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Analisis de algunas caracteristicas asociadas a la
actividad bioinsecticida de poblaciones obtenidas
por curado de plasmidos de la cepa de Bacillus
thuringiensis IBUN 28.5

Analysis of some characteristics associated to the biopesticide activity of cured derived
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Resumen. Spodoptera frugiperda (J. E Smith) es una plaga que representa pérdidas econémicas para
diferentes cultivos en nuestro pais. El Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional, interesado
en desarrollar estrategias para el control biolégico de esta plaga, ha venido evaluando la actividad
biopesticida de cepas nativas de Bacillus thuringiensis (Berliner) sobre este insecto plaga. Dentro del
proceso de caracterizacién de cepas nativas cabe destacar la cepa IBUN28.5 por presentar una mayor
actividad biopesticida contra S. frugiperda, que la cepa estandar Bt subsp. aizawai HD137. Con el objeto
de obtener colonias con diferente contenido de genes cry y evaluar la incidencia de éstos en la actividad
insecticida, se aplic6 la técnica de curado de plasmidos. Se emplearon naranja de acridina, bromuro de
etidio, SDS, temperatura y en algunos casos subcultivos, como agentes para inducir curado de piasmidos
en la cepa nativa IBUN28.5 y en la cepa estdndar HD137. La seleccién de colonias curadas de plasmidos
se realizé aplicando las técnicas de observacién microscépica, perfil plasmidico, analisis electroforético
de proteinas y PCR; las colonias seleccionadas se sometieron a ensayos de actividad biolégica contra
larvas de primer instar de S. frugiperda evaluando dos concentraciones de proteina liofilizada: 240 y 480
ng/cm?, observando como respuesta el porcentaje de mortalidad. Se obtuvieron colonias que presenta-
ban la pérdida de un plasmido de aproximadamente 80 MDa para la cepa nativa y de 77 MDa para la cepa
de referencia, los cuales portan el gen crylAb. Otras poblaciones perdieron los genes crylAb, crylCy
crylD, sin determinarse en cual(es) plasmido(s) se encuentran estos dos ultimos genes. Los resultados
obtenidos sugieren que todos los genes curados participan de forma importante en la actividad insecti-
cida de la cepa IBUN 28.5 y de la cepa de referencia Bt aizawai HD137 y ademas que la diferencia de
actividad presentada entre estas dos cepas reside principalmente en las caracteristicas intrinsecas de los
. genes crylCy crylD.

Palabras clave: Bacillus thuringiensis. Control biolégico. Curado de plasmidos. Genes cry. PCR.
Bioensayos.

Summary. Spodoptera frugiperda (J.E. Smith), is an insect pest which represent economic lost for
different agricultural crops in our country. Instituto de Biotecnologia from the Universidad Nacional de
Colombia, have been interested in develop some strategies for the biological control of this pest, for
instance it have been evaluating the biopesticide activity of native strains of Bacillus thuringiensis (Berliner)
on this pest insect. Into this process it is important to remark the IBUN28.5 strain because it has a higher
biopesticide activity against S. frugiperda, than the Bt subsp aisawai HD137 standard strain. In order to
obtain colonies with different content of cry genes, and evaluate the role of each gene in the biopesticide
activity, it was used the technique of curing plasmids. It was used acridine orange, etidium bromide, SDS,
temperature and in some cases subculturing, like curing agents for the native strain IBUN28.5 and the
standard strain HD137. The selection of the cured derivatives was made by microscopic observation,
plasmid profiles, insecticidal cristal proteins profiles and PCR analysis. Selected strains were tested in
bioassay against first instar larvae of S. frugiperda, by using two concentration of freezing dried proteins:
240 y 480 ng/cm?. Percentage of mortality was the bioassay’s response. It were obtained some colonies
without a plasmid of around 80 MDa to the native strain and 77 MDa to the standard strain, both
plasmids have the crylAb gene. Other derivatives lost cry1Ab, cryl1C and cry1D genes, but it was not
discovered which plasmid contain last two genes. The bioassay results suggest, that whole cured genes
have an important role in the biopesticide activity of the IBUN28.5 and the standard strain Bt aisawai
HD137. In addition to that, the results suggest that the difference in the biopesticide activity of both
strains, is because of intrinsic characteristics of the cry1C and cry1D genes.
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Introduccion

Bacillus thuringiensis (Berliner) es el mi-
croorganismo mas ampliamente emplea-
do como estrategia de control biolégico a
escala mundial (Feitelson y Kim 1992), de
ahi el gran nimero de productos comer-
ciales a base de este microorganismo y de
centros de investigacion en todo el mun-
do, que poseen programas relacionados
con la busqueda y caracterizacién de ce-
pas nativas para el control de plagas loca-
les de los diversos paises (Bravo et al. 1998;
Hossain et al. 1997; Chak et al. 1994;
Chilcot y Wigley 1993). El Instituto de
Biotecnologia de la Universidad Nacional
ha venido desarrollando una coleccién de
cepas nativas de Bt aisladas de diferentes
partes del pais. Las cepas de esta colec-
cién son sometidas a un proceso de carac-
terizacion riguroso que comprende desde
la identificacién molecular de los genes
asociados a su patogenicidad, hasta su
actividad biopesticida a nivel de campo, si
la cepa amerita avanzar hasta esta instan-
Cia en el proceso de caracterizacion.

