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TITULO®
AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE CEPAS ENDEMICAS DE Bacillus

thuringiensis DE LA MESA DE LOS SANTOS (S) Y ESTUDIO DE SU ACTIVIDAD
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PALABRAS CLAVES:
Entomopatdgenos, cristal paraesporal, 8- endotoxinas, Musca domestica.

DESCRIPCION: _
Bacillus thuringiensis (Bt), es una bacteria que en el proceso de esporulaciéon produce -
cristales paraesporales con actividad toxica contra diferentes 6rdenes de insectos. 2
Varias subespecies de Bt se distribuyen comercialmente para el control de insectos ¢ ;
plaga tales como Aedes aegypti (dipteros), Heliothis virescens (lepidopteros) y 4
algunas especies de coledpteros. No obstante, ain no se han aislado cepas de Bt , ;
téxicas contra larvas de Musca domestica por lo cual se persiste en el uso preferencial 'g A “
de insecticidas quimicos. P o
Durante la realizacion de este proyecto se colectaron muestras de suelo de los v
sectores | y Il de la Mesa de los Santos (S), seleccionando esporas bacterianas a 4 u{
través de cultivo en caldo Luria Bertani (LB) con tampén de Acetato de Sodio 0.25 M. o
Aislandose en total 125 colonias bacterianas con morfologia de bacilo, Gram (+), g
formadoras de esporas y cuatro de ellas (SilEl. Bt 26, 27, 67, 88) mostraron inclusion
cristalina paraesporal. Estas cepas fueron caracterizadas bioquimicamente usando el
test BBL- Crystal GP, Beckton-Dickinson y las pruebas de Finegold & Martin, 1989.
Ademas fueron caracterizadas molecularmente usando electroforesis de proteinas
en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e Inmunoblotting con anticuerpos policlonales
de ratén anti-proteinas cristal de Bt. subsp. israelensis (CIB) mostrando la presencia
de proteinas tipo Cry.

Se realizé un bioensayo para estudiar de forma preliminar la actividad toxica de las
cepas SilEl.Bt contra larvas de Musca domestica, utilizando polvo liofilizado espora-
cristal en concentraciones de 0.5 mg/ml y 1 mg/ml. Bajo las condiciones ensayadas
no se reportdé toxicidad significativa. Se us6 como control positivo Bt. subsp.
darmstadiensis, la cual mostré los mismos resultados. Finalmente se constituy6é un
banco de cepas bacterianas formadoras de esporas, Bacillus spp, iniciandose la
coleccién de Bt en la Universidad Industrial de Santander, Colombia.
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* Proyecto de grado
** Facultad de Ciencias, Escuela de Biologia, Jorge Hemandez Torres.



SUMMARY

TITLE*

ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF ENDEMIC STRAINS DE Bacillus
thuringiensis OF THE MESA DE LOS SANTOS (S) AND PRELIMINAR STUDY
INSECTICIDE ACTIVITY AGAINST Musca domestica LARVAE.

AUTHORS: BUSTOS CARO. E. & S.N. CASTILLO HERNANDEZ. **

KEY WORDS:
Entomopatogenics, parasporal crystal, 3- endotoxinas, Musca domestica.

DESCRIPTION:

Bacillus thuringiensis (Bt), it is a bacterium that produces parasporals crystalline
inclusions with toxic activity against different orders of insects in the esporulation
process. Several subspecies of Bt are distributed commercially for the such control of
insects plague as Aedes aegypti (dipteral), Heliothis virescens (lepidopterons) and
some species of coleopterons. Nevertheless, strains of toxic Bt have not still been
isolated against larvas of Musca domestica reason why you persists in the preferential
use of chemical insecticides.

During the realization of this project soil samples of the sectors | and Il of the Mesa de
los Santos (S) were collected, selecting bacterial spores through cultured in broth Luria
Bertani (LB) with tampon of Sodium Acetate 0.25 M. Being isolated in total 125
bacterial colonies with bacillus morphology, Gram (+), producer spores and four of
them (SilEl. Bt 26, 27, 67, 88) showed crystalline parasporal inclusion. These strains
were characterized biochemically using the test BBL - Crystal GP, Beckton-Dickinson
and the tests of Finegold & Martin, 1989. They were also characterized molecularly
using protein electroforesis in poliacrilamida gels (SDS-PAGE) and Inmunoblotting with
antibodies policlonales raised in mouse anti-proteins crystal of Bt. subsp. israelensis
(CIB) showing the presence of proteins type Cry.

it was carried out biological assays to study in a preliminary way the toxic activity of the
strains SilEl.Bt against Musca domestica larvae, using powder liofilizado spore-crystal
in concentrations of 0.5 mg/ml and 1 mg/mi. Under the rehearsed conditions significant
toxicity was not reported. It was used as positive control Bt. subsp. darmstadiensis,
which showed the same results. Finally a bank of strains bacterial spore producer,
Bacillus spp, was constituted beginning the collection of Bt in the Industrial University
of Santander, Colombia.

* Undergrade project
** Faculty of Ciencs, Biology School, Jorge Hernandez Torres.



RESUMEN

Bacillus thuringiensis (Bt), es una bacteria que en el proceso de esporulacion

produce cristales paraesporales con actividad toxica contra diferentes érdenes de

insectos. Varias subespecies de Bt se distribuyen comercialmente para el control
de insectos plaga tales como Aedes aegypti (dipteros), Heliothis virescens
(lepidépteros) y algunas especies de coledpteros. No obstante, ain no se han

aislado cepas de Bt tdxicas contra larvas de Musca domestica por lo cual se

persiste en el uso preferencial de insecticidas quimicos.

Durante la realizacion de este proyecto se colectaron muestras de suelo de los
sectores | y Il de la Mesa de los Santos (S), seleccionando esporas bacterianas a
través de cultivo en caldo Luria Bertani (LB) con tampén de Acetato de Sodio 0.25
M. Aislandose en total 125 colonias bacterianas con morfologia de bacilo, Gram

(+), formadoras de esporas y cuatro de ellas (SilEl. Bt 26, 27, 67, 88) mostraron

inclusién  cristalina paraesporal. Estas cepas fueron caracterizadas

bioquimicamente usando el test BBL- Crystal GP, Beckton-Dickinson y las pruebas
de Finegold & Martin, 1989. Ademas fueron caracterizadas molecularmente

usando electroforesis de proteinas en gel de poliacriiamida (SDS-PAGE) e



Inmunoblotting con anticuerpos policlonales de ratén anti-proteinas cristal de Bt.

subsp. israelensis (CIB) mostrando la presencia de proteinas tipo Cry.

Se realiz6 un bioensayo para estudiar de forma preliminar la actividad téxica de las
cepas SIlEI.Bt contra larvas de Musca domestica, utilizando polvo liofilizado
espora-cristal en concentraciones de 0.5 mg/ml y 1 mg/ml. Bajo las condiciones
ensayadas no se report6 toxicidad significativa. Se usé como control positivo Bt.
subsp. darmstadiensis, la cual mostré los mismos resultados. Finalmente se
constituyd un banco de cepas bacterianas formadoras de esporas, Bacillus spp.,

iniciandose la coleccion de Bt en la Universidad Industrial de Santander, Colombia.
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1. INTRODUCCION

Durante los ultimos treinta anos se ha acumulado evidencia cientifica sobre los
efectos nocivos y las implicaciones ambientales del uso de insecticidas quimicos.
Su toxicidad y los problemas que causan al ambiente unido al aumento de la
resistencia que presentan los insectos hacia algunos pesticidas, han generado un
interés creciente en el uso de estrategias alternativas para controlar insectos
plagas.

Bacillus thuringiensis (Bt) es un microorganismo ampliamente estudiado en el
mundo, por sus caracteristicas insecticidas y su utilidad en el control de insectos
de diferentes érdenes. Entre los afios 1925 a 1935 comenzo a ser utilizado para el
control del barrenador europeo del maiz Ostrinia nubilalis, plaga importante en el
sur de Europa. Hoy en dia los insecticidas que utilizan como principio activo la
proteina téxica producida por esta bacteria, son el principal renglon productivo del
mercado mundial de biopesticidas (Orduz et al., 1997; Realpe et al., 1998).

La investigacidon dedicada a esta area, promovida por la urgente necesidad de

resolver problemas agricolas y de salud publica, ha dado lugar a un conocimiento

exhaustivo de su biologia. La diversidad de cepas diferentes de B. thuringiensis
ha permitido desarrollar productos principalmente, pero no exclusivamente, para el

control de insectos (Realpe et al., 1998). Con los nuevos adelantos de la biologia
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molecular, se ha logrado comprender su mecanismo de accion, a la vez que
potenciar y extender sus capacidades entomopatdgenas. Las colecciones hechas
hasta hoy satisfacen parcialmente las expectativas de los gremios agricolas a nivel
mundial, reflejado en el creciente numero de companias dedicadas a investigar
sobre este organismo en particular y en los logros obtenidos por la comunidad
cientifica en general. Sin embargo, es importante aumentar estas colecciones y es
aun mas importante caracterizar los aislamientos alli incluidos de acuerdo a su
eventual toxicidad hacia nuevos organismos, ademas de la deteccién de cepas
con niveles de toxicidad superior a las ya conocidas y que tengan potencial para
un desarrollo biotecnoldgico. El descubrimiento de nuevas toxinas justifica un
estudio exhaustivo y detallado para disminuir la probabilidad del desarrollo de
organismos resistentes a nivel de campo y asi enfrentar el reto de desarrollar
alternativas ecolégicamente amables con nuestro planeta.

En Colombia son muchas las investigaciones realizadas acerca de Bt, con el fin de
aislar y caracterizar colonias nativas del microorganismo que sean potencialmente
toxicas contra las plagas de insectos y vectores de enfermedades.

Entre los pioneros de estas investigaciones en nuestro pais se encuentran:
1. Corporacién para Investigaciones Bioldgicas (CIB), quienes en 1992 aislaron y
caracterizaron la serovariedad colombiana Bacillus thuringiensis Subsp. medellin,
H30 (Orduz et al., 1992), téxica contra Dipteros; 2. Instituto de Biotecnologia de la
Universidad Nacional de Colombia en Santafé de Bogota, 3. Vecol S.A. de
Corpoica; 4. Centro de Investigaciones Microbioldgicas de la Universidad de los
Andes; 5. ICA; 6. Universidad del Quindio. Estas instituciones actualmente forman

parte de la Red Bacillus thuringiensis, creada en 1993 a instancias de Colciencias.
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En el marco de este trabajo pretendemos que la Universidad Industrial de
Santander se convierta en pionera en la investigacion de B. thuringiensis en
Santander, a la vez que generadora, en el futuro, de soluciones a los problemas
agricolas y de salud publica locales, como el ocasionado por la mosca de la pifa,
la broca del café, la mosca doméstica o el mosquito Aedes aegypti, sin recurrir a
soluciones que perjudiquen aun mas nuestro ambiente y no brinden una solucion
real al problema. Ademas este proyecto es el inicio para la realizacion de estudios
mas puntuales en biologia molecular, celular, biotecnologia, genética y bioquimica
entre otros.

Este proyecto pretende establecer las condiciones para el aislamiento de Bt en los
laboratorios de Biologia de la UIS, dando inicio a una coleccidon de cepas
endémicas de Bt con potencial actividad toxica contra Musca domestica. Con las
pruebas moleculares y los bioensayos pretendemos:conocer mejor el mecanismo
de toxicidad de estas bacterias.

Con el aislamiento de cepas endémicas de la zona-de la Mesa de los Santos en
Santander, se pretende la futura utilizacion de microorganismos autéctonos en el
control de insectos, adaptados a las condicianes:locales y que no perjudiquen la

salud humana, la flora, ni la fauna de la regén.
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2. REVISION DE LITERATURA

El control de insectos plaga ha sido una necesidad del hombre por anos, ya que
estos se han convertido en uno de los principales problemas de los cultivos, en
donde ocasionan pérdidas que representan entre el diez y el treinta por ciento de
los costos de produccion, ademas de ser importantes vectores de enfermedades
para los animales y el hombre. Hasta hace unos afos, eran combatidos
exclusivamente mediante el uso de insecticidas quimicos.

Los insecticidas quimicos pueden ser téxicos y causar graves problemas de
contaminacion ambiental cuando se wusan inapropiadamente. Tienen la
caracteristica de ser poco biodegradables y presentar baja especificidad (Bravo et
al., 1998).

Si a esto sumamos la restriccion que en muchos paises se esta haciendo sobre el
uso de insecticidas quimicos, la emergencia ocasionada por problemas de
resistencia de los insectos a estos productos y el alto costo que conlleva el
desarrollo de nuevos insecticidas, el uso de estrategias alternativas de menor
impacto en la ecologia para el control de insectos cobra gran importancia.

El manejo integrado de plagas constituye una alternativa bioldgica que incluye el
uso de depredadores, parasitos y patégenos (Ascencio & Torifio, 1995).Como

parte importante del control biolégico, el control microbiano se define como el uso
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de microorganismos (virus, bacterias y hongos) o sus productos para el control de
insectos plaga. (Badii et al., 1993).

Bacillus thuringiensis (Bt), una bacteria formadora de esporas, es probablemente
el microorganismo mas importante para el control biolégico de insectos en el
ambito mundial (Realpe et al., 1998). Las propiedades entomopatogénicas de
esta bacteria se deben en gran medida a la produccion de las proteinas &-
éndotoxinas, que desde hace mas de treinta afios se utilizan en el control de
insectos, principalmente de los érdenes Lepidoptera, Coleoptera y Diptera,
presentando ventajas importantes en comparacion con los insecticidas quimicos.
Son biodegradables por o que no contaminan suelos y aguas y por su gran
especificidad, no son téxicas hacia plantas y otros animales (Bravo, 1995a).

A mediados de los 80, los bioinsecticidas representaron el 1% del mercado
mundial de insecticidas (Orduz et al., 1997). A partir de entonces, el uso de Bt ha
entrado en una fase de desarrollo debido al éxito comercial del Bt subsp. kurstakiy
el hallazgo de las subsp. israelensis y morrisoni. En la actualidad esta bacteria
representa mas del 90% de los bioplaguicidas comercialés a base de
entomopatégenos (Bravo, 1995b; Orduz et al., 1997).

La tecnologia del ADN recombinante y otros descubrimientos en el campo
genético, han ampliado las posibilidades de utilizacién de esta bacteria y se

continlia trabajando para explotar las propiedades téxicas que posee.
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2.1 CARACTERISTICAS GENERALES DE B. thuringiensis

2.1.1 Morfologia y fisiologia de B. thuringiensis

B. thuringiensis fue descubierto en Japdn en 1901, y su descripcién formal se hizo
en Alemania entre 1911 y 1915; desde su descubrimiento ha sido investigado
como insecticida microbiano (Galan, 1993a). Es una bacteria esporulada, Gram
positiva y facultativa, que produce inclusiones cristalinas durante la esporulacion
(Figura 1).

Junto con B. mycoides y B. anthracis, B. thuringiensis pertenece al grupo de B.
cereus. Estas especies, en conjunto con B. megaterium, estan clasificadas en el
grupo 1 del género Bacillus en la familia Bacillaceae (Damgaard, 1996 citado por
Realpe et al., 1998). Bt pertenece al grupo 1, segun el analisis de las secuencias
basadas en rRNA 16S (Sonenshein et al., 1993). Es cosmopolita, sin embargo la
razén de esta diversidad no es conocida y su ecologia ha sido poco estudiada
(Martin et al., 1989).

Para realizar una identificacion general de células bacterianas, se pueden seguir
procedimientos simples tales como: descripcion de su morfologia celular,
coloracién de Gram, anélisis de su capacidad para crecer en condiciones aerobias
0 anaerobias y requerimientos de sustratos especiales para su cultivo. También
pueden identificarse con base en las propiedades bioquimicas, antigénicas o con

pruebas de sensibilidad a antibibticos.
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FIGURA 1. Fotografia de microscopio electronico de transmision de B.
thuringiensis subsp. israelensis, Instituto Pasteur (Francia). Cortesia de la CiB

(Medellin).
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Las pruebas bioquimicas se basan en la capacidad de la bacteria para producir
enzimas como:. catalasa, coagulasa, oxidasa, lecitinasa, entre otras; en la
capacidad para crecer en varios sustratos como: glucosa, lactosa, sacarosa
arginina, etc., y en la capacidad para metabolizar azucares por oxidacién o
fermentacion (Mims et al., 1995). Para la identificaciébn microbiana de bacilos se
utiliza generalmente un set de pruebas bioquimicas como lo muestra el cuadro 1.
Partiendo de esta base pueden destacarse algunas caracteristicas bioquimicas de
los aislados de Bt, como son; producciéon de catalasa, hidrélisis de almidén y
caseina, crecimiento en NaCl al 7% y formacién de cristal parasporal, entre otras
(Mims et al., 1995).

Dentro del género Bacillus, especies como B. sphaericus (Bsph) y B. popilliae (Bp)
producen, al igual que Bt, toxinas insecticidas de tipo proteico que son sintetizadas
durante la esporulacidén y se depositan como inclusiones cristalinas paraesporales,
como lo reporta Aronson (1993, citado por Sonenshein et al., 1993). De esta forma
es relevante destacar caracteristicas generales de estas dos especies, tanto de
caracter bioquimico como morfoloégico, ya que pueden usarse como géneros de
comparacion dentro de la caracterizacion realizada a un grupo de aislados
desconocidos, con el fin de determinar la especie a la que pertenecen (Cuadro 2).
Bsph es un bacilo Gram (+); posee espora esférica que deforma notablemente el
cuerpo del bacilo y cuya ubicaciéon puede ser terminal 0 subterminal. Pertenece a
las clasificaciones grupales para Bacillus 11* y IV°. Bioquimicamente se caracteriza
por tener un metabolismo estrictamente oxidativo. No utiliza azucares como fuente

de carbono y energia, sino que utiliza acetato o aminoacidos como el glutamato

? Grupo de clasificacion rARN
> Grupo de clasificacion segun similaridades fenotipicas




CUADRO 1. Caracteristicas bioquimicas para Bacillus pertenecientes al grupo I*

ESPECIES DE Bacillus
CARACTERISTICA
B. thuringiensis B. subtilis B. cereus B. licheniformes B. pumilus B. megaterium | B. coagulans
|
CATALASA + + + ' + + + +
VOGES PROSKAUER (VP) + + + + + - +
CRECIMIENTO ANAEROBICO + - + + - - +
CRECIMIENTO ANAEROBICO
A50C - + - ; + + - +
|
CRECIMIENTO EN NaCl 7% + + + + + + -
FORMACION DE ACIDO Y GAS : ) ) )
A PARTIR DE GLUCOSA - - -
REDUCCION DE NOsA NO; + - + + - \% v
HIDROLISIS DE ALMIDON + + + + - + +
CRECIMIENTOA65C - - - - - - -
pH EN VP, MEDIO/6.0 - \Y - V - v -
’?ORMACION DE ACIDO DE
GLUCOSA + + + + + + )
HIDROLISIS DE CASEINA + + + + + + %
FORMACION DE CRISTAL + ) v i )
PARAESPORAL - B

% Grupo de clasificacion segun ARN
(+) = Positivo: mayor del 85% en cepas examinadas por Gordon, Haynes and Pang (1973); (-) = negativo: menor del 85%; (V) = de caracter
variable. Adaptada de Slepecky & Hemphill, 1992.

6 - DANIDAD]]] P UQISIAZY
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CUADRO 2. Resumen comparativo de los caracteres usados para identificar

especies de Bacillus formadoras de inclusiones cristalinas

ESPECIES DE Bacillus
CARACTERISTICA |
B. thuringiensis B. sphaericus B. popilliae
GRUPO * II . v I
POSICION Y FORMA DE LA ESPORA C,PCyO,N ST.TyR, S TyO
CATALASA + + -
VOGES PROSKAUER (VP) + - -
CRECIMIENTO ANAEROBICO EN + } +
AGAR
CRECIMIENTO EN NaCl 7% ' + VvV -
FORMACION DE ACIDO Y GAS + ) +
A PARTIR DE GLUCOSA
REDUCCION DE NO3; A NO> + - -
HIDROLISIS DE ALMIDON + - -
FORMACION DE ACIDO DE GLUCOSA + - +
HIDROLISIS DE CASEINA + Vv -

C : central, PC : paracentral, ST : subterminal, T : terminal; O : ovalada, R: redonda; N : no deforma
el cuerpo del bacilo, S : si deforma el cuerpo del bacilo; V : caracter variable. * Grupo : segun
similaridades fenotipicas, adaptado de Priest, 1993 (citado por Sonenshein et al., 1993)
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(Priest, 1993 citado por Sonenshein et al., 1993). Bp es también un bacilo Gram
(+) que posee espora elipsoidal en posicion terminal y pertenece en ambos casos®
® al grupo |. Se destaca bioquimicamente por presentar reacciones negativas para
Catalasa, Voges Proskauer e Hidrdlisis de Caseina (Priest, 1993 citado por
Sonenshein et al., 1993). Hasta ahora ha sido aislado unicamente de escarabajos
disecados (Slepecky & Hemphill, 1992).

Segun Diaz et al (1993), las pruebas bioquimicas para el acercamiento a la
identidad de las subespecies de Bt, no son un patréon confiable de identificacion;
sin embargo muestran algunas similitudes entre ellas, como puede verse en el

cuadro 3.

