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AISLAMIENTO Y CARACTERIIZACIC')N PARCIAL DE UNA
CEPA DE Bacillus thuringiensis TOXICA A Spodoptera frugiperda
(LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

Artiom Carmona®

RESUMEN

Bacillus thuringiensis (Bt) es el organismo entomopatégeno mas utilizado para el control de insectos plaga del orden Lepidoptera.
A las proteinas insecticidas del cristal parasporal de Bt se les denomina “Cry” y se encuentran altamente relacionadas entre si. En
este trabajo se aisld y caracterizé parcialmente una cepa de B. thuringiensis denominada UCLA-10. La bacteria fue reconocida
basicamente por la presencia de un cristal parasporal dentro del esporangio y por la forma tipica bacilar de la misma. Mediante
geles desnaturalizantes de Poliacrilamida (SDS-PAGE) se pudo visualizar la presencia de una proteina de aproximadamente
130 kDa, la cual migré a la misma altura que las proteinas del tipo Cryl de la cepa estdndar HD-1. Los bioensayos cualitativos
contra larvas de primer instar de gusano cogollero del maiz, Spodoptera frugiperda (Lepidoptera), utilizando el complejo
espora- cristal, revelaron niveles de toxicidad equivalentes a los del control positivo HD-1. Los resultados encontrados sugieren la
existencia en Venezuela de cepas con alta toxicidad hacia el gusano cogollero del maiz S. frugiperda. Ademas, revelaron la
importancia de continuar con la basqueda de cepas de Bt que puedan ser utilizadas como agentes biolégicos para el control de
insectos plaga.

Palabras clave adicionales: Bioinsecticidas, 5-endotoxinas, lepidoptera, Bt

ABSTRACT

Isolation and partial characterization of a Bacillus thuringiensis strain toxic to
Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae)

Bacillus thuringiensis (Bt) is the most used entomopathogen organism for control of insect pest of the order Lepidoptera. The
crystal parasporal insecticidal proteins are named “Cry” and are highly related among them. In this work, a strain of Bt was
isolated, partially characterized and named UCLA-10. The bacterium was recognized basically due to the presence of a parasporal
crystal inside the sporange, and the typical bacilar shape. SDS-PAGE analysis showed the presence of a 130 kDa protein that
migrated at the same level as Cryl proteins of the standard strain HD-1. Qualitative bioassays against first instar larvae of
Spodoptera frugiperda (Lepidoptera), using spore-crystal complex, showed levels of toxicity similar to the protein control HD-1.
These results suggest the existence in Venezuela of strains with high levels of toxicity against larvae pest in corn. In addition, they
reveal the importance of continuing with the search of strains of Bt, which can be used as biological agents for the control of
insect pest.

Additional key words: Bioinsecticide, 8-endotoxins, lepidoptera, Bt

INTRODUCCION impacto ecolégico que el uso de plagicidas de

origen quimico. Bacillus thuringiensis es el

Bacillus thuringiensis (Bt) es una bacteria
aeroébica, gram positiva, que se caracteriza por la
produccién de una inclusion parasporal durante
su fase de esporulacion, la cual contiene las
proteinas insecticidas (Hofte y Whiteley, 1989).
El control biolégico mediante el uso de
organismos entomopatégenos representa una
alternativa para el manejo integrado de insectos,
plaga de importancia econémica en la
agricultura. Esta forma de control tiene un menor
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organismo entomopatdgeno mas utilizado para el
control de insectos plagas del orden Lepidoptera,
en diversos cultivos comerciales (Lambert y
Peferoen, 1992; Schnepf et al., 1998). A las
proteinas insecticidas que conforman el cristal
parasporal de Bt se les ha denominado “Cry”,
encontrandose éstas altamente relacionadas entre
si (Adang, 1991). La clasificacion subespecifica
de Bt se ha realizado mediante enfoques
comparativos entre la estructura primaria de las
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diferentes proteinas Cry y a partir de ensayos
seroldgicos, bioquimicos y toxicoldgicos (Hofte
y Whiteley, 1989; Crickmore et al., 1998).

