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RESUMEN

Bacillus thuringiensis (Bt) es una bacteria entomopatégena utilizada en el
control de insectos lepiddpteros, coledpteros y dipteros plaga. Por la alta variabilidad
genética en las proteinas Cry insecticidas, la caracterizacidon de cepas de Bt representa
un potencial para descubrir proteinas y actividades bioldgicas novedosas. En este
estudio se realizo la caracterizacion microscépica, bioquimica y molecular de 20 cepas
nativas de Bacillus thuringiensis pertenecientes al banco de cepas de la Universidad
Jorge Tadeo Lozano (uJTL) con el fin de predecir su actividad biolédgica y su posible uso
en control bioldgico. Las cepas caracterizadas se aislaron previamente en los depar-
tamentos de Boyaca (4), Cundinamarca (2), Huila (1) y Santander (5) y del ecosistema
de manglar de la Ciénaga Grande de Santa Marta (8). Por microscopia de contraste de
fases se observaron cristales amorfos (81.8%), triangulares, cuadrados y bipiramidales
(18.2%). Utilizando Pcr se identificaron entre 2-5 genes cryl en 11 cepas nativas. Ocho
cepas contienen los genes crylAa, crylBa y crylCa, (72.7%), cinco el gen crylAb
(45.4%), tres el gen crylAc (27,2%) y Unicamente dos cepas presentaron el gen crylDa
(18.1%). Se obtuvo el perfil electroforético de proteinas totales para las 11 cepas,
encontrando proteinas con pesos moleculares entre 25-140 kDa e identificando cepas
con perfiles electroforéticos con dos bandas (45.4%), tres (27.2%), cuatro (18.1%) y
seis bandas de proteinas (9.1%). La secuenciacion nucleotidica del gen ARNr 16S arrojé
que cinco cepas nativas seleccionadas al azar presentaron un porcentaje de similari-
dad por encima del 94% con relacién a las secuencias depositadas en la base de datos
del NcBI. De estas cuatro cepas, tres tuvieron un porcentaje de similaridad del 99%,
98% y del 97% con el género Bacillus sp (zsuiTL67, ZMUJTL63 y ZCUITL3, respectivamente)
y las otras dos cepas mostraron porcentajes de similaridad del 96% y 94% con Bacillus
thuringiensis (zmuJTL94 Y ZMUJTL96). De acuerdo con el analisis realizado, se relaciona-
ron los espectros de susceptibilidad de 10 especies de insectos de importancia para la
agricultura colombiana: cinco lepiddpteros, tres dipteros y dos coledpteros frente a las
11 cepas nativas evaluadas, encontrandose que una de estas cepas presenta una posi-
ble actividad bioldgica sobre estas 10 especies de insectos (zmuJTL94). La metodologia
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utilizada permite predecir la actividad bioldgica de las cepas antes de la realizacién de
ensayos bioldgicos en los que se emplean mucho tiempo y representan altos costos.

Palabras clave: Bacillus thuringiensis; genes cry; SDS PAGE; PCR;
cepas nativas; ciencias naturales.

ABSTRACT

Bacillus thuringiensis (Bt) is an entomopathogenic bacterium used to control
insect pest Lepidoptera, Coledptera and Diptera. For its high genetic variability in the
Cry proteins, characterization of Bt strains in worldwide represents a potential to
discover new proteins and biological activities. In this study was performed the micro-
scopic, biochemical and molecular characterization of 20 native strains of Bacillus
thuringiensis that belong to the uiTL bank of strains, in order to predict the biological
activity and possible uses in biological control. Native strains were isolated from the
departments of Boyacd (4), Cundinamarca (2), Huila (1) and Santander (5) and the
mangrove ecosystem of the Ciénaga Grande de Santa Marta (8). For microscopic char-
acterization, amorphous, square, triangular and bipyramidal crystals were observed.
Using PCR 11 strains amplified between 2-5 cryl genes. Eight strains had the crylAa
gene (72.7%), five contained the crylAb gene (45.4%) and three contained the crylAc
(27.2%) gene and two strains had the crylDa gene only (18.1%). Eight strains also
amplified cry1Ba gene and crylCa (72.7% for each gene) and only two strains showed
the crylDa gene (18.1%). Electrophoresis on denaturant polyacrylamide gel (SDS-PAGE)
was used, where the total of protein electrophoretic profile for the 11 strains was
obtained. In this profile it was found that the molecular weights obtained from the
total proteins visualized in the gels ranged from 25 to 140 kDa and strains revealed
two bands (45.4%), three bands (27.2%), four bands (18.1 found %) and 6 bands
(9.1%). Nucleotide sequencing of 16S rRNA gene showed that, five native strains ran-
domly selected showed a similarity percentage above 94% compared with the se-
guences deposited in the NCBI database. Of these five strains, three had a similarity
percentage of 99%, 98% and 97% with Bacillus sp. (zsuJTL67, zMmuJTL63 and zcuJTL3 re-
spectively) and the other two strains showed similarity percentages of 96% and 94%
with Bacillus thuringiensis (zmuiTL94 and zMUITL96).

According to analysis, we related the spectra of susceptibility of 10 species of
insects of importance for Colombian agriculture: five Lepidoptera, three Diptera and
two Coleoptera, compared to 11 native strains evaluated, finding that one of these
strains presents a possible biological activity on these 10 species of insects (zmuJTL94
strain). This method allows to predict the biological activity of the strains before to
biological testing that it take time and high costs.