2.1.2 Ecologia de B. thuringiensis

Hay varias hipétesis para explicar su rol en el ambiente, las cuales estan basadas
principalmente en el origen del material que ha sido usado para aislarla. Una de
ellas se refiere a esta bacteria como entomopatdgeno, porque ha sido aislada de
insectos enfermos o muertos, aunque no e€s comun encontrar estos ataques
epizodticos en el medio externo (Burges, 1973 citado por Vallejo et al., 1995);
como ejemplo esta el descubrimiento de Bt subsp. israelensis, aislada de larvas
muertas de Culex pipiens en Israel (Goldberg & Margalit, 1977 citado por Vallejo et
al.,, 1995). Este aislado, extremadamente tdxico para mosquitos y larvas de

voladora negra, es el serotipo H-14 (Barjac & Franchon, 1990).
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CUADRO 3. Pruebas bioquimicas para algunas subespecies de B. thuringiensis rt'?l

] SUBESPECIES DE B. thuringiensis

CARACTERISTICA

israelensis 1884 | morrisoni serotipo 8a : 8b darmstadiensis "
LECITINASA + _ . £
CATALASA - - + E \

‘»J\:‘

ARGININA ) + '
DIHIDROLASA )
CASEINA + ND ND
HEMOLISIS EN AGAR
SANGRE B B p
UREASA - - -
OXIDASA - + "
SACAROSA - + -
ESCULINA - + +

(+) = reaccion positiva; (-) = reaccion negativa; (ND) = dato no obtenido; () = hemdlisis beta en
agar sangre. Adaptada de Martin & Travers, 1989; Orduz et al., 1992; Diaz et al., 1993 y Galan,
1993.
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Otra se refiere a su asociacion a estructuras de las plantas, ya que ha sido aislada
de hojas de deciduos y coniferas en Norte América (Smith & Couche, 1991 citado

por Vallejo et al., 1995) y de raices de hidréfitos. Segun Smith & Couche (1991),
éstas podrian servir como un reservorio funcional para las esporas de Bt
durante el invierno, siendo transportadas hasta alli por el viento. Finalmente como
un habitante del suelo porque ha sido extensamente aislada de éste. Se ha
propuesto que Bt crece en el suelo solo bajo condiciones especiales, y el origen
de las esporas en él podria venir de la actividad de insectos y/o caida de hojas de
plantas, actuando como un sumidero para las esporas de Bt, las cuales pueden
ser diseminadas por el viento o Ias lluvias (West & Burges, 1985, West et al., 1985
citados por Vallejo et al., 1995). Sin embargo, el numero reportado de especies de
insectos del suelo susceptibles a las 6-endotoxinas, es pequeno en comparacion a
la alta cantidad de cepas aisladas de muestras de suelo. Esto puede indicar que
alli existe la posibilidad de descubrir nuevas especies blanco, si se desarrollaran
los modelos adecuados. Es posible que la altitud y la temperatura jueguen un
papel importante en la distribucion geografica de Bt, ya que en el analisis de los
aislamientos realizados en diferentes regiones de Colombia, se reporté que un
74% de éstos aislamientos, fueron obtenidos en zonas con altitudes superiores a
1450 m.s.n.m y temperaturas inferiores a 20 C, no encontrandose en las zonas
desérticas muestreadas (Ascencio & Torifio, 1995)

A diferencia de otros bacilos como B. cereus, Bt no sobrevive en el suelo. Cuando
las bacterias son esparcidas en suelos cultivados existe una pérdida de mas del

90% 'y el resto permanece como esporas que NO germinan a menos que se
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incuben en medios de cultivo enriquecidos, mostrando que el factor mas
importante para la supervivencia de Bt, es |la disponibilidad de nutrientes (Bravo,
1995a). Cabe suponer que la colonizacion de Bt al interior del intestino de los
insectos susceptibles, es una estrategia desarrollada para su adaptacion; ya que
el complejo espora-cristal encuentra en el pH alcalino de este ambiente, las
condiciones Optimas para su reproduccion que no le brinda el suelo.

B. cereus se ha aislado comunmente del suelo junto con B. thuringiensis
encontrandose en un numero mas alto, lo que podria indicar que esta mas
adaptado a las condiciones del suelo. La mayor diferencia entre Bt y Bc, es la
produccion de cristales 6-endotoxinas por Bt (Baumann et al., 1984, Priest et al.,
1988, Zahner et al., 1989 citados por Vallejo et al.,, 1995). Posiblemente la
habilidad de Bt para producir cristales esta relacionada con los requerimientos
para la formacién de la espora, y asi la pérdida o modificacién de la informacién
genética que codifica para las 6-endotoxinas podria modificar los requisitos para la
formacion de las esporas (Jarret, 1985 citado por Vallejo et al., 1995).

El método de aislamiento ha sido reportado por diferentes grupos de investigacion
(Carozzi et al., 1991, Ceron et al., 1994 citado por Bravo, 1995a) y basicamente
consiste en la seleccién de la espora de Bt por medio de pasteurizacion, que
permite eliminar de la muestra los organismos que se encuentran en fase
vegetativa de crecimiento (Bravo, 1995a). Travers et al (1987), desarrollaron una
técnica de aislamiento selectivo con acetato de sodio 0.25 M, que incrementa la
eficiencia de aislamientos de Bt en presencia de otras bacterias formadoras de

esporas. La mayoria de aislados de Bt conocidos hoy, provienen de muestras de
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suelo colectadas alrededor del mundo. Sin embargo, en pocos estudios se ha
probado la correlacidén entre las cualidades del suelo y la presencia 0 ausencia de
Bt en una muestra particular (Vallejo et al., 1995). El estudio de esta correlacién
podria arrojar resultados en los cuales se encuentren propiedades fisicas o
quimicas en el suelo que puedan ser usadas para estimar la probabilidad de
encontrar aislados de Bt y aumentar su estabilidad, una vez aplicado como
insecticida. B. thuringiensis posee la capacidad de formar endosporas de forma
elipsoidal, de ubicacidén terminal o subterminal, que no deforman el cuerpo del
bacilo (Stahly et al., 1992).

El desarrollo de esporas le permite a Bt permanecer viable bajo condiciones de
estrés ambiental, tales como escasez de nutrientes o desecacion, debido a su
estructura y a su casi nula actividad metabdlica. La germinacion de las esporas y
la subsecuente division celular, ocurre en respuesta a cambios ambientales
asociados con condiciones favorables para la multiplicacion (Vallejo et al., 1995).
Probablemente la caracteristica mas sobresaliente de Bt, es la producciéon de
cristales proteicos con propiedades insecticidas (Bravo, 1995b). Estos cristales
presentan formas distintivas que pueden ser reconocidas bajo microscopia de luz
y de contraste de fase, son termolabiles y solubles en soluciones alcalinas
(Arévalo et al., 1993). Estas inclusiones son comprimidos de proteinas tdxicas
conocidas como Proteinas Cristal Insecticida (PCI), proteinas Cry o -endotoxinas,
con un peso molecular entre 27 y 140 KDa (Hofte & Whiteley, 1989) (Figura 2). Bt
presenta un ciclo de vida vegetativo y uno de esporulacién (Vallejo et al., 1995)

(Figura 3).



Revision de literatura - 16

Figura 2. Estructura tridimensional de la §-Endotoxina Cry 3A (Bt13), obtenida por

difraccion de rayos X. Tomada de la pagina Web de Protein Data Bank (PDB).
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La biosintesis de las toxinas esta profundamente regulada durante el ciclo de vida
de Bt, el cual puede dividirse en tres fases de acuerdo al patron de expresion de
sus genes. La primera es la fase vegetativa de aclimatacién metabdlica durante la
cual germinan las esporas, las células expresan enzimas extracelulares y se da un
crecimiento exponencial, en el que ocurre la proliferacidn maxima en donde se
expresan una serie de exotoxinas; la segunda es un estado de transicion de la
fase vegetativa a la fase de esporulacidn como respuesta a la detecciéon del
agotamiento de nutrientes, durante el cual cambia el patron de expresion de genes
para afrontar el medio adverso (en esta etapa se inicia la sintesis de las &-
endotoxinas) y finaimente, la fase de esporulacion que representa un fenédmeno de
diferenciacién terminal, en la que llega a su maximo nivel la expresion de §-
endotoxinas (Agaisse y Lereclus, 1995, Aronson, 1993, Lereclus, 1988 citados por
Realpe et al., 1998). Las é-endotoxinas se sintetizan en gran cantidad durante el
estado de transicidén y todo el proceso de esporulacion, llegando a constituir el
30% del peso seco de las células (Agaisse & Lereclus, 1996 citado por Realpe et
al., 1998). Esto indica una produccién masiva de estas proteinas y se puede
predecir que se utiliza una gran parte de la maquinaria celular en la sintesis de las
mismas (Bravo, 1995D).

Las cepas de Bt se reconocen por una morfologia colonial caracteristica y por la
presencia del cristal proteico insecticida, visible al microscopio de luz (Ascencio &
Torifio, 1995). La morfologia y la composicion proteica de los cristales

parasporales difiere entre las cepas de Bt y depende de la composicion del medio
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de cultivo y de las condiciones de crecimiento utilizadas (Burgues & Hurst, 1977
citado por Realpe et al., 1998).

Las inclusiones parasporales contienen varias $-endotoxinas, y es esta diversidad
lo que determina la selectividad de la actividad insecticida de cada cepa. Estas
toxinas son selectivas, no especificas, porque aunque cada toxina tiene su
actividad predominante hacia una especie de insecto en particular, también
muestra actividad insecticida contra otros insectos, pero en menor proporcién
(Sarjeet et al., 1995).

Existe una correlacion entre el espectro de accién toxica de una cepa dada y la
forma del cristal que esta cepa produce. De esta manera se producen cristales
bipiramidales, romboides, cuboidales u ovoides. Muchas cepas de Bt que
producen cristales bipiramidales son activas hacia larvas de insectos lepidopteros,
como en el caso de la subsp. kurstaki. Los cristales romboidales son indicativos de
una actividad hacia lepidopteros o hacia éstos y dipteros y I0s cristales cuboidales
y ovoides hacia coledpteros y dipteros respectivamente, como en el caso de la
subsp. israelensis que produce multiples cristales pleomorficos y globulares y es
toxica para dipteros (Stahly et al., 1992). Cabe anotar que la correlacién entre la
morfologia del cristal y el espectro insecticida, no es estricta. Por ejemplo, aunque
la cepa S137J produce cristales bipiramidales, es toxica hacia coleépteros y no
hacia lepidopteros (Van Rie, 1995a).

Las sendotoxinas de algunas subespecies, son las toxinas mas potentes que se

conocen; 300 veces mas que los insecticidas de tipo piretroide y 80.000 veces
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mas que los organofosforados (Orduz et al., 1997, Feitelson et al., 1992 citado por

Realpe et al., 1998)

Ademas, durante el ciclo vegetativo, B. thuringiensis produce exotoxinas solubles

de varios tipos (Damgaard, 1996 citado por Realpe et al., 1998), algunos

investigadores han propuesto que ellas sean consideradas factores de virulencia

adicionales a las é-endotoxinas, o cual explicaria la alta patogenicidad de esta

bacteria hacia sus organismos blanco (Ellar, 1996, Federici y Johnson, 1996,

Lereclus, 1996, Salamitou et al., 1996 citados por Realpe et al., 1998). Algunos de

estos factores de virulencia alternativos incluyen:

a- exotoxinas (Hemolisina | y Il y Thuringiolisina), proteinas citoliticas
inespecificas de 29-47 KDa.

[~ exotoxinas (Thuringiensinas), analogos nucleotidicos del ATP y UTP que
son sintetizadas por enzimas cuyos genes se encuentran en plasmidos
conjugativos, compiten pdr las ARN-polimerasas y asi bloquean la sintesis de
ARNr en mamiferos; al inhibir la transcripcién, ejercen actividad mutagénica
(Carlberg et al.,, 1995 citado por Realpe et al., 1998). Son usadas para el
control de mosca doméstica en Africa (Ohba et al., 1981 citado por Realpe et
al., 1998)

Fosfolipasas, proteinas citotoxicas de dos tipos, una especifica para hidrolizar
fosfatidil-colina y otra para fosfatidil-inositol.

Enterotoxina, proteina citotoxica semejante a la encontrada en B. cereus (40

KDa).
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e Thuricina (péptido antibacteriano), bacteriocina semejante a la cereina de B.
cereus y a la megacina de B. megaterium, esta codificada en un plasmido de
233 Kb (Realpe et al., 1998).

También se ha encontrado recientemente, que algunas cepas de B. thuringiensis

producen otro tipo de toxinas denominadas PVI (Proteina Vegetativa Insecticida),

las cuales se expresan durante la fase vegetativa de crecimiento y exhiben
toxicidad superior a algunas §-endotoxinas (Estruch et al., 1996 citado por Realpe

et al., 1998).

2.1.3 Clasificacion de B. thuringiensis segun la proteina cristal

La diversidad de las proteinas d-endotoxinas del cristal de Bt, ha resultado del
estudio de miles de aislamientos realizados en cerca de 50 paises de los 5
continentes (Vallejo et al.,, 1995; Orduz, et al.,, 1997). La busqueda de nuevas
cepas con nuevas actividades o con mayor toxicidad, ha motivado esta labor.

El rango de especificidad es amplio, incluyendo diferentes 6rdenes de insectos
(Lepidoptera, Coleoptera, Hymenoptera, Homoptera, y Mallophaga) y en acaros.
Ya han sido descritas cepas para el control de otros invertebrados como
nematelmintos, platelmintos y Sarcomastigophora (Vallejo et al., 1995; Bravo et
al., 1998).

De Barjac et al. han desarrollado una de las colecciones mas grandes de Bt y la
han tipificado de acuerdo al antigeno H flagelar (Barjac & Frachon, 1990;

Dulmage, 1981 citado por Bravo, 1995a). Hasta la fecha se han descrito 68

g

9837

- b

{

(\.‘t'



Revision de literatura - 22

subespecies, pero su estatus de serovariedad no refleja sus caracteristicas
patogénicas, que son definidas por la composicion de la proteina cristal (Barjac &
Frachon, 1990, Realpe et al., 1998).

Una gran cantidad de genes cry han sido clonados y secuenciados. En un
principio éstos fueron clasificados de acuerdo a su especificidad de accidén en
grupos (I, II, 1ll,...) y a su secuencia nucleotidica en subgrupos (a, b, c....) (Hofte &
Whiteley, 1989; Bravo, 1995a).

Recientemente esta clasificacion ha sido revisada y se basa exclusivamente en la
secuencia nucleotidica. Con la descripcion de nuevos genes, 108 en total, se han
conformado 26 clases en las que se incluyen dos citolisinas y los genes de
Clostridium bifermentans serovar. malaysia y de B. popillae. A la vez, se han
reportado los nuevos genes denominados proteinas vegetativas insecticidas (PVI)
descritas por Estruch et al (1996) (Orduz et al., 1997).

Las proteinas toxicas para insectos lepidopteros pertenecen a los grupos Cry1,
Cry 2y Cry 9; las toxinas activas contra insectos coledpteros a los grupos Cry 3,
Cry 7 y las Cry 8 al igual que las Cry 1B y Cry 1C, que tienen actividad para
ambos. Las proteinas Cry 5, Cry 12, Cry 13 y Cry 14 son nematocidas y las Cry 2,
Cry 4, Cry 10, Cry 11, Cry 16, Cry 17, Cry 19 y proteinas Cyt, son tdxicas para
insectos dipteros (Tabla 1). (Bravo et al., 1998).

Las secuencias completas de cada uno de los genes que codifican las
d-endotoxinas de B. thuringiensis estan disponibles en la base de datos GenBank

(Realpe et al., 1998).
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TABLA 1. Clasificacion de los genes cry de acuerdo a su secuencia nucleotidica

PESO MOLECULAR . *

TIPO DE GENES ACTIVIDAD* OCURRENCIA*™ KDa b ;i
cry 1 L kur, sot, aiz, ent, thu, ale, dar, tol, gal, ken 130-140 F"D
ory 2 LD kur 70 i
cry 3 C mor (ten, san), tol 73
cry 4 D aiz, mor, isr, med, tou, dar 70-134
cry 5 N 5 cepas patentadas por Micogen 80
cry 6 N 5 cepas patentadas por Micogen 128
cry 7 Cc mor ND
cry 8 C/L ND ND
cry 9 L kur, aiz, mor, ND
cry 10 D mor, isr, med, tou ND
cry 11 D mor, isr, med, tou ND
cry 12 N ND ND
cry 13 N ND ND
cry 14 N ND ND
cry 15 ND ND ND
cry 16 D isr, mor ND

cry 17 D isr, mor ND
cry 18 ND ND ND
cry 19 D isr, mor ND

Cyt D/Cytol isr, mor 88.5

* Especificidad del rango de huésped: L, Lepidoptera; C, Coleoptera; D, Diptera; N, Nematoda;
Cytol, citolitico. ** kur, kurstaki; thu, thuringiensis; sot, sotto; aiz, aizawai; ent, entomocidus; ale,
alesti; dar, darmstadiensis; tol, tolwarthi; ken, kenya, gal, galleriae; mor, morrisoni, ten, tenebrionis;
san, sandiego; isr, israelensis; med, medellin; ND, no disponible. Tomada de Galan et al (1995a) y
Bravo et al (1998).
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2.1.4 6-endotoxinas y su modo de accién

Las proteinas toxicas producidas por Bt en su configuracion cuaternaria, se
presentan como un cristal paraesporal en forma de protoxinas o toxinas no activas
que se mantienen en €l presumiblemente debido a interacciones complejas como
hidrofobicidad, enlaces disulfuro, puentes de hidrégeno, etc.; Estas son
modificadas post-traduccionalmente mediante la adicion de residuos glucidos y
formacion de puentes disulfuro que dan lugar a un patrén regular (celda cristalina)
el cual permite el crecimiento posterior del cristal que compone la inclusion
parasporal (Schnepf, 1995 citado por Realpe et al., 1998). Una vez el organismo
susceptible ingiere los cristales, el pH del intestino, al igual que las proteasas,
solubilizan las protoxinas y activan las toxinas (Orduz et al., 1997).

Un gran numero de factores afectan la actividad insecticida de estas toxinas y su
modo de accidén. La actividad tdxica de Bt sbélo es posible si los cristales
parasporales son ingeridos por un organismo susceptible. La especificidad en este
nivel se restringe, entonces, a aquellos organismos con un minimo de
caracteristicas en su sistema de captacién de alimentos (dimensiones de la
cavidad bucal y tipo de habitos alimenticios) (Realpe et al., 1998). Un segundo
nivel de especificidad lo constituye la solubilizacién de los cristales bajo las
condiciones fisicoquimicas especificas del intestino medio de las larvas del
organismo susceptible (pH alcalino usualmente y condiciones reductoras), de tal
manera que se liberen las protoxinas en forma soluble (Realpe et al., 1998).

El intestino medio tiene numerosas funciones esenciales para la homeoéstasis
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normal del insecto. La clave de estas funciones es la regulacién ionica. El
conocimiento de esta regulacion es crucial para el entendimiento del modo de
accién de las toxinas de Bt, porque la principal consecuencia de la toxicidad es el
rompimiento del balance osmotico celular del intestino medio. Alli las enzimas
involucradas en la digestion como la tripsina y la quimotripsina, también juegan un
rol en el procesamiento de las toxinas de Bt; las protoxinas solubles son
reconocidas por éstas enzimas que actuan sobre puntos especificos de clivaje
proteolitico liberando de esa manera los fragmentos toxicos. Esto representa un
tercer nivel de especificidad, en este caso de caracter bioquimico. Asi mismo las
enzimas participan en la detoxificaciéon de productos secundarios de plantas,
funcion que puede verse afectada por las toxinas y de este modo afectar la
habilidad del insecto para metabolizar estos productos (Sarjeet et al., 1995).

Bajo condiciones normales, el borde apical de la membrana de las células del
intestino medio de las larvas de insectos transporta activamente iones K*, creando
potenciales de membrana que son mantenidos por una bomba ATPasa
electrogénica tipo V, localizada en la parte terminal de la cavidad de las células
goblet, y que envia H* al interior del intestino. Las toxinas activadas se unen a la
membrana del intestino medio e incrementan la conductancia de las células
columnares, lo que lleva a la interrupcién de los gradientes eléctricos y de pH
(Orduz et al., 1997). Se presenta una severa restriccion en el transporte de K*, que
se cree es el responsable del mantenimiento del alto pH del intestino medio en
condiciones normales. Este transporte es inhibido en un 78% alrededor de los 10

minutos posteriores a la ingestion y pasadas varias horas, todo el transporte activo
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cesa (Slepecky & Hemphill, 1992).

De las hipétesis formuladas para explicar el modo de accién de las toxinas en el
intestino del insecto, la mas aceptada es la que concluye que las toxinas formen
poros no selectivos con radios entre 0.6 a 1.0 nm, los cuales son mas grandes que
los iones K*, Na* y NH4", donde las moléculas de la toxina interactian con la
membrana para formar canales que la cruzan. Una vez la toxina se ha insertado
en la membrana, se forman agregados y el tamarfo del poro aumenta a medida
que el agua entra en la célula, dando lugar a la lisis celular y a la muerte del
insecto (Figura 4). (Mc-Gaughey et al., 1992; Van Rie, 1995b).

Las toxinas activadas se caracterizan por un patréon funcional de tres dominios
(Figura 5), cada uno de ellos cumple una funcién diferente a nivel molecular,
incluyendo la interaccion con los receptores celulares de las membranas vellosas
del intestino medio, constituyendo asi un cuarto nivel de especificidad (del
reconocimiento molecular) (Realpe et al., 1998).

El dominio | es el extremo N-terminal y consiste de un haz de siete hélices a. Se
ha propuesto que este haz helicoidal es el formador del poro y que cinco hélices o
juegan un rol clave en la insercion a la membrana (Gazit et al., 1994 citado por
Sarjeet et al., 1995).

El dominio Il consiste de tres hojas B, correspondientes a la regién hipervariable
que se piensa esta involucrada en la unién al receptor de muchas toxinas. Las
secuencias identificadas como responsables por la selectividad de la toxina, estan

contenidas dentro de este dominio (Ge et al., 1989, Ge et al., 1991, Lee et
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al,, 1992, Lu et al., 1994, Widner & Whiteley, 1990, Li et al., 1991 citados por
Sarjeet et al., 1995).

El dominio Ill compone el C-terminal de la molécula y también juega un rol en la
toxicidad (Chen et al., 1993 citado por Sarjeet et al., 1995). Se piensa que la
interaccion del dominio lll con el dominio | es importante para la estabilidad y la
integridad del cristal (Li et al., 1991 citado por Sarjeet et al., 1995).

Como se ha dicho antes, el mecanismo molecular por el cual las §-endotoxinas de
Bt causan la muerte de los insectos susceptibles, no es claro. Pero se ha
establecido que los dos pasos claves en la etapa inicial de la interaccién de las
toxinas con las células del insecto, son la solubilizacion y activacion de las toxinas
y la interaccidn de éstas con receptores especificos localizados en la membrana
de las células. Aunque no se considera la solubilizacién como determinante de la
toxicidad, es probable que la selectividad observada en la toxina sea en parte
debida a una solubilizacion diferencial de ésta en el intestino de varios insectos y
que la falta de actividad insecticida en un numero de cepas de Bt, se explique por
la pobre solubilidad de sus inclusiones paraesporales (Sarjeet et al., 1995).

Sin embargo, la especificidad de las toxinas depende de la presencia de los
receptores apropiados en la membrana de las células. Estas &-endotoxinas
requieren un receptor de membrana especifico sobre las microvellosidades de las
células epiteliales del intestino medio. Varios estudios han demostrado que hay
una correlacion positiva entre la actividad biolégica de las toxinas Cry y su
habilidad para unirse a las vesiculas del borde de la membrana intestinal de larvas

susceptibles (Hofmann et al., 1988c, Hofmann et al., 19882, Hofmann et al., 1988b,
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Van Rie et al., 1989, Van rie et al.,, 1990 a, Van Rie et al., 1990b citados por
Sarjeet et al., 1995).

