedio a la deteccion de la
proteina CrylAa en el complejo espora-cristal, utilizando
como control negativo un cultivo en fase estacionaria de
B. cereus y como control positivo la proteina electroeluida.
Se emplearon 50 pg de complejo espora-cristal. Para ello,
cada una de estas muestras fue sometida a una SDS-PAGE y
luego transferidas a un papel de nitrocelulosa segiin Towbin
[33]. La membrana fue bloqueada con leche descremada al
5% diluida en TBS (buffer tris salino, pH 7,2) durante 2 h
a 37 °C. El Western blot se realizé con suero anti CrylAa
diluido 1/200 con leche descremada al 1,25% en TBS
(SD, soluciéon dilucion) e incubado durante 1 h a 37 °C.

El conjugado anti IgG de conejo fue diluido 1/10.000 en
SD e incubado bajo las mismas condiciones. Para revelar
la membrana se utilizé el sustrato diaminobenzidina y la
reaccion se neutralizo con agua destilada [34]. Los lavados
se realizaron con TBS-T (TBS, 0,1% de Tween 20).

Evaluacion de la cinética de cristales de Btk en un cultivo
por lote mediante Western blot: Se tomaron 20 mL de cultivo
de Btk alas 0, 24,48, 60, 72 y 80 h en el medio de referencia
A80 [35] para obtener el complejo espora-cristal como
se describi6é anteriormente. Cada una de estas muestras
fue sometida a una SDS-PAGE y luego transferidas a un
papel de nitrocelulosa. E1 Western blot se realizo con suero
anti CrylAa diluido 1/200, conjugado anti IgG de conejo
diluido 1/10.000 y sustrato diaminobenzidina, siguiendo la
metodologia explicada anteriormente.

Evaluacion de la cinética de cristales de Btk en medio A80 a
través de Dot blot: En membranas de nitrocelulosa se fijaron
0,2 pg de proteina CrylAa y 0,52 pg de complejo-espora
cristal de cada una de las muestras del cultivo por lote de
Btk, obtenidas a las 0, 24, 48, 60, 72 y 80 h. Una vez secadas
las membranas se incubaron en una solucion de leche
descremada al 5% en TBS por 2 h a 37 °C. Posteriormente,
las membranas fueron lavadas tres veces durante 5 min con
solucion de lavado (SL: NaCl 1,5 M, Tween 20 al 0,1%)
¢ incubadas con el suero anti CrylAa diluido 1/50 en SD,
durante 1 h a 37 °C. Se repitieron los lavados con SL y las
membranas fueron incubadas con el anticuerpo secundario
anti IgG conjugado a peroxidasa de rabano diluido 1/5.000
en SD durante 1 h a 37 °C. Nuevamente, las membranas
fueron lavadas con SL sin Tween 20. El revelado se realizd
con el sustrato diaminobenzidina y la reaccion se neutralizo
con agua.

Resultados y discusion

El principal obstaculo para la produccion de pesticidas
con base en Bt es el alto costo de produccion de la bacteria,
por lo que se han generado investigaciones para disefiar
medios de cultivo alternativos de bajo costo que permitan
el desarrollo de la capacidad entomopatogena de la misma
[23,24,36,37]. Por esto, es necesario evaluar la eficiencia
de estos medios de cultivo en cuanto a la produccion de
los cristales parasporales en la bacteria durante el desarrollo
de la fermentacion y el escalamiento del proceso. Hasta
ahora se ha utilizado una metodologia para estimar la
cantidad de cristales de forma indirecta, utilizando el
recuento de esporas viables, luego de someter el cultivo
a un choque térmico que elimina las células vegetativas,
pues se presume que la cantidad de cristales formados es
equivalente al titulo de esporas [38]. No obstante, esta
prediccion puede ser erronea, debido a que una deficiencia
en la concentracion de alguna de las sales minerales en el
medio de cultivo permitiria la escasa formacion de esporas
sin ninguna presencia del cristal [25]. Es por ello que en esta
investigacion se desarrolld una metodologia que permite
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detectar la cinética de formacion de cristales producidos en
un cultivo de Btk en el medio A80.