La cepa nativa IBUN28.5 ha sido seleccio-
nada dentro de este proceso de caracteri-
zacién, por su mayor actividad biopesticida
contra larvas de S. frugiperda a nivzl de
laboratorio y campo, en comparacién con
la cepa de referencia HD137 (Grosso et al.
1997; Uribe et al. 1998). Como es bien
sabido la especificidad y actividad bio-
pesticida en Bt esta determinada por el
contenido de genes cry dentro de su
genoma, en este sentido es importante
tener en cuenta que ambas cepas mencio-
nadas poseen los genes crylAa, crylAb,
crylB, crylC y crylD. De acuerdo con la
literatura, ia actividad especifica de estas
cepas contra S. frugiperda reside princi-
palmente en los genes crylC y crylD
(Aranda ¢t al. 1996; Bravo et al. 1998).
Esto sugiere que la diferencia en la activi-
dad biopesticida de estas dos cepas esta
basada en los niveles de expresién o la
secuencia especifica de los genes que po-
seen la actividad contra S. frugiperda. Aun-
que cabe mencionar que el papel del gen
crylAb no ha sido suficientemente aclara-
do, ya que si bien la mayoria de autores
coinciden en que dicho gen solo no posee
actividad contra S. frugiperda, algunos
sugieren que si posee actividad (Bohorova
et al. 1997) y otros proponen que su efec-
to reside simplemente en un efecto
sinérgico, debido al incremento en la
solubilidad de las proteinas que si poseen
actividad biopesticida (Aronson et al.
1991).

Debido 2 la importancia de S. frugiperda
como plaga de diferentes cultivos de inte-
rés econémico en Colombia (Vélez 1997) y
el potencial de Bt como alternativa de con-
trol de esta plaga, es de gran importancia
establecer estudios de caracterizacion es-
pecificos que permitan conocer, a nivel
genético, en que residen las diferencias de
actividad biopesticida entre ambas cepas.
Gracias a que la distribucién de los genes
cry dentro del genoma de Bt es principal-
mente a nivel plasmidico (Faust et al. 1983;

Gonzalez et al. 1981; Gonzalez y Carlton
1980), en el presente estudio se sometie-
ron ambas cepas (Bt subsp. aizawai
HD137 e IBUN28.5) a la técnica de curado
de plasmidos, con el objeto de obtener
colonias derivadas de las cepas silvestres,
que presentaran diferente contenido de
denes cry en su genoma, para asi poder
establecer relaciones entre la pérdida de
algunos genes y la actividad biopesticida
de las mismas.

Materiales y Métodos

Coleccién microbiolégica. En el presen-
te estudio se empleod la cepa nativa de B.
thuringiensis (Bt) IBUN28.5, debido a que
posee mayor actividad biopesticida que
la cepa de referencia HD137. La cepa nati-
va fue aislada y caracterizada en estudios
previos realizados en el Instituto de
Biotecnologia de la Universidad Nacional
(Grosso et al. 1997; Uribe et al. 1998). Por
otra parte se emplearon las cepas de refe-
rencia de Bt subesp aizawai HD-137 como
patréon de la actividad biopesticida de Bt
contra el insecto blanco S. frugiperda y la
cepa Bt subsp kurstaki HD1, como patrén
para la determinacion del peso molecular
del perfil plasmidico de las cepas evalua-
das en este estudio. Dichas cepas fueron
donadas por el laboratorio de Bio-
pesticidas del Instituto de Biotecnologia
de la Universidad Nacional Auténoma de
México. Todas las cepas fueron manteni-
das y crecidas para la elaboracién de los
bioensayos en medio de cultivo agar nu-
tritivo a 30°C hasta su esporulacién.

Material entomolégico. El material
entomolégico empleado en este estudio
consistié en un pie de cria de insectos de
S. frugiperda, colectados en cultivos de
algodén en los departamentos de Cérdo-
ba y Tolima y mantenidos en condiciones
de laboratorio a una temperatura de
25°C+2, humedad relativa de 65%+5% y
fotoperiodo de 12 horas (luz-oscuridad).
La alimentacién de las larvas se realizé
empleando la dieta artificial propuesta por
Lépez (1986).