Los ultimos estudios realizados demuestran que la toxicidad parece estar mas
relacionada con el numero de receptores que con la afinidad de las toxinas por el
receptor. La clase de receptor depende en cada caso, de la especie susceptible y
se cree que éste es una proteina glicosilada (McGaughey et al., 1992; Orduz et al.,
1997). Los primeros sintomas del envenenamiento en la larva, son anorexia y
pardlisis del tracto alimenticio; posteriormente presenta vomito, diarrea, paralisis
total y la muerte. A nivel de estructura microscopica, las células columnares del
intestino medio pierden las involuciones basales, sufren hinchamiento de las
microvellosidades, formacion de vesiculas del reticulo endoplasmatico, pérdida de
los ribosomas, hinchamiento de las mitocondrias, de las células y los nucleos, con
la subsecuente ruptura de los organelos nucleares y de la membrana plasmatica.
Otros signos microscopicos de la intoxicacion incluyen un incremento en el tamario
y el numero de los poros de la membrana basal y casi completa destruccion de las
céluias Goblet, fenébmenos que en general, progresan desde la region apical hasta
la membrana basal (Ascencio & Torifio, 1995).

Los estudios realizados hasta ahora y que pretenden dilucidar el modo de accién
de las toxinas en el insecto susceptible, han arrojado mas informaciéon sobre
insectos lepiddpteros que sobre dipteros (Sarjeet et al., 1995). El modo de accién
de las 8-endotoxinas ha sido principalmente estudiado usando proteinas Cry |. Se
asume que otros tipos de Proteinas Cristal Insecticida (PCI) ejercen su efecto

toxico esencialmente de la misma manera (Van Rie, 1995b).
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2.1.5 Expresion de los genes cry

Una de las estrategias mas eficientes para acumular grandes cantidades de
proteina en una célula, es expresar el gen correspondiente a partir de un promotor
fuerte dentro de una célula que no se divida, de esta manera se evita la dilucién de
la proteina por division celular. Este es el tipo de estrategia que ha desarrollado Bt,
en donde las proteinas Cry se producen en cultivos estacionarios durante la fase
de esporulacién. El mecanismo de esporulacion ha sido ampliamente estudiado en
B. subtilis. Cuando las bacterias se encuentran en un medio limitante de
nutrientes, entran en una fase de transicion del crecimiento activo vegetativo a
fase estacionaria (Bravo, 1995b).

En B. thuringiensis se pueden encontrar plasmidos con pesos moleculares entre
2.2 y 280 Kb., su numero de copias y tamafo depende de cada cepa aunque no
existe relacion alguna con el serotipo o el patotipo al que pertenece (Gonzalez et
al., 1981 citado por Realpe et al.,, 1998); usualmente estos plasmidos son
cripticos, excepto los que codifican factores de virulencia como las proteinas Cry
cuya funciéon se presume tiene valor adaptativo aunque su nuimero de copias
usualmente es muy bajo (Sanchis et al., 1988 citado por Realpe et al., 1998). Las
d-endotoxinas producidas por Bt son codificadas por genes localizados en
plasmidos de 62.3 a 233.6 kb (Agaisse y Lereclus, 1996, Lereclus et al., 1989,
Whiteley y Schnepf, 1986 citados por Realpe et al., 1998; Slepecky & Hemphill,
1992). Se encontré que tres cepas de esta bacteria, transmitieron el fenotipo
proteina- cristal a variantes de Bt que habian perdido el plasmido (Gonzalez et al.,

1982 citado por Aronson, 1993).
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Los genes de protoxinas de una subespecie dada no estan distribuidos al azar en
un solo plasmido, sino tienden a estar confinados en pocos plasmidos. Por
ejemplo, los genes para las 4 protoxinas activas contra dipteros en Bt subsp.
israelensis, estan todos sobre un plasmido de 112 Kb (Hofte & Whiteley, 1989;
Aronson, 1993). Estos genes comparten una extensa region de homologia en su
extremo 3’ (Carozzi et al., 1991).

En general el ambiente genético que circunda los genes de las §-endotoxinas, se
caracteriza por la presencia de secuencias de insercion aledafnas, y en algunos
casos, de transposones que pertenecen a la familia Tn3 de elementos genéticos
méviles (Sherra’t, 1989 citado por Realpe et al., 1998).

El desarrollo de la esporulacidn esta regulado en el tiempo al nivel de la
transcripcion, por medio de la activacion sucesiva de seis factores sigma, los
cuales mediante la unién a la ARN polimerasa, determinan cuales promotores
génicos son reconocidos y por lo tanto cudles genes seran transcritos
(Haldenwang, 1995, Moran, 1989 citados por Bravo, 1995b).

Estos factores son el factor ¢ de fase vegetativa, oA, y cinco factores sigma de
esporulacion denominados oH, oF, oE, cG y oK, de acuerdo a su orden de
aparicién durante el desarrollo de la esporulacién. Estudios bioquimicos y de
microscopia electronica han demostrado que en Bt las proteinas Cry se sintetizan
en el citoplasma de la célula madre (Bravo, 1995b). La proteina comienza su

expresion alrededor de la etapa Il. (Figura 6).
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MADURA
SIN LISAR

FIGURA 6. Esquema de la esporulacion y sintesis del cristal en B. thuringiensis.
PC, pared celular; FA, filamento axial; 10, inclusion oval, ME, membrana externa;
ES, espora madura en una célula sin lisar; MC, membrana celular; SF, septo de la
preespora; C, cristal; E, exosporo; M, mesosoma; PI, preespora incipiente; MI,

membrana interna; CO, corteza. Figura tomada de Pereira, 1993.
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Se ha sugerido que la activacién de los genes de la proteina cristal, es también
regulada por cambios de la polimerasa. El anélisis de la secuencia de ADN del
gen para la proteina cristal de 133 KDa del Bt subsp. kurstaki HD-1-Dipel, reveld
dos promotores traslapados, uno usado primero en la esporulacion (Btl) y el otro
activado en la mitad del desarrollo (Btll). (Wong et al., 1983 citado por Slepecky &
Hemphill, 1992). La comparacion de estos promotores con los estudiados en el .-f" '

sistema de B. subtilis, muestra pequefas homologias con promotores ligados a la ,;Q

ARN polimerasa vegetativa (Slepecky & Hemphill, 1992).
Se ha considerado que esta bacteria seria econémicamente muy costosa como "‘ﬁﬁ
biopesticida, de no ser por el alto nivel de expresidn de los genes que codifican las C :;
d-endotoxinas (Baum y Malvar, 1995 citado por Realpe et al., 1998). La razén por t .
la cual B. thuringiensis acumula tal cantidad de §-endotoxinas en forma de
cristales proteicos es dificil de discernir. Sin embargo, el mecanismo molecular se

estd comenzando a dilucidar y se ha visto que involucra fenémenos basicos de )
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regulacidn en la expresion génica, entre otros como promotores especiales,

expresion concertada entre loci, estabilidad aumentada del ARNm; asi como

$x &

mecanismos postraduccionales y optimizacion del proceso de cristalizacion

e 4
T

asistido por proteinas chaperonas con actividad foldasa. Estos fendmenos son

independientes espacialmente pero estan acoplados temporalmente a procesos
de tal complejidad como la esporulacién (Agaisse y Lereclus, 1995, Baum y

Malvar, 1995, Whiteley y Schnepf, 1986 citados por Realpe et al., 1998).
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2.1.6 Establecimiento de la actividad insecticida de una cepa

Con el aislamiento de cepas de Bt endémicas, se hace necesaria una
caracterizacion que permita hacer un diagnéstico del espectro de actividad
bioinsecticida que posea la 6-endotoxina de cada cepa de Bt en particular. En este
sentido es muy importante contar con un sistema de analisis que permita
identificar cepas de Bt que portan genes ya conocidos, de las que podrian portar
genes completamente nuevos (Bravo et al., 1998).

Se han establecido diferentes estrategias para identificar genes cry conocidos
dentro de una coleccion de bacterias. Estos métodos son secuenciacién, PCR
(Bourque et al., 1993; Ceron et al., 1994; Bravo et al., 1998) e hibridizaciones tipo
Southern blot con sondas especificas de diferentes genes cry (Kronstad y
Whiteley, 1986 citado por Bravo, 1995a). Para la identificacién de proteinas Cry,
se utilizan pruebas como Western Blot usando anticuerpos para determinar el
péptido de la proteina y analisis de reactividad para anticuerpos monoclonales o
policlonales (Reguero et al., 1994).

La toxicidad de una cepa aislada de Bt puede predecirse de varias maneras: a
través de un Rocket inmunoldgico, por PCR, utilizando células de insectos y por
bioensayos, que evaluan directamente la actividad insecticida de Bt sobre los
insectos o grupos blanco contra los que se presume actividad biocida (Ascencio &
Torifio, 1995). Esta ultima forma es la mas eficaz para verificar la toxicidad, con
ella se determina de forma completa la potencia del microorganismo patégeno en

una poblacion de insectos estandarizada (Tovar et al., 1993).
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Para el desarrollo de un ensayo biolégico con Bt se deben tener en cuenta entre

otros aspectos, el uso de una colonia estandarizada de insectos como referencia;

la incorporacion de las dosis a suministrar en los alimentos que ingiere el insecto y

el control de calidad de la produccién del bioinsecticida; éste debe seguirse y

medirse a través de los mismos bioensayos hasta estandarizarlos, asi se podra

determinar qué tan susceptible es la plaga en cuestion al bioinsecticida (Tovar et

al.

, 1993).

Existen dos tipos de ensayos bioldgicos:

Para cepas cuya actividad toxica es aun desconocida, se utilizan ensayos
preliminares que incluyen tres diluciones (de 102 a 10, con cuatro
repeticiones y un testigo, aceptando la cepa que reporte 100% de toxicidad
(todos los insectos muertos).

Para cepas cuya actividad toxica es conocida, se buscard determinar la
Concentracién Letal Media (CL 50)(o dosis letal media DL 50). Esta se obtiene
utilizando el andlisis Probit con los datos de mortalidad arrojados por el
bioensayo y la concentracién del bioinsecticida. EI numero de insectos usados
por dilucién sera de 25 a 30 individuos, haciendo cuatro repeticiones por cada
dosis en dias distintos. El rango de mortalidad no debe ser mayor del 90% ni
menor del 10%. El conteo debe hacerse 24 horas después de la exposicién al
ensayo bioldgico. No es recomendable alimentar las larvas durante la

realizacion del bioensayo (Tovar et al., 1993).

En dependencia directa con la susceptibilidad de los insectos, la dosis letal media

de cada prueba se compara con la dosis letal media de una preparacion estandar,
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es decir, con preparaciones de Bt conocidas y usadas anteriormente, probada el

mismo dia y con la misma poblacién de insectos (Tovar et al., 1993).

2.1.7 Bacteriofagos de Bacillus spp

2.1.7.1 Generalidades

Los bacteriéfagos son virus que infectan células bacterianas, cumpliendo un ciclo
de replicacidn en su interior. Estos virus o fagos, existen como particulas llamadas
viriones, los cuales contienen una pequena molécula de material genético, que
dependiendo del fago, puede ser de ADN o de ARN y de cadena simple o de
cadena doble. Dicho material es llevado en una cépsula proteica denominada
capside, la cual esta hecha de un numero especifico de subunidades. El fago
porta la informacion genética que codifica la produccion de las proteinas de la
capside (Karp, 1996).

Los bacteriéfagos se consideran virus complejos, un ejemplo de ello es el
bacteriofago T, cuya estructura posee una capside poliédrica que contiene el ADN,
un cuello cilindrico con el cual el ADN es inyectado dentro de la célula bacteriana 'y
las fibras de la cola, las cuales le permiten adherirse a la superficie bacteriana
para provocar la infeccion; estas fibras le confieren especificidad para infectar las
lineas celulares (Figura 7) (Karp, 1996)

Una forma de reconocer los fagos en las lineas celulares es la presencia de placas

turbias y/o claras en los cultivos.
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ENVOLTURA
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FIGURA 7. Esquema del Bacteriéfago T2
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2.1.7.2 Ciclo de Replicacién

LLos bacteriéfagos pueden tener dos vias durante su ciclo de replicacién (Figura 8)

permitiendo clasificarlos de esta forma:

1. Lisogénicos o temperados

Se caracterizan por mantener la infeccidén en la linea celular pasando de una
generacién a otra. Generalmente insertan su material genético en el genoma
de la célula huésped, manteniéndose en forma de profago. En Bacillus spp.
han sido reportados muchos fagos temperados (Karp, 1996), como se ilustra
en la tabla 2.

La importancia de estos fagos radica en su utilidad como herramienta genética,
como mediadores de transduccién especializada y generalizada y como
vehiculos potenciales de clonacién.

Thorne (1978); Landen et al. (1981) y Heierson et al. (1993), encontraron
varios fagos capaces de hacer mediacién de transduccion generalizada en
aislados de Bt y Perlak et al. (1979), describieron cémo un fago puede convertir
una linea celular espora-cristal negativa en espora-cristal positiva.
Posteriormente Barsomian et al. (1984), realizaron trabajos donde se utilizaron
fagos transductores para realizar enlaces con marcadores genéticos en el
cromosoma de Bt y Ruhfel et al. (1984), transfirieron plasmidos entre colonias
de B. thuringiensis, B. cereus y B. anthracis (Todos los autores citados por

Reynolds et al., 1988).
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TABLA 2. Fagos temperados encontrados en especies de Bacillus
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NOMBRE DEL ESPECIE EN LA QUE SE HA REPORTADO POR

FAGO ENCONTRADO 3“1
all :L{
CP-51 B. cereus Thorne, 1968 r \
b} ,...—.-‘fi
TP-15 B. thuningiensis subsp. aizawai  Thorne & Kowalski, 1976 T ERW
H2 B. amyloliquefaciens Reynolds et al., 1988 [}
LP-51 B. lincheniformis Reynolds et al., 1988 f -
i
] L ) . Dean et al. (1978) citado por P
CP-55 B. thuringiensis subsp. aizawai Slepecky & Hemphill, 1992 \._\ .. ;
. Dean et al. (1978) citado por b
SPp B. subtilis Slepecky & Hemphill, 1992
43T B. subltilis Dean et al. (1978) citado por

Slepecky & Hemphill, 1992

TVT"‘v‘. - VTR, g



Revision de literatura - 42

Comunmente se encuentra en las especies de Bacillus spp. la capacidad de
transducir informacidén genética, hallandose fagos transductores implicados en
estos procesos. Estos pueden ser de transduccidn generalizada, si el fago se
inserta en un lugar cualquiera del cromosoma bacteriano y de transduccion
especializada, cuando tiene un sitio especifico de insercion. Entre los fagos
compartidos por especies de Bacillus spp , se encuentran SP10, SP15 y PBSH1,
los cuales pueden hospedarse en B. subtilis, B. lincheniformis 'y B. liquefaciens

(Thorne, 1968).

2. Liticos

Se caracterizan por lisar las células que infectan luego de su multiplicaciéon en
el interior de las mismas. Aquellos que infectan especies de Bacillus, pueden
ser aislados comunmente de agua o suelo. La importancia de estos fagos ha
sido demostrada en su utilizacion para el estudio de la regulacién de la
transcripcién viral, como es el caso de dos grupos de estos fagos que infectan
B. subtilis, del grupo 1 estan SPO1 y SP82 y del grupo 2 esta ¢29 (Hemphill &

Whitley, 1975 citado por Slepecky & Hemphill, 1992).

2.2 USO COMERCIAL DE LA 5-ENDOTOXINA COMO INSECTICIDA

Los primeros intentos por usar Bt en programas de control de insectos se

desarrollaron entre 1925 y 1935, fundamentalmente para el control del barrenador
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europeo del maiz, Ostrinia nubifalis, que era una plaga importante en el sur de
Europa (Vallejo et al.,, 1995). Durante las siguientes dos décadas se realizaron
extensas pruebas de campo para el control de insectos lepiddpteros en Europa y
Estados Unidos, dando como resultado que la primera formulacién comercial
saliera al mercado francés en 1938, bajo el nombre de Sporeine y desde entonces
se desarrolld una produccién masiva en varios paises como la Republica Checa,
Francia, Alemania y la ex URSS. En Estados Unidos, el primer producto comercial
se vendidé en 1957 bajo el nombre de Thuricide. En estos y muchos otros casos
posteriores, las diferentes cepas usadas de pais en pais y la falta de uniformidad
en los productos desarroliados, incidié en la variabilidad y falta de reproducibilidad
de los resultados iniciales para el control de plagas (van Frankenhuyzen, 1993
citado por Realpe et al., 1998).

El hallazgo de la cepa HD-1 de B. thuringiensis subsp. kurstaki por Dulmage
(1970), mejord significativamente su actividad en condiciones de campo, debido a
su alta potencia. La adopcién de un sistema internacional que estandarizé la
potencia de las preparaciones, introdujo otro punto favorable estableciéndose, en
la década de los 80, su produccion y uso en el ambito mundial. En 1986 el
volumen de ventas era de 50 millones de ddlares, lo cual representa menos del
1% del mercado mundial de insecticidas (Baldwin, 1987 citado por Realpe et al.,
1998). En 1993 el mercado de biopesticidas, del cual Bt representa el 98%, era del
6%. Debido a las restricciones inherentes al uso de insecticidas quimicos y la
eficacia de los biopesticidas, se espera que el mercado de productos basados en
Bt, tenga un crecimiento anual entre el 10 y 15% en los proximos 10 anos (Menn,

1996 citado por Realpe et al., 1998).

)
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En la actualidad el mercado se dirige principalmente a la produccién de tres o
cuatro cepas y basicamente al control de insectos lepiddpteros, coledpteros y
dipteros. El mercado mas importante es el programa de control de insectos en
cultivos forestales, donde el Bt ha comenzado a desplazar paulatinamente el uso
de insecticidas quimicos, llegando a representar el 60% del consumo de

insecticidas (Orduz et al., 1997).

Las ventajas del uso de estos bioinsecticidas estan en su alta especificidad, lo que
permite su utilizacidbn hasta fechas cercanas a las cosechas de los cultivos, su
aspecto inofensivo para el medio ambiente, la fauna benéfica y demas organismos
vivos, incluyendo al hombre (Galan et al., 1995a), adaptable a multiples tipos de
formulaciones, como por ejemplo estimulantes, feromonas, adhesivos que sean
mas atractivos a los insectos, su no acumulacién en las cadenas tréficas, la baja
expectativa a desarrollar resistencia en los insectos observados, su
almacenamiento prolongado en forma de producto seco y concentrado (Galan &
Taméz, 1993) y la alta probabilidad de disminucién de los costos de produccion
debido a los avances tecnoldgicos, microbiologicos y genéticos, lo que lo hace
comercialmente competitivo frente a los insecticidas quimicos (Ascencio & Torifio,
1995; Galan et al., 1995c).

A pesar de sus evidentes ventajas ecologicas su empleo se encuentra aun muy
limitado en diversos paises y particularmente para los pequenos agricultores,
debido a que los precios de estos productos resultan altos en comparacion con los
quimicos y al poco conocimiento que las personas tienen sobre su uso y beneficio,

ya que las firmas tradicionalmente productoras de quimicos se encuentran muy
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bien afianzadas y su propaganda supera la de los productos bioldgicos
(Fernandez, 1995).

Otras desventajas tienen que ver con la baja persistencia en el medio ambiente,
su espectro de huésped reducido, su costo intermedio que aunque no es muy alto,
tampoco es bajo y que su actividad toxica depende de la ingestidn, por lo tanto, la
actividad de alimentacion es vital para su accién y ésta a su vez depende de las
condiciones ambientales (Galan & Taméz, 1993; Galan et al., 1995a).

Entre las subespecies de Bt que poseen actividad toxica conocida contra dipteros
son: aizawali, israelensis, morrisoni, darmstadiensis y medellin (Galan et al,
1995a).

Hasta el momento la utilizacion comercial de las §-endotoxinas para el control de
dipteros no ha sido enfocada contra larvas de M. domestica, desconociéndose
publicaciones que reporten actividad insecticida (mortalidad) de dicha toxina en
éstas larvas, sélo Indrasith et al. (1992) reporta actividad insecticida proveniente
de una cepa de Bt subsp. kurstaki (HD1) manipulada en laboratorio, contra adultos
de este insecto y en larvas muestra un porcentaje de inhibicion de la pupacién. El
desarrollo de ensayos ha sido realizado con la B-exotoxina que se produce

durante la fase vegetativa, con resultados positivos (Arévalo, 1993).

Entre las formulaciones comerciales a base de Bt que pueden adquirirse en el
mercado estan: Bactospeine, Biobit, Nubilacid, Teknar, Vectobac, Trident entre
otras, las cuales tienen espectro de accion contra diferentes érdenes de insectos

(Cuadro 4) (Galan et al., 1995a,b).
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CUADRO 4. Productos basados en B. thuringiensis disponibles comercialmente a

nivel mundial
B, thuringiensis | HUESPED | PRODUCTO | oGhiicToRas
Bactospeine Duphar
Bactuside Compagnia di Ricerca Chim
Bernan B.t. Bactec
Biobit Novo
Foray Novo
Dipel Abbott
Delfin Sandoz
kurstaki Lepidoptera Javellin Sandoz
Thuricide Sandoz
Condor Ecogen
Cutlass Ecogen
Larvo B. t. Fermone
Fermone B.t. | Fermone
MvP* Mycogen
Baturad Radonja
Nubilacid Radonja
aizawai Lepidoptera Certan Sandoz
Bactimos Duphar
Skeetal Novo
israelensis Diptera Teknar Sandoz
Vectobac Abbott
Bactis Compagnia di Ricerca Chim
Moskitocid Radonja
M-One Mycogen
. M-One Plus Mycogen
sandiego Coleoptera
Trident Sandoz
Novodor Novo
L Trident andoz
tenebrionis Coleoptera N;v: dor ﬁovg
i LepidopteralColeoptera Foil Ecogen
Conjugado ) _ )
Lepidoptera Agrree Ciga-Giegy

*Transconjugado de Bt subsp. kurstaki y Bt subsp. aizawai. Tomado de Galan et al., 1995a
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2.3 MOSCA DOMESTICA
2.3.1 Generalidades

Musca domestica perteneciente al orden Diptera, es quizas uno de los insectos
mayormente distribuidos en el planeta, ocupando una posicién base en la cadena
alimenticia. Sus adultos frecuentan los excrementos humanos y los alimentos
convirtiéndose en un vector de organismos patdogenos, como Salmonella spp,
Shigella spp, Treponema spp, etc, y vector de enfermedades de alto riesgo, entre
las cuales figuran disenteria, tifoidea y colera.

