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RESUMEN

, Bacillus thuringiensis (Bt) se ha convertido en objeto de estudio de numerosas investiga-
¥ ciones dada su capacidad para producir proteinas cristalinas que actlan como insecticidas
naturales, hecho que ha brindado una alternativa de naturaleza biotecnologica al control
de plagas y el manejo de cultivos de interés agricola. En este trabajo se presenta la ca-
racterizacion microscopica y molecular de tres aislamientos colombianos de Bt. Los tres
aislamientos estudiados producen esporas y cristales proteicos; de ellos, el que mostro la
mayor produccion de los mismos fue el aislamiento denominado Bt 3, mientras que el de
mas baja produccion fue Bt1. Empleando temperaturas de 52°C y 58°C y concentraciones
finales de MgCl,de 2 mM y 1,5 mM, se amplificaron por PCR fragmentos correspondientes
a las regiones conservadas de los genes de la familia cry1 y cry1A en los tres aislamientos
estudiados.

Palabras clave: Bacillus thuringiensis, Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), genes
cry, proteinas Cry.

SUMMARY

Bacillus thuringiensis (Bt) has become the subject of humerous research studies due to
its ability to produce crystal proteins that act as natural insecticides, a fact that has pro-
- vided a biotechnological alternative for pest control and agricultural value crop care. In
gfg this paper, a microscopic and molecular characterization of three colombian isolates of
Bacillus thuringiensis is performed. The three studied isolates produced both insecticidal
crystals and spores, being Bt3 isolate the one that produced greater amount of crystals
; and Bt1 isolate the one that less produces. Using temperatures of 52°C and 58°C and final
* concentrations of 2 mM and 1,5 mM of MgCL,, fragments corresponding to variant regions
of cry1 and cry1A family genes were PCR amplified in the three studied isolates.

Key words: Bacillus thuringiensis, Polymerase Chain Reaction (PCR), cry genes, Cry proteins.
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INTRODUCCION

Bacillus thuringiensis (Bt) es una bacteria
Gram-positiva, anaerobia facultativa, qui-
mioorganotrofa y que tiene la capacidad de
fermentar azUcares como maltosa, ribosa,
trehalosa, fructosa y glucosa (Sauka y Benin-
tende, 2008). De otro lado, se le considera
ubicua, puesto que ha sido encontrada en
ambientes tan diversos como suelos, rizos-
fera, filoplano e insectos (Travers et al.,
1987; Cinar et al., 2008; Raymond et al.,
2010). Uno de los rasgos caracteristicos de
esta especie es la capacidad de producir
cristales proteicos durante la fase de espo-
rulacion de su ciclo de crecimiento. Estos
cristales presentan actividad insecticida
contra especies plaga pertenecientes a los
ordenes Lepidoptera, Coleoptera y Diptera
(Van Frankenhuysen, 2009; Salvatore et al.,
2014). Estas proteinas, comiUnmente llama-
das o-endotoxinas, han sido asignadas a dos
grandes grupos conocidos como familia Cry
(del inglés Crystal) y familia Cyt (del inglés
Cytolitic). Hasta el momento se han descrito
mas de un centenar de proteinas Cry dife-
rentes, las cuales constituyen la base de los
insecticidas bioldgicos mas comercializados
a nivel mundial (Sauka y Benintende, 2008).
La esporulacion, fase durante la cual ocurre
la produccién del cristal paraesporal, es
un mecanismo de respuesta defensiva del
organismo ante condiciones de vida desfa-
vorables, cuya finalidad es la formacion de
la espora (Bulla et al., 1980). Generalmente
este proceso se inicia ante la deficiencia de
nutrientes en el medio, tiene una duracion
que oscila entre 6-8 horas e implica una
serie de cambios morfologicos y fisiologicos
significativos para la bacteria. Tales cambios
terminan en la formacion de dos estructuras
bien definidas: la esporay el esporangio (que
encierra la espora). Para el final del proceso
de maduracion, el cristal alcanza su tamano
maximo y la etapa final permite la liberacion
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de la espora junto con el cristal, debido a
la lisis del esporangio (Sauka y Benintende,
2008). Desde el punto de vista morfoldgico
los cristales pueden ser clasificados en bipi-
ramidales, clbicos y esféricos, entre otros.