El espectro de actividad insecticida dentro de
las cepas de B. thuringiensis esta caracterizado
principalmente por tres patotipos: contra los
ordenes Lepidoptera, Diptera y Coleoptera. Sin
embargo, en los Ultimos afios la busqueda
incesante de nuevas cepas ha llevado al
encuentro de actividades poco comunes como
hacia nematodos, &caros y adultos de mosca
doméstica (Feitelson et al., 1992). Las bacterias
del patotipo I, con actividad toxica frente al
orden Lepidoptera, se caracterizan en su mayoria
por la presencia de un cristal bipiramidal, el cual
estd constituido por proteinas de peso molecular
de 125 a 140 kDa. Este cristal puede estar
formado por diferentes tipos de proteinas, como
es el caso de la cepa HD-1 (B. thuringiensis
subsp. kurstaki), cuyo cristal lo conforman las
proteinas CrylAa, CrylAb y CrylAc de 133,2;
131,0 y 133,3 kDa, respectivamente, o bien por
un solo tipo, como en la cepa HD-73 (B.
thuringiensis subsp. kurstaki) cuya proteina es la
CrylAc (Whiteley y Schnepf, 1986; Hofte y
Whiteley, 1989). Es comun encontrar la
presencia de un cristal clbico asociado o
incluido en el cristal bipiramidal. Las proteinas
que constituyen este cristal son denominadas
Cry2 y estdn en el rango de 65-71 kDa,
presentando una actividad dual contra
lepidépteros y  dipteros  (Yamamoto vy
McLaughlin, 1981; Wu et al., 1991; Baum y
Malvar, 1995).

El patotipo Il con actividad toxica contra
mosquitos y jejenes estd representado por una
inclusién amorfa o semiesférica, constituida por
4 proteinas con pesos moleculares de 27, 72, 128
y 135 kDa (Hofte y Whiteley, 1989).
Finalmente, las bacterias del patotipo Il
presentan actividad toxica contra el orden
Coleoptera y muestran un cristal en forma de
cojinete o cuadrado aplanado, el cual esta
formado por proteinas de aproximadamente
70 kDa. Se han reportado otros tipos de
proteinas que poseen un tamafio de 129 kDa y un
cristal de forma bipiramidal, las cuales también
son téxicas a coleopteros (Lambert et al.,
1992a); Lambert et al., 1992 b). Por otra parte,
también se ha reportado la existencia de una

proteina insecticida de 80 kDa la cual es toxica
tanto a coledpteros como a lepiddpteros (Tailor
etal., 1992).

A pesar de que en la actualidad Bt tiene una
gran importancia como bioinsecticida, se conoce
muy poco sobre la biologia y el papel que tiene
su cristal insecticida en la naturaleza. Bt puede
ser aislada de una gran variedad de hébitat
siendo el suelo el mas comdn. Sin embargo,
también se reportan aislamientos de muestras de
pastos, barredura de silos, insectos muertos y
ambientes acuaticos (Martin y Travers, 1989;
Iriarte et al., 2000). La diversidad de habitat en
los cuales se ha encontrado a Bt, refleja que su
ecologia es probablemente muy compleja,
aunado al hecho de no encontrarse crecimiento
en muchos de los lugares de donde fue aislada.
Por otra parte, una caracteristica importante es
que a diferencia de los virus, hongos y
protozoarios, esta bacteria no produce
epizootias.

Debido a la importancia que tiene el control
de insectos plaga del orden lepidoptera
en muchos de los cultivos agricolas en
Venezuela, nos hemos dado a la tarea de
buscar cepas nativas de B. thuringiensis que
puedan ser utilizadas para tal fin en
nuestros agroecosistemas. En el presente trabajo
se describe parcialmente una cepa de B.
thuringiensis con altos niveles de toxicidad hacia
larvas de Spodoptera frugiperda.