El ciclo de vida normal de este insecto puede ser de 28 a 30 dias dependiendo de
las condiciones de temperatura, aumentandose el potencial de crianza durante el
tiempo calido, pasando por una metamorfosis completa y presentando una alta
tasa de desarrollo y de huevos producidos por una hembra (aproximadamente 130
en cada postura hasta con 21 periodos de oviposicion);

Las larvas de este insecto’ son ricas en proteinas (18.5%), lipidos, fésforo y

vitaminas Ay C (Cuadro 5).
2.3.2 Ciclo de vida y descripcion
e Adultos.

El cuerpo esta dividido en cabeza, térax y abdomen, siendo el térax de color gris,

"http: //ianrwww.uni.edu/ianr/entomol/history bug/gallery/house fly drawing. ht
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CUADRO 5. Estados de desarrolio de Musca domestica y sus caracteristicas

ESTADO

CARACTERISTICAS

GRAFICO

HUEVOS

De color blanquecinos, alargados, de 1.2 mm de tamario, en

forma de banano.

Son colocados en masa sobre el medio fermentado o el
estiércol.

El nimero de huevos producidos esta en funcion del tamafiio
de la hembra.

Eclosionan entre las 8 y 48 horas después de suf|

oviposicion. 2

LARVAS

Se pueden diferenciar 3 instares larvales:

= El primero y el segundo, cuya duracién es de 24 horas.
= Eltercero que puede ser de 3 0 mas dias.
Caracteristicas de la larva de tercer instar:

Son gusanos, blanco-amarillentos, de 11 mm de largo,

cilindricos; mostrando una parte posterior ancha y una parte { § ;

anterior estrecha.

Su cabeza presenta un par de ganchos bucales oscuros |

para su alimentacion

En su parte posterior posee los espiraculos para el|@&&

intercambio gaseoso.

Se desplazan por reptacion, viéndose favorecido su
crecimiento y desarrollo por la humedad del sustrato.
Cuando estan listas para empupar abandonan el sitio de

cria y procuran un lugar seco, prefiriendo temperaturas |

entre los 30 y 37 C. Normaimente esto ocurre en dos dias y
el tiempo de duracioén de larva a pupa es de una semana.

PUPAS

Varian de color durante el desarrollo del pupario, desde
amarillo, rojo, marrén a negro.

Redondeada en los extremos y de 4 a 7 mm de longitud.
Posee cuemos respiratorios a lo largo del margen posterior
del cuarto segmento.

La duracidn del periodo de pupacién es de 3 a 7 dias.

La mosca adulta joven usa el ptilinum, que le sirve para
romper el pupario y emerger. Una vez fuera, las alas que
estan plegadas en estrechas almohadillas, pueden tardar
una hora en llegar a su apariencia comun.

% http: //res.agr.ca/ecorc/apss/fly/house
? htp: //www.garmiscah-partenkirchen.com/gesundheitsamt/seuchen/infektionskrankheiten
* http: //parasitology.icb2.usp.br/marcelocp/Musca%20domestica. htm
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con 4 rayas oscuras y anchas ubicadas sobre el dorso. El abdomen tiene lados
amarillentos sobre la mitad basal, presentando la porcién posterior de color
castafo oscuro, ademas, una linea longitudinal oscura que se extiende a lo largo
de la mitad del dorso. Posee un par de alas que le permiten volar hasta 25 Km
desde su lugar de nacimiento a una velocidad maxima de 9 Km por hora; en la
base del ala se encuentra el halterio, que le ayuda a mantener el equilibrio durante
el vuelo. En la cabeza posee un par de ojos compuestos de color rojizo (cada uno
tiene 4000 omatidios) que le proyectan una visidbn amplia y unidireccional.

Se alimentan de materiales liquidos utilizando la probdscide y consumen alimentos

so6lidos por regurgitacion salival®.

e Dimorfismo sexual

Para diferenciar los sexos se deben tener en cuenta las siguientes

caracteristicas:

= El tamano del macho es de 3 a 5 mm y el de la hembra es de 6 a 7 mm.
Aunque esto puede variar dependiendo del desarrollo larvario.

= El abdomen del macho en su parte posterior es amarillento y termina en forma
redondeada, mientras el de la hembra es oscuro y termina en forma
puntiaguda (Figura 9a y 9b).

= La separacidén entre los ojos es casi el doble en la hembra respecto a la del

macho (Figura 10a y 10b). Esta caracteristica es la mas util para la

diferenciacion sexual®.

—r

Q@ M
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FIGURA 9. Dimorfismo sexual en M. domestica. a. Abdomen del macho
amarillento y termina en forma redondeada. b. Abdomen de la hembra oscuro y

termina en forma puntiaguda.



FIGURA 10. Dimorfismo sexual en M. domestica. a. Ojos de la hembra con un doble de separacién comparados con
los del macho. b. Ojos del macho.

1S - DARIDABII] 3P UQISIADY
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e Apareamiento

La reproduccion de estos insectos se da sobre estiércol de animales o humanos y
desechos vegetales en descomposicién y fermentacion’.

Bajo condiciones favorables la hembra puede llegar a ser receptiva 36 horas
después de la emersién, apareandose una sola vez en su vida y almacenando los
espermatozoides en su espermateca para ser usados en la fertilizacidén progresiva
de sus huevos.

Durante el proceso de la cépula la hembra muestra resistencia agresiva dando
como resultado el desgaste de las alas del macho. Posteriormente al
apareamiento ocurre la postura, donde la hembra permanece cerca al sitio de cria

y los machos, por lo general, emigran >,

2.4 APLICACIONES O PERSPECTIVAS EN EL USO DE B. thuringiensis

Actualmente los avances en técnicas de ingenieria genética de plantas y ADN
recombinante , han mostrado claras posibilidades para el desarrollo de nuevas
estrategias que permitan una utilizacion mas eficiente de Bt. La reducida utilidad
de esta bacteria contra organismos que se alimentan en el interior de los tejidos
vegetales y otros inconvenientes como la répida sedimentacion de las toxinas en
los criaderos, en cepas toxicas contra mosquitos, han concentrado esfuerzos en el
desarrollo de organismos transgénicos. La transferencia de genes del Bt a cepas
no homodlogas de éstas, para combinar la expresion de proteinas toxicas con el

propésito de producir efectos aditivos o sinergistas o para expandir el rango de
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accion de las toxinas y la transferencia a baculovirus, con el propdsito de mejorar
la actividad del B. thuringiensis sobre el huésped y de acelerar la muerte del
insecto, son claros ejemplos. Esto se ha realizado con métodos que van desde la
electroporacion hasta la conjugacion, obteniéndose con este ultimo método, el
primer bioinsecticida transconjugante que ha recibido licencia de comercializacion
en Estados Unidos, bajo el nombre de Foil y que tiene actividad contra insectos de
los ordenes Lepidoptera y Coleoptera (Orduz et al., 1997).

También se han transformado bacterias endofiticas como Clavibacter xyli, como
medio para colocar las toxinas de Bt en el interior de los tejidos de maiz y
Pseudomona fluorescens, con el fin de mantener la toxina en las hojas de las
plantas mas protegidas de la radiacion ultravioleta (Orduz et al., 1995).

Con base en las caracteristicas de expresion de los genes cry, se ha intentado
producir las toxinas de B. thuringiensis en Escherichia coli (Ge et al., 1990 citado
por Realpe et al., 1998); también mediante ingenieria genética se han tratado de
disefar cepas de B. thuringiensis con combinaciones de genes diferentes
haciendo uso de vectores de clonacién bifuncionales o mediante transduccidn
mediada por bacteriéfagos especificos (Janniére et al., 1993, Lecadet et al., 1992
citados por Realpe et al.,, 1998). Los resultados han sido muy variables y las
dificultades radican sobre todo en la forma de regulacion de los genes cry, puesto
que hasta ahora solo se han encontrado en plasmidos de gran tamano y de bajo
numero de copias; este tipo de plasmidos no se replica por el mecanismo usual de
circulo rodante asimétrico (modelo de Cairns para colifagos filamentosos de banda
simple) caracteristico de los plasmidos de bacterias Gram positivas, lo cual ha

exigido el desarrollo de sofisticados vectores de clonacidén que portan los origenes
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de replicacion de plasmidos endémicos de Bt (Bron, 1990, Lereclus, 1988 citados
por Realpe et al., 1998).

Los genes de las proteinas téxicas de Bt también se han constituido en una
poderosa herramienta para conseguir plantas resistentes a insectos plaga
utilizando técnicas de biologia molecular, siendo ésta una de las estrategias mas
avanzadas para el control de plagas, la produccién de plantas transgénicas que
expresan estos genes foraneos de resistencia.

De ésta manera se brindan oportunidades para aumentar la persistencia de las
toxinas de B. thuringiensis en el medio, con la consecuente ventaja de la
proteccion de los tejidos vegetales, independientemente de los factores
climatolégicos. La transformacion y expresién de los genes de Bt en cultivos
comerciales de algodéon (1990), papa (1990), tomate (1987 y 1989), tabaco (1987)
y maiz (1992) han dado como resultado plantas mas resistentes al ataque de sus
principales plagas, segun pruebas de laboratorio y de campo (De la riva et al.,

1995; Ebora & Sticklen, 1995).

En Colombia el desarrollo de esta técnica representa una valiosa alternativa para
la erradicacion de plagas de cultivos, sin utilizar el control quimico que perjudica al
ecosistema. El estudio y manipulacion de los sistemas de expresién de esta
bacteria puede tener importantes repercusiones biotecnologicas, ya sea en la
sobreproduccién de algunas otras toxinas de importancia industrial o en la
produccién de &-endotoxinas, que puedan representar una permanencia mucho

mayor en el ambiente (Bravo, 1995b).
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A pesar de la variabilidad de proteinas Cry descritas hasta ahora, es necesario
seguir investigando por mas toxinas, ya que un numero significativo de plagas no
son controladas con las proteinas disponibles hasta ahora. El aislamiento de
colonias endémicas de Bt, con posible actividad toxica contra mosca doméstica,
permitira ampliar el rango de accidon de éstas toxinas y se convertira en el primer
paso para la aplicacion de los avances cientificos que conlleven a una mayor
eficiencia de éstas cepas en la solucion de probiemas, referentes a los dafios

causados por este tipo de vectores de enfermedades.

En Santander, la zona de la Mesa de los Santos presenta altos niveles
poblacionales de mosca domeéstica, que perturban la tranquilidad de sus
pobladores y aportan significativos riesgos de propagacion de enfermedades no
solo al hombre, sino también a los animales de cria. Por esta razon escogimos la
zona para el aislamiento de cepas endémicas de Bt. Esta region tiene un gran
atractivo turistico por su paisaje, clima y ambiente apacible. Junto a las fincas de
recreo, también se ha expandido la instalacidon de gran cantidad de granjas
avicolas y ganaderas lo que le ha otorgado un gran desarrollo a la regién y la ha
convertido en generadora de empleo y fuente importante de ingresos. Esta zona
se encuentra ubicada al nordeste del Departamento de Santander, a una distancia
de 26 Km. de Bucaramanga sobre la carretera que comunica esta ciudad con
Santafé de Bogota, en el sector denominado Los Curos, en sentido norte-sur, se
desvia a la derecha para tomar la via que conduce a la Mesa de los Santos. Se
accede por una via totalmente pavimentada. Tiene la forma de una elipse y su

extension aproximada es de 15500 Ha. Su altura es de 1700 m.s.n.m y su
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temperatura promedio fluctua entre 19 y 21 C (temperatura maxima 28 C y minima
14 C). Adicionalmente, en su temperatura influyen de manera importante los
vientos que la cruzan en diferentes direcciones y que son corrientes de aire
moderadamente frias y en ocasiones templadas, que permiten que el clima se
mantenga sin variaciones extremas durante el dia, pero que originan resequedad
en la superficie del suelo. En términos generales la Mesa de los Santos es una
altiplanicie con algunos sectores ondulados. Por sus propias singularidades se
encuentra dividida en tres sectores. El primero es la zona mas plana de la Mesa
con poca arborizacion y algunos bosques aislados, el segundo presenta algunas
irregularidades por donde corren quebradas que permiten construir embalses para
almacenamiento de agua y el tercero presenta el aspecto de una leve colina
rocosa casi sin vegetacién (Palacio, 1999).

Agrologicamente los suelos de la regidon se caracterizan por su acidez, situacion
que dificulta su utilizacion para el desarrollo de cultivos. Sin embargo, en algunas
zonas con buenos tratamientos, se presentan predios con aptitudes agricolas y
dependiendo del sector las caracteristicas del suelo presentan diferencias
(Palacio, 1999).

La avicultura se destaca como la principal actividad econdomica de esta zona, pero
a la vez se ha constituido en el foco principal del aumento de poblaciones de M.
domestica, en parte debido a la inadecuada utilizacion de los desechos que
produce esta labor, ya que la gallinaza al permanecer expuesta al sol y las lluvias
atrae las moscas, quienes encuentran alli las condiciones ideales para
reproducirse. Esto, sumado a la insuficiencia de soluciones al problema de

basuras generado por la poblacion de la zona, ha convertido a la mosca en un
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basuras generado por la poblacién de la zona, ha convertido a la mosca en un
problema en aumento. Por lo tanto se requiere una accién por parte de los centros
de investigacidn de la region, para generar soluciones que permitan apoyar
programas de control en las poblaciones de este insecto, basados en la busqueda
de alternativas como la obtencion de nuevos aislados de Bt y de nuevas toxinas
insecticidas.

En este mismo sentido, deben proveerse alternativas para el problema de
resistencia en insectos, especialmente con respecto a la expresion de genes Bt
para proteinas insecticidas en plantas transgénicas. La resistencia desarrollada
por los insectos a este tipo de insecticidas biolégicos, estd mediada
fundamentaimente por cambios en el receptor de la toxina en las células del
intestino medio del insecto. Se han propuesto alternativas que van desde la
busqueda de nuevos genes insecticidas a los que los insectos resistentes sean
susceptibles, hasta sembrar plantas transgénicas junto con plantas normales, y
desarrollar plantas transgénicas con promotores que controlen la expresién de las
proteinas Cry de manera diferencial y s6lo durante la época en que el cultivo es

mas susceptible al ataque de insectos (Orduz et al., 1997).

De las colecciones descritas hasta ahora, solo una, reportada por Bernhard et al.
1998, incluye muestras de América Latina. Solo el 5% de estas muestras viene de

Sur América (Bravo et al., 1998).

Como se ilustré en los parrafos anteriores, la utilidad de Bt es invaluable; sin

embargo los pocos ingresos obtenidos por el uso de insecticidas biologicos, en
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comparacion con los obtenidos por insecticidas quimicos, no proveen un incentivo
fuerte a la industria para hacer las inversiones necesarias en la investigacion y
desarrollo de nuevos agentes de control biolégico, trayendo como consecuencia
que la produccion de estos bioinsecticidas sea costosa y asi esté limitada su
distribucién y utilizacion. Por lo tanto es claro que el desarrollo de nuevos
insecticidas que sean seguros, eficaces y competitivos, requiere extensas

investigaciones en muchas areas basicas y una inversion decidida.

Con la realizaciéon de este proyecto se pretende dar inicio a la investigacion en la
linea de Bacillus thuringiensis en la Universidad Industrial de Santander como una
respuesta de los centros de investigacion a los problemas fitosanitarios del
departamento, bajo la perspectiva de generar soluciones que no perturben el
equilibrio ambiental, abriendo paso al desarrollo de nuevos agentes de control de

insectos.
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3. METODOLOGIA

3.1 AISLAMIENTO DE CEPAS DE B. thuringiensis

3.1.1 Area de muestreo

La Mesa de los Santos se encuentra dividida en tres sectores de acuerdo a las
caracteristicas topograficas y al tipo de suelos de la zona: el primer sector abarca
desde la via de acceso a la Mesa hasta la quebrada La Honda; el segundo se
extiende hacia el sur hasta las quebradas La Fuente y La Arenosa, tiene menor
extensién y mayor altura que el anterior; y el tercer sector se encuentra localizado
al occidente de las quebradas La Fuente y La Arenosa hasta el municipio de Los
Santos (Palacio, 1999).

El area principal de muestreo cubrié basicamente la zona comprendida entre la
finca El Moral y el sitio llamado La Fuente, abarcando los dos primeros sectores

(Anexo 1).

3.1.2 Coleccion de muestras de suelo

Las muestras fueron tomadas con la ayuda de palas pequenas y almacenadas en

bolsas plasticas nuevas; cada muestra contaba con un peso aproximado de 100 g
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y fue extraida a una profundidad de 5 a 10 cm. En casos en los cuales existia en
el suelo una gruesa capa de hojarasca 0 humus, éstas eran removidas. Algunas
muestras fueron tomadas de arboles caidos en descomposicion y restos

vegetales.

3.1.2.1 Sitios de muestreo

e Inicialmente se ubicaron las fincas con problemas de superpoblacién de
M. domestica, zonas donde se utiliza gallinaza y lugares cercanos a
porquerizas y establos de ganado.

e Posteriormente se tomaron muestras de terrenos cercanos a la carretera
principal y al borde de algunas fincas.

e Finalmente se tomaron muestras de bosques pequenos intervenidos y poco

intervenidos.
3.1.2.2 Procesamiento de las muestras

Las muestras se procesaron teniendo en cuenta algunos parametros citados por

Ascencio & Torifio (1995), de la siguiente manera:

e Rotulacion e identificacidn de cada muestra relacionandola con los datos de
campo obtenidos (Figura 11).

e Secado a temperatura ambiente (24 C) durante 2 dias, en un sitio seco y no

soleado, protegidas contra insectos voladores y rastreros.
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Fecha: | || \ Numero de ficha: [:] b

LOCALIZACION

Finca: Vereda:

Municipio: Departamento:

CARACTERISTICAS FISICAS

Temperatura: Clase de suelo

Vocacion del terreno

OBSERVACIONES

COLECTOR

FIGURA 11. Hoja de vida de las muestras recolectadas
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¢ Almacenamiento en bolsas plasticas nuevas con su correspondiente etiqueta.

3.1.3 Microorganismos de referencia

Segun su uso se dividen en 4 grupos: 1. Para identificacidn macro y microscopica.
2. Para utilizaciébn en biologia molecular y bioensayo. 3. Para pruebas

bioquimicas. 4. Para la infecciéon con el fago (Tabla 3).

3.1.4 Aislamiento de colonias endémicas

Los procedimientos realizados se llevaron a cabo bajo estrictas condiciones
asépticas en los laboratorios de la Escuela de Bacteriologia y en el Laboratorio de
Biologia Molecular de la Escuela de Biologia de la UIS. Para el aislamiento de
colonias tipo Bt se utilizb el método descrito por Travers et al (1987), basado en la
incapacidad de las esporas de Bt para germinar en presencia de ciertas
concentraciones de acetato de sodio; esta metodologia se describe a continuacion
con algunas modificaciones hechas para adaptarla a las condiciones de los

|aboratorios.

Fase 1: SELECCION CON ACETATO DE SODIO - CHOQUE TERMICO

Cada muestra fue pesada y macerada, colocandose 500 mg en el medio selectivo

con Acetato 0.25 M (Tabla 4), luego se prosiguié como se describe en la Figura

12.



TABLA 3. Microorganismos utilizados como controles en la caracterizacion macro y microscopica de los aislamientos

nativos, Inmunoblotting, pruebas bioquimicas e infeccion con el fago.

MICROORGANISMO (FOR““::';‘éﬁ%%TST AL REFERENCIA Y ORIGEN UTILIZACION

B. thuringiensis Romboidal Bt darmstadiensis, CIB — Medeilin PB - IB — Bioensayo - Fago
B. thuringiensis Amorfo Bt morrisoni PG-14, CIB — Medellin PB - IB — Bioensayo

B. thuringiensis ND Bt tournanoffi, CiB — Medellin PB - IB - Bioensayo- Fago
B. thuringiensis Redondeado Bt israelensis 1884, CIB — Medellin Morfologia — IB - PB - Fago
B. thuringiensis Redondeado Bt israelensis 1884, UNAL — Bogota Morfologia - IB

B. thuringiensis Redondeado Vectobac - LLaboratorio ABBOTT Morfologia - IB

B. thuringiensis Bipiramidal Bt — CINBIN — Piedecuesta Morfologia

B. thuringiensis Bipiramidal Bt nativo — A. Rueda -- Bucaramanga Morfologia

B. subtilis NP ATCC IB — Fago

Escherichia coli NP BACT - UIS 1B

ND : No disponible; NP : No produce; ATCC : American Tipe Culture Collection; IB : Inmunoblotting; PB

: Pruebas bioquimicas

€9 - v18ojoporapy
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TABLA 4. Medios* para cultivo de B. thuringiensis

INGREDIENTES CANTIDAD/LITRO CONCENTRACION FINAL
L broth 2X
NaCl 20 g
Extracto de Levadura 1049
Triptona 10¢
Agar Luria Bertani (LB) 1X
NaCl 10¢g
Extracto de Levadura 59
Triptona 1049
Agar-agar 15¢g
L broth Acetato (CLA) 1X
NaCl 20¢g
Extracto de Levadura 10¢9
Triptona 109
Acetato de Sodio 206 g
Medio T3 1X
NaCl 34
Extracto de Levadura 29
Triptona 1.5g
MnCI 5mg
Fosfato de Sodio pH 6.8 6.9g
Agar-agar 15¢
Agar Triptico de Soya (TSE) 1X
Peptona de soya 5¢
NaCl 5¢g
Extracto de levadura 1.5¢
Agar-agar 15 g
HCO 1X
KH2PO4 6.8g
MgSOs. 7H20 12 mg
ZnS04.7 H0 14 mg
MnSQO4. HO 1.6 mg
FeSO,. 7 HO 28 mg
CaClz. 4 HxO 110 mg
Bacto triptona 79
Glucosa 39

Ajustar el pH a 7.2 con KOH 3N

“Los medios se esterilizaron en autoclave por 20 minutos a 121 C y 15 libras de presion.
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FASE 1
—> =2
el
Muestra de suelo Colocar en 10 ml de Incubar30 C a Pasa( a tubos de Centrifugar 1’
500 mg Caldo LB con acetato 200 rpm por 4 polipropileno 2000 rpm.
de sodio 0.25 M horas estériles
Lavar 2 veces
o~ Tomar
Incubar 30 C Sembrar por Calentara80 C Pasar a Resuspender en
por 24 horas extensién en L Agar por 3 minutos tubos de 10 ml de agua
microcentrifuga destilada estéril
FASE 2 ;
E
Picar a medio T3
Incubar 30 C por 5 dias Observar a 100X

Métndn de 1a cuadricula

Iz

\ 4

Determinacion .
del complejo Revisar a 100X Incubar 30 C por 2 dias Agar TSE

espora — cristal

FIGURA 12. Metodologia usada para el aislamiento e identificacidn microscopica
de colonias tipo Bt. 1. Exposicidon de la muestra a caldo selectivo con Acetato de
sodio. 2. separacidn de colonias por tincion diferencial con verde de malaquita. 3.
Revision de las colonias en Agar TSE para determinacion final de complejo

espora-cristal.
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Fase 2: ESPORULACION Y DETERMINACION MORFOLOGICA

Todas las colonias predominantes y con morfologia de Bacillus spp. presentes en
cada caja de cultivo, fueron repicadas con un palillo de madera estériles a cajas
con medio de esporulacion T3 (Tabla 4), utilizando el método de la cuadricula
(Miller, 1992). Posteriormente se prosiguio a incubar hasta esporulacion (Figura
12).