Curado de plasmidos. Para el procedi-
miento de curado de plasmidos, se llevd a
cabo la metodologia propuesta por Gill St
(Comunicacién personal); Gonzalez et al.
(1981); Mahillon et al. (1988), con algu-
nas modificaciones: En primer lugar se
tomo una colonia de la cepa de Bt a tratar,
crecida en agar nutritivo con 12 horas de
crecimiento. Dicha colonia se sembr6 en 5
ml de caldo nutritivo y fue incubada du-
rante 12 horas a 30°C. Posteriormente se
tomo 1 ml de este cultivo y se llevé a 10 ml
de caldo nutritivo en presencia del agente
de curado, sometiendo a incubacién a la
temperatura establecida (en caso de apli-
car subcultivos se repiten los pasos ante-
riores hasta completar el nimero de
repiques deseado). Posteriormente se
tom6 1 ml del cultivo anterior haciendo
diluciones seriadas en agua destilada
desionizada estéril (DDE), se sembré en
agar nutritivo y se llevo a incubacién hasta
esporulacioén. La técnica de subcultivos en

medio sélido parte igualmente de una co-
lonia aislada de la cepa seleccionada, la
cual se sembré en agar nutritivo con el
agente de curado y fue llevada a
incubacién a la temperatura establecida,
hasta esporulacion.

Los experimentos de curado de plasmidos
se realizaron empleando la temperatura
como agente fisico de curado y los agen-
tes naranja de acridina y bromuro de etidio
(EtBr), (agentes intercalantes de ADN) y
dodecil sulfato de sodio (SDS) (surfactante
que altera la permeabilidad de la mem-
brana) como agentes quimicos de curado.
Asi mismo se evaluaron dos combinacio-
nes de estos agentes: naranja de acridina-
SDS y EtBr-SDS con €l animo de observar
el efecto de ambos agentes mezclados. Por
otra parte se buscé optimizar la inducciéon
de curado de plasmidos empleando en al-
gunos tratamientos la técnica de
subcultivo como herramienta complemen-
taria a los agentes de curado (Tabla 1). Al
término de cada uno de estos tratamien-
tos se realizaron dilucionzs seriadas en
agua DDE, las cuales se sembraron en agar
nutritivo. A las 24 horas de incubacion, se
seleccionaron 50 colonias de cada experi-
mento de la dilucién que presentara un
crecimiento entre 30 y 300 unidades
formadoras de colonia (0 menos en el caso
de no crecer las 50 colonias). Todas las
colonias fueron analizadas a nivel micros-
cépico. Cabe mencionar que gracias a que
la cepa de mayor interés por su actividad
biopesticida es la cepa nativa IBUN28.5,
ella fue empleada para realizar la
optimizacion del procedimiento de cura-
do. Una vez seleccionados los mejores pro-
cedimientos, éstos fueron evaluados en la
cepa de referencia HD137. En la tabla 1 se
hace un resumen de los diferentes trata-
mientos empleados en el curado de
plasmidos. La mayor parte de los experi-
mentos fueron realizados en medio liqui-
do excepto algunos que estan indicados
en la Tabla 1.

Seleccién de las colonias sometidas
a curado de plasmidos. Para la seleccién
de las colonias obtenidas luego del trata-
miento de curado, se realizaron observa-
ciones a nivel microscépico empleando
tincion de cristal violeta a los cultivos
esporulados. Las colonias que mostraran
disminucién en la produccién y el tamano
del cristal paraesporal asi como cambio
en la forma, se seleccionaron para poste-
riores analisis a nivel bioquimico y
molecular con el fin de verificar la pérdida
de plasmidos por efecto del tratamiento
de curado.

Caracterizacién bioquimica y molecular.
Una vez seleccionadas las colonias, de
acuerdo con los parametros antes men-
cionados, se procedié a la identificacion
del perfil de plasmidos de acuerdo con la
técnica de lisis alcalina descrita por
Kronstand et al. (1983). Los plasmidos se
separaron por electroforésis en gel de
agarosa 0.7% a 3.5 v/cm de acuerdo con
Maniatis et al. (1989). Las colonias con un
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Tabla 1. Resumen de los diferentes tratamientos de curado de plasmidos empleados con la cepa nativa de B. thuringiensis IBUN28.5 y la

cepa de referencia HD137

Agente de curado Concentracion Temperatura Subcultivos
Naranja de acridina 1.524.0 p g/mI 37°C 21 repiques
50 pg/ml 30°C;37°C';40°C y 42 °C 21 repiques
Bromuro de etidio 50ug/ml 30°C;37°C';40°C y 42 °C —
1 pg/ml 42°C
SDS* 0.02% 30°C;37°C':40°Cy 42 °C -
0.002% 42°C -
0.002%-0.012%" 37°C 21 repiques
SDS/Bromuro de etidio 0.002%/1ug/ml 42°C -
SDS/N acridina 0.002%/50ug/ml' 42°C .
= --- 42°C 21 repiques

i Experimento realizado con la cepa nativa de B. thuringiensis IBUN28.5 y la cepa HD137.
~La concentracién del agente de curado se iba incrementando a medida que se avanzaba en los subcultivos.