Keywords: Bacillus thuringiensis; cry genes; SDS PAGE; PCR; native strain;
natual sciences.

INTRODUCCION

En el sector agricola, las pérdidas ocasionadas por insectos en los diferentes
cultivos comerciales representan entre el 30 y 80% de los costos de produccién y en
ocasiones pueden llegar a ser del 100% en algunos cultivos y épocas del afio (Bravo y
Cerdn, 2004). Los insecticidas quimicos representan el principal método de control de
plagas, produciendo serios problemas de contaminacién ambiental por su uso indis-
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criminado como eliminacion de fauna benéfica, contaminacién de fuentes de agua y
del aire, presencia de residuos toxicos en los alimentos que afectan la salud humana y
resistencia de insectos a los plaguicidas (Bravo y Soberdn, 2008). El control biolégico
de plagas mediante el uso de microorganismos entomopatégenos representa una
alternativa atractiva de menor impacto ambiental para el manejo de insectos de im-
portancia econdémica en la agricultura (Hernandez, 2015; Ibarra et al., 2006) y abarca
una amplia gama de agentes entomopatdgenos o sustancias que han sido producidas
por estos, que presentan variacidon en sus propiedades, en la forma como actian so-
bre las plagas y en su comportamiento en el ambiente (De Lifian, 2001).

Bacillus thuringiensis (Bt) es una bacteria Gram-positiva, esporulada nativa
del suelo, ubicua, debido a que se ha aislado en diferentes partes del planeta y de muy
diversos ambientes. Se caracteriza por la produccion de cristales parasporales durante
la fase estacionaria de su ciclo de crecimiento (Schnepf et al., 1998) compuestos por
proteinas insecticidas (ICP) o proteinas Cry, cuya caracteristica mas importante es su
especificidad sobre insectos. Las proteinas Cry, al ser ingeridas por larvas de insectos
susceptibles, se solubilizan en el medio alcalino del intestino formando proteinas acti-
vas capaces de interactuar con receptores especificos y desencadenar la inanicidn,
septicemia y muerte de las larvas (Ammouneh et al., 2011; Bravo et al., 2011;
Arango et al., 2002; Hernandez, 2016). Estas proteinas han sido profundamente estu-
diadas debido a sus propiedades bio-pesticidas con el fin de encontrar proteinas no-
vedosas y con amplia actividad bioldgica (Crickmore et al., 1998).

La mezcla de las Icp de varias cepas de Bt se han utilizado como principio acti-
vo de formulaciones comerciales que se han venido usando como bioinsecticidas para
el control de 6rdenes de insectos como himendpteros, coledpteros, dipteros, lepiddp-
teros, plagas de una amplia gama de cultivos agricolas desde hace casi medio siglo
(Bravo et al., 2011; Hernadndez, 2016). Actualmente, mas del 90% de los bioplaguici-
das comerciales a base de entomopatdgenos son formulaciones basadas en B. thurin-
giensis (Sauka & Benintende, 2008; Muifiiz, 2014; Galvis y Moreno, 2014). También su
actividad toxica, se ha extendido a protozoarios, trematodos, colémbolos y lombrices
de tierra, entre otros, de interés agricola (Velasco, 2010). Esta propiedad Unica hace
de Bt un agente prometedor en el control bioldgico de insectos plaga, relevantes para
la agricultura y la medicina (Ohba, 1996).

Ademas de sus propiedades insecticidas, Bt produce otros compuestos acti-
vos y factores de virulencia; algunos de ellos con buenas perspectivas de aplicarse en
el control biolégico, no sélo de insectos plaga o de vectores de enfermedades, sino
también de bacterias, hongos y parasitos (Gillis, 2013; Huerta, 2013). Entre estos
compuestos se encuentran: a-exotoxinas, B-exotoxinas, quitinasas, citolisinas (protei-
nas Cyt), proteinas insecticidas vegetativas (proteinas vip), lipopéptidos, autolisinas,
flagelinas, enterotoxinas, hemolisinas, fosfolipasas, zwittermicinas y bacteriocinas
(Gillis, 2013; Hernandez, 2016). También se ha descubierto cepas de Bt que producen
y muestran una fuerte actividad AHL-lactonasa que es capaz de inhibir el “quorum
sensing” (mecanismo de comunicacion celular bacteriana) mediado por N-Acil-
homoserin-lactonas (Gillis, 2013).

Bravo et al. (1998) y Carreras et al. (2004) plantearon que las proteinas insec-
ticidas contra insectos Lepidépteros pertenecen a los grupos Cryl y Cry9, las toxinas
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activas contra coledpteros son las proteinas de los grupos Cry3, Cry7 y Cry8, las pro-
teinas toxicas contra nematodos son Cry5, Cry12, Cryl3, Cryl4, y contra dipteros son
Cry4, Cry10, Cry11, Cry16, Cry17, Cry19 y proteinas Cyt. El grupo de proteinas Cry2 son
activas tanto para Dipteros, como para Lepidépteros. También los subgrupos CrylB y
Cryll tienen doble actividad contra lepiddpteros y coledpteros. Para su clasificacion en
la actualidad, las toxinas Cry se clasifican por su secuencia primaria de aminoacidos y
mas de 500 secuencias diferentes se han organizado en 74 grupos (Cry1-Cry74) (Cri-
ckmore, 2016; Crickmore et al., 2011).