Para determinar la presencia o ausencia de cristal paraesporal se utilizaron la
tincién diferencial de Wirtz y la tincion violeta—safranina/OH (Tabla 5). La
visualizacion de las bacterias también fué realizada en solucién salina estéril; en
todos los casos se observo a microscopio de luz con objetivo de inmersion 100X y
algunas veces en microscopio de contraste de fase. Se tomo registro fotografico
de las observaciones macroscopicas con una camara Canon EOQOS5/500, vy
microscopico con un fotomicroscopio ZEISS Axiolab con camara MC80 con

objetivo ZEISS Achrolab.

Fase 3: REVISION FINAL

Todas las colonias formadoras de espora fueron repicadas para una Ultima
revision selectiva de cristal, a medio Agar TSE (Tabla 4), segun lo propuesto por
Kablin et al., 1994. La revisién de las colonias se desarroll6 como se expone en la

Figura 12.

3.1.5 Conservacion de los aislados de B. thuringiensis
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TABLA 5. Tinciones utilizadas para la visualizacion de las células y cristales

paraesporales de Bt

TINCION TIEMPO
09!

Gram F‘M
Violeta de Gensiana 1 min “j

Lugol 1 min

Alcohol-acetona 10 seg

Lavado con agua 30 seg

Safranina 30 seg

Wirtz-Conklin

Verde de malaquita 5 % en agua 10 seg
3 a6 min

Calentar la lamina (hasta aparecer bordes rojos)

Safranina 0.5 % 30 seg
Violeta — Safranina / OH
Violeta de Gensiana 1 min

Safranina de Wirtz — Conklin 1 min
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Para conservar las colonias aisladas de Bt se utilizaron dos métodos:

= Stock de esporas Este método consistio en sembrar las colonias purificadas
tipo Bt en medio de esporulacién T3 en tubo inclinado; incubando durante 5
dias a 37 C, tiempo luego del cual se recogio el crecimiento con 10 ml de agua
deionizada estéril; transfiriendo con pipeta el contenido de la suspensiéon a
tubos de vidrio (18 X 116), tapa rosca, estériles; finalmente fueron ilevados a
bafio de Maria a 60 C por 30 minutos para aplicar choque térmico que permitié
destruir las formas vegetativas y que persistieran unicamente las formas
esporuladas. Finalmente se aimacenaron a 4 C (Guaracao, A. |. Comunicacién
personal).

= Tiras de papel de filtro Partiendo del stock de esporas se tomaron 40 pl y se
sembraron en circulos o tiras de papel de filtro estériles (Wathman 3), se
llevaron al horno a 37 C en cajas de Petri estériles cerradas hasta que se
evaporé el contenido del liquido, posteriormente se guardaron en papel
aluminio estéril, debidamente rotulados y se almacenaron en lugares frescos y

secos (Guaracao, A. I. Comunicacion personal).

3.2 CARACTERIZACION MOLECULAR DE LOS AISLADOS DE Bt

3.2.1 Electroforesis de proteinas

Para determinar la presencia de las proteinas del cristal y su peso molecular

aproximado, se realizé un perfil electroforético de proteinas con suspensiones de
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espora-cristal de las cepas endémicas aisladas y de los controles positivos,
utilizando el método descrito por Laemmli (Tablas 6y 7) (Sambrook et al., 1989).
Bt subsp. israelensis 1884 (CIB), Bt subsp. darmstadiensis (CIB), Bt subsp.

morrisoni (CIB) y Bt subsp. toumanoffi (CIB), fueron tomados como controles

positivos y B. subtilis como control negativo (Tabla 3). Se utilizé el marcador de )

peso molecular para proteinas MID-RANGE (Protein Molecular Weight Markers) *

de Promega, de 97.4 a 144 KDa, como patréon para comparar los pesos

moleculares de las proteinas.

Las cepas endémicas aisladas y los controles se hicieron crecer en medio HCO
liquido segun Abarca et al., (Citado por Reguero et al., 1994) y en medio T3 sélido
segun Travers et al (1987) (Tabla 4), hasta alcanzar una esporulacién maxima, es
decir, cuando se observé que ya no permanecian formas vegetativas, sino
esporas y cristales, lo cual se consider6 el 100% aproximado de produccién de
cristales.
Se probaron dos temperaturas de esporulacién para cada medio, a 30 y 37 C para
determinar la mas adecuada para alcanzar el maximo de esporulacién en menos
tiempo.
Las cepas se examinaron por microscopia de luz con tincién violeta-safranina/OH
en objetivo de 100X (Tabla 5), para comprobar la esporulacion y produccion de

cristales en cepas endémicas y controles positivos y en todos los casos examinar

posible contaminacion.
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TABLA 6. Soluciones para electroforesis de proteinas

SOLUCIONES STOCK

g/100 ml

Solucion 1

1.5M Tris-HCI pH 8.8 18.15

Solucion 2

30% Acrilamida 30

0.8% Bisacrilamida 0.8

Solucion 3

0.5 M Tris-HCI pH 6.8 6
g/L 6 ml/L

Tampén para electroforesis

50 mM Tris-HCI 69

384 mM Gilicina 28.8¢

0.1% Sodio Dodecil Sulfato (SDS) pH 8.3 1g

Solucioén de coloracion

0.25% Azul de Coomassie 25¢g

50% Metanol 500 mi

10% Acido acético 100 ml

Solucién de decoloracion

5% Metanol 50 ml

7% Acido acético 70 ml
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TABLA 7. Gel SDS-PAGE 9% segun Laemmli

SOLUCIONES

VOLUMEN

Gel de separacién 9%

Agua destilada

Solucioén 1

Solucién 2

10% SDS

10% Persulfato de Amonio (APS)
TEMED

Gel de concentracion 6%
Agua destilada

Solucion 2

Solucién 3

10% SDS

10% APS

TEMED

Buffer Laemmli
Solucion 4

50% Glicerol

10% SDS
B-Mercaptoetanol (MET)
1% Azul de Bromofenol

4.5ml
3.75 ml
4.5 ml
0.15 mi
75 ul
7.5 ul

2.67 ml
1mi
1.25 ml
50 ul
25 pl
6

250 pl
250 pl
400 pl
100
10
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Para la preparacion de extractos de proteina, se uso el método para B.

thuringiensis. (Arambula, A. L. Comunicacién personal) (Figura 13).

Después de concentrar las células se agregé 1 ml de agua destilada y 7 pl de
Fenil Metil Sulfonil Fldor (PMFS) 100mM, se resuspendieron en vortex y se
centrifugaron a 6.000 rpm por 8 minutos, descartandose el sobrenadante.

Con el sedimento mantenido en hielo se lavd con agua destilada estéril tres veces,
en el ultimo lavado se descart6 el sobrenadante y se resuspendieron las proteinas
con el residuo de agua en vértex.

Dependiendo de la cantidad de material recolectado y del tamario del cristal de
cada cepa, se adicion6 1:1 viv (muestra + Tris 50 mM a pH 10 + buffer de carga).
Se sometieron a calentamiento a 100 C por 3 minutos, se centrifugd por un pulso
de 10.000 rpm. por 3 segundos y se corrieron en una electroforesis en gel de
poliacrilamida al 9% en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), utilizando una
camara para electroforesis de proteinas CBS MGV-202 conforme las instrucciones

del fabricante.

3.2.2 Inmunoblotting

Las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa en una camara de
transferencia de proteinas CBS EBU-202, manejada segun especificaciones del
fabricante (Tabla 8) y la eficiencia de transferencia se confirmé por coloracién del
gel con azul de Coomasie.

Posteriormente, las proteinas se sometieron a inmunodeteccién con un anticuerpo
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B. cereus en medio Ceélulas SIlE(.Bt en medio Controles positivos en medio
HCO liquido y T3 soélido HCO liquido y T3 sélido HCO liquido y T3 sélido

v

Centrifugacién a 8.000 rpm por 10°
de 1 ml de medio liquido y de una

Ly asadade medio solido en agua g
destilada

v

Resuspender en 1 mi de agua
destilada con 7 ul de PMFS 100

mM

Vortex y centrifugar a Sedimento en Lavar con agua destilada fauf
6.000 rpmpor 8 [ hielo —> tres veces y o
resuspender con vortex { }

£ 9

Agregar 1:1 viv ! j;{-‘i

muestra+ Tris50 MM |g— | 8 .

+ Buffer de carga :L &
()

Bt

Calentamiento a Centrifugar por un pulso A

100 C por 3’ H 10.000 rpm por 3" g i’{

Electroforesis en gel de
poliacrilamida SDS-PAGE al 9% [€&—
a 80 voltios por 2 horas

v

Transferencia de proteinas a
membrana de nitrocelulosa
200 miliamperios por 3 horas

FIGURA 13. Preparacion de extractos de proteinas y resolucién en geles SDS-
PAGE 9%, segun Laemmli.
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TABLA 8. Soluciones para Inmunoblotting

SOLUCIONES VOLUMEN
Buffer Towbin 1L
25 mM Tris-HCI 3g
192 mM Glicina 144 g
TBS 50 ml
20 mM Tris-HCI 121 mg
150 mM NacCl
TBST S0 mi
20 mM Tris-HCI 121 mg
50 mM NaCl
0.05% Tween 25 ul
1% BSA en TBST 50 ml
1% (w/v) Blot-Qualified BSA en TBST 500 mg
Guayacol+Peroxido de hidréogeno 40 ml
Buffer fosfato 10 mM 39.9 ml
Guayacol 90 ul

H,0, 20 wl
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primario policlonal, constituido por anticuerpos generados en ratén, contra las
proteinas totales del cristal de Bt subsp. israelensis (Donacion de Sergio Orduz,
CIB, Colombia) y se agreg6é un anticuerpo secundario conformado por una
antiinmunoglobulina G de raton, producida en ovino y marcada con peroxidasa

(ProtoBlot Western Blot Sistema AP. Promega) (Figura 14).
3.3 PRUEBAS BIOQUIMICAS

La determinacién bioquimica se realiz6 de dos formas:

= Para Arginina Dehidrolasa (ADH), Ureasa, Sacarosa y Esculina, se utilizé6 BBL
Crystal, Gram positivos/GP; segun las especificaciones de la casa comercial
Becton Dickinson.

= Para Voges Proskauer, Lecitinasa, Produccion de Catalasa, Caseina,
Hemodlisis en agar sangre, Oxidasa, Reduccién de Nitrato, Produccion de acido
a partir de Glucosa, Hidrolisis de Almidon, Catalasa, Crecimiento en NaCl al

7% y Crecimiento anaerobico, como lo indican Finegold & Martin, 1983.
3.4 BIOENSAYOS
3.4.1 Adecuacion de Jaulas

Las jaulas fueron suministradas por la seccién de entomologia de la Escuela de

Biologia de la UIS; estas son cajas con armazén y fondo de madera, forradas a
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Membrana de
nitrocelulosa con las
proteinas transferidas

r

Incubacion con el
anticuerpo primario
diluido 1/1000 en TBS
por 30’ con agitacion
suave

Saturacion de la
membrana con TBST+BSA
por 30 °

Lavado de la membrana
3 vecesen TBST por 7 *

cada uno

Incubacion con el
anticuerpo secundario
( Anti 1gG de raton
marcado con peroxidasa)
diluido 1/5000 en TBST
por 30’ con agitacion
suave

<

Lavado de la membrana
3 vecesen TBST por 7'
cada uno

Lavado breve 2 veces
con TBS para remover el
Tween 20

Revelado con guayacol +
perdxido de hidrogeno
por 15’ en oscuridad

FIGURA 14. Inmunoblotting para los aislamientos de B. thuringiensis
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los lados por malla de alambre de poro mediano y poseen una manga de tela por
la cual se manipulan los insectos. Dichas jaulas fueron lavadas, secadas y sobre-
forradas con muselina blanca (Figura 15).

Para la colocacién del medio de oviposicion (Tabla 9), se usaron platos de icopor
pintados con vinilo negro, con el fin de resaltar el color de las larvas facilitando su
manipulacion (Figura 16) y recipientes de plastico con tapa de malla y plastico.
Para la alimentacién de las larvas se utiliz6 un medio sencillo que provee
carbohidratos y proteinas (Tabla 9); éste fue depositado en cajas de Petri y en
cajas de icopor. El agua fue servida en pequerios vasos plasticos transparentes y
éstos colocados por inversion en cajas de Petri con fondo de algodon, de manera

tal que el agua se liberara gradualmente (Figura 17).

3.4.2 Captura de insectos

La captura de adultos de M. domestica se realiz6 en instalaciones de una avicola,
ubicada en la Mesa de los Santos - Santander. Para esta labor se utilizaron
redes entomolégicas y bolsas plasticas; estas ultimas fueron infladas para evitar
que los insectos se asfixiaran o maltrataran. Posteriormente los adultos
capturados se trasladaron de forma réapida al Laboratorio de Biologia Molecular de
la UIS, secciéon invernadero y fueron ubicados en las jaulas de madera

previamente adecuadas (Figura 18).
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FIGURA 15. Jaulas para el mantenimiento de M. domestica

FIGURA 16. Medio de oviposicién utilizando platos de icopor pintados de negro
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TABLA 9. Medios utilizados en la cria de M. domestica para el bioensayo

MEDIO

INGREDIENTES

OVIPOSICION (MOVv)

ALIMENTACION (MA)

Mezcla de salvado de trigo y agua
El salvado de trigo debe quedar humedecido

Mezcla en partes iguales de panela de cafna
de azucar triturada o rallada y leche en polvo
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FIGURA 18. Jaulas con V.

domestica.
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3.4.3 Aclimatacion

Los adultos de M. domestica fueron alimentados y observados durante 6 dias. Los
sobrevivientes adaptados a las nuevas condiciones de vida, se utilizaron en el

ensayo de desarrolio (EnDes).

3.4.4 Ensayo de Desarrollo (EnDes).

Algunos parametros establecidos para el cuidado y crianza de M. domestica en
esta metodologia, estan basados en un estudio preliminar realizado en
poblaciones de este insecto en Bucaramanga por estudiantes de la materia
Biologia del Desarrollo, de la Escuela de Biologia de la U.lL.S, (Bertel. M
Comunicacién personal.)

Partiendo de la poblacién aclimatada a las condiciones de laboratorio, se
escogieron 44 individuos, de los cuales el 50% eran machos y el otro 50%
hembras. Para la seleccion de los insectos se utilizaron los parametros de
dimorfismo sexual citados en la literatura. Se tomaron fotografias para evidenciar
estas diferencias, con un camara Canon EQO5.

Una vez colocados en la jaula, se introdujo el MOv (Tabla 9), contandose este dia
como el numero 1 del EnDes.

Obtenidos los primeros huevos, se retiraron los platos con MOv y se trasladaron a
una jaula aparte para su cuidado. Cada dia era revisado el estado de humedad del
MOv y el abastecimiento de agua de los adultos, igualmente cada dia se procedio

a mezclar este medio para evitar el desarrollo excesivo de hongos.

b
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Al alcanzar el dia 5, y por la facilidad de manipulacién, las larvas fueron censadas

y pasadas a cajas plasticas con tapa de malla y plastico (Figura 19). La

finalizacion del EnDes estuvo determinada por el nacimiento del ultimo adulto de la

F1.

Conociendo los porcentajes de supervivencia en cautiverio de estas camadas y

conociendo los porcentajes de supervivencia referenciados por Bertel. M. E‘q
iR

(Comunicacidén personal), se procedidé a desarrollar el ensayo preliminar de kD
s‘\'

}ij;.-,-'l"_.'; o

toxicidad (EPT).
3.4.5 Ensayo preliminar de toxicidad (EPT)

El objetivo principal de éste, fue detectar el posible efecto tdxico de los aislados

caracterizados como Bt, en una poblacion conocida de larvas de M. domestica.
3.4.5.1 Desarrollo del EPT

Inicialmente se prepararon los cultivos bacterianos para la liofilizacién;

procediéndose a liofilizar segun la metodologia utilizada en el Laboratorio de

Alimentos de la U.1.S, sede Guatiguara. Con el liofilizado obtenido se realizaron 2
diluciones de cada una de las lineas celulares bacterianas en estudio, usando
agua destilada estéril como solvente, en concentraciones de 0,5 mg/ml y 1 mg/ml

(Indrasith et al., 1992).
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FIGURA 19. Cajas plasticas y platos de icopor con medio de oviposicidon para el

mantenimiento de larvas.
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Se inoculé al MOv que contenia 20 larvas de Musca domestica de 2-4 dias de
eclosionadas (Figura 20), colocando 2 réplicas por cada aplicacion y utilizando un

control negativo (sin Bt.). A las 24 horas se realizé la lectura de mortalidad.

3.4.5.1.1 Preparacion de cultivos de B. thuringiensis para liofilizacion h”“""’!

Para la liofilizacion de las cepas de Bt se siguieron los siguientes pasos:

= Se tomd una asada de la cepa pura en cultivo sélido y se inoculé en 10 ml de
medio liquido T3. Se incub6 con agitacion a 250 rpm por 24 horas a 30 C.

= Se incorpord el indculo, previamente incubado, a 500 ml de medio liquido T3.
Se dej6é a una agitacion de 250 rpm a 30 C hasta esporulacion y produccién de
cristal paraesporal.

= Se agreg6 1 ul de Metil Fenil Sulfonil Fluor (PMFS) 100 mM, por cada{;ml de
medio.

= Se recogid el medio en tubos de polipropileno estériles y se centrifugd a 5.000

rem hasta sedimentacion de las bacterias.

= El precipitado se lavo con agua destilada estéril 3 veces.

= Por ultimo la biomasa recolectada se conservo a —20 C.

» Partiendo de cultivos sélidos que llegaron al 100% de esporulacion, previa
revision microscépica, se raspd con rastrillo de vidrio la superficie del agar,
lavando con 3 ml de agua destilada estéril.

= Se recogio todo el crecimiento de la caja usando pipetas estériles.
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FIGURA 20. Larva de M. domestica seleccionado para el ensayo preliminar de

toxicidad (EPT). Se usaron larvas de un tamano entre 2 y 6 mm.
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» Se guardd en tubos de polipropileno, agregando 1 ul de PMFS 100mM por
cada ml de agua presente en el tubo y se procedié a lavar como en el caso
anterior.

= |os medios sélidos usados fueron T3 y Agar LB.
C
3.4.5.1.2 Liofilizacion de cultivos de B. thuringiensis “‘
¥
= Se descongel6 a temperatura ambiente la biomasa colectada.
ml y en viales de vidrio de 3 ml.

» Se congelo6 la muestra utilizando hielo seco y acetona al 100%, tratando de que

esta quedara pegada alrededor de las paredes del recipiente usado.

= |Los recipientes se colocaron en el liofilizador Frezee Dry System / freezone

4 5. Labconco, hasta obtener la biomasa libre de liquido. \ -,;-_,3.’:':J
E _,__.‘_::‘.:;:’L
= Para recoger el liofilizado se utilizd una varilla de vidrio y se guardaron en
o . L . o %ﬂm”g
tubos de polipropileno o viales de vidrio estériles con su respectivo rotulo. bpie:
-_.'_v'.‘;i_r;-
s

3.4.5.1.3 Preparacion de las diluciones

e Se pesd la cantidad de muestra necesaria para preparar cada dilucién,
recogiéndola en tubos de polipropileno estériles.
e Se agregd agua destilada estéril y se agitdé (eventualmente con vértex) hasta

su disolucion.
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3.4.5.1.4 Inoculacién de las diluciones de Bt al MOv (MOv-Bt)

Se tomaron 20 larvas de 2-3 dias de M. domestica, se depositaron en

[ ]
recipientes de icopor pintados de negro al cual se le adicion6 MOv fermentado.
&
¢ Se inocularon 5 ml de las suspensiones de liofilizado bacteriano (0,5 mg/ mly [(4

1 mg / ml) a las larvas seleccionadas. La profundidad del MOv no fue menor de

2 cm, para asegurar el enterramiento de las larvas. Esto corresponde

aproximadamente a 14 g. de salvado de trigo humedecido previamente con

agua. Las cajas se mantuvieron tapadas con otra caja igual, pintada de negro y
b ol

con pequenos poros para el paso de aire.
| S

¢ Se ensayaron 2 réplicas por cada prueba y por cada dilucién, usando la misma
{ !

poblacion de larvas, utilizando como control negativo larvas en MOv sin Bt.
& rjﬁ

Las lineas celulares usadas para el EPT fueron SilEI.Bt 26, 27, 67, 88 y Bt.

L]
darmstadiensis (CIB) como posible control positivo (Orduz, S. Comunicacion

personal).
La lectura de mortalidad se realizo a las 24 horas, teniéndose en cuenta larvas

vivas y muertas y determinandose como larvas vivas, cualquiera que tuviera

movimiento al ser punzada por una aguja de diseccion.

3.5 AISLAMIENTO DE UN BACTERIOFAGO PRESENTE EN EL AISLADO
SilEL.LBt 26 E INFECCION DE OTRAS LINEAS CELULARES (Segun BGL

of Massachusetts, 1989)
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3.5.1 Aislamiento del fago

Con palillos de madera estériles se tomaron de 3 a 5 placas presentes en el

medio de cultivo, cortando el medio alrededor de la placa.

o Este material se deposité en tubos de vidrio tapa rosca que conteniande 3 a 5
ml de agua peptonada estéril al 1% (Tabla 10) .

e Se agitd con vértex durante 3 min. para homogenizar la suspension.

e Se agregd en cada tubo 100 ul de cloroformo por cada ml de agua peptonada y
se agitd fuertemente, dejando reposar entre 3y 5 min.

e Se centrifugd a 3000 rpm durante 10 min.

e Se filtr6 el sobrenadante usando filtro Millipore 0.45 um.

e El filtrado se almacend en tubos de vidrio tapa rosca estériles y éste

corresponde a la suspension de fagos libre de células bacterianas.