' Las rondas se realizaron cada 24 horas.

* Experimentos realizados en agar nutritivo (el experimento con incrementos de concentracién de SDS se realizé en medio liquido).

perfil plasmidico diferente a la cepa silves-
tre se sometieron a una caracterizacién
electroforética de las proteinas asociadas
al cristal mediante la elaboracién de geles
en poliacrilamida a 12% (SDS-PAGE), de
acuerdo con Maniatis et al. (1989). Asi
mismo, con las colonias seleccionadas se
llevé a cabo un andlisis por PCR para co-
nocer si existe alguna relacién entre los
plasmidos perdidos y la ausencia de al-
gunos genes cry. Los primers empleados,
asi como el procedimiento y condiciones
de reaccién, fueron llevadas a cabo de
acuerdo con la metodologia propuesta
por Cerén et al. (1994) y Cerén et al.
(1995). Los productos de amplificaciéon
fueron analizados por electroforesis en gel
de agarosa al 3% a 20 v/cm de acuerdo
con Maniatis et al. (1989).

Determinaciéon de la actividad bio-
pesticida. Las colonias que perdieron
algun(os) gen(es) cry en el proceso de
curado se emplearon para la determina-
cién de la actividad biopesticida sobre lar-
vas de primer instar de S. frugiperda de
acuerdo con la metodologia previamente
descrita por Aranda et al. (1996). Para este
ensayo se emplearon dos concentraciones
de proteina liofilizada 240 ng/cm?y 480
ng/cm?. Las larvas en presencia del com-
plejo espora-cristal se incubaron a 25°C+2
por 7 dias, al cabo de los cuales se ley6 la
mortalidad de las mismas.

Resultados y Discusion

De acuerdo con el diseno metodolégico
propuesto, la cepa nativa de Bt IBUN28.5 y

la cepa de referencia Bt subsp aizawai
HD137 fueron tratadas con diferentes agen-
tes de curado (Tabla 1). En la Tabla 2 se
muestra un resumen de los resultados ob-
tenidos con cada uno de las condiciones
de curado ensayadas en este estudio. En la
tabla 2 merece la pena resaltar el bajo ren-
dimiento obtenido con los diferentes trata-
mientos de curado de plasmidos, ya que
menos de 10% de las colonias analizadas
presentaron la pérdida de alguno de sus
plasmidos, ademas, a pesar de la diversi-
dad de experimentos llevados a cabo, no se
logré6 generar colonias totalmente
acristaliferas con ninguna de las dos cepas
sometidas a estos procedimientos.

El bromuro de etidio (EtBr) y la naranja de
acridina (NA), son agentes intercalantes de

Tabla 2. Resultados obtenidos con los diferentes tratamientos de curado de plasmidos con la cepa nativa IBUN28.5 (experimento 1 a 19)
y la cepa de referencia HD137 (experimentos 20 a 23)

Condiciones de Colonias evaluadas al
Experimentacion Dilucién de lectura microscopio Colonias seleccionadas’ Colonias
curadas’

1 NA' - 50 ug/ml - 30°C 10° 28 7 -
2 NA - 50 ug/ml - 37°C 107 50 7 -
3 NA - 50 pg/ml - 40°C 10° 50 4 -
4 NA - 50 ug/ml - 42°C 10 46 7
5 NA-1.5adug/ml - 37C-21 rondas 107 48 7
6 EtBr’- 50ug/ml - 30°'C 10° 48 7
i EtBr- 50 ug/ml - 37°C 10 42 7
8 EtBr- 50 ug/ml - 40°C 10 50 7
9 EtBr- 50 ug/ml - 42°C 10" 45 7
10 EtBr - 1 ug/ml - 42°C 10° 50 7
11 SDS - 0.02% - 30°C 10 50 7
12 SDS - 0.02% - 37°C 107 50 7 —
13 SDS - 0.02% - 40°C 10' 50 7 -~
14 SDS - 0.02% - 42°C 10-10° 35-50 7-7 2-2
15 SDS - 0.002% - 42°C 10 50 7
16 SDS-0.002 * 0.012%-37°C-2 Irondas 10° 50 7 1
17 | SDS-NA-0.002%/50ug/ml-42"C 10 13 4
18 SDS/EtBr-0.002%/1ug/ml-42°C 10' 50 7
19 42°C - 21 rondas NR® 28 7 3
20 [ NA-50ug/ml - 37C-21 rondas 10° 50 7
21 SDS-0.002 * 0.012%-37°C-2 Irondas 10 50 7 3
22 SDS-NA-0.02%/50ug/ml-42°C 10 4 4 -
23 42°C - 21 rondas NR 28 7 3

TOTAL 1065 159 14

*: Colonias que presentan menor cantidad o tamafio y/o diferente forma de cristal que la cepa silvestre.
: Colonias que pierden uno o mas plasmidos en relacién con la cepa silvestre.