La caracterizacion de cepas de Bt se realiza en tres pasos: 1) microscdpica,
gue identifica la presencia, forma y cantidad de cristales parasporales y esporas pre-
sentes en los aislamientos nativos, los cuales se pueden agrupar de acuerdo con su
capacidad para producir y acumular cristales; 2) bioquimica, que determina el perfil de
proteinas totales presentes en una mezcla de esporas y cristales de las cepas o aisla-
mientos nativos. Se realizan comparaciones entre la aparicion de bandas de proteinas
con pesos moleculares especificos y los pesos moleculares de las proteinas Cry de las
cepas de referencia y se relacionan con una posible actividad bioldgica sobre una
determinada familia o especie de insecto; y 3) molecular, en donde se identifican los
genes cry presentes en aislamientos de Bt por medio de la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) (Hernandez et al., 2012; Bravo y Cerdn, 2004; Katara et al., 2012).

Para verificar la identificacién de algunos de los aislamientos nativos evalua-
dos, se realizd la secuenciacion del gen 16S. El ARNr 16S (rrs) es un polirribonucledtido
codificado por el gen rrs o ADN ribosomal ARNr 16S (ADN 16S) incluido en la subunidad
30S del ribosoma bacteriano. El ARNr 16S actia como un crondmetro molecular al
presentar un alto grado de conservacion que permite su utilizaciéon para la identifica-
cién bacteriana o la asignacion de género y especie. La secuencia de este gen presenta
de forma aproximada 1500 pb (Bou, 2011; Rodicio y Mendoza, 2004).

La actividad insecticida de una cepa de Bt se puede revelar mediante la eva-
luacién con bioensayos, empleando el insecto de interés, pero la realizacién de dichas
pruebas es en cierta medida compleja, demorada y costosa. La caracterizacion de
cepas de Bt a nivel microscépico, bioquimico y molecular realizada antes del ensayo
bioldgico, constituye una herramienta que aumenta las posibilidades de identificar en
menor tiempo cepas novedosas para el control bioldgico y/o cepas mas tdxicas y ven-
tajosas que las que se conocen y comercializan actualmente. Ademas, permite clasifi-
car y seleccionar las cepas con mayor potencial insecticida, de acuerdo con la
presencia de genes cry especificos y su capacidad de producir proteinas toxicas contra
una determinada especie o familia de insectos. Algunos de estos genes podrian codifi-
car nuevas proteinas que permitiran ampliar el espectro de accién de los insecticidas y
la produccién de bioplaguicidas mas efectivos basados en Bt o ampliar su uso para la
produccion de plantas u organismos transgénicos utilizados para la ingenieria genética
resistentes al ataque de insectos lepiddpteros plaga (Hernandez, 2015; Orozco et al.,
2012).

En el presente estudio se caracterizaron a nivel microscépico, bioquimico y
molecular 20 cepas nativas de Bacillus thuringiensis aisladas de municipios de cuatro
departamentos de Colombia: Cundinamarca, Huila, Boyacd y Santander, y de un eco-
sistema particular, la Ciénaga Grande de Santa Marta (cGsm). Se identificaron las
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posibles proteinas Cry presentes en estos aislamientos nativos comparandolas con las
de las cepas de referencia de las variedades kurstaki HpD1 y aizawai HD 137 y se identi-
ficd molecularmente el contenido de diferentes genes especificos en estos aislamien-
tos de Bt pertenecientes a las familias cryl para predecir su posible actividad bioldgica
sobre larvas de insectos susceptibles.

MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se llevé a cabo en el Laboratorio de Biologia Mole-
cular de la Universidad Jorge Tadeo Lozano sede Bogota, en donde se adelanté la
caracterizacion microscopica, bioquimica y molecular de las cepas nativas de Bacillus
thuringiensis.

Obtencion de las cepas nativas de Bacillus thuringiensis

Las cepas utilizadas en este estudio fueron cedidas por el Banco de Cepas de
Bacilos Esporulados de la Universidad Jorge Tadeo Lozano. Las cepas estaban conser-
vadas a 4 °C en tiras de papel filtro inoculadas con una suspension de esporas asépti-
camente guardadas en ampolletas de color ambar previamente esterilizadas vy
selladas. En la Tabla 1 aparece el listado de las 20 cepas seleccionadas.

Tabla 1. Listado de los 20 aislamientos nativos evaluados en este estudio. Se presenta para cada uno el nimero de registro y su procedencia.

Fuente: elaboracion propia.

AISLAMIENTOS NATIVOS CARACTERIZADOS
Departamento Municipio Registro
di Chia ZCUJTL3
Cundinamarca Susa ZCUITL13
Santa Sofia ZBUJTL28
3 Villa de Leiva ZBUJTL32
Boyaca
Sutamarchan ZBUJTL37
Sutamarchan ZBUJTL44
Mesa de los Santos ZSUJTL67
Piedecuesta ZSUJTL74
Santander Lebrija ZSUJTL82
Girén ZSUJTL86
Betulia ZSUJTL62
Huila Garzén ZHUJTL46
ZMUJTLA
ZMUJTL27
Ciénaga Grande ZMUITLES
de Santa Marta Pueblo Viejo ZMUJTL81
(Magdalena) ZMUJTLI6
ZMUJTL105
ZMUJTL110
ZMUJTL94

Vol. 13 (1) enero-junio del 2023
MUTIS |Revista electrénica editada por la Facultad de Ciencias Naturales e Ingenieria de UTADEO

5



Rodriguez-Tolosa, R., Cifuentes-Vega, R., y Hernandez-Fernandez, J. (2023). https://doi.org/10.21789/22561498.1963

Siembra y cultivo de las cepas

Las tiras de papel filtro que contenian esporas de las cepas nativas se colo-
caron en cajas de Petri con medio de cultivo |Ib (Luria Bertani) (10 g/I de triptona,
10 g/l de NaCl, 5 g/l de extracto de levadura y 13 g/ de agar-agar). Luego se incu-
baron a 37 °C por 24 horas. Seguidamente, se realizd resiembra por triplicado se-
leccionando las colonias tipicas formadas de Bt, las cuales se incubaron a 30 °C por
siete dias, después de los cuales se recolecté toda la biomasa en tubos
eppendorf que se mantuvieron a 4 °C para los analisis posteriores.