3.5.2 Infeccion de lineas celulares con el fago de SilEl.Bt 26
* Se empled la técnica de siembra en doble capa, utilizando una primera capa de
NSA sdlido y una segunda capa de NSA blando (Tabla 10)

* El agar blando se mantuvo en estado liquido en tubos de vidrio estériles de 13
por 100 en bafio de agua entre 45 y 50 C (punto de fusion del agar), colocando
3 ml de medio NSA blando por cada tubo.

o A este medio se le adicioné la linea celular a infectar y el fago, en cantidades

de 100 ul cada uno.
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TABLA 10. Medios nutritivos usados en el aislamiento del fago SIlEI.Bt 26 y en la

infeccion de lineas celulares.

INGREDIENTES CANTIDAD/LITRO CONCENTRACION FINAL
Agar Lambda (AX) 1X
Triptona 10g
NacCl 25¢g
Agar-agar 15¢g
A Blando 1X
Triptona 109
NacCl 25g
Agar-agar 6g
Agua peptonada 1X
Peptona 10g
Agua destilada 1000 ml
MedioR * 1X
Bactotriptona 109
Extracto de levadura 19
NacCl 8g
Medio AgarR * 1X
Bactotriptona 10g
Extracto de levadura 19
NacCl 8¢
Agar-agar 129
Medio Agar R-blando * 1X
Bactotriptona 109
Extracto de levadura 1g
NaCl 8¢
Agar-agar 6g
Caldo caso 30g 1X
Agar Nutritivo Salino (NSA) 1X
Caldo nutritivo 8¢
NaCl 4q
Agar-agar 15¢
NSA Blando 1X
Caldo nutritivo 8g
NacCl 4q
Agar-agar 75¢

Todos los medios fueron autoclavados a 15 presiones durante 15 minutos.
* Después de autoclavar se les adicion6 2 ml de CaCl; IMy 5 ml de glucosa 20 %
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e Se mezcld para garantizar la homogeneidad y el contacto de las células con el

fago.

Se vertidé en el medio NSA seco (Tabla 10) y atemperado (37 C), cubriendo

completamente la superficie del medio sélido.

e Se dejo solidificar a temperatura ambiente.

e Seincubd a 37 C por 24 horas. E?
Para visualizar claramente la formacién de placas, se realizaron siembras ¥

individuales de la suspension del fago sin diluir y de una serie de diluciones en

agua peptonada al 1%, 10" hasta 10 las cuales se procesaron como se _
describio anteriormente.

L =
e Para el cultivo de las lineas celulares a infectar, se usé Caldo Nutritivo Salino :

(CNS) y Caldo Caso (CC) (Tabla 10) y se prosiguié como se describe a

continuacion:

A B g s

| e

e Se tomo 1 asada por cada ml de caldo (si se parte de un cultivo solido) o 100 i { j

de caldo inicial por cada ml de caldo a inocular (si se parte de un cultivo liquido)

e
!
=

y se inoculd en 3 a 5 ml de caldo de crecimiento (CNS o CC).

e Se agitdé suavemente y se dejé a 37 C durante 14 a 18 horas. Se debe verificar

la pureza de los cultivos iniciales.
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4. RESULTADOS

4.1 AISLAMIENTO DE CEPAS ENDEMICAS DE B. thuringiensis

4.1.1 Area de muestreo

De las 55 muestras procesadas, 13 fueron tomadas en el primer sector y 42 en el
segundo sector. Las muestras representaron los sitios caracteristicos de la
geografia de la Mesa de los Santos. El aislamiento de Bt se produjo de la
seleccidon hecha a tres muestras de suelo, las cuales pertenecian al segundo
sector. De la muestra # 20, se aislaron dos cepas de Bt, con caracteristicas
microscopicas diferentes (Cuadro 6).

La obtencién de Bt se dio en lugares con buena humedad y una capa de humus
entre los 2 y 5 cm. En aquellos sitios en los cuales la capa vegetal era pobre y las
condiciones de humedad eran muy bajas 0 excesivamente altas, no se aisld
ninguna muestra de Bt.

De las 55 muestras procesadas, 15 fueron tomadas de zona boscosa, donde 3
muestras resultaron positivas para Bt (Cuadro 6), lo que representa un 5.45% del

total de muestras procesadas y un 20% de las tomadas en zona boscosa.
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CUADRO 6. Ubicacion y caracteristicas de las muestras de suelo positivas para

aislados de Bt

MUESTRA | AISLADO DE
DE SUELO Bt CARACTERISTICAS LUGAR
SIlELBt 26 Terreno humedo de color{Entrada a la finca La
20 S'lEIhBt 57 |Negro cubierto de pasto, bajo|Caseta. Segundo sector.
el la sombra de arboles.
A 500 m de la escuela la
Bosque poco intervenido con|Esperanza, a 90° Este,
41 SIIEI.Bt 67 |una capa de humus de 2 a 3|entrando por la cerca a
cm de grosor pocos metros. Segundo
sector.
Bosque, junto a un tronco|Dentro del bosque, a 300
47 SIlEI.Bt 88 |jcaido. Capa de humus de 3 a|m de la cerca de entrada.

4 cm de espesor

Segundo sector.
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4.1.2 Aislamiento de colonias endémicas

e Fase 1: Seleccion con acetato de sodio - choque térmico

En esta fase se seleccionaron 125 colonias de 55 muestras analizadas, por
presentar las morfologias coloniales mas predominantes y mas parecidas a las

descritas para Bt.

e Fase 2: Esporulacion y determinacion morfolégica

De los 125 aislados endémicos incubados bajo condiciones favorables de
nutrientes y temperatura en medio de cultivo sélido T3, 3 desarrollaron la
morfologia colonial tipica de Bt, representando un elemento de valor para su
identificacién dentro de este género. Las caracteristicas macroscopicas de estos 3
aislados endémicos corresponden con las descritas en la literatura para Bt
(Cuadro 7) (Figura 21).

La revisidbn microscopica se realizé utilizando coloracién de Wirtz y violeta -
safranina/OH (Tabla 5). Las 125 colonias seleccionadas en la Fase 1
correspondian a morfologias del tipo Bacillus spp con esporas subterminales o
terminales que no deforman el cuerpo del baciio.

Microscopicamente tres aislados endémicos se describieron como B. thuringiensis

por mostrar: formas vegetativas bacilares de tamafo mediano a grande; extremos
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CUADRO 7. Descripcion de la morfologia colonial de los aislados endémicos de Bt

CARACTERISTICA DESCRIPCION
Tamano Grande
Plana
Forma
De borde irregular
Lobulado y/o arborescente
Superficie Rugosa
Consistencia Blanda

Aspecto

Opaco, mate

Pigmento

Blanco cremoso

Hemodlisis en Agar sangre

Beta
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FIGURA 21. Caracteristicas macroscopicas de Bt en medio T3.
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redondeados y formacion de cadenas; presencia de espora en posicion
subterminal que no deforma el cuerpo del bacilo y produccién de inclusiones
cristalinas con diferentes formas, adyacentes a la espora.

Las colonias fueron denominadas SIlEI.Bt 26, SilEI.Bt 27 y SilEI.Bt 67 (Figura 22y
23a). Estas inclusiones se describen morfoldgicamente en la Tabla 11.

La utilizaciébn de medio T3 como inductor de esporulacion para las 125 colonias
seleccionadas en la Fase 1, permitié observar presencia de espora entre el tercer
y quinto dia después de la inoculacion del medio de cultivo.

La aparicién del cristal paraesporal se evidencio utilizando la coloracién de Wirtz

(figuras 22 y 23a) y violeta-safranina/OH (Cuadro 8).

e Fase 3: Revision final

Esta fase permiti6 examinar de forma concluyente los aislados endémicos,
encontrando que una de las colonias que inicialmente no mostré el complejo
espora-cristal en los dias determinados para su revision, [0 produjo posteriormente
utilizando el medio TSE (Tabla 4). El aislado fue denominado SilEl. Bt 88 y su
origen, caracterizacion macro y microscopica se observan en los cuadros 6, 7 y 8

y en la tabla 11 (Figura 23b).
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< o

FIGURA 22. Morfologia microscépica de los aislados SilEI.Bt 26 (a) y SilEI.Bt 27
(b), utilizando coloracién de Wirtz. En los circulos se observan los cristales de

forma bipiramidal.
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FIGURA 23. Morfologia microscopica de los aislados SilEI.Bt 67 (a) y SilEI.Bt 88
(b), utilizando coloracién de Wirtz. En los circulos se observan los cristales de

forma romboide para SilE|.Bt 67 y ovoide para SilEl.Bt 88.

La foto SilEl Bt 26 (a) se tomo con un filtro para microfotografia de alto contraste.
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TABLA 11. Caracteristicas morfolégicas de las inclusiones cristalinas de los

aislados endémicos de Bt

AISLADO NATIVO FORMA DEL CRISTAL

DESCRIPCION GENERAL

SilEl.Bt 26

SilEl.Bt 27

SilEl.Bt 67

SilEl.Bt 88

Bipiramidal

Bipiramidal

Romboidal

Ovoide

Del tamafio de la espora.

La resoluciéon del microscopio de luz
a 100X permite observar una
estructura unica a manera de un
cristal bipiramidal, con una
incrustacion angulosa en una de sus
caras, que es cuatro veces mas
pequeio que el bipiramidal y se
sugiere que es cuboidal. Al parecer
esta morfologia puede corresponder
al doble cristal de Bt subsp. kurstaki
HD -1 basado en Carton (1988,
citado por Glazer et al., 1995).

Mas grande que la espora

Del tamano de la espora

Casi tan grande como la espora
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CUADRO 8. Control de la formacidon de cristales de los aislados endémicos de B.

thuringiensis

R DIAS DE CRECIMIENTO T
AISLADOS* "

3 4 5 6 7 9 10!
SilEl. Bt 26 g ]
SilEl Bt 27 @
SilEl. Bt 67 %
SIlEI. Bt 88 @

*Medio T3 solido; @ aparicién de cristales.
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4.1.3 CONSERVACION DE LOS AISLADOS ENDEMICOS

4.1.3.1. Stock de esporas

Los aislados morfoldgicamente caracterizados como Bacillus spp. pasaron a

formar parte del cepario de la Escuela de Bacteriologia de la UIS (BACTUIS).

4.1.3.2 Tiras de papel de filtro

Usando este sistema de conservacion quedaron en cepario de BACTUIS, 96

aislados incluyendo los identificados morfolégicamente como Bt.

4.2 CARACTERIZACION MOLECULAR DE AISLAMIENTOS ENDEMICOS DE

B. thuringiensis

4.2.1 Electroforesis de proteinas

Para la realizacidén de las electroforesis de proteinas, los aislados SilEI.Bt y los
controles positivos y negativo, se inocularon en medio liquido HCO y en medio
sélido T3, para determinar en cual de los dos medios se obtenia un mejor perfil
elctroforético. Ademas se probaron dos temperaturas de esporulacion, a 30 y 37
C. La temperatura mas adecuada para cada aislado fue aquella en la cual

alcanzaba en menos tiempo su maxima produccion de cristales, tomandose como
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la condicién el cultivo sin formas vegetativas, sino esporas y cristales en
abundancia, lo cual se consider6 como un 100% de produccién de cristales.

Al utilizar HCO liquido como medio de esporulacién, no se alcanzé el maximo de
produccién de cristales en ninguna de las cepas. En este medio se observé la
persistencia de esporas y células vegetativas hasta el momento de realizar el
aislamiento de proteinas. La produccién maxima de cristales en este medio, se
calculé en un 80% aproximadamente.

En comparacién con el medio HCO, el medio T3 presenté una esporulacion del
100% en todas las cepas, con excepcién del control positivo Bt subsp. toumanoffi,
que no alcanzd una produccién de cristales del 100% en ninguno de los dos
medios utilizados. Bt subsp. foumanoffi, mostré una produccidn muy baja de
cristales y la persistencia de gran cantidad de bacilos sin esporular, condicién que
permanecia constante a partir del dia 18. En comparacién con las cepas que
producian cristales en un 100%, la produccién de estas se calcul6 entre un 40 a
60% aproximadamente. En este caso se esperaron 5 dias y se observd que la
esporulacion y produccion de cristales se mantuvo en las mismas condiciones, y
se procedié a preparar el extracto de proteinas. Después de sucesivos repiques,
Bt subsp. foumanoffi, no presenté produccion de esporas y cristales.

Al utilizar como temperatura de esporulacién 37 C en medio HCO, 6 cepas
alcanzaron en menos tiempo su maximo de produccion de cristales. Solo la cepa
nativa SIIEL.Bt 67 y los controles positivos Bt. subsp. morrisoni y Bt subsp.
toumanoffi, utilizaron menos tiempo pero a temperaturas de 30 C en este medio
(Grafica 1). En medio sélido T3, igualmente 6 cepas produjeron el maximo de

cristales en menos tiempo a 37 C y 3 cepas a 30 C, pero se observé que la colonia
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Produccion de cristales en medio
liquido HCO

30 +

E30C
m37cC

SilEl.Bt26
SIlEIl.Bt27
SIlEI.Bt67
SilE|.Bt88
Bt israelensis
Bt morrisoni

Bt
darmstadiensis
Bt toumanoffi
Vectobac

GRAFICA 1. Condiciones de temperatura y tiempo empleadas en cultivos en
medio HCO para la preparaciéon de extractos de proteina bacteriana. Las
columnas rayadas indican la temperatura en la cual se incubd la cepa hasta la
preparacion del extracto de proteinas; la produccion de cristales fue inferior al

100%.



Resultados - 104

SilEI.Bt 88, alcanzé en menos tiempo su maximo de produccién a 30 C y el control
Bt subsp. toumanoffi llegd al maximo de produccion a 37 C (Gréfica 2). La
temperatura a la cual se mantuvieron la mayor parte de las cepas fue 37 C en
ambos tipos de medios.

El analisis electroforético de proteinas aisladas de los cultivos de cepas
endémicas y controles en medio HCO, mostré gran cantidad de bandas que
corresponden a proteinas totales de la bacteria.

Las 4 cepas SilEl.Bt presentaron bandas en un rango entre 130 y 20 KDa. Estos
pesos corresponden al rango de peso molecular de las proteinas del Bt citados en
la bibliografia (Orduz et al., 1994; Thiery et al., 1997). Las bandas que comparten
estan ubicadas a 130,125, 70, 60, 45, 35, 33 y 28 KDa aprox. (expresién menor
125y 97)

El control positivo utilizado israelensis CIB, mostr6 un patron de bandas que
corresponde con lo citado en la bibliografia (Orduz et al., 1994; Thiery et al., 1997),
exhibiendo bandas a la altura de 125, 97, 70, 68, 60, 50, 45, 35, 29 y 28 KDa
(Figura 24).

El resultado de las otras cepas israelensis usadas como controles positivos,
mostré que a pesar de presentar bandas con los mismos pesos moleculares que
la anterior, el nivel de expresion de las proteinas no era la misma.

En la cepa israelensis (UNAL) la expresidn de algunas proteinas era mayor que en
la cepa de la CIB, e.g., las ubicadas a 35 y 28 KDa, igualmente en la cepa
israelensis aislada del producto comercial Vectobac la expresion fue mayor en las

bandas ubicadas a 95 y 30 KDa.
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Produccion de cristales en medio

soOlido T3
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SIlEI.Bt26
SIlEl.Bt27
SilEI.Bt67
SilEl. Bt88
Bt israelensis
Bt morrisoni

Bt
darmstadiensis
' Bt toumanoffi
Vectobac

GRAFICA 2. Condiciones de temperatura y tiempo empleadas en cultivos sobre
medio T3 para la preparacion de extractos de proteina. Las columnas rayadas
indican la temperatura en la cual se incubd la cepa hasta la preparacion del

extracto de proteinas.
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FIGURA 24. Electroforesis de proteinas de los aislados SilEI.Bt y controles, en
medio HCO liquido. Bs, B. subtilis, M, Bt subsp. morrisoni;, D, Bt subsp.
darmstadiensis; T, Bt subsp. toumanoffi; V, Vectobac; Ic, Bt subsp. israelensis
(CIB); In, Bt subsp. israelensis (UNAL); 88, 67, 27 y 26, aislados endemicos; MP,

marcador de proteinas.
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Los demas Bt no israelensis mostraron bandas con pesos correspondientes a los
del control positivo israelensis CIB como la de 125, 70, 60, 50, 45y 28 KDa.

En la cepa darmstadiensis la banda ubicada a 130 KDa muestra una
sobreexpresion de esta proteina.

A la altura de los 97 KDa, los aislamientos SIlEL.Bt 26, 67 y 88 mostraron la
presencia de una banda, que en el caso de la cepa SIlEI.Bt 27 es ligeramente
visible. El aislado SilEl.Bt 26 presenté una banda a la altura de los 42 y 68 KDa.
El aislado SilEl. Bt 88 presenta ademas, algunas bandas unicas, como las
ubicadas a los 43, 34 y 26 KDa, y la ausencia de otras como la de 20 KDa

presente en las otras tres cepas aisladas.

En el medio sélido T3, el analisis electroforético de proteinas presenté menos
bandas que en el medio HCO. Se observaron bandas comunes en los 4 aislados
de SIlEL.Bt a los 130, 60, 50 y 42 KDa (Figura 25).

En el control positivo israelensis CIB se observo el mismo patron de bandas visto
en la electroforesis utilizando medio HCO, pero con una expresion mucho menor.
El resultado de la cepa israelensis (UNAL), mostré un patron semejante en las
bandas en comparacion con israelensis CIB con diferencias en la expresion.

La banda ubicada a 35 KDa muestra una expresion mayor y la ubicada a 28 KDa
una expresion igual.

La cepa israelensis aislada de Vectobac mostré una expresion muy baja de sus

proteinas.
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FIGURA 25. Electroforesis de proteinas de los aislados SilEI.Bt y controles, en
medio solido T3. MP, marcador de proteinas; Ec, E. coli Bs, B. subtils;
V, Vectobac; M, Bt subsp. morrisoni; D, Bt subsp. darmstadiensis; In, Bt subsp.
israelensis (UNAL); Ic, Bt subsp. israelensis (CIB), 88, 67, 27 y 26, aislados

endémicos.
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Los demas Bt no israelensis mostraron una banda a los 130 KDa que concuerda
con el patron israelensis (CIB), con una sobreexpresion de esta proteina en la
cepa darmstadiensis. También se observaron bandas a los 60 KDa.

Las cepas SIlEIL.Bt 26, 27 y 67, mostraron el mismo patrén de bandas, con
expresiones similares de las proteinas ubicadas en 130, 125, 90, 33 y 27 KDa; en
la cepa SIlEI.Bt 88 se observaron bandas a los 45 42 y 38 KDa y no se observo la

banda de 125 KDa. La expresion fue menor en SilEI.Bt 88.

4.2.2 Inmunobloting

El analisis por inmunodeteccién para determinar la presencia de proteinas Cry,
utilizando anticuerpos policlonales antiproteinas del cristal de israelensis, dio como
resultado, en ambos medios usados para el aislamiento de proteinas, una

reaccion positiva para los cuatro aislamientos endémicos.

En el medio HCO liquido, el control positivo (CIB), mostré respuesta positiva al
anticuerpo, reaccionando las bandas ubicadas a la altura de 125, 60 y 28 KDa,
correspondiendo con lo reportado en la literatura, (Orduz et al., 1994) Ademas
aparecen otras bandas a los 55, 563, 35 y 33 KDa. En las otras dos cepas usadas
como control positivo, Bt israelensis de la UNAL y Vectobac, se observo reaccion

a la altura de 33 y 70 KDa, respectivamente.
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Bt subsp. foumanoffi mostré una banda a la altura de 40 KDa, darmstadiensis
bandas a los 125 y 40 KDa. y morrisoni a los 32, 33, 43 y 60 KDa. El control
negativo B. subtilis, no mostré ninguna respuesta al anticuerpo (Figura 26).

En los aislados SIlEI.Bt 26, 27 y 67 se observa una banda a los 68 KDa. En los
aislados SIlEI.Bt 27 y SilEI.Bt 67 se observaron bandas a los 125, 60 y 33 KDa;
ademas se observaron bandas unicas en los aislados SilEI.Bt 27 y SilE|.Bt 88, a

55y 45 KDa, respectivamente.

El resultado obtenido en medio sélido T3 mostré una reaccién similar para el
control positivo israelensis CIB, con bandas a la altura de los 125, 68, 35y 28
KDa, con la diferencia de que se observé una nueva banda de gran tamarno a la
altura de los 140 KDa (Figura 27).

En las otras dos cepas usadas como control positivo Bt israelensis de la UNAL y
Vectobac, se observo reaccidn de las proteinas ubicadas a 68, 35 y 28 KDa en el
caso de la UNAL y una banda muy débil ubicada a 125 KDa. Bt subsp.
darmstadiensis revelo la presencia de una banda ubicada a 125 KDa y una banda
débil a los 90 KDa. Bt subsp. morrisoni revelo la presencia de dos bandas débiles
ubicadas a 125 y 68 KDa.

Los controles negativos B. subtilis y E. coli, como es de esperarse, no mostraron

ninguna reaccion al anticuerpo.
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FIGURA 26. Western Blot de los aislados SilEI.Bt y controles, en medio HCO
liquido. Bs, B. subtilis, M, Bt subsp. morrisoni; D, Bt subsp. darmstadiensis; T, Bt
subsp. foumanoffi; V, Vectobac; Ic, Bt subsp. israelensis (CIB); In, Bt subsp.

israelensis (UNAL); 88, 67, 27 y 26, aislados endémicos.
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FIGURA 27. Western Blot de los aislados SiIlEI.Bt y controles, en medio sélido T3.
Ec, E. coli; Bs, B. subtilis, V, Vectobac; M, Bt subsp. morrisoni; D, Bt subsp.
darmstadiensis; In, Bt subsp. israelensis (UNAL); Ic, Bt subsp. israelensis (CIB);

88, 67, 27 y 26, aislados endémicos.
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En los aislados SIIEI.Bt 26, 27 y 67 se observaron bandas ubicadas a 125 y 60,
con sobreexpresion de la proteina y a 48 y 70 bandas muy débiles. El aislado
SilEl.Bt 88 muestra bandas débiles ubicadas a 125 y 60 KDa. Por lo tanto, los
aislados endémicos comparten bandas, con el patron Bt subsp. israelensis y con
los demas controles, ubioa&ias a 125 y 65, que pueden corresponder a proteinas

del cristal, ya que estan presentes en los controles utilizados.

4.3 PRUEBAS BIOQUIMICAS

En el cuadro 9 se muestran los resultados de las pruebas bioquimicas de los
aislados endémicos de Bt, comparados con los patrones utilizados; y en el cuadro
10 se comparan los aislados endémicos de Bt con especies de Bt formadoras y no

formadoras de cristal.