‘: Naranja de acridina
* . Bromuro de etidio
“: No se realizé.
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ADN empleados como agentes de curado
de pldsmidos en Bty otras especies de bac-
terias (Srivinas et al. 1997; Dussan et al.
1997; Sekar et al. 1987); sin embargo, en
este estudio ninguno de los tratamientos
con estos agentes indujeron pérdida de
plasmidos en las cepas de Bt empleadas.
La efectividad baja de estos agentes de
curado, posiblemente resida en la agresi-
vidad de los tratamientos. Esta agresivi-
dad se manifiesta por la disminucién en la
viabilidad celular, representada por la in-
capacidad de crecimiento de las células de
Bt en diluciones de siembra mas altas de
102 (Tabla 2). Un ejemplo de esto se ob-
serva para el caso de EtBr, el cual cuando
es empleado a 50 mg/mll y temperaturas
entre 37°C y 42°C la biomasa celular recu-
perada no permitié un crecimiento supe-
rior a la dilucién de siembra de 10!,
mientras que el mismo EtBr evaluado a
una menor concentracién (1 mg/ml) y a
42°C permitié un crecimiento hasta la di-
lucién de 10 (Tabla 2). Situacién similar
ocurre con la NA donde el cultivo va per-
diendo viabilidad a medida que se incre-
menta la temperatura de incubacién (Tabla
2). Estos resultados si bien no descartan
los agentes intercalantes de ADN como al-
ternativa para induccién de curado de
plasmidos en Bt, si sugieren que las con-
diciones aqui evaluadas no son idéneas
para este proposito.

Las condiciones de experimentacién que
permitieron obtener colonias curadas de
plasmidos tanto para la cepa nativa
IBUN28.5 conio para la cepa de referencia
HD137 estuvieron asociadas al SDS (a
concentraciones crecientes entre 0.002%
y 0.012% o una concentracion fija de
0.02%), una temperatura de 42°C y/o la
técnica de subcultivo o repiques sucesivos
en agar o medio liquido.

En la tabla 2 se observa que los experi-
mentos con la mezcla entre SDS y tempe-
ratura, o SDS y subcultivos fueron las
condiciones mas exitosas para la induc-
cién de pérdida de plasmidos en ambas
cepas, ya que el total de las colonias cura-
das fueron obtenidas por alguna de estas
técnicas. Estos resultados complementan
ias condiciones sugeridas por Gonzalez et
al. (1981) y Matillon et al. (1988), los cua-
les evaliian estas condiciones de forma
aislada.

Analisis plasmidico de las colonias
curadas. Las 159 colonias que mostraron
alguna modificacién en la produccién de
los cuerpos paraesporales se evaluaron
para verificar si esta variacion respondia a
alteraciones en el perfil plasmidico. De to-
das estas cepas Unicamente catorce pre-
sentaron el perfil plasmidico modificado,
con la falta de uno o tres plasmidos, como
se muestra mas adelante (Tabla 2). En las
figuras 1 y 2 se observan los perfiles
plasmidicos de las cepas IBUN28.5 y HD137
respectivamente, tanto de las cepas de
partida o silvestres como de algunas de
las colonias que perdieron uno o varios
plasmidos. Las colonias Cc1-28.5 y Cc2-
28.5 evidencian la pérdida de un plasmido

de 80 MDa mientras que la colonia Cc3-
28.5 muestra la pérdida de tres plasmidos
con pesos aproximados de 95, 80y 17
MDa (Fig. 1). Por otra parte, la colonia Cc1-
137 muestra la pérdida de un plasmido
de aproximadamente 77 MDa y la colonia
Cc2-137 evidencia la pérdida de tres
plasmidos de aproximadamente 99, 77 y
19 MDa (Fig 2).

Caracteristicas asociadas a los genes
cry. Ambas cepas de Bt sometidas a los
tratamientos de curado de plasmidos po-
seen los genes crylAa, crylAb, crylB,
crylC y cry 1D (Figs. 3 y 4), los cuales
codifican para las respectivas proteinas Cry
cuyos pesos son 131.0, 132.5, 133.2,
134.8y 138.0 kDa, respectivamente. Dada
la similitud en los pesos moleculares de
estas proteinas, los geles de SDS-PAGE al
12% unicamente permiten observar 2
bandas de 135y 131 kDa aproximadamen-
te, para ambas cepas silvestres (resultados
no mostrados).