Caracterizacion microscdpica de las cepas nativas

La observacidn se realizo a partir de un indculo crudo sin tincién utilizando
el microscopio de contraste de fases Zeiss Primo Star (100X).

Caracterizacion Bioquimica

La caracterizacidn bioquimica de los aislamientos nativos que dieron posi-
tivo para la presencia de esporas y cristales en la caracterizacion microscoépica, se
llevd a cabo mediante la electroforesis de proteinas totales en gel denaturante de
poliacrilamida (duodecil-sulfato de sodio, sDS-PAGE) de extractos crudos de esporas
y cristales de las cepas analizadas para relacionar la presencia de bandas de protei-
nas de los aislamientos con las bandas de proteinas Cry de las cepas de referencia:
Bacillus thuringiensis var. kurstaki - HD1 y
Bacillus thuringiensis var. aizawai - HD137.

Obtencidn de extractos crudos de proteinas

Los extractos crudos de proteinas se obtuvieron recogiendo con asas bac-
terioldgicas toda la biomasa celular presente en la superficie del agar, a partir de un
cultivo de 7 a 10 dias de las cepas seleccionadas en medio Luria Bertani para luego
ser resuspendida en 250 pl de solucién buffer o tampdn de solubilizacion (NaHCOs
50 mM, NaCl 100 mM, DDT 10 mM). Esta biomasa se conservé a 4 2C hasta su
utilizacion en el andlisis electroforético.

Las muestras se prepararon tomando entre 20 a 40 pl de extracto crudo
de proteinas, 20 pl de buffer de carga Laemmli (1970) y 1,6 pl de 2-
mercaptoetanol. Posteriormente, cada muestra se sometid a tres rondas de sonica-
cion, cada una de 20 segundos de duracion, con el fin de generar la lisis celular y la
ruptura de los cristales. Después, la mezcla se colocd a bafio maria en ebullicion
durante 10 minutos. Luego, se sirvieron 20 ul de cada muestra en el gel de servido
y se utilizd 5 pl del marcador de peso molecular de proteinas Opti-Protein XL (abm,-
Canada) para poder identificar las posibles proteinas Cry presentes en las cepas
estudiadas.
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Corrido electroforético en gel denaturante de poliacrilamida
(SDS - PAGE)

Los geles se prepararon siguiendo las instrucciones de la casa comercial
fabricante (Mini-PROTEAN® Tetra Cell - Bio-Rad, EE. UU.). Los corridos electroforé-
ticos se llevaron a cabo a 200 voltios durante 40 minutos y los geles se tifieron con
azul de Coomassie R-250 al 0.1% durante 30 minutos, para posterior lavado y deco-
loracion del fondo durante una a cuatro horas en una mezcla entre agua destilada-
metanol-acido acético (50%, 40%, 10%, respectivamente). Una vez decolorados los
geles, se determind el peso molecular de las bandas de proteinas presentes en
cada muestra segun el marcador de peso molecular utilizado.

Extraccion y cuantificacion del ADN
Extraccion de ADN plasmidico

En un tubo de eppendorf de 1.5 ml se adicionaron 100 pl de la solucién |
(50 mM de Glucosa, 25 mM de Tris-HCl pH 8,0 y 10 mM de eDTA pH 8,0) y de 8-10
colonias del bacilo, sembradas en agar LB por 12-18 horas. Se homogenizé por
inversidn tres o cuatro veces y se adicionaron 200 pl de la solucién Il [0,2 N NaOH y
1% (p/v) de Dodecil sulfato sédico- SDS- (NaCl12H25504), el cual actia como deter-
gente anfipatico, rompiendo las membranas y produciendo lisis celular] a cada
tubo, se cerrd y se mezcld por inversion suave (cinco veces) y se mantuvo en frio de
dos a tres minutos. Luego se adicionaron 150 pl de la solucién Il (5 M de acetato
de potasio, 11,5 ml de acido acético glacial y 28,5 ml de agua fria) y se dispersé por
inversién varias veces. Posteriormente se colocd el tubo en hielo por tres a cinco
minutos, se centrifugd a mdaxima velocidad por cinco minutos a 4 °C y luego se
transfirié el sobrenadante a un tubo nuevo. Se adicioné un volumen igual de cloro-
formo-alcohol isoamilico, se mezclaron las fases organica y acuosa por vortex y
luego se centrifugd la emulsion a 14 000 rpm por dos minutos a 4 °C (Sambrook &
Russell, 2001).