4.4 BIOENSAYO

4.4.1 Adecuacion de jaulas

De los recipientes usados para MOv, los plasticos resultaron ser mas utiles para el
desarrollo y crianza de larvas para la obtencion de adultos y los de icopor para la
realizacién del EPT.

Se encontraron pequeros insectos invasores tipo diptero en los MOv, mostrando
que las jaulas no son efectivas para aislar la poblacion en estudio de estos

insectos.



CUADRO 9. Resultados de las pruebas bioquimicas para los aislados nativos y comparacion con |os patrones.

PRUEBA BIOQUIMICA

AISLADOS DE B. thuringiensis

darmst?a:ﬁensis mor?ifsoni israe?(tansis SilEl.Bt 26 SIlEl.Bt 27 | SIIEL.Bt 67 SilEl.Bt 88
Voges Proskauer +P +P + +D +D +P +0
Caseina + + + + + + +
Arginina Dehidrolasa + + + + + + +
Lectinasa - - - - - - -
Catalasa + - - + + + +
gPIruogouSc;cién de acido a partir de + + + + N + N
Hidrolisis de almidén + + + + + + +
Reduccion de nitrato + + + + + + +
Hemodlisis en Agar sangre B B B B B B B
Agar NaCl 7% - - - - - - -
rCfg(f;‘imiento anaerobio a las 24 + + + + + + i
Esculina - - - - - + +
Sacarosa - + - + - - +

+P, débilmente positiva; +, reaccién positiva; - , reaccion negativa.

T - Sopbinsay



CUADRO 10. Comparacion de las caracteristicas bioquimicas entre especies de Bacillus, formadoras y no

formadoras de inclusiones cristalinas y los aislados SilE|. Bt

ESPECIES DE Bacillus

l(’)RUEBIA(\:

| A

BloauIM sphai;icus pog.;,ae sust'"is ceﬁ;us thuri n%ien sis | STIEIBt 26 | SIlEL.Bt 27 | SilEL.Bt 67 | SilEI.Bt 88
Voges Proskauer - - + + + +D +D +D +D
Caseina \'} - + + + + + + +
Catalasa + - + + + + + + +
oaegindedodosl 1 L e e e e e
Hidrélisis de almidén - - + + + + + + +
Reduccion de nitrato - - + + + + + + +
Agar NaCl 7% VvV - + + + - - - -
grrlggithi)?cr)l tgn agar l + } + + + + + -
Formacién de cristal + + ) Vv + N N N N

paresporal

+P: débilmente positiva; + : reaccién positiva; - : reaccién negativa; V : de caracter variable
Los resultados de B. sphaericus, B. popillae, B. subtilis, B. cereus y B. thuringiensis fueron tomados de Slepecky
& Hemphill (1992)

SLI - sopvjnsay
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4.4.2 Captura de insectos

Los lugares elegidos para la captura fueron muy frecuentados por M. domestica
para su reproduccién, viéndose una relacién entre altas poblaciones del insecto
con sitios aledafnos a galpones para la crianza de pollos y sitios con gallinaza
expuesta a la intemperie.

El uso de bolsas plasticas transparentes fue adecuado, tanto para el transporte,
como para el reconocimiento de los adultos de M. domestica, ya que al capturar
con las redes, otros insectos eran colectados y en este tipo de bolsas eran

facilmente reconocidos y descartados.

4.4.3 Aclimatacion

En general los adultos traidos de la Mesa de los Santos sobreviven en las jaulas
entre 12 y 18 dias. Algunos maltratados murieron rapidamente. Se observé que se
adaptaron facilmente al MA y al MOv.

Las hembras ovipositaron el dia 2 luego de la colocacion del MOv en estado de
fermentacién. Los huevos eclosionaron al dia siguiente de la postura. Las larvas
nacidas mostraron un incremento diario en tamario y color lo que indicaba la

asimilacion de los nutrientes del MOwv.
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4.4.4 Medios de oviposiciéon y alimentacion

El MOv presentd inicialmente una degradacion fermentativa a la par con el
desarrollo larval, mostrando un olor y color caracteristico. En la crianza de
posteriores camadas se encontraron cajas que tenian color y olor no acorde con lo
mostrado en desarrolios larvales normales.

Durante el acondicionamiento de las condiciones de crianza se presentd muerte
larval masiva en varias cajas con MOv. El analisis de muestras del MOv de las
diferentes cajas mostrd larvas de Rhabditoides de nematodos, observadas al
microscopio Optico en objetivos de 10 y 40 X. Por otra parte dichas muestras
observadas en KOH 10 % mostraron blastoconidias y artroconidias. Al cultivarse
en medios para hongos se aisld Trichosporon spp. (Torres. A, Comunicacion
personal).

Las larvas mantienen la humedad de su habitat por ello la adicion de agua al
medio es realmente innecesaria excepto en los casos en que la temperatura
ambiental aumenta y con ello la evaporacion.

El MA usado resulto ser efectivo y practico como fuente de nutrientes, ademas no

fue necesario cambiarlo constantemente.

e Descripcién de los cambios en el medio de oviposicion

Inicialmente el medio humedecido es ocre claro, luego de la eclosion de las larvas

el medio se aclara un poco mas incrementandose la humedad en el fondo del
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recipiente. Como el medio es homogenizado diariamente, el color de todo el
medio cambia de forma constante pasando finalmente a marrén oscuro (casi al

llegar el estado prepupal) .

4.4.5 Ensayo de Desarrollo (EnDes)

4.4.5.1 Duracion del ciclo de vida en cautiverio

La duracion total del cicio de vida de M. domestica fue de 14 dias. De huevo a
larva la duracion fue de un 1 dia; de larva a pupa, 6 a 7 dias, y de pupa a adulto, 7

dias. Los resultados del EnDes se exponen en el cuadro 11 y en la grafica 3.

4.4.6 Desarrollo del Ensayo preliminar de toxicidad (EPT)

4.4.6.1 Preparacion de cultivos de Bt para liofilizacion

4.4.6.1.1 A partir de cultivos liquidos

A partir de 500 ml de cultivo liquido crecido en medio T3, mantenido en incubacién

a 37 C, entre 15 y 21 dias, se obtuvo 5 mg. de liofilizado bacteriano. Por

observacion al microscopio éptico en objetivo de 100 X se evidencio que las lineas

celulares no llegaron a un 100 % de esporulacion.



CUADRO 11. Resultados del Ensayo de Desarrollo (EnDes)

DIAS LARVAS * pupas | ADULTOS NACIDOS VIVOS ADULTOS NACIDOS

TOTALES | MUERTAS HEMBRAS MACHOS | HEMBRAS | MACHOS
7 336 5 ] ; - ] ]
10 321 - 10 - - - -
15 317 4 ] - - ] -
17 317 1 10 - - ] -
19 306 - 4 5 - -
21 269 6 31 - 1 - -
22 222 3 44 23 20 1 -
23 158 4 60 - - - -
25 96 12 50 6 3 - -
28 57 4 35 67 63 2 11
29 0 5 52 - - _ -
TOTAL 44 292 100 92 3 11

* Poblacién larval inicial de 336 individuos.

G111 -Sopojnsay;
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Grafica 3. Ciclo de vida en M. domestica en el ensayo de desarrollo (EnDes).
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4.4.6.1.2 A partir de cultivos sdlidos

De 2 cajas de Petri cultivadas en agar T3, incubadas de 3-9 dias a 30 C, se
obtuvieron 6 mg. de liofilizado bacteriano.

De dos cajas de Petri cultivadas en agar LB, incubadas de 9-12 dias a 30 C, se
obtuvieron 2 mg. de liofilizado bacteriano.

Del raspado y lavado de 12 cajas de cultivo (para cada linea celular), realizado en
agar T3, se obtuvo entre 32 y 60 mg. de liofilizado bacteriano.

La aparicién del 100 % de esporulacidén fue controlada por microscopia 6ptica

como se citdo anteriormente.

4.4.7 Inoculacion de las diluciones al MOv

Se usaron dos diluciones: 0,5 mg. / ml y 1 mg. / ml, encontrandose en ambos
casos que luego de 24 horas todas las larvas permanecian vivas en el MOv
inoculado con las soluciones de liofilizado bacteriano, al igual que en el control
positivo.

Se continud el monitoreo diariamente hasta el empupamiento, observandose que
el desarrollo larval se presentd de manera normal, apareciendo pupas entre los

dias 6 y 7 de su ciclo de vida.
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4.5 DETECCION DE LA PRESENCIA DE UN FAGO BACTERIANO

La visualizaciéon microscopica de estructuras compatibles con placas producidas

por bacteriéfagos en el cultivo SIlEl. Bt 26, sugirié que éste podria portar un fago tﬁh

"

de tipo lisogénico. Este hallazgo es de gran importancia por la utilidad de los fagos IZ?E&S'EEE'

%_-....
en la manipulacion genética de estos microorganismos. ' j]

e

v “1“5
:._-ﬂ,_’fﬁ,.-_

4.5.1 Aislamiento del Fago

Para obtener el posible fago presente en la cepa SIlEI.Bt 26, se realizd el

—
| R T

aislamiento segun la metodologia citada anteriormente.

La forma de visualizar el aislamiento fue colocando en contacto lineas celulares de
Bacillus spp con el sobrenadante obtenido del aislamiento y observando la
aparicion de placas claras o turbias en los cultivos crecidos.

Los medios basales de cultivo para SilEl. Bt 26 en la fase previa al aislamiento del

fago, fueron: CNS y CC, siendo escogido este ultimo, por ser mas eficaz para la

multiplicacion celular.

4.5.2 Infeccion

Se logro infectar la linea celular Bt subsp. israelensis 1884 (CIB), observandose

placas claras y turbias (Figura 28). El cultivo se desarrollé en agar A.



Resultados - 123

FIGURA 28. B. thuringiensis subsp. israelensis (CIB) infectado con el fago

proveniente del aislado SIIEI.Bt 26. El circulo rojo sefala una placa turbia y el

circulo azul, una placa clara.
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Se intentd infectar posteriormente B. cereus, B. subtilis y SilEl. Bt 27, 67, 88,
usando agar i , sin observar apariciéon de placas.

Se intentd verificar el crecimiento de las lineas celulares en otros medios de
cultivo. agar R y NSA, pero en estos hubo poco crecimiento y tampoco se
observaron placas.

Para mantener el crecimiento de SIlEI.Bt 26 infectada por el fago se realizaron a2
varios repiques, no pudiendose obtener nuevamente un cultivo SilEI.Bt 26 que
presentara placas. Por esta razon en todos los casos de intento de aislamiento se

uso la misma caja donde inicialmente se presentaron las placas.
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5. DISCUSION

Con este trabajo se inicidé la investigacién sobre Bacillus thuringiensis en el
Laboratorio de Biologia Molecular de la Universidad Industrial de Santander. En
las condiciones del laboratorio, se procurd cumplir con los objetivos inicialmente
propuestos, ya que se establecieron las condiciones apropiadas para el
aislamiento de Bt de muestras de suelo y el desarrollo de técnicas moleculares
como Electroforesis de Proteinas e Inmunoblotting, estandarizandolas a las
condiciones del laboratorio, ya que ninguna de estas técnicas se habia realizado
antes en la UIS. Adicionalmente se sentaron las bases para el mantenimiento en
cautiverio de larvas de Musca domestica y para la realizacién de bioensayos con
estas larvas, puesto que en una revision bibliografica exhaustiva no se encontré

ningun reporte sobre bioensayos con larvas de este insecto.

Por razones de infraestructura los experimentos se llevaron a cabo en los

laboratorios de Biologia Molecular de la Escuela de Biologia y en los laboratorios

de la Escuela de Bacteriologia.

Se considera que este trabajo representa el punto de partida en investigaciones

sobre Bt en Santander, en la busqueda de nuevas toxinas y/o nuevos rangos de
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accion, que permitan su utilizacién en la solucién de problemas agricolas o de

salud publica a nivel regional y nacional.

En los siguientes parrafos se discutiran los resultados obtenidos en este trabajo,
con el fin de establecer las conclusiones y recomendaciones que deben seguir los o “)
futuros proyectos que se desarrollen en la misma area y bajo las mismas t'-:

condiciones.
5.1 AISLAMIENTO DE CEPAS ENDEMICAS DE B. thuringiensis

El analisis de los aislamientos de Bt obtenidos en la zona de la Mesa de los
Santos, Santander, muestra un resultado contrario al esperado ya que el numero
de aislados fue muy bajo con relacibn a la cantidad de muestras de suelo
tomadas, aunque el lugar se encuentra entre los rangos de temperatura y altitud
favorables para la obtencién de Bt en abundante cantidad, de acuerdo con
estudios preliminares sobre la bacteria y su distribucién geografica en Colombia

(Ascencio & Torifio, 1995).

Aunque esta zona posee temperaturas inferiores a los 20 C y su altitud es de 1700
m.s.n.m, suponemos es poco propicia para el desarrollo 0 asentamiento ecoldgico
del microorganismo. Esto tal vez debido a que la zona corresponde a una sabana
con pocas zonas aisladas de bosques y a terrenos secos con capa vegetal pobre,
que se inundan facilmente en temporada de lluvias, principalmente en el primer
sector; razén por la cual se ha aprovechado para el establecimiento de lugares de

recreacion, levante de ganado e instalacion de granjas avicolas. Las
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caracteristicas anteriormente mencionadas de la Mesa de los Santos, hacen
limitado el aislamiento de Bt y demuestran, tal vez, por qué no se da un control
biolégico natural sobre la mosca domestica.

El segundo sector muestra condiciones diferentes de vegetaciéon y humedad,
cuenta con una mejor capa vegetal y suelos con mayor permeabilidad.
Provenientes de este sector son los cuatro aislados de Bt obtenidos; todos
corresponden a sitios donde el nivel de humedad se mantiene por la presencia de
una buena capa vegetal y los rayos solares no inciden directamente. Esto
podemos evidenciarlo en la muestra de suelo 20, cuyo terreno se encuentra
cubierto por arboles y posee una capa vegetal gruesa, con buena humedad; de
esta muestra se aislaron dos cepas de Bt diferentes. Las muestras de suelo 41 y
47 corresponden a lugares boscosos, que presentan las caracteristicas antes
descritas en la muestra de suelo 20.

Para hacer una afirmaciéon concreta sobre el comportamiento ecolégico de este
microorganismo se requiere la elaboracibn de un disefio experimental que
muestree el total de la zona y relacione datos como caracteristicas del suelo, tipos
de vegetacion y relacidn de Bt con la microbiota del lugar. Ademas, es probable
que los pocos aislamientos de Bt obtenidos en este proyecto sean el resultado de
haber restringido el area de muestreo a una sola zona.

Segun los resultados obtenidos, el método de seleccién con acetato de sodio
utilizado para el aislamiento de Bt resultd ser satisfactorio, aunque al repicar en
agar LB se observo el crecimiento de otros bacilos formadores de espora, que al

igual que Bt son inhibidos en presencia de acetato de sodio 0.25 M.
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Basados en los reportes de Travers et al (1987) y Ascencio & Torifio (1995), al
usar el medio selectivo con acetato de sodio 0.25 M, los aislamientos de Bt de
diferentes regiones climaticas y zonas geograficas, arrojan resultados positivos, lo
que indica que el bajo numero de aislamientos reportados en este proyecto,
depende mas de la zona muestreada, que del método utilizado para el aislamiento
del microorganismo (Travers et al., 1987). Se complementé la seleccién con una
revisidbn usando Agar TSE para tener la certeza de no haber pasado por alto
alguna cepa de Bt que no hubiera producido cristal inicialmente en el medio T3;

esto suele presentarse como lo muestra Kablin et al., 1994.

5.2 CARACTERIZACION MOLECULAR DE AISLAMIENTOS ENDEMICOS DE

B. thuringiensis
5.2.1 Electroforesis de proteinas

Para el mantenimiento de los cultivos, previa realizacién de los aislamientos de

proteinas, se probaron dos temperaturas de incubacion a 30 y 3? C ’ La
temperatura a la cual un mayor numero de cepas alcén:;:é mas répid;mente su
maximo nivel de producciéon de cristales, fue 37 C. A 30 C solo los aislados
endé[n_‘icos SilEL.Bt 67 y 88 y el control Bt subsp. morrisoni, alcanzaron mas rapido
su maximo nivel de produccién de cristales. EI comportamiento de los otros dos
aislados endémicos, SilEI.Bt 26 y 27, mostroé practicamente el mismo crecimiento

en la relaciéon de temperatura 30 vs. 37, con una pequefa diferencia entre el

tiempo utilizado a 37 C, que fue menor. Igual sucedié con los demas controles.
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Estas diferencias muestran que cada cepa requiere condiciones particulares en las
cuales su crecimiento se ve favorecido, por lo cual muy probablemente entre los
aislados endémicos no se encuentra un mismo tipo de Bt, sino diferentes
subespecies con caracteristicas especiales de incubacién. La temperatura ideal
para el mismo propoésito debe determinarse experimentalmente para lograr un
maximo de produccion en el menor tiempo posible.

Durante la realizacion de las pruebas moleculares, se utilizaron dos medios para el
crecimiento de los aislados SiIlEI.Bt y de los controles negativos y positivos. El
método que se siguid para la extraccion de proteinas fue el mismo para ambos
tipos de medios, pero el resultado de la electroforesis y el Inmunoblotting, mostré
diferencias en cada uno. Mientras que al utilizar como medio de crecimiento HCO
liquido se obtuvieron gran cantidad de bandas con fuerte expresion, al utilizar
medio sélido T3, la cantidad fue menor y la expresion muy débil.

Estos cultivos permitieron concluir que el medio apropiado para la obtencion
maxima de cristales en cualquier cepa de Bt es el medio sélido. Probablemente, la
formacién de colonias conduce a una restriccion en la disponibilidad de nutrientes
y la acumulacion de desechos celulares y por consiguiente la induccién de la
esporulacion.

Debemos aclarar que en ninguno de los casos se realizé un aislamiento de los
cristales y que el perfil electroforético corresponde a la proteina bacteriana total.
Creemos que la razon de estas diferencias radica en el grado de esporulacion de
las células bacterianas. Al utilizar medio liquido las cepas no alcanzan un 100% de
esporulacién, y por consiguiente de produccidén de cristales, lo cual hace que

permanezcan formas vegetativas hasta el momento del aislamiento de proteinas.
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Esto explicaria la gran cantidad de bandas de las cuales unas deben corresponder
a proteinas de la célula vegetativa y otras a la espora y el cristal. En el medio T3 la
esporulacion y produccion de cristales fue del 100%, de tal manera que en el
momento del aislamiento de proteinas, se observaron pocas formas vegetativas, 1o
que permitiria afirmar que las bandas observadas corresponden en su gran
mayoria a proteinas de la espora y del cristal con niveles fuertes de expresion. Las
demés bandas corresponderian a proteinas de la célula vegetativa, cuya
expresion es minima por la poca cantidad presente en el medio.

En los casos en los cuales la proteina esta presente en un gel y no en el otro,
podriamos pensar que el nivel de expresidn de esta proteina es bajo, o por alguna
razdn la proteina no se esta expresando en ese tipo de medio. La razén de las
diferencias en los dos perfiles puede deberse, como hemos dicho, a que en el
medio liquido las células se mantienen en agitacion constante y por lo tanto
distribuidas en todo el medio. Por otra parte, en el medio sélido se concentran las
células en colonias lo que limita el crecimiento e induce esporulacién, lo que
muestra condiciones diferentes de disponibilidad de oxigeno. Sin embargo, no
descartamos la posibilidad de que algun componente propio del medio de cultivo
esté inhibiendo o activando la expresion de determinadas proteinas.

De ninguna manera consideramos que las condiciones de aislamiento y
electroforesis de proteinas, haya conducido a un fraccionamiento de las mismas,
de manera tal que percibiéramos en los geles solo aquellas que cumplieran con
ciertas propiedades fisico-quimicas.

Lo anterior nos permite afirmar que el resultado de los dos geles, tanto en medio

HCO como en medio T3 es esencialmente el mismo, evidenciado en la presencia
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de las mismas bandas. Por otro lado las diferencias en la expresion debidas a los
niveles de produccién del cristal de cada medio, nos permiten distinguir entre las
que corresponden a proteinas del cristal, i.e., aquellas cuya expresion esta
presente en ambos tipos de medio y las proteinas de la célula vegetativa que
muestran elevada expresién en medio liquido, pero menor o ninguna expresiéon en
el medio sélido T3.

En otras palabras, aunque el medio T3 permite una produccion de cristales mucho
mas eficiente, y por consiguiente mayor sintesis de proteina téxica, el medio HCO
refleja la expresion de una gama mas amplia de proteina bacteriana, i.e., proteina
vegetativa, espora y cristal, contraste que conduce a resultados que se
complementan y permiten hacer afirmaciones sobre |la naturaleza de las bandas.
Las proteinas de la espora, siempre presentes en los geles, podrian corresponder
a algunas de las bandas fuertemente coloreadas.

Las inclusiones de Bt subsp. israelensis contienen 4 polipéptidos principales,
Cry4A (125 KDa), Cry4B (135 KDa), Cry11A (68 KDa) y Cyt1Aa (28 KDa). (Thiery
et al.,1997). El control positivo Bt subsp. israelensis (CIB) presenté bandas que
coinciden con este reporte a los 125, 68 y 28 KDa. En el medio T3, la expresion de
las bandas es mucho menor, e.g., las ubicadas a 68 y 28 KDa.

Los 4 aislamientos endémicos exhiben algunas bandas que coinciden con los
pesos moleculares de las proteinas toxicas del control Bt subsp. israelensis (CIB),
y se ubican a la altura de los 125, 97, 68, y 28 KDa aprox., lo cual nos permite
especular que estas bandas pueden corresponder a las proteinas toxicas de estos
aislados, constituyendo un elemento mas que confirma la pertenencia de los

aislados a la especie B. thuringiensis. B. subtilis que pertenece al mismo género,
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carece de estas bandas, exhibiendo un patron de proteinas totalmente diferente
de los aislados y del control positivo Bt subsp. israelensis (CIB).

A pesar de que las cepas aisladas muestran parecidos con la cepa Bt subsp.
israelensis (CIB), no es posible afirmar que los aislados correspondan a esta
subespecie, menos aun cuando los otros controles utilizados, morrisoni,
darmstadiensis y toumanoffi, revelan proteinas de igual peso molecular que
israelensis. Otras proteinas Cry exhiben pesos moleculares similares, como es el
caso de las proteinas Cry 1 con pesos entre 125y 140 KDa, Cry 2 y 3, con pesos
de 70.9 y 70.8 respectivamente (Galan et al., 1995a).. Por lo tanto el resultado de
esta prueba no es suficiente para determinar la subespecie, por lo cual es
necesario realizar la prueba de antigeno flagelar, que si es concluyente (Barjac &

Franchon, 1990)

5.2.2 Inmunoblotting

El resultado de esta prueba utilizando los medios HCO y T3 para el aislamiento de
proteinas, reveld la presencia de bandas que corresponden a proteinas tipo cristal,
en los 4 aislados endémicos.