Inicialmente, se evaluo el aislamiento de los cristales por
el método de Mounsef ez al. [27], mediante una SDS-PAGE.
Este método de purificacion de cristales parasporales,
se basa en la hidrofobicidad de las esporas, es decir, su
capacidad de interactuar a través de fuerzas de Van der
Waals con el solvente polar hexano. Este protocolo mostro
ser de utilidad, ya que permitié eliminar gran cantidad de
proteinas ajenas a las que componen el cristal, manteniendo
la actividad bioldgica de las mismas y permitiendo obtener
una fraccion enriquecida de estos cuerpos parasporales.
En consecuencia, se observaron las dos bandas esperadas,
de 140 y 65 KDa, correspondientes a CrylAa y Cry2A,
caracteristicas de la variedad kurstaki [1], mientras que,
bandas correspondientes a proteinas propias de las esporas y
c¢lulas vegetativas se observaron de manera muy tenue [39].
Este resultado podria deberse a que las esporas del cultivo
no estan constantemente interactuando con el hexano, lo
que coincide con lo reportado por Doyle [40], quien expone
que las esporas de Bt son altamente hidrofobicas con una
adherencia al solvente organico del 61%. De esta manera
se obtuvo una fraccion enriquecida de cristales mas no la
proteina CrylAa totalmente pura (datos no mostrados).

En virtud de que el polipéptido de interés es visualizado
como una banda dominante en el gel de poliacrilamida, se
realizo la extraccion del mismo mediante una electroelucion
como paso final de la purificacion, con la finalidad de
obtener una respuesta de anticuerpos dirigida Ginicamente
contra la proteina CrylAa y no contra la totalidad de
componentes presentes en la fraccion enriquecida, cuya
inmunogenicidad es desconocida [28]. La purificacion
e integridad de la proteina electroeluida fue verificada a
través de una nueva electroforesis SDS-PAGE, donde se
pudo observar la proteina CrylAa, de 140 KDa, totalmente
purificada (Figura 1). Esta metodologia ha sido utilizada
con ¢éxito anteriormente para purificar proteinas Cry de
otras variedades de Br [41].

Una vez obtenida la proteina CrylAa electroeluida se
realizaron los ensayos de inmunizacion en modelo leporido
para obtener el suero hiperinmune, sobre la base de que
exposiciones repetidas a una proteina antigénica resulta en
la produccion de anticuerpos con incremento en la afinidad
por el antigeno [42]. De acuerdo a ello, la cinética de los
anticuerpos anti CrylAa fue evaluada mediante un ELISAi
(Figura 2).

En la figura 2 se puede observar una tendencia al incre-
mento a medida que aumenta el tiempo postinmunizacion,
como es de esperarse, pues los primeros anticuerpos que se
sintetizan una vez que el sistema inmune ha detectado al
antigeno son de tipo IgM [42], los cuales no son determi-
nados en este ensayo. Es a partir del dia 14 que se comen-
zaron a registrar anticuerpos tipo IgG contra CrylAa, lo
que coincide con los periodos de aparicion reportados para
este isotipo empleando otros antigenos en el mismo modelo
experimental [43]. A partir de este momento, es cuando el
incremento observado en la Densidad Optica (DO).a 450
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Figura 1. Visualizacion por electroforesis unidimensional (SDS-PAGE)
de la proteina CrylAa electroeluida. Gel de poliacrilamida al 10% tefiido
con azul de Coomassie coloidal. Carril 1: 2 pg de proteina CrylAa
electroeluida. Carril 2: 16 pg del complejo espora-cristal. Carril 3: 15 pg
de esporas de Bacillus cereus.
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Figura 2. Cinética de anticuerpos tipo IgG contra la proteina CrylAa
obtenidos en modelo lepoérido por ELISAi. Concentracion de antigeno
0,2 pg/pozo. Diluciones de suero y conjugado, 1/400 y 1/25.000,
respectivamente. Sustrato TMB. @ = Conejo 1. o = Conejo 2. ¥ = Conejo
3. A= Congjo 4. La linea representa la tendencia sigmoidal de generacion
de anticuerpos. Las flechas indican los dias en que fueron realizadas las
inmunizaciones.

nm se hace de pendiente mas elevada hasta el dia 24, tres
dias después de la segunda inmunizacion. Esto se traduce en
una sintesis acelerada de anticuerpos tipo IgG durante este
periodo. En adelante, la DO se mantuvo constante hasta el
ultimo dia de experimentacion.