Posteriormente, se transfirid la capa superior acuosa a un tubo nuevo, se
adicionaron dos volumenes de etanol absoluto a temperatura ambiente para per-
mitir que los 4cidos nucleicos se precipiten, se mezclaron por inversion, se dejo
reposar la mezcla por dos minutos a temperatura ambiente, se recogio el precipi-
tado de acidos nucleicos por centrifugacion a maxima velocidad durante cinco
minutos a 4°C, se removié el sobrenadante por aspiracidon suave y se invirtio el
tubo sobre el papel. Luego, se adiciond al pellet obtenido 1 ml de etanol al 70% y se
homogenizd por inversion y se centrifugd por dos minutos a 4 °C para recuperar el
ADN. Nuevamente, se removid el sobrenadante suavemente, se dejé secar el pellet
a temperatura ambiente hasta que el etanol se evapord (5-10 minutos). Poste-
riormente, se disolvieron los 4cidos nucleicos en 30 ul de agua (pH 8,0). Finalmen-
te, se paso por el vértex suavemente por 10 segundos y se almacend el producto
de ADN a -20 °C (Sambrook & Russell, 2001).

Los DNA extraidos anteriormente se cuantificaron mediante un corrido
electroforético en gel de agarosa al 1% en tampdn TBE 0,5 X, en una cdmara de
electroforesis horizontal Gel X. Ultra V-2 Labnet International. Después del corrido,
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los geles se observaron y se fotografiaron en el fotodocumentador uvp Gel-Doc-
[t™" Imaging System (*UvPp, LLC), con el software Visién Works and Analisys versién
6.4.3. (UVP LSC. UK).

Amplificacion de los genes cryl generales mediante la reaccién en cade-
na de la polimerasa (PCR)

La caracterizacion molecular se realizé utilizando la reaccidn en cadena de
la polimerasa PcR. Para llevar a cabo esta reaccion, se emplearon pares de oligonu-
cledtidos universales reportados previamente (Bravo et al, 1998). Estos
oligonucleétidos amplifican regiones conservadas de los genes de las familias cryl.

En la Tabla 2 se muestran las caracteristicas de los oligonucledti-
dos generales utilizados junto con el gen reconocido y el tamafio del producto de
PCR esperado.

Tabla 2. Oligonucledtidos universales que reconocen 25 genes pertenecientes a la familia cry1.

Primer Posicion Gen que se reconoce Peso pb Secuencia
1472 - 2029 crylAa, cryl Ad 558
1475 - 2032 crylAb, cry 1Ae 558
1472 - 2035 crylAc 564
1636 - 2194 crylAf 558
1559 - 2115 crylBa 558
1577 - 2131 crylBb 555
2181-2723 crylBc 555
1463 - 2017 crylCa 594
1442 - 1984 cryl Cb 555
cryl 1454 - 2011 cry 1Da, cry Db 543 5'CTGGATTTACAGGTGGGGATAT3’
General 1451 - 2005 cry1Ea, crylFa 558 5'TGAGTCGCTTCGCATATTTGACT3’
1936 - 2490 cry1Eb 555
1430 - 1987 cry 1 Fb 555
1457 - 2005 cylG 558
2181 -2723 cry 1 Ha 549
1583 - 2140 cry 1 Hb 543
1439 - 1993 cry 1Eb 558
1615 - 2172 cry 1la, cryllb 555
2012 - 2565 crylla 558
1472 - 2029 cry 1K 558

Fuente: Bravo et al. (1998).

Para cada reaccion de la pcr se utilizé 2,5 mM deMgCl2, 0,5 uM de oligo-
nucledtidos, 2 U de Tag-dna polimerasa, 1X de buffer de pcr, 200 uM de dNTP y 60
a 100 ng de adn. La amplificacidn se llevd a cabo en un termociclador Labocon de
doble bloque y el volumen final utilizado fue de 20 pl para todas las reacciones
(Bravo et al., 1998). El programa de termociclado fue: una denaturacién inicial a 95
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°C por cinco minutos, para 35 ciclos de amplificacion (con un ciclo que consistia en
la denaturacidn a 95 °C por un minuto, hibridacién a 51 °C por un minuto 50 se-
gundos, elongacién a 72 °C por un minuto) y una elongacidn final a 72 °C por 10

minutos.

Amplificacion de los genes cryl especificos por PCR

Las cepas nativas esporuladas que dieron positivo para la presencia de ge-
nes cryl generales, se sometieron a dos rondas de PCR multiple a partir de dos mez-
clas de seis oligonucledtidos cada una (Mezcla A y Mezcla B), que reconoce tres
genes especificos en cada reaccién. Los oligonucledtidos empleados reconocen los
genes crylAa, crylAb y crylAc (Mezcla A), crylBa, crylCa y crylDa (Mezcla B)

(Cerdn et al., 1994).

En la Tabla 3 se muestran las caracteristicas de los oligonucleétidos especi-
ficos utilizados para identificar los subgrupos de genes de la familia cry1.

Tabla 3. Caracteristicas de los oligonucledtidos especificos para identificar los subgrupos de genes de la familia cry1.