El extracto de proteinas del control positivo Bt subsp. israelensis cultivado en
medio HCO, mostré el perfil indicado en la bibliografia (Orduz et al.,, 1994),
observandose la reaccién de bandas ubicadas a 130, 68 y 28 KDa aprox., Por otra
parte, el Inmunoblotting utilizando extracto de proteinas del control israelensis
(CIB) cultivado en medio T3, revel6 las mismas 3 bandas presentes en el medio

HCO (130, 60 y 28 KDa)., lo cual indica que el resultado obtenido para los 4
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aislados endémicos es confiable. Es decir, podemos tener certeza de que los
métodos fueron correctamente utilizados y que los resultados son evidencia
suficiente para confirmar la existencia de proteinas tipo cristal en los aislados.

Las bandas comunes en ambos medios de cultivo, corresponderian a las
proteinas del cristal de Bt. subsp. israelensis. Sin embargo, en el medio T3 no se
observaron las bandas ubicadas a 55, 35 y 33 KDa. ya que en este medio la
produccion de cristales y esporas es de un 100%, es decir, no contiene proteina
vegetativa. Estas bandas en el medio HCO corresponderian a proteinas de la
célula vegetativa.

Tres razones nos permiten explicar el hecho de que contradictoriamente ocurra
reaccion entre los anticuerpos y algunas proteinas de cultivo liquido, mas no de
cultivos sélido, el cual, como hemos dicho, si contiene 100% de esporulacion.

Una posibilidad, es que las condiciones propias de los medios de cultivo inciden
sobre la regulacion de la expresion de genes involucrados en la formacién del
cristal o en la sintesis de las proteinas correspondientes, e.g., concentracién de
nutrientes, fuerza idnica, formacion de agregados bacterianos, acumulacion de
desechos celulares, etc.

Otra posibilidad es que durante la incubacion en medio liquido HCO, proteasas
bacterianas degraden las proteinas de la toxina formando péptidos de menor peso
molecular pero que conservan la capacidad de reaccionar con los anticuerpos.
Esta alternativa se reafirmaria teniendo en cuenta que para la preparaciéon de los
extractos de proteina se procedid a incubar o conservar los medios mas tiempo de
lo necesario mientras se obtenia esporulaciéon en las cepas tardias. Alli pudo

haber existido degradacion por las proteasas.
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Finalmente, una tercera posibilidad es que los anticuerpos policlonales anti-
proteina cristal de Bt subsp. israelensis pueden no ser especificos para proteinas
tipo cristal sino que contienen anticuerpos anti-proteinas vegetativas y de la
espora. Por consiguiente, los ratones vacunados con el extracto de proteinas
desarrollaron anticuerpos no solamente contra las proteinas del cristal, sino contra
otras de la misma bacteria. Esta afirmacion seria valida solo para algunas pocas
proteinas que habrian podido ser purificadas con los cristales por presentar
propiedades fisico-quimicas similares a la proteina cristal.

Cualquiera que sea la razdn de este fendbmeno, podemos afirmar con certeza que
la gran mayoria de proteinas que reaccionaron con los anticuerpos son de tipo
cristal paraesporal de Bt. A fin de descartar dos de las hip6tesis antes formuladas,
se debera hacer nuevas experiencias en las condiciones adecuadas.

La utilizacién de dos medios diferentes para cultivar las cepas antes de realizar la
extraccion de las proteinas, nos dio la posibilidad de comparar los resultados
sobre geles SDS-PAGE y ciertamente sugerir algunas bandas como propias del
cristal y otras como proteinas de la bacteria.

Dado que en medio HCO las bacterias no esporularon totalmente, la cantidad de
cristales y esporas no fue del 100% y permanecieron formas vegetativas sin
esporular, el resultado del Inmunoblotting nos permite pensar que las bandas
reveladas corresponden a proteinas del cristal y en menor proporcién de otro tipo.
Mientras que el medio T3 asegurd una esporulacién y produccién de cristales del
100%, donde no permanecieron formas vegetativas, sino esporas y cristales en
gran cantidad, lo que revelaria la presencia de bandas que pueden corresponder

no sdlo a proteinas del cristal, sino también de la espora.
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En el medio HCO, las cepas endémicas SIlEI.Bt 27 y 67, mostraron bandas a los
130 y 68 KDa; estas cepas también presentaron otras bandas que serian,
factiblemente, el producto de la reaccion de los anticuerpos con otras proteinas
diferentes a las del cristal.

En la cepa SilEI.Bt 26 se observd una banda ubicada a los 70 KDa. Una banda de
igual peso molecular se encontrd en Bt kurstaki, y corresponde a una proteina Cry
2 del cristal que exhibe este peso molecular (Bravo et al., 1998).

Las bandas que revelan la presencia de proteinas toxicas se observan también en
las cepas morrisoni, toumanoffi y darmstadiensis.

En la cepa SilEI.Bt 88, se observé una sola banda, que se encuentra fuera del
rango esperado para las proteinas Cry determinadas hasta ahora. Podemos
explicar este resultado teniendo en cuenta que los anticuerpos policlonales
pueden estar reconociendo una proteina Cry con regiones conservadas entre las
diferentes proteinas de esta familia. Esta afirmacion se refuerza con el resultado
obtenido en la electroforesis, donde SilEI.Bt. 88 muestra un perfil de proteinas
visiblemente diferente en relacion con las demas cepas aisladas y los controles; es
por lo tanto, una cepa notoriamente diferente de las demas aisladas y por ende de
gran interés para futuros estudios. No descartamos que esta banda sea el
resultado de la reaccion de los anticuerpos con alguna proteina de la célula o
espora.

En medio T3 se observéd la presencia de una banda ubicada a 140 KDa, presente
en todas las cepas, sin reaccion antigeno-anticuerpo en medio HCO.

Con base en la idea de que los anticuerpos policlonales reconocen proteinas

diferentes a las del cristal, i.e., proteinas de la forma vegetativa o de la espora, es
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factible considerar que esta banda corresponda a proteinas de la espora. La
ausencia de esta banda en el medio liquido tal vez sea debido a que en este
medio la esporulacion fue menor y el aislamiento permitié la lisis total de las

esporas, mientras que en el sdlido, la cantidad de esporas es mayor, producto de

una esporulacién del 100%, lo que no habria permitido la lisis total de esporas, @m)
permaneciendo algunas intactas al procedimiento dadas sus caracteristicas b

—
fisicas. Las proteinas presentes en la espora habrian absorbido gran cantidad de F'T”

colorante y de alli la presencia de esta banda en todas las cepas control y en los
aislados endémicos. Se observd la ausencia de esta banda en los controles .
negativos, E. coli y B. subtilis, lo cual reafirmaria esta hipétesis y seria otro
argumento a favor de la confirmacién de la identidad de los aislados endémicos.

Finalmente, no se puede excluir que en los perfiles electroforéticos estén
presentes otras proteinas del cristal diferentes a las de Bt subsp. israelensis que

no fueron revelados por razones de especificidad de antigeno-anticuerpo.

5.3 PRUEBAS BIOQUIMICAS

Todos los aislados fueron caracterizados inicialmente como Bt por la presencia de

cristal paraesporal, las caracteristicas morfologicas de la célula vegetativa y la
forma y posicién de la espora.

Se realizd una comparacion bioquimica de los aislados SilEI.Bt 26, 27, 67 y 88 con
las cepas tipo de Bt; se encontré una correspondencia del 100% en los resultados
obtenidos en los aislados SilEI.Bt 26, 27 y 67 para las caracteristicas descritas en

el cuadro 10.
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SilEI.Bt 88 mostrd una disimilitud para la caracteristica de crecimiento anaerobio
en agar, dando un resultado negativo, lo que indica que su comportamiento
bioquimico es de aerobio estricto.

A nivel de subespecie, la caracterizacion realizada fue de tipo complementaria, ya
que como |lo sostiene Diaz et al., 1993, no puede establecerse una clasificacion de
tipo bioquimico para determinar subespecie, sin correlacion directa con las
pruebas del antigeno flagelar.

Se encontrd que el aislado SIlEI.Bt 27 posee un 100% de similitud bioquimica en
las caracteristicas analizadas, con Bt subsp. darmstadiensis, sin embargo existe
una notable diferencia en la forma del cristal de las dos colonias: SIlEI.Bt 27 posee
un cristal paraesporal bipiramidal_ y Bt subsp. darmstadiensis posee cristal
paraesporal redondeado.

Los aislados SilEI.Bt 27 y 67 no degradan la sacarosa y difieren bioquimicamente
el uno del otro, en que 27 no posee la propiedad de utilizar la esculina, mientras
que 67 si puede hacerlo. La diferencia bioquimica entre SIlEI.Bt 26 y 27 radica en
que Bt 26 utiliza la sacarosa como fuente de carbono y energia, mientras que 27
no posee esta caracteristica bioquimica.

Finalmente se realiz6 una comparacién de los resultados bioquimicos obtenidos a
los aislados SilEI.Bt, con las caracteristicas bioquimicas citadas por Slepecky &
Hemphill, 1992 para Bacillus sphaericus (Bsph) y Bacillus popillidae (Bp), pues
estos géneros presentan inclusiones cristalinas de tipo proteico adyacentes a la
espora y con Bc y Bs, por compartir caracteristicas morfolégicas, encontrando que
tanto bioquimica como morfolégicamente ninguno de los aislados SilEI.Bt puede

clasificarse dentro de los géneros mencionados anteriormente.
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5.4 BIOENSAYO

Durante el desarrollo del bioensayo se establecieron condiciones favorables para
la captura, mantenimiento, e inoculacion de las suspensiones de liofilizado
bacteriano de los aislados SIlEI.Bt y Bt subsp. darmstadiensis en larvas de M.
domestica.

El lugar escogido para la captura de adultos de M. domestica brind6 las
condiciones para obtener entre 300 y 600 individuos por cada redada.

La crianza se realiz6 en los recipientes plasticos; éstos por su profundidad podian
albergar hasta 500 larvas de M. domestica hasta su desarrollo pupal. Esto se
dedujo porque inicialmente las larvas desarrolladas en las cajas de icopor se
salian al piso de la jaula, al cambiar los recipientes por los de plastico que eran
mas grandes y profundos las larvas se mantenian todo el tiempo dentro de él.

Los recipientes de icopor son aptos para larvas de M. domestica en cantidades
menores a 50 individuos. Con un numero mayor se observa que las larvas migran
al exterior del recipiente. Probablemente al crecer las larvas y abarcar mas
espacio, se reducen las condiciones nutricionales y se establece una competencia
por el alimento, causando asi la migracion. Al terminar su desarrollo larval para
pasar al estado de pupa, éstas buscan sitios mas secos, por lo cual también se

presenta una migracién del recipiente.

A pesar de todos los cuidados para evitar la proliferacion de otro tipo de insectos
en los MOv; no se pudo mantener la poblacién aislada el 100 % del tiempo.

Drosophila sp. y otro tipo de dipteros lograron penetrar los pequernos poros de la
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malla y depositar sus huevos en los MOv destinados para la crianza de M.
domestica. Estos MOv eran descartados o las larvas intrusas, reconocidas por su
morfologia, eran extraidas.

El rango de vida de un adulto nacido en cautiverio es de 30 a 45 dias y la de los
adultos capturados en el ambiente es de 12 a 18 dias; debido al hecho de que ya

se encuentran en estado de adultez al momento de la captura.

5.4.1 Desarrollo del EPT

Se determin6é que el mejor medio para cultivo de células bacterianas para
liofilizacidbn es el medio T3 sodlido, por la cantidad de liofilizado obtenido,
comparativamente con el medio T3 liquido y el agar LB. Ademas el medio T3
liquido sugerido por Orduz. S (Comunicacion personal), resulta de dificil monitoreo
y demora mucho tiempo para alcanzar la esporulacién no llegando al 100 % en
ninguno de los aislamientos SIlEI.Bt o en la cepa Bt. subsp. darmstadiensis . Esto
hace que la cantidad espora-cristal presente en el liofilizado sea menor y que el
peso seco del liofiizado esté representado por un aporte considerable de
estructuras vegetativas, las cuales al no poseer cristales no son significativas en la

aplicacion de las suspensiones bacterianas al MOv en el EPT.

5.4.2 Realizacion del Ensayo Preliminar de Toxicidad: EPT

La fase de adecuacidén del lugar para el EPT y la escogencia y cuidado de las

larvas, debe ser cuidadosamente preparada; el MOv debe tener un buen grado de
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fermentacion que permita a las larvas desarrollarse satisfactoriamente; esto se
comprueba por su olor y color. La humedad exacta es indispensable, pues en
exceso las larvas escapan del recipiente o0 mueren y en ausencia, su desarrollo se
retrasa notablemente. Es importante la aireacion del MOv, por ello las tapas deben
ser de malla o poseer orificios para el intercambio de gases. El mantenimiento de
las jaulas debe darse en un sitio sombreado y cubierto, para evitar que otros
insectos colonicen el MOv.

El sistema de inoculacion de las diluciones asegura una escorrentia de la solucion
(liofilizado de Bt) hacia el fondo del recipiente donde se mantienen enterradas las
larvas.

Por el crecimiento larval posterior a las 24 horas de inoculada la suspension de
liofilizado bacteriano, se evidencia que éstas siguen su desarrollo larval normal, es
decir, siguen alimentandose y se observa el incremento de tamaro.

Las cepas aisladas no son toxicas para Musca domestica. Esto puede deberse a
la ausencia de receptores de las 3- endotoxinas de estas cepas a nivel del
intestino medio del insecto; el pH inadecuado en el intestino medio de M.
domestica, el cual puede impedir la disolucidén de la protoxina a la forma toxica que
es la forma activa de las 8- endotoxinas. (Realpe el al., 1998; Sarjeet et al., 1995).
No obstante la carencia de una cepa control con toxicidad para M. domestica,
podemos afirmar que la metodologia desarrollada en este Bioensayo permite
probar de manera rapida liofilizados bacterianos de Bt en poblaciones
estandarizadas de insectos, por lo cual es ideal para cepas nativas cuya actividad

toxica es desconocida. Cumpliéndose asi el objetivo principal del EPT, descubrir el
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efecto toxico de los aislados SilEI.Bt en las poblaciones larvales del insecto

estudiado.

5.5 DETECCION DE LA PRESENCIA DE UN FAGO BACTERIANO

Los intentos de aislamiento del fago se realizaron en todos los casos a partir del

W.ﬂ,,

cultivo que inicialmente mostré placas; del primer aislamiento se logré infectar Bt.

e

subsp. israelensis 1884 (CIB) (Figura 28); este hallazgo nos permite predecir que
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de lograr aislar y estabilizar el fago, éste debe tener un amplio rango de

huéspedes, el cual comprende varias subespecies de Bt.

La infeccion no pudo repetirse en otras lineas celulares ensayadas. Entre las L

razones probables estan: 1 .

e EIl cultivo fue guardado a 4 C y algunos fagos a esta temperatura pueden ( jl
perder su viabilidad (Guaracao, A. |. Comunicacién personal).

e Oftra razon puede estar en el escaso crecimiento de estas lineas celulares a
infectar ( B. cereus, B. subtilis, SIlEI.Bt 27, 67 y 88) en los medios usados; esto

induce a la reduccién de la fase vegetativa y la expresion de los genes que

llevan a la esporulacién.
e Finalmente se cree que la resistencia a la infeccion pudo darse por la
inexistencia de receptores especificos de reconocimiento para dicho fago, en la

pared celular de estas bacterias.
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A manera de conclusion general, podemos afirmar que con base en las pruebas
realizadas a los aislados endémicos de la Mesa de los Santos, estos
corresponden a B. thuringiensis. Las caracteristicas macroscépicas, la presencia
del cristal paraesporal, los resultados de las pruebas bioquimicas, Ia
correspondencia con las bandas de los controles positivos en los geles de
electroforesis y la presencia de bandas reveladas con anticuerpos de proteinas
toxicas de Bt subsp. israelensis, constituye evidencia suficiente para hacer esta
afirmacion.

A pesar de que se puede especular a qué subespecie pertenece cada aislado, de
acuerdo al peso molecular de ciertas bandas en los geles SDS-PAGE e
Inmunoblot, y la forma del cristal, estas pruebas no permiten concluir esto de
manera definitiva. También existe la posibilidad de que los aislados endémicos
correspondan a subespecies nuevas, que podrian ser caracterizadas con otras
pruebas como la del anfigeno flagelar.

Pueden realizarse bioensayos con otras especies de insectos que representen

problemas ambientales o de salud, como Aedes aegypti y Melanoloma viatrix.

Seria conveniente la realizacién de otras pruebas como por ejemplo PCR, para
determinar el tipo de genes cry presentes en los aislados y de esta manera
encaminar los bioensayos de forma tal, que permitan aproximarse con mayor
seguridad a la toxicidad de un aislado o al descubrimiento de una cepa con
nuevas toxicidades, lo cual representaria un ahorro de tiempo y de dinero; perfil
plasmidico para conocer el numero y tamario de los plasmidos portadores de los

genes de las toxinas de Bt y aislamiento del posible fago presente en la cepa
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SIlEL.LBt 26 lo cual seria de gran utilidad para posteriores trabajos con estos

aislados.
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6. CONCLUSIONES

Se estandarizé la metodologia para el aislamiento de B. thuringiensis a partir
de muestras de suelo en los laboratorios de la Universidad Industrial de
Santander, dando inicio a esta linea de investigacién y estableciendo las bases
para posteriores trabajos en este tema. Para llevar a cabo esta labor, se adecud
el laboratorio de Biologia Molecular de la Escuela de Biologia y los laboratorios

de la Escuela de Bacteriologia de la UIS.

Se aislaron 125 cepas del genero Bacillus de la Mesa de los Santos, de ellas
cuatro colonias endémicas fueron clasificadas como Bacillus thuringiensis
teniendo en cuenta la morfologia colonial y la presencia de inclusidn cristalina

paraesporal.

Las pruebas bioquimicas comparativas al nivel de género, clasificaron los
aislamientos SilEI.Bt como Bacillus thuringiensis. Estos resultados permiten
encontrar similitudes entre las cepas aisladas y las cepas patron caracterizadas
al nivel de subespecie, pero no confirman esta clasificacion; por ello deben

necesariamente relacionarse con pruebas del antigeno flagelar.
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Mediante electroforesis de proteinas SDS-PAGE, se comprobd que las cepas
aisladas presentan bandas que corresponden con los controles positivos

usados.

El Inmunoblotting determiné la presencia de bandas correspondientes a
proteinas tipo cristal insecticida en los cuatro aislamientos endémicos, por lo

tanto se comprobé que los aislamientos corresponden a cepas de Bt.

Se establecieron las condiciones para la crianza y preparacion de material
entomolégico para bioensayos con larvas de M. domestica; determinandose la

duracioén de su ciclo de vida en cautiverio.

El bioensayo preliminar de toxicidad fue realizado con los aislados SilEl.Bt 26,
27, 67 y 88, al igual que Bt. subsp. darmstadiensis, reportando toxicidad
negativa en concentraciones de 0,5 mg/ mly 1 mg / ml de cultivo liofilizado

(espora-cristal), bajo las condiciones usadas.
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7. RECOMENDACIONES

Estandarizar el método de aislamiento utilizando muestras de suelo

provenientes de otras zonas geograficas de Colombia.

Hacer un diseno de muestreo donde se realicen las tomas de las muestras
asociadas a identificacion de las caracteristicas fisico-quimicas del suelo y la

vegetacion del lugar.

Realizar la caracterizacion de los Bacillus spp. pertenecientes al cepario
BACTUIS, para determinar la especie a la cual pertenecen y tener una idea
mas clara sobre la microbiota asociada a los aislamientos de Bt y que son

resistentes a la concentracién 0.25 M de acetato de sodio.

Desarrollar las pruebas bioquimicas con ayuda del kit Oxi -Ferm y Entero Tube
(Hoffman La Roche, Basilea, Suiza) de manera similar a la descrita por Logan
and Berkeley (1984) en Orduz el al.,1990; con el fin de obtener patrones
comparativos estandar de caracterizacion, que puedan resultar benéficos en

posteriores investigaciones con los aislados SilEl.Bt.
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Realizar la prueba del antigeno flagelar para determinar la subespecie a la que

pertenecen los aislados SilEl.Bt o conocer si son subespecies nuevas.

Realizar mas experiencias en las cuales se utilice el medio HCO para el
aislamiento de proteinas y electroforesis, con el fin de corroborar los niveles de
produccion de cristales en este medio y la cantidad y expresion de las

proteinas de esta bacteria.

Purificar los anticuerpos anti-proteinas toxicas de Bt subsp. israelensis, o la
proteina téxica antes de vacunar con el fin de eliminar la posibilidad de

reacciones cruzadas y falsos positivos.

Realizar la cuantificacién de las proteinas utilizadas para la electroforesis y
Inmunoblotting, de tal manera que los resultados sean interpretados con

igualdad y las pruebas puedan repetirse en las mismas condiciones.

Utilizar un marcador de peso molecular de alto rango, que permita una

identificacion mas precisa del peso molecular de las bandas.

Utilizar el sustrato BCIP para el revelado de la membrana, lo cual asegura una

mayor fidelidad de los resultados.
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Utilizar estas bacterias para la realizacion de bioensayos con otros tipos de
insectos problema de la regién, como por ejemplo el mosquito Aedes aegypti o
Melanoloma viatrix.

of
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Realizar el aislamiento de ADN plasmidico de las cepas endémicas aisladas, ¥~
W
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dado que ésta prueba seria de gran utilidad para conocer mas informacion

..‘roﬂ!-:—

acerca de los genes que codifican las proteinas toxicas y determinar si §u~

corresponden a proteinas potencialmente nuevas o ya reportadas.

Realizar una prueba de PCR utilizando cebadores generales que permitan
identificar el tipo de genes cry que portan las cepas nativas aisladas para de
esta manera poder enfocar potencialmente la actividad bioinsecticida de los

aislados y asi disminuir el tiempo empleado y los recursos.

Desarrollar procesos de intercambio de material biolégico e informacién
bibliografica con otras instituciones, i.e., el Instituto Pasteur, el cual puede

caracterizar los aislados endémicos SiIlEI.Bt y determinar la subespecie.
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ANEXO UNICO

MAPA DE LA MESA DE LOS SANTOS (S).
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