Tal como se menciond anteriormente, las
o-endotoxinas estan formadas por uno o mas
cuerpos cristalinos denominadas Cry y Cyt.
Los genes que controlan la produccion de las
proteinas cristalinas del tipo Cry se encuen-
tran contenidos en plasmidos, porcion de
material genético bacteriano que se replica
y se transcribe de forma auténoma. Debido a
su independencia frente al ADN central de la
bacteria, los plasmidos permiten una amplia
variedad de combinaciones que dan lugar
a una gran diversidad de cepas diferentes
(Salvatore et al., 2014). Existen alrededor de
72 tipos de proteinas Cry, cada uno de ellos
esta constituido a su vez por varios subtipos.
El grupo mas diversos es el de las proteinas
Cry1, formado por 256 subtipos definidos; el
grupo Cry2 tiene 72 subtipos, mientras que
los grupos Cry7 y Cry8 cuentan con 31y 49
subtipos respectivamente (Garcia, 2014). El
rango de accioén de las toxinas Cry depende
del tipo y el subtipo al que pertenezcan.
Por ejemplo, las proteinas que hacen parte
de los tipos Cry1, Cry2 y Cry9 son particu-
larmente lesivas para los lepiddpteros, las
de los tipos Cry3, Cry7 y Cry8 afectan a los
coleopteros y aquellas pertenecientes a los
tipos Cry2, Cry4, Cry10, Cry11, Cry16, Cry17
y Cry19 son especificas para dipteros (Bravo
et al., 1998). Los sintomas que las larvas
de insectos susceptibles muestran a partir
del momento en que ingieren los cristales
y esporas de Bt son el cese de la ingesta,
paralisis del intestino, diarrea, paralisis total
y finalmente la muerte (Soberon y Bravo,
2014; Whalon & Wingerd, 2003).

El uso de insecticidas (muchos de ellos ca-
tegorizados como ligera o moderadamente



toxicos) en las actividades de produccion
agricola representa un riesgo no sélo en
términos de salud publica sino también de
impacto ambiental. En esta Gltima década la
intoxicacion y muerte por envenenamiento
en zonas rurales del pais, principalmente en
la poblacion infantil y de trabajadores que
han tenido contacto directo con las fumiga-
ciones de cultivos, se ha vuelto constante.
El uso prolongado de este tipo de productos
incide directamente en el dafo a aguas sub-
terraneas, flora y entomofauna, hecho que
reduce de forma sustancial la biodiversidad
de las zonas afectadas (Benitez, 2012). El
uso de pesticidas, ademas de contribuir a
la rapida destruccion de diversos tipos de
habitats, amenaza a especies en peligro
de extincion, y con el tiempo y con un uso
descuidado, puede provocar la aparicion de
resistencia a los pesticidas en las plagas, lo
que conllevaria al uso de nuevos pesticidas
que continuarian degradando el ambiente.
Por otro lado, la aplicacion prolongada y con
frecuencia desmedida de insumos quimicos
en cultivos alimenticios ha conducido a la
aparicion de serios problemas de salud entre
los consumidores. Frente a esta problema-
tica, los gobiernos han establecido leyes y
reglamentaciones de uso moderado de estos
productos, sin embargo el problema esta
lejos de ser solucionado del todo (Benitez,
2012).

Dadas las circunstancias anteriormente des-
critas, surge la necesidad de buscar métodos
alternos de control de plagas que no tengan
repercusiones en el ambiente ni en la salud
humana. La solucién podria encontrarse en
la exploracion de la diversidad de microor-
ganismos en los suelos colombianos. Debido
a que esta localizada en el tropico, Colombia
es un pais con una amplia biodiversidad. Esta
diversidad se evidencia también en términos
de poblaciones de microorganismos (Rangel,
2010). Resulta de capital importancia para
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los sectores agricola y pecuario la explora-
cion de esta diversidad microbioldgica en los
suelos colombianos. Si se logra identificar la
presencia de genes que codifiquen proteinas
cristalinas insecticidas en aislamientos co-
lombianos de Bt, es posible abrir la puerta
a futuras investigaciones orientadas a de-
terminar el alcance de la aplicacion de este
nuevo método alterno. El proposito de esta
investigacion es determinar la presencia
de genes cry1y cry1A en tres aislamientos
colombianos de Bt.