. Pareja de Gen Tamafio del producto s oo
oligonucleétidos . Secuencia 5’- 3
. reconocido de PCR
(posicidn)
crylAa S'TTATACTTGGTTCAGGCCC3’
1(1105-1125) crylAa 246 pb 5'TTGGAGCTCTCAAGGTGTAA3'
2(1332-1351)
crylAb 5’AACAACTATCTGTTCTTGAC3'
MEZCLA ; ;
A 1(1133-1153) crylAb 216 pb 5’'CTCTTATTATACTTACACTAC3
2(1328-1348)
crylAc 5'GTTAGATTAAATAGTAGTGG3’
1(1495-1514) crylAc 180 pb 5'TGTAGCTGGTACTGTATTG3'
2(1656-1674)
crylBa 5’CTTCATCACGATGGAGTAA3'
1(1007-1025) crylBa 367 pb 5’CATAATTTGGTCGTTCTGTT3’
2(1355-1374)
crylCa 5’AAAGATCTGGAACACCTTT3’
MEZCLA , ,
B 1(1306-1325) crylCa 130 pb 5'CAAACTCTAAATCCTTTCAC3
2(1416-1436)
crylDa 5’CTGCAGCAAGCTATCCAA3'’
1(837-856) crylDa 290 pb 5’ATTTGAATTGTCAAGGCCTG3’
2(1107-1127)

Fuente: Cerdn et al. (1994).
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El volumen final utilizado para cada reaccién fue de 25 pl, que contenian
0,5 uM de la mezcla de primers especificos, 5 unidades de Green Go Tag-DNA poli-
merasa (Promega, UsA; la cual contiene el buffer de pcr, los dNTP y MgCl2), y 30
ng/ul de ADN. Las condiciones de amplificacidn incluyeron una denaturacién inicial a
94 °C por cinco minutos, luego siguieron 30 ciclos de amplificacidn (con un ciclo de
denaturacién a 94 °C por un minuto, hibridacién a 52 °C por un minuto, elongacion
a 72 °C por un minuto) y una elongacién final a 72 °C por 10 minutos. La amplifica-
cion se llevd a cabo en un termociclador Labocon de doble bloque.

Corrido electroforético en gel de agarosa

Para comprobar la presencia de los genes cryl generales amplificados, se
realizé una electroforesis en gel de agarosa al 1% y para los genes cryl especificos
amplificados se realizé una electroforesis al 2%.

Los dos geles se tifieron con Safe View (NBS Biologicals, UK) y se corrieron
en tampén TBE 0,5 X en una cdmara Horizontal Gel XL Ultra V-2 Labnet Internatio-
nal. Las muestras con los productos de la amplificacién se tifieron con buffer de
carga, azul de bromofenol y se sirvieron 5 pl en cada pozo junto con el marcador de
peso molecular Hyperladder V (Bioline, uk). La electroforesis se llevé a cabo a 100
voltios durante 25 a 30 minutos, y los geles con las bandas se observaron y se foto-
grafiaron en el fotodocumentador “UVP Gel-Doc-It™" Imaging System (*uvp, LLC)
con el software Visién Works and Analisys version 6.4.3. (UVP LSC. UK).

Identificacion de las cepas mediante secuenciacion del gen ARNr 16S

Se realizé la amplificacion del gen ARNr 16S a partir del ADN extraido a cinco
cepas al azar con el objetivo de verificar el género y especie de las cepas analizadas.
La amplificacion por PCR del gen se realizd utilizando los cebadores universales
WBAC2 (5-CCCGGGAACGTATTCACCGCG-3') y 63f (5-CAGGCCTAACACATGCAAGTC-
3') (Lépez et al., 2003). La reaccidn se llevé a cabo en un termociclador Labocon de
doble bloque durante 30 ciclos (95 °C durante un min., 62 °C durante 1 min., 72 °C
durante un min.) en un volumen final de 25 pl de mezcla de reaccién.

La mezcla de reaccién contenia 0.5 uM de oligonucledtidos especificos,
cinco unidades de Green Go Tag-DNA polimerasa (Promega, USA) que ya incluye 0.2
mM de dNTP, 1.5 mM de MgClz, 5X de buffer de carga y 50 ng de ADN.

Los productos de la PCR se analizaron de la misma forma que para los ge-
nes cry descritos anteriormente, empleando el marcador de peso molecular VC1Kb
DNA ladder (Vivantis technologies). Después de verificar la presencia de las bandas,
estas se cortaron del gel de agarosa para purificarlas usando el kit GF-1 Gel DNA
Recovery Kit (Malasia, HQ) siguiendo las instrucciones de la casa comercial fabrican-
te Vivantis.

Los productos de la PCR purificados se secuenciaron de forma automatiza-
da (Applied Biosystems 3732 Stretch) (Laboratorio ssiGmoL, Universidad Nacional de
Colombia). Las secuencias obtenidas se ensamblaron con el programa CLC DNA
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WorkBench 5.6.1 (cLc Bio, Dinamarca). La comparacion e identificacion a nivel de
género y especie de cada una de las secuencias se realizé con la herramienta de
busqueda de alineamiento bésico local, BLAST (http://blast.ncbi.nIlm.nih.gov/).

RESULTADOS Y DISCUSION

Seleccidn de las cepas nativas

Se analizaron en total 20 cepas nativas de Bacillus thuringiensis aisladas en
el afno 2008 del ecosistema de manglar de la Ciénaga Grande de Santa Marta y de
los departamentos de Cundinamarca en los municipios de Chia y Susa; Boyaca en
los municipios de Santa Sofia, Villa de Leyva y Sutamarchan; Santander en los mu-
nicipios de Mesa de los Santos, Piedecuesta, Lebrija, Girén y Betulia y del Huila en
el municipio de Garzon. Las cepas de referencia HD-1 B. thuringiensis var. Kurstaki y
HD-137 B. thuringiensis var. Aizawai, se utilizaron como control positivo y se man-
tienen en el mismo laboratorio.