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento de la cepa

La cepa UCLA-10 fue aislada de una muestra
de suelo proveniente de un cultivo de repollo
(Brassica oleracea L.) ubicado en la localidad de
La Y en el estado Trujillo. Se verifico, mediante
una encuesta hecha a los agricultores de la zona,
gue nunca se habian utilizado productos
conteniendo Bt para el control de insectos en
esos campos de cultivo. Las muestras de suelo
fueron pulverizadas y tamizadas para facilitar su
procesamiento. Posteriormente se tomé 1g de
la muestra y se colocé en un tubo de
ensayo conteniendo 10 mL de agua destilada
estéril, homogeneizando la muestra mediante
agitacion vigorosa durante 1 minuto. Se colocé
1 mL de la muestra en un tubo Eppendorf y se
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sometié al proceso de pasteurizacién en un
Termo Blot a 80 °C durante 10 minutos y
enfriada instantaneamente después en hielo. De
la suspencidn se extrajeron alicuotas de 10 y 3
pL, las cuales fueron aforadas a 200 pL y
plagueadas en cajas de Petri con agar nutritivo.
Estas se incubaron a 30 °C durante 24 h, lo que
permitié el desarrollo de colonias aisladas, las
cuales se seleccionaron por la apariencia propia
de cada colonia comparandolas con colonias
derivadas de cepas tipicas de Bt tales como
HD-1. Las colonias asi seleccionadas fueron
resembradas en placas de Petri con agar
nutritivo, donde se incubaron por 48 h a 30 °C,
hasta obtener la esporulacién de cada una.

El proximo paso fue la identificacion de cada
aislamiento bajo el microscopio de luz con
contraste de fase (1000X). Esto permitié
identificar la presencia del cristal o inclusidn
parasporal tipica de B. thuringiensis. Las cepas
reconocidas como Bt  fueron incubadas
individualmente en cajas de Petri con agar
nutritivo por 5 dias y evaluadas al microscopio
para comprobar la autélisis completa del cultivo
con el objeto de obtener suficiente material para
la realizacién de pruebas posteriores.

Obtencion del complejo espora-cristal

Un primer paso para realizar las pruebas
de caracterizacién de proteinas y los ensayos
toxicologicos, fue la preparacion adecuada del
material. Para ambos casos se utilizd polvo
liofilizado de la mezcla espora-cristal de la cepa
seleccionada, procediéndose de la siguiente
manera para la obtencion del mismo. La colonia
fue inoculada en cajas de Petri conteniendo agar
nutritivo e incubada a 30 °C durante 5 dias hasta
su autolisis. Con ayuda de una micropipeta se
resuspendié el cultivo bacteriano en 1 mL de
solucion 1,5 M de NaCl estéril y se centrifugo
en una microcentrifuga Eppendorf durante 10
min a 12000 rpm. Se realiz6 este procedimiento
de centrifugacion tres veces consecutivas,
resuspendiendo la muestra cada vez en la
solucion de NaCl, con el objeto de eliminar las
posibles exotoxinas excretadas y los desechos
celulares y evitar la posible degradacion de las
proteinas del cristal insecticida. Finalmente, el
precipitado obtenido fue congelado y liofilizado
para su uso posterior.

Patron de péptidos

El andlisis de las proteinas de la cepa
seleccionada se realizd mediante electroforesis
en geles desnaturalizantes de poliacrilamida con
dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) de
acuerdo a la técnica descrita por Laemmli
(1970) y Schégger y von Jagow (1987). La
concentracion de acrilamida que se utilizd para
los geles de concentracion y de separacion fue de
4y 10%, respectivamente.

A partir de las muestras liofilizadas que
contenian al complejo espora-cristal de las cepas
UCLA-10 y HD-1, utilizada como control
positivo, se prepararon las muestras de la
siguiente manera para ser cargadas en el gel. Se
peso6 una cantidad apropiada de complejo espora-
cristal liofilizado para preparar una suspension
de 0,5 mg/mL. De esta suspension se tomé una
muestra que se mezclé en una relacion 1:1 con
amortiguador de carga 2x (Tris-HCI 25 mM pH
6,8; R-mercaptoetanol 1,28 M; azul de
bromofenol 2,89 mM; SDS 0,138 M; glicerol
2,17 M). Posteriormente las muestras fueron
hervidas por 10 min para su desnhaturalizacion y
se centrifugaron por 1 min a 12000 rpm para
precipitar las esporas. De estas muestras se uso
de 1-2 pg para ser cargados en el gel. Como
marcador de peso molecular y control positivo se
utilizé6 una muestra de la cepa HD-1, la cual
contenia proteinas insecticidas de 130 kDa y
65 kDa. La electroforesis se realizd con un
potencial eléctrico de 50 volts durante 30 min y
posteriormente a 100 volts por 1 h y 30 min,
utilizando una solucién amortiguadora de corrida
a base de Tris-glicina y SDS (Tris-Base 0,05 M,
glicina 0,38 M, SDS 0,1%, pH 8,8). Una vez
finalizada la electroforesis, los geles se tifieron
con azul brillante de Coomassie R al 0,1% (en
una solucion de etanol 45%, &cido acético 9%),
con un tiempo de tincion de 30 min.
Posteriormente el gel se destiid con una
solucion de etanol al 5% y acido acético al 7,5%.
Los geles, una vez destefiidos, se secaron para su
preservacion colocandose entre dos pliegues de
papel celofan a una temperatura de 37 °C por
24 h.