MATERIALES Y METODOS

Aislamientos de Bt: Los aislamientos de
Bt analizados en la investigacion fueron
amablemente cedidos por el cepario del de-
partamento de biologia de la Universidad Pe-
dagogica Nacional. Para efectos del estudio,
los aislamientos recibidos del cepario fueron
denominados Bt1, Bt2 y Bt3. Como control
positivo se utilizo Bacillus thuringiensis var.
kurstaki HD-1 (Dipel).

Cultivo de los aislamientos de Bt: Los ais-
lamientos de Bt fueron cultivados en medio
Luria Bertani liquido durante 18-24 horas a
temperatura constante de 28.5°C.

Caracterizacion microscopica de los ais-
lamientos: Colonias de cada aislamiento
fueron sometidas a la tincion verde de
malaquita-safranina (coloracion de Shaeffer-
Fulton) y posteriormente observadas en un
microscopio Olympus CX21 (1000X).

Extraccion y purificacion de plasmidos
de Bt: La extraccion del DNA plasmidico se
realizo utilizando el protocolo descrito por
He y colaboradores (1990).

Caracterizacion genética de aislamientos
de Bt: La caracterizacidon genética de los
aislamientos de Bt se realizé mediante PCR.
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Para determinar la presencia de genes de
la familia cry 1 se utilizaron los iniciadores
Cry1-F (5’ GTA GAA GAG GAA GTC TAT CCAA
3’) y Cry1-R (5’ TAT CGG TTT CTG GGA AGT
A 3’) (Ceron et al., 1996). La presencia de
genes de la subfamilia cry 1A se verificé me-
diante el uso de los iniciadores Cry1A-F (5’
CCGGTGCTGGATTTGTGTTA3’) y Cry1A-R
(5’ AAT CCC GTATTG TAC CAG CG 3’) (Carozzi
etal., 1991). Para el caso de los iniciadores
Cry1-F y Cry1-R se evaluaron temperaturas
de anillaje entre 47°C y 54°C y concentracio-
nes de MgCL, entre 1 mM y 3 mM final. Para
el caso de los iniciadores Cry1A-F y Cry1A-R
se evaluaron temperaturas de anillaje entre
55°Cy 60°C y concentraciones de MgCL, entre
1 mMy 3 mM. Los productos de PCR fueron
analizados mediante electroforesis en gel de
agarosa 1% (90 V, 40 min). Los geles fueron
tefidos con bromuro de etidio (0.5 pg/ml).

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion microscopica de los
aislamientos de Bt

Tal como se senala en la literatura, la pre-
sencia de esporas y la produccion de crista-
les son rasgos caracteristicos de Bt (Sauka
y Benintende, 2008). La tincion verde de
malaquita-safranina reveld que los tres aisla-
mientos estudiados (Bt1, Bt2 y Bt3) producen
esporas y cristales. El aislamiento que mos-
tro la mayor produccion de cristales fue Bt3,
seguido por Bt2 y Bt1. En las figuras 1ay 1b
se observan las tinciones correspondientes al
aislamiento Bt3 y al control positivo (Dipel).

Extraccion y aislamiento de plasmidos de
Bt

El protocolo reportado por He y colabora-
dores (1990) ha sido ampliamente utilizado
en virtud de la cantidad y calidad de los
plasmidos que permite obtener. Sin embargo,
la cantidad de plasmido extraida del aisla-
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miento Bt3 fue sustancialmente mas baja
que las cantidades obtenidas a partir de los
otros dos aislamientos (figura 2).

A B

Figura 1. Colonias de Bacillus thuringiensis tefiidas con verde
de malaquita-safranina. Se observan esporas (puntos verdes),
bacilos (bastones rojos) y cristales (puntos rojos pequefios
e intensos). A: aislamiento Bt3; B: control positivo (Dipel).

Esta diferencia se puede explicar en funcion
de las variaciones en el crecimiento de los
cultivos bacterianos. Al final del periodo
de incubacion, el cultivo correspondiente
al aislamiento Bt3 presentd una densidad
optica considerablemente menor a la que
mostraron los otros. Tomando en considera-
cion que las condiciones de mantenimiento
y cultivo empleadas para los aislamientos
estudiados fueron las mismas, es probable
que la viabilidad de las células pertene-
cientes a Bt3 resultara afectada durante la
conservacion previa a la realizacion de este
estudio (Fernandez-Larrea, 2002).