A pesar de esto, para las colonias seleccio-
nadas por la falta de 1 o mas plasmidos, el
perfil de proteinas sugiere la pérdida de
una pequena banda ubicada alrededor de
131 kDa, la cual coincide con el peso
molecular de la proteina CrylAb (resulta-
dos no mostrados). Dada la dificultad para
sacar alguna conclusién con este tipo de
resultados era necesario realizar una prue-
ba mas contundente. Las figuras 3 y 4
muestran los resultados de PCR de las ce-
pas silvestres empleadas en este estudio,
asi como los perfiles de genes cry de las
cepas curadas. Estos resultados son muy
importantes ya que permiten establecer
asociaciones entre los plasmidos perdidos
durante el procedimiento de curado y los

Cc3-28.8

C.nativa
Cc1-28.8
Cc2-28.5
MP

MP

-47 MDa
-30

-9.6
-4.9

Figura 1. Perfil plasmidico de las colonias
curadas obtenidas de la cepa nativa IBUN
28.5. MP: Marcador de peso molecular (cepa
Bt subsp. kurstaki HD1). C. nativa: Cepa IBUN
28.5 sin tratar. Cc1-28.5: colonia sin el
plasmido de 80 MDa. Cc 2-28.5 colonia sin
el plasmido de 80MDa. Cc3-28.5: Colonia
sin plasmidos de 95 MDa y 17 MDa.

genes que no dan reaccién positiva en esta
prueba. En este contexto los resultados
de este estudio sugieren que los plasmidos
de 80 MDa y 77 MDa para las cepas
IBUN28.5 y HD137 respectivamente, son
portadoras del gen cry1Ab. Por otra parte,
los genes cryl1Cy crylD pueden estar co-
dificados en los plasmidos de 95 o 17 MDa
para la cepa nativa o en los plasmidos de
99 o 19 MDa para la cepa de referencia, ya
que las colonias que pierden los tres
plasmidos, pierden a su vez los genes
crylC y crylD (ademas del cry1Ab) (Figs.
1-4). Es importante mencionar que los
plasmidos asociados con la actividad
biopesticida de las cepas de Bt usualmen-
te son plasmidos de tamanos superiores a
40 MDa (Wilks et al. 1998; Lereclus et al.
1989; Mahillon et al. 1988), lo que hace
pensar que los genes crylCy crylD esta-
rian ubicados en los plasmidos de 95 MDa
y 99 MDa para la cepa nativa y de referen-
cia respectivamente, aunque se deben rea-
lizar trabajos posteriores para comprobar
esta hipotesis.

Analisis previos efectuados con otra cepa
de Btt subesp. aizawai, la Bt aisawai 7.29,
sugieren que esta cepa posee una copia
del gen crylAb en un plasmido de 45
MDa, y otra copia de este mismo gen a
nivel cromosomal; dicha cepa posee ade-
mas otros tres genes crylAa, crylCy
crylD los cuales son de origen presu-
miblemente cromosomal (Lereclus et al.
1989, Lereclus et al. 1993). La ubicacién a
nivel cromosomal y plasmidico de los
genes cry en B. thuringiensis no es tema
de discusién, aunque cabe mencionar que
de acuerdo con lo senalado en la literatu-

C. estandar

Cc1-137

Cc2-137

MP

47 MDa -
30 -
9.6

4.9 -

Figura 2. Perfil plasmidico de las colonias
curadas obtenidas de la cepa de referencia
Bt subsp. aizawai HD 137. MP: Marcador de
peso molecular (cepa Bt subsp. kurstaki HD1).
C. estandar: cepa de referencia Bt subsp.
aizawai sin tratar. Cc1-137: colonia sin el
plasmido de 77 MDa. Cc2-137: Colonia sin
plasmidos de 99 MDa y 19 MDa.
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1632 .

57 .
396 .
344 -
298 -
221 .
154 .

PB(HD137)
C.natica

| C.natica

PH2
Co2-28.5

Ce1-28.6
Cc4-28.6

PM1

Figura 3. Andlisis electroforético de los productos de amplificacién de PCR para la cepa
IBUN 28.5. MP: Marcador de peso molecular. PA(HD1): Patrén para la mezcla de reaccién A,
con primers especificos para los genes crylAa, crylAb y crylAc. C.nativa: Cepa nativa
28.5 sin tratar. PM1 y PM2: son muestras sin cargar pérdidas (no cargadas). Cc1-28.5 a Cc3-
28.5 mismas colonias que en figura 1. Cc4-28.5 colonia que pierde el plasmido de 80 MDa.
PB: patrén para la mezcla de reaccién de B con primers especificos para los genes crylB

y crylD.

ra existe una distribucién mayor de genes
cry a nivel plasmidico que a nivel
cromosomal (Ben-Dov et al. 1996; Lereclus
et al. 1993; Lereclus et al. 1989; Donovan
et al. 1988). Sin embargo, dada la impor-
tancia de la cepa Bt aizawai HD137 como
referencia por su actividad biopesticida
contra el insecto blanco S. frugiperda (Ce-
rén et al. 1994; Aranda et al. 1996; Bravo
et al. 1998), cualquier caracterizacion de
su genoma asociado a la actividad biopes-
ticida de la cepa es de interés para el desa-
rrollo de trabajos posteriores.