Bioensayo
El efecto toxico de la cepa UCLA-10 fue
evaluado utilizando larvas del primer instar de
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Spodoptera frugiperda, criadas durante 24 horas
en dieta artificial. Para la realizacion de los
bioensayos, el complejo espora-cristal liofilizado
se resuspendi6 en agua destilada estéril
conteniendo Tween 20 al 0,02%. Posteriormente
se inoculé 1pg/cm?de complejo espora-cristal de
la muestra sobre la dieta artificial, de donde se
alimentarian las larvas. Se utilizaron 40 larvas
por ensayo, realizdndose un total de tres ensayos
independientes. El testigo negativo consistio de
agua destilada y Tween 20, como se menciono
anteriormente. La mortalidad fue registrada a los
5 dias después del tratamiento y el efecto sobre
el crecimiento se evalu6 durante todo el periodo
del bioensayo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Colecta de las muestras

Al cultivar la bacteria en cajas de Petri con
agar nutritivo, las caracteristicas morfologicas de
la colonia fueron similares a las observadas en la
cepa estdndar de B. thuringiensis HD-1. Las
observaciones hechas bajo el microscopio de luz,
en contraste de fase (1000X) revelaron la
presencia de una inclusion en los esporangios
(células bacilares con una espora en su interior).
Estas inclusiones se encontraron ubicadas al lado
de la espora (cuerpos de inclusién parasporal)
y mostraron una forma irregular. Esta forma
irregular del cristal la ubica dentro del grupo
de cepas atipicas de Bt. Cabe mencionar que la

aparicion de esta estructura cristalina dentro de
los esporangios, asi como también la forma de
los mismos, permite afirmar la presencia de una
cepa de Bt. Por otra parte, es importante
mencionar que el aislamiento de cepas de Bt a
partir de muestras de suelo es un hecho
frecuente.

Evaluacion del patron de proteinas

Para apoyar la caracterizacién de las cepas de
Bt es necesario analizar varios parametros que
permitan realizar una adecuada descripcion. Uno
de estos parametros es el patron de proteinas del
cristal parasporal. Para el estudio de esta
propiedad se utilizd la técnica de electroforesis
de geles de poliacrilamida, los cuales
permitieron separar las proteinas de acuerdo a su
tamafio. Estas moléculas de proteina constituyen,
parcial o totalmente, el cuerpo parasporal. Para
el caso de la cepa UCLA-10 se distingue
claramente en el gel de poliacrilamida una
banda de aproximadamente 130 kDa, la cual
coincide con la banda tipica del control positivo
HD-1 (Figura 1). Esta proteina es la que presenta
la actividad insecticida contra especies del orden
Lepidoptera, en el caso de HD-1 y pertenece
al grupo de proteinas Cryl de B. thuringiensis
(Schnepf y Whiteley, 1981; Crickmore, et
al., 1998). La cepa UCLA-10 reveld también
una serie de proteinas por debajo de la
banda de 130 kDa, las cuales podrian ser

1 2
kDa ok - il
130 — i —

e, = nhd

Figura 1. Electroforesis SDS-PAGE mostrando patron de proteinas del complejo espora-cristal de B.
thuringiensis . Lineas: 1, Control positivo B. thuringiensis HD-1; 2, cepa UCLA-10.
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producto de degradacion de una proteina mayor
(Carmona e Ibarra, 1999). Sin embargo, es
importante mencionar que el control positivo
HD-1 presenta una banda a la altura de 65 kDa
(Hofte y Whiteley, 1989) que esta asociada a un
cristal cubico incrustado al cristal bipiramidal.
La existencia de proteinas de tamafio similar
(65 kDa) en la muestra UCLA-10, no puede
relacionarse directamente con la proteina del
mismo peso en la cepa HD-1, ya que no se
observé la presencia del cristal cubico formado
por este tipo de proteinas. Es posible que la
abundancia de proteinas de bajo peso molecular
en la muestra UCLA-10 esté relacionada con el
hecho de que la muestra se deriva del complejo
espora-cristal. Estas proteinas de bajo peso
molecular podrian estar asociadas con la
superficie de la espora, ya que cepas
artificialmente acristaliferas como la 4Q7,
presentaron  proteinas similares al ser
evaluadas mediante geles desnaturalizantes de
poliacrilamida (Carmona e Ibarra, 1999).