Figura 2. Plasmidos extraidos mediante el método de He
(1990) a partir de los aislamientos estudiados. Carril 1:
Marcador de peso molecular; carril 2: aislamiento Bt1; carril
3: aislamiento Bt2; carril 4: aislamiento Bt3; carril 5: B. thurin-
giensis var. kurstaki HD-1 (control positivo).



Amplificacion de genes cry 1y cry 1A en
los aislamientos colombianos de Bt

El ADN plasmidico de los aislamientos co-
lombianos de Bt se sometié a PCR con el
fin de determinar la presencia de genes
de la familia cry1 y de la subfamilia cry1A
mediante la amplificacion de fragmentos co-
rrespondientes a regiones conservadas de los
mismos. Para tal fin se evaluaron diferentes
condiciones de reaccién y programas de am-
plificacion. Las condiciones que reportaron
los mejores resultados para la identificacion
de los genes cry1 se presentan en las tablas
1y 2. Las mejores condiciones para la iden-
tificacion de los genes cry1Ase presentan en
las tablas 3 y 4.

Para el caso de la identificacion de los genes
cry1, la evaluacion inicial se hizo empleando
una temperatura de anillaje de 52 °C y una
concentracion final de cloruro de magnesio
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(MgCl,)de 1,5 mM. La mejor amplificacion se
logro empleando una concentracion final de
MgCl, de 2 mM. En cuanto a la amplificacion
de los genes de la subfamilia cry1A, se hizo
una evaluacion inicial con temperatura de
anillaje de 58 °C y concentracion final de 2
mM de MgCL,. Sin embargo, utilizando una
concentracion final de MgCl, de 1,5 mM se
logré un incremento considerable en la can-
tidad de producto amplificado.

Las condiciones empleadas para la identi-
ficacion de las regiones conservadas de los
genes de la familia cry1 y de la subfamilia
cry1A permitieron amplificar dos fragmentos
Unicos en los tres aislamientos estudiados:
el primero de ellos de aproximadamente 270
pares de bases (figura 3) y el segundo de al-
rededor de 500 pares de bases (figura 4). La
intensidad de las bandas observadas tras el
analisis de electroforesis es un claro reflejo
de la cantidad de producto que se logré

Reactivo Conc. Inicial Conc. Final Vol/reaccion
Agua - 10.56 pl
PCR Buffer 5X 1X 5.0 pl
MgClL, 25 mM 2.0 mM 2.0 pl
dNTP’s 2.5 mM 0.2 mM 2.0 pl
Cry1-F 10 uM 0.25 uM 0.62 pl
Cry1-R 10 uM 0.25 uM 0.62 pl
Taq Pol. 5u/ pl 1 unid/reac. 0.2 pl

Tabla 1. Condiciones de reaccion para la amplificacion por PCR de regiones conservadas en los genes pertenecientes a la

familia cry1.

Etapa

Temperatura / Tiempo

Numero de ciclos

Denaturacion Inicial

94 °C X 4 min.

1

Amplificacion

45

« Denaturacion

94 °C X 30 seg.

« Anillaje

52 °C X 20 seg.

« Extension

72 °C X 20 seg.

Extension final

72 °C X 5 min.

1

Tabla 2. Programa para la amplificacién por PCR de regiones conservadas en los genes pertenecientes a la familia cry1.
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Reactivo Conc. Inicial Conc. Final Vol/reaccion
Agua - - 11.06 pl
PCR Buffer 5X 1X 5.0 pl
MgClL, 25 mM 1.5 mM 1.5 pl
dNTP's 2.5 mM 0.2 mM 2.0 ul
Cry1A-F 10 UM 0.25 upM 0.62 pl
Cry1A-R 10 uM 0.25 uM 0.62 pl
Taq Pol. 5u/ pl 1 unid/reac. 0.2 pl

Tabla 3. Condiciones de reaccién para la amplificacion por PCR de regiones conservadas en los genes pertenecientes a la sub-

familia cry1A.
Etapa Temperatura / Tiempo Numero de ciclos

Denaturacion Inicial 94 °C X 4 min. 1
Amplificacion 45

« Denaturacion 94 °C X 30 seg.

* Anillaje 58 °C X 20 seg.