El reconocimiento especifico de los anticuerpos presentes
en el suero contra la proteina CrylAa fue confirmado
mediante un Western blot previamente estandarizado,
utilizando como control positivo el complejo espora-cristal
y como control negativo las esporas de B. cereus (Figura
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3). Al utilizar el complejo espora-cristal como antigeno no
se observo ningun reconocimiento en la membrana tratada
con el suero preinmune (Figura 3, carril 1) a diferencia del
resultado obtenido al emplear el suero hiperinmune (dia 57
postinmunizacion) (Figura 3, carril 2), donde se distinguio
un fuerte reconocimiento de la proteina de 140 KDa
correspondiente a CrylAa. Por su parte, B. cereus se utilizd
debido a que este microorganismo es muy similar a Bt, pero
incapaz de producir cristales entomopatdgenos [26]. Al
incubar las esporas de B. cereus con suero positivo no se
observo interaccion alguna, lo que confirm¢ la ausencia de
uniones inespecificas de los anticuerpos a proteinas distintas
a la de Btk (Figura 3, carril 3).

De acuerdo a los resultados mostrados en las figuras
anteriores (1, 2 y 3), se puede inferir que la proteina Cryl Aa
es un buen inmunodgeno, ya que fue capaz de inducir una
respuesta inmune [42,44]. Tomando en cuenta que el
tamafio de la proteina juega un papel importante en la
generacion de anticuerpos [45], es posible que la CrylAa
de 140 KDa podria estar favoreciendo la induccion de
dicha respuesta inmune. Ademas, el fuerte reconocimiento
de la proteina CrylAa indica su capacidad antigénica
[45], siendo la produccion de anticuerpos eficiente en el
modelo lepdrido. No obstante, otros investigadores han
expuesto que las d-endotoxinas podrian ser proteinas de
baja antigenicidad, al requerir una mayor concentracion de
esta como inmundgeno para poder desarrollar una respuesta
inmune humoral en el conejo [46-48], lo que contrasta
con los resultados obtenidos en esta investigacion, donde
solo 300 ug de CrylAa fueron suficientes para generar
una respuesta humoral significativa. Posiblemente, estas
diferencias podrian deberse a las variaciones en cuanto a
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Figura 3. Deteccion de la proteina CrylAa mediante Western blot a partir
de un cultivo de Btk. Carril 1: Complejo espora-cristal incubado con
suero preinmune. Carril 2: Complejo espora-cristal incubado con suero
hiperinmune. Carril 3: Esporas de Bacillus cereus incubadas con suero
hiperinmune.

la pureza del inmundgeno, cantidad inoculada, adyuvante,
ruta de inmunizaciéon y sujeto experimental utilizados
entre las distintas investigaciones, siendo estos factores
determinantes para la generacion de una respuesta inmune
eficiente [28,45].

Finalmente, se procedio a evaluar la cinética de produccion
de cristales cuando Btk fue cultivada en medio A80 por la
técnica de Dot blot (Figura 4). Esta técnica, aunque no
ofrece informacion acerca del tamano de la biomolécula, si
puede confirmar la presencia o ausencia de la misma de una
manera rapida y eficiente [49]. Debido a estas ventajas, la
técnica Dot blot ha sido utilizada por otros autores con otras
finalidades, como por ejemplo predecir de forma preliminar
la actividad insecticida de una cepa [50], detectar toxinas
de Btk en muestras de suelo [47] y desarrollar metodologias
que permitan estimar la concentracion de cristales en medios
formulados usando un anticuerpo comercial[48].