Evaluacion toxicoldgica

El tipo de bioensayo realizado permitio
determinar cualitativamente la toxicidad de la
cepa aislada contra insectos del orden
Lepidoptera (S. frugiperda). Los ensayos se
realizaron a partir de la muestra liofilizada del
complejo espora cristal, lo cual permitié tener
concentraciones conocidas de la cepa. En el
Cuadro 1 se observa con claridad que la cepa
UCLA-10 mostré toxicidad frente a larvas de S.
frugiperda en niveles similares a la cepa
estdndar HD-1, utilizada como control positivo.
Estos resultados se relacionan directamente
con el patron de proteinas que muestra la
cepa UCLA-10, donde se evidencia la presencia

de una banda de proteina de alto peso de
aproximadamente 130 kDa. Este tipo de
proteinas presentan cominmente actividad hacia
larvas de lepidopteros y fue esta la razdn
principal por la que se prob¢ dicha cepa contra
larvas de primer instar de Spodoptera
frugiperda. Ademas, este insecto es una plaga
importante en cultivos de maiz y otros de interés
econémico, tales como pimentén, tomate,
algodon y maiz (Apablaza y Vaughan, 1990).

El efecto causado por la cepa UCLA-10 sobre
el crecimiento de las larvas, del insecto se ilustra
en la Figura 2. Es comdn encontrar una
correlacién positiva con el efecto toxico de una
cepa y el desarrollo de las larvas. Sin embargo,
se puede encontrar que existen cepas de Bt
qgue no tienen un efecto marcado sobre la
mortalidad, pero si sobre el desarrollo de
las larvas. Esto evidentemente trae como
consecuencia una disminucién de la viabilidad
de los individuo y un deterioro de la poblacion
del insecto para la proxima generacion. La
utilizacion de la informacion del efecto sobre el
desarrollo de las larvas, puede tener
implicaciones importantes desde el punto de
vista del manejo de resistencia hacia B.
thuringiensis. Una de las estrategias para
retardar la aparicién de resistencia se basa en la
utilizacion de dosis subletales. Es bien sabido
que las dosis subletales de Bt retardan
significativamente el crecimiento del insecto (De
Ledn e Ibarra, 1995). Si bien en el caso de
la cepa UCLA-10, la diferencia no es muy
marcada al compararla con HD-1, es importante
realizar este tipo de evaluaciones y escrutinios
ya que podrian permitir el descubrimiento
de nuevas cepas aptas de ser utilizadas en
programas de control de plagas.

Cuadro 1. Efecto toxico de la cepa UCLA-10 sobre larvas de primer instar de S. frugiperda

Cepa Peso de larvas Mortalidad
mg + DE %
UCLA-10 0,40 + 0,06 90
HD-1 0,25+ 0,04 90
Control Negativo 7,02+0,2 10

DE= Desviacion estandar
Evaluacién a los 5 dias del tratamiento
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Peso (mg/larva)

Peso (mglansa)
N

—o— UCLA-10
Control Negativo
— -X— - Control Positivo

Dias después del tratamiento

Figura 2. Efecto téxico de la cepa UCLA-10 sobre el crecimiento de larvas de primer instar de

Spodoptera frugiperda

CONCLUSIONES

La presencia de una banda de proteina de
alto peso molecular en los geles de
poliacrilamida de la cepa UCLA-10, que a su
vez coincidié con la banda tipica del control
positivo HD-1, permite relacionar esta proteina
con la actividad téxica encontrada frente a S.
frugiperda.

De manera general, se demostré la existencia
de cepas nativas con alta toxicidad hacia el
gusano cogollero del maiz, S. frugiperda, que
potencialmente podrian ser utilizadas en el
campo como agentes bioldgicos para el control
de insectos plaga.
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