« Extension 72 °C X 20 seg.
Extension final 72 °C X 5 min. 1

Tabla 4. Programa para la amplificacion por PCR de regiones conservadas en los genes pertenecientes a la subfamilia cry1A

generar bajo las condiciones anteriormente
referidas. Sin embargo, se observd que las
cantidades de los productos de amplificacion
obtenidas para cada aislamiento variaron
entre si. Tal como se observa en las figuras 3
y 4 los fragmentos de 270 y 500 pares de ba-
ses amplificados a partir de B. thuringiensis
var. kurstaki HD-1, cepa utilizada como con-
trol positivo (carril 2), mostraron la mayor
concentracion, seguidos por los productos
amplificados a partir de los aislamientos Bt2
y Bt3 (carriles 4 y 5 en ambas figuras). Los
productos de Bt1 (carril 3 en las dos figuras)
fueron los menos concentrados. Esta varia-
cion en la cantidad de producto amplificado
se debe a que la cantidad de ADN utilizado de
cada aislamiento para la reaccion de PCR no
fue equivalente. De otro lado, es importante
resaltar que en Bt los genes de la familia
cry1 son los mas abundantes (Ceron et al.,
1994); esta investigacion demuestra que los
aislamientos colombianos estudiados, asi
como los analizados en otros trabajos, son
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portadores de genes pertenecientes a esta
familia.

1 2 3 4 5 6

250 pb. 270 pb.

Figura 3. Amplificacion del fragmento de 270 pares de bases
(aprox.) a partir de la region conservada de los genes cry1
en los aislamientos colombianos de Bt. Carril 1: Marcador de
peso molecular; carril 2: B. thuringiensis var. kurstaki HD-1
(control positivo); carril 3: aislamiento Bt1; carril 4: aislamiento
Bt2; carril 5: aislamiento Bt3; carril 6: blanco.



Mientras que Hernandez y colaboradores
(1997) establecen las temperaturas de hibri-
dacion de los iniciadores para PCR con base
en los rangos empleados anteriormente por
otros investigadores, en este caso se utilizd
una formula que permite determinar las tem-
peraturas dptimas con base en factores como
la cantidad de nucleotidos del iniciador, su
secuencia y la concentracion de sodio. La
consecuencia del uso de temperaturas opti-
mas para la amplificacion de los fragmentos
es la obtencion de productos de PCR Unicos.

1 2 3 4 5 6

i —— ~500
pb.

500 pb.

Figura 4. Amplificacion del fragmento de 500 pares de bases
(aprox.) a partir de la regién conservada de los genes cry1A
en los aislamientos colombianos de Bt. Carril 1: Marcador de
peso molecular; carril 2: B. thuringiensis var. kurstaki HD-1
(control positivo); carril 3: aislamiento Bt1; carril 4: aislamiento
Bt2; carril 5: aislamiento Bt3; carril 6: blanco.

CONCLUSIONES

Los estudios de microscopia y analisis gené-
tico realizados en este trabajo permitieron
identificar los rasgos morfoldgicos y bioqui-
micos (reflejados en la produccion de protei-
nas cristalinas y esporas) tipicos de Bacillus
thuringiensis, asi como verificar la presencia
de genes de la familia cry1 y la subfamilia
cry1A en los tres aislamientos colombianos
analizados. De acuerdo con Ceron y cola-
boradores (1994) y otros estudios previos
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realizados sobre genes cry1, el fragmento
amplificado mediante PCR con los iniciado-
res empleados en este trabajo muestra un
tamano que oscila entre 270-290 pares de
bases, mientras que en el caso de los genes
cry1A el tamano es cercano a 500 pares de
bases. Los resultados de esta investigacion
coinciden con los reportes anteriormente
referidos.

Los genes cry son muy humerosos y para
facilitar su estudio han sido organizados en
familias, algunas de ellas muy poco frecuen-
tes como el caso de cry5, cry12y cry21, en-
tre otras (Schnepf et al., 1998). De manera
contrastante, hay algunas familias que estan
conformadas por una significativa cantidad
de genes, como el caso de cryl y cry3,
entre las cuales se encuentran los genes
cry1B, cry 1C, cry1D, cry3A, cry3By cry3D,
entre otros (Ceron et al., 1994; Ceron et
al., 1996). Dada la abundancia de los genes
cry presentes en esta especie bacteriana y
su notable variabilidad genética, resultaria
valioso profundizar en la caracterizacion
molecular de los tres aislamientos estudia-
dos en esta investigacion con el proposito
de aislar y secuenciar las regiones variables
e hipervariables y establecer la relacion de
tal condicion respecto del nivel de toxicidad
de las proteinas codificadas por dichos genes
frente a insectos plaga.
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