Ensayo de toxicidad. De acuerdo con la
prueba de PCR tanto la cepa nativa
IBUN28.5 como la cepa de referencia
HD137 perdieron los genes crylAb, cryl1C
y crylD, como resultado del proceso de
curado de plasmidos. En este contexto el
andlisis de la actividad biopesticida de es-
tas colonias puede ayudar a interpretar el
significado de las diferencias en términos
de dicha actividad entre estas dos cepas.
Con esto en mente se realizaron bioen-
sayos con al menos una colonia que repre-
sentara los perfiles de genes cry obtenidos
para cada cepa luego del proceso de cura-
do. En la tabla 3 se observa el porcentaje
de mortalidad obtenido para las diferen-
tes colonias analizadas a dos dosis 240
ng/cm? y 480 ng/cm?.

Con él animo de darle un significado esta-
distico a los resultados de los bioensayos
y de esta forma identificar diferencias en-
tre los tratamientos, se llevé a cabo el ana-

lisis de los datos de acuerdo con el criterio
de la prueba de Duncan (Tabla 4). Para
este andlisis se tomaron en consideracién
cada una de las repeticiones realizadas en
las dos dosis evaluadas, la prueba de
Duncan agrupé las cepas bajo estudio
como se indica en la tabla 4, confirmando-
se la superioridad en la actividad insectici-
da sobre las larvas de S. frugiperda de la
cepa nativa IBUN28.5 respecto a la cepa de
referencia HD137. Asi mismo, se observa
una disminucién en términos de la activi-
dad biopesticida en las colonias que pier-
den uno o mas genes, lo que permite
asumir que todos los genes cry curados
(crylAb, crylC y crylD) tienen un efecto
en la actividad biopesticida de ambas
cepas.

La relacién directa entre la actividad
biopesticida sobre S. frugiperda de los
genes crylC y crylD no tienen discusién

g g
§§§s§§§§a§§
2255838258833

w
-
L

i

Figura 4. Analisis electroforético de los pro-
ductos de amplificacién de PCR para la cepa
HD 137. MP: Marcador de peso molecular.
PA(HD1): Patrén para la mezcla de reaccién
A, con primers especificos para los genes
crylAa, crylAb y crylAc. C. estandar: Cepa
de referencia HD 137 sin tratar. Cc1-137 y
Cc2-157 mismas colonias que en figura 2.
Cc3-137 y Cc4-137 colonia que pierden los
plasmidos de 99 MDa, 77 MDa y 19 MDa,
respectivamente. PB: patrén para la mezcla
de reaccion de B con primers especificos
para los genes cryl1B, crylCy crylD.

de acuerdo con diferentes anotaciones en
este sentido en la literatura (Bravo et al.
1998; Smith et al. 1996; Aranda et al.
1996). Sin embargo, el efecto de la protei-
na Cry1Ab no es muy claro ya que de acuer-
do con Aranda et al. (1996), dicha proteina
nicamente se une de manera inespecifica
a proteinas apicales de alto peso molecular
(150 kDa) de las microvellosidades del in-
testino medio, sin que esta unién esté re-
lacionada con algun nivel de toxicidad en
el hospedero.

En este contexto es posible que el efecto
de la proteina CrylAb esté mas relaciona-
do con la posibilidad de desarrollar efec-
tos sinérgicos entre proteinas Cry, como
los descritos para las proteinas CrylAa y
CrylAc contra Lymantria dispar, los cuales
muestran que al estar juntas en una pro-
porcién 1:1 aumentan casi 4 veces mas en
relacién con la actividad esperada debido

Tabla 3. Bioensayos de mortalidad en larvas de primer instar de S. frugiperda enfrentadas
a las cepas silvestres HD137 e IBUN28.5 y sus respectivas colonias curadas de plasmidos

Mortalidad (%) Mortalidad (%)
Colonias Evaluadas 240 ng/cm’ 480 ng/cm’

Testigo 8.33 9.85
HD137 (Cepa silvestre) 61.11 83.09
IBUN28.5 80.28 87.32
Ccl-137 36.61 77.72