Suero hiperinmme
Horas de 0 2 &0 T CrylAa
caltive ) 80 gearodmida
Soeo preinmune
Complgo

CrylAa  espora-cristal

Figura 4. Evaluacion de la cinética de sintesis de cristales de Btk en medio
A80 a través de un Dot blot, utilizando un suero hiperinmune anti Cryl Aa
obtenido en modelo lepdrido. Control positivo: CrylAa electroeluida,
enfrentada a suero hiperinmune. Controles negativos: CrylAa electroeluida
y complejo espora-cristal, enfrentados con el suero preinmune. Antigenos:
0,2 pg proteina CrylAa electroeluida y 0,52 pg de complejo espora-
cristal. Diluciones de suero y conjugado 1/50 y 1/5000 respectivamente.
Sustrato:diaminobenzidina.

En la figura 4 es posible observar un reconocimiento basal
de proteinas por parte del suero positivo en las primeras
horas de cultivo (0 y 24 h), periodo en el cual el tipo celular
predominante es vegetativo [23,51]. Este resultado podria
deberse a que los conejos utilizados estuvieron expuestos a
la microbiota edafica donde probablemente estaba presente
la bacteria. Al respecto, se sabe que Bt es altamente
cosmopolita, ya que es capaz de ocupar un gran nimero
de ecosistemas terrestres como son las zonas de desiertos,
bosques humedos tropicales, alta montafa, playas, cuevas,
entre otros [5,52-54]. Esto explicaria el reconocimiento
observado en el complejo espora-cristal al utilizar el suero
preinmune como control, y no con la proteina CrylAa
electroeluida. En este sentido se debe destacar que en medio
A80, la fase exponencial de crecimiento de Btk ocurre
durante las primeras horas de cultivo [22,23], periodo en el
que no se esperaria la presencia de proteinas Cry, puesto que
estas 0-endotoxinas estan asociadas a la fase estacionaria,
en la cual se producen las esporas [51], lo que podria estar
relacionado con el gradual incremento en el reconocimiento
por parte del suero positivo a partir de las 48 h hasta las 80
h [23]. Se podria inferir entonces que dicho incremento esta
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relacionado con la cantidad de proteina Cry1Aa presente en
el medio. Estos resultados fueron similares a los reportados
por Carareto y Lemos [48], quienes evaluaron la deteccion
de d-endotoxinas de Bt var. israelensis en un medio de
cultivo, logrando resultados satisfactorios.

Los resultados obtenidos en el Dot blot fueron
confirmados por la técnica de Western blot, al visualizar el
reconocimiento de proteinas de pesos menores a 50 KDa,
en cultivos de 0 a 24 h (datos no mostrados). Igualmente,
en este ensayo se observo el aumento en el reconocimiento
de la proteina de 140 KDa, correspondiente a CrylAa,
desde las 48 hasta las 80 h, al mismo tiempo que ocurria
una disminucién en el reconocimiento de las proteinas de
bajo peso molecular. De acuerdo a esto, se infiere que estas
ultimas podrian estar asociadas a células vegetativas, las
cuales estan ausentes al final de la fase estacionaria [55].
Asimismo, al utilizar esporas de B. cereus, como control
negativo, no hubo reconocimiento por parte del suero
hiperinmune.

Finalmente, los resultados obtenidos demuestran que el
suero hiperinmune anti CrylAa es util para deteccion de
la 5-endotoxina y esto fue constatado mediante el uso de
diversas técnicas inmunoquimicas, entre las que resalta el
Dot blot, dada su sencillez y rapidez; ademas, no requiere
de equipos sofisticados, lo que se traduce en menor costo
y dependiendo del antigeno empleado puede ser altamente
sensible y especifico [49,55]. Adicionalmente, la técnica
de Dot blot presenta otra ventaja y es que toda la proteina
se adhiere a la membrana mientras que en otras técnicas
serologicas, como el ELISAI, no toda la proteina se adhiere,
siendo el remanente eliminado en el primer lavado, lo que
disminuye la cantidad de proteina a ser reconocida [31].
Es por este motivo que el Dot blot podria constituir una
herramienta util para el analisis de medios de cultivo de
bajos costos con base en la deteccion de la d-endotoxina,
para la produccion a gran escala de un bioinsecticida que
tendria como principio activo los cristales de Btk. Su uso
implicaria una sustitucién a largo plazo de los insecticidas
quimicos disminuyendo sus efectos negativos en los
agroecosistemas y la salud humana.
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