Los aislamientos nativos sembrados en agar Luria Bertani a las 24 horas,
presentaron colonias caracteristicas del género Bacillus sp. acorde con la literatura
consultada, de color crema, bordes irregulares, ligeramente planas, opacas y cre-
mosas. Ademads, en su mayoria, estas colonias presentaron la tendencia a crecer en
masa (Agudelo et al., 2002; Carreras, 2009; Bou et al., 2011).

Caracterizacion microscopica de los aislamientos nativos

Observacion de cristales

Se realizé la observacion al microscopio de contraste de fases, de un
indculo sin tincidn de cada uno de los aislamientos nativos, en donde se distinguie-
ron las células vegetativas (bacilos), las esporas y los cristales parasporales. Este
montaje permitio la identificacion y reconocimiento de los cristales y las esporas
tanto al interior de los bacilos como fuera de ellos ya que tienen la posibilidad de
presentar brillo por refracciéon de la luz mientras que las células vegetativas se
aprecian opacas. Se observaron cristales triangulares, cuadrados, bipiramidales y
amorfos (Tabla 4). La morfologia observada en las células vegetativas fue variada:
desde bacilos cortos y gruesos hasta bacilos largos y delgados, organizados en su
mayoria formando cadenas cortas de células, con esporas elipsoidales terminales o
de gran tamafo que ocupaban gran parte del volumen interno del bacilo (Carreras,
2009; El-kersh et al., 2012 ) (Figura 1).

Segun Helgason et al. (2000), Bernhard et al. (1997) y Sauka & Benintende
(2008), existen muchos estudios que dependen de la observacion de los cristales
para diferenciar a Bacillus thuringiensis de otras especies, como Bacillus cereus.
Estas inclusiones cristalinas pueden presentar distintas formas y pueden clasificarse
en bipiramidales, cubicos, cuadrados, esféricos y otras formas atipicas menos fre-
cuentes (Khetan, 2001).
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Figura 1. Formas de cristales, esporas y bacilos observados al microscopio de contraste de fases (100X): A. Cepa zcuJTL3 Chia (Cundinamarca); B. zBusTL44
Sutamarchan (Boyacad); C. zsuiTL62 Betulia (Santander); D. zmuJTL94; E. zMuJTL105; F. ZMUJTL110 (Ciénaga Grande de Santa Marta).
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De las 20 cepas nativas evaluadas, 11 de ellas (55%) mostraron algun tipo
de cristal, el 45% de las cepas restantes posiblemente son aislamientos nativos
acristaliferos o pertenecian a otro tipo de bacilos diferentes a B. thuringiensis. Por
eso la observacion de los cristales es clave para su diferenciacidon. La morfologia
mas frecuente fue amorfa encontrada en un 81.8% de los bacilos esporulados
(nueve cepas), seguida por bipiramidal, triangular y cuadrada, la cuales se identifi-
caron en el 18.2% de las cepas.

Lo anterior puede ser indicativo de la diversidad de estas cepas nativas
que se manifiesta en la variedad de cristales observados. En nuestro estudio se
reportaron cuatro formas distintas de cristales lo que permitié la organizacién de
seis grupos de perfiles diferentes en donde cuatro de ellos evidencian la asociacion
de dos formas de cristales presentes en una misma cepa. Lo anterior puede deber-
se a un posible intercambio genético que realizan algunas bacterias como el Baci-
llus thuringiensis mediante un proceso llamado conjugacion (Madigan et al., 2003;
Tortora et al., 2007; Jiménez Y Guerrero, 1987), lo que permitiria intercambiar
genes que codifican proteinas Cry presentes en los cristales parasporales. Esto se
pudo evidenciar al momento de amplificar genes cryl especificos ya que se encon-
traron aislamientos que presentaron entre dos a cinco genes cry. También es posi-
ble que estén presentes en estas cepas otros tipos de genes que no fueron objeto
de andlisis en este estudio, lo que aumenta la diversidad de estos aislamientos de
Bt.
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Estudios anteriores han reportado la variedad y presencia de formas de
cristales acordes a las observadas en estos 11 aislamientos nativos. Es el caso de
Ramirez et al. (2010), a través de la observacién por microscopia 6ptica de cepas
nativas identificaron, entre otras, formas bipiramidales, triangulares, cuadradas y
amorfas. Ammouneh et al. (2010) reportaron 25 aislamientos de Bacillus thurin-
giensis que mostraron formas de cristales bipiramidales y cuadradas. El-kersh et al.
(2012) en su estudio de cepas nativas aisladas en Arabia Saudita encontraron en 64
aislamientos, cristales amorfos y bipiramidales, entre otros.

Se ha logrado en muchos casos establecer asociaciones entre la morfologia
del cristal, sus proteinas Cry constituyentes, el peso molecular de estas y su espec-
tro de actividad insecticida. Sauka & Benintende (2008) proponen que los cristales
bipiramidales se asocian con una posible actividad insecticida contra insectos lepi-
dopteros, las formas cuadrangulares con una posible actividad insecticida contra
coledpteros, los cristales esféricos asociados a una posible actividad contra dipte-
ros y los cristales cubicos posiblemente con una accién dual sobre lepiddpteros y
dipteros. Hofte & Whiteley (1989) asociaron los cristales cuadrangulares con acti-
vidades insecticidas contra insectos dipteros y lepidépteros. Lecadet et al., (1998) y
Aronson et al., (1986), asociaron las formas bipiramidales con actividades contra
insectos coledpteros y lepiddpteros. Sin embargo, hay quienes afirman que la rela-
cion entre la forma de los cristales y su posible actividad bioldgica no se da, ya que
su visualizacion depende del medio de cultivo en el que se desarrollen los asila-
mientos (Marquez et al., 1996).