Cc2- 137 37.50 32.39
Ccl-28.5 64.78 83.09
Cc2-285 48.61 70.42
Cc3-28.5 1527 35.21
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Tabla 4. Prueba de Duncan para el porcentaje de mortalidad de las diferentes colonias

empleando un limite de confianza de 0.05

Colonias Porcentaje de Agrupacion de
Evaluad Mortalidad (%) Duncan
IBUN28.5 79.72 A

HD137 66.90 B

Ccl1-28.5 64.11 B

Ccl-137 54.70 BC

Cc2-28.5 46.69 c

Cc2-137 34.96 D

Cc3-28.5 33.10 D

Testigo 5.93 E

a la accién de cada proteina por separado
(Lee et al. 1996). Este tipo de efectos
sinérgicos se pueden manifestar gracias a
la formacién de heterodimeros entre las
toxinas, los cuales favorecen mas estric-
tamente la formacién de poros en las cé-
lulas del intestino medio de acuerdo con
lo sugerido por Lee et al. (1996); y/o un
incremento en la solubilidad de las otras
proteinas que si son téxicas, como sugie-
ren Aronson et al. (1991), para el caso de
la accién de la proteina Cry1Ab en la cepa
HD133. Se deben llevar a cabo estudios
posteriores para dilucidar la importancia
del gen crylAb en la actividad biopes-
ticida de las cepas empleadas en este es-
tudio contra larvas de S. frugiperda.

En la tabla 4 se observan diferencias en
términos de la actividad biopesticida de la
cepa Cc1-28.5y Cc2-28.5, a pesar de que
estas cepas no presentan diferencias en su
perfil plasmidico, ni de proteinas asocia-
das al cristal; ni en el perfil de PCR. Este
resultado sugiere que el proceso de cura-
do de plasmidos posiblemente afecté los
niveles de expresién de los genes cry que
permanecieron en las cepas luego del pro-
ceso de curado (crylAa, crylB, crylC o
crylD), o algiin proceso involucrado en el
mecanismo de infeccién de las mismas
hacia el hospedero. Se deben realizar es-
tudios posteriores para sacar afirmaciones
mas concluyentes. Cabe mencionar que
gracias a que la mayoria de estudios coin-
ciden en una pobre actividad biopesticida
de la proteina Cry1Ab sobre S. frugiperda
(Bravo et al. 1998, Aranda et al. 1996) el
valor mas cercano a la realidad debe ser el
obtenido con la cepa Cc1-28.5.

La diferencia en términos de la actividad
biopesticida entre las cepas silvestres de
IBUN28.5 y HD137 y las colonias que pier-
den el gen crylAb de ambas cepas (Ccl-
28.5 y Cc1-137) se mantienen estables
después del experimento de curado (de
12.2% y 9.4% respectivamente, Tabla 4).
Sin embargo, entre las cepas que pierden
los tres genes (cry1Ab, crylCy cry1D) no
se presentan diferencias en términos de la
actividad biopesticida (Tabla 4).

Estos resultados permiten sugerir que las
diferencias entre ambas cepas residen en
caracteristicas intrinsecas al nivel de se-
cuencia de los genes cryl1C o crylD, que
afecten su expresion y/o actividad biopes-
ticida. Un hallazgo de esta naturaleza seria
de gran interés por las posibilidades de
corresponder a nuevos genes cry, o a dife-

rencias en los niveles de expresiéon de es-
tos dos genes, lo cual tendria implicaciones
importantes para el desarrollo y manipu-
laciéon de nuevos productos a base de Bt.

Conclusiones

* Los resultados obtenidos en este estu-
dio permiten sugerir que el SDS, la tem-
peratura y/o el repique continuo de las
cepas, deben tenerse en cuenta al mo-
mento de disenar un procedimiento para
el curado de plasmidos en B. thuringiensis.
En este contexto, las condiciones propues-
tas para este diseno son:-el empleo de SDS
a una concentraciéon entre 0.002 y 0.02%
a una temperatura de incubacién de 42°C
6 la aplicacién de subcultivos o repiques
continuos cada 24 horas en agar nutritivo.

* El plasmido de 80 MDa en la cepa nativa
de Bt IBUN28.5 y el plasmido de 77 MDa
de la cepa de referencia HD137 son porta-
dores del gen crylAb.

* Los genes crylC y crylD estan asocia-
dos a los plasmidos de 95 MDa y/o 17 MDa
para la cepa nativa IBUN28.5 y a los
plasmidos de 99 MDa y/o 19 MDa para la
cepa de referencia HD137. Sin embargo,
se propone que estos genes deben estar
asociados al plasmido de mayor peso
molecular (95 MDa y 99 MDa), por ser ésta
una caracteristica mas generalizada en las
cepas de Bt.

* La mayor actividad biopesticida de la cepa
nativa IBUN28.5, respecto a la cepa de
referencia HD137, debe residir en caracteris-
ticas intrinsecas de la secuencia de los
genes cryl1C y/o crylD.
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