De acuerdo con la forma de los cristales, se establecieron 6 grupos o perfi-
les de acuerdo con Ramirez et al. (2010): 1) amorfo; Il) triangular; 1ll) triangular y
amorfo; 1IV) amorfo y bipiramidal, V) cuadrado y bipiramidal; y VI) cuadrado y
amorfo (Tabla 4). Teniendo en cuenta lo anterior, cuatro aislamientos nativos pre-
sentaron mas de una forma o tipo de cristal (cepas zcuJTL3, zSUJTL62, ZMUITL63 Y
zMuITL94) que equivale al 36.3% de las cepas evaluadas. Siendo asi, estas cepas
tendrian potencial insecticida contra insectos lepiddpteros, coledpteros y dipteros
segun lo descrito anteriormente, aspecto que se evaluard con las otras caracteriza-
ciones. Lo anterior evidencia la diversidad de estos 4 aislamientos nativos estudia-
dos. Elresto de las cepas presentaron solo una forma de cristal (63.6%).
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Tabla 4. Grupo de perfiles de los aislamientos nativos basados en la forma de los cristales.

Grupos Perfiles N° de aislamientos nativos %
| Amorfo 6 54.5%
Il Triangular 1 9.1%
n triangular y amorfo 1 9.1%
v amorfo y bipiramidal 1 9.1%
\" cuadrado y bipiramidal 1 9.1%
Vi cuadrado y amorfo 1 9.1%

Fuente: Ramirez et al. (2010).

Caracterizacion bioquimica

De acuerdo con Lecadet et al. (1998), las proteinas Cry de Bt pueden con-
formar hasta el 25% del peso seco de las células. La caracterizaciéon bioquimica
permite determinar la presencia y abundancia relativa de estas proteinas Cry, dada
la alta variabilidad de proteinas y posibles actividades bioldgicas novedosas.

De los 11 aislamientos nativos que presentaron cristales parasporales, el
63.7% (7) presentd perfiles electroforéticos claros de proteinas (Figura 2). El resto
de los aislamientos (4) revelaron bandas muy tenues.

Figura 2. Perfil electroforético de proteinas totales de 7 de las 11 cepas nativas evaluadas: carril 1: zMuJTL94; carril 2: zmuITL96, carril 3: zMuITL105, carril
4: zmuITL110, 5: Control positivo B. thuringiensis var. Kurstaki-Hb1.carril 6: ZBUJTLA44, carril 7: zsuTL67 y carril 8: zmuJTL63, MP: marcador de peso Opti
Protein xL (abm,- Canada). sps-pPAGE al 12%, tefiido con azul de Coomassie.
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Fuente: elaboracion propia.
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Por medio de la caracterizacion bioquimica de estos 11 aislamientos nati-
vos se identificaron cinco cepas que revelaron dos bandas (45.4%) 3 cepas que
revelaron tres bandas (27.2%), dos cepas con cuatro bandas (18.1%) y una cepa
que reveld 6 bandas (9.1%).

A partir del perfil electroforético de las cepas estudiadas, se realizo la clasi-
ficacidn en grupos de acuerdo con su posible actividad bioldgica. Esta clasificacion
se establecio de la siguiente manera:

- El grupo 1, constituido por bandas electroforéticas de proteinas cuyo
peso molecular varia entre 10- 20 kDa, no se encuentra asociado a
ninguna proteina Cry conocida.

- El grupo Il, con bandas electroforéticas de proteinas con pesos mole-
culares de 25-30 kDa, asociado a proteinas Cyt (proteinas citoliticas),
con actividad frente a insectos lepidopteros vy dipteros
(Gough et al., 2005).

- El grupo lll, con bandas de proteinas de pesos moleculares de 35-50
kDa, asociado a proteinas Cry3, Cry6, Cry34, Cry35 y Cyt1A con activi-
dad bioldgica frente a insectos lepiddpteros y coledpteros (Barloy et
al., 1996; Zhang et al., 1997).

- El grupo IV, con bandas electroforéticas de pesos moleculares de 60-
75 kDa, asociado a proteinas Cry2 y Cry3, con actividad bioldgica dual,
frente a insectos lepiddpteros dipteros y coledpteros (Zhanget al.,
1997; Arango et al., 2002).

- ElgrupoV, con bandas electroforéticas de proteinas de pesos molecu-
lares de 80-85 kDa, asociado a proteinas Crylla, con actividad bioldgi-
ca frente a insectos lepiddpteros y dipteros (Arango et al., 2002).

- El grupo VI, con bandas electroforéticas de proteinas de pesos mole-
culares de 100-150 kDa, asociado a proteinas Cryl, Cry32Aa, con acti-
vidad bioldgica frente a insectos lepiddpteros y coledpteros (Hofte &
Whiteley, 1989) y del tipo Cry4 con actividad frente a dipteros
(Barloy et al., 1996; Zhang et al., 1997).

- El grupo VII constituido para aquellos bacilos nativos esporulados que
no revelaron bandas de proteinas.

En la Figura 2 se puede observar, para la cepa zmuITL94, bandas que se en-
cuentran entre 35 y 120 kDa aproximadamente, que pueden asociarse a proteinas
Cryl y Cry3 (carril 1). También para la cepa zmMuUJTL96 se observan bandas tenues
correspondientes a 47, 50, 65 y 120 kDa posiblemente asociadas a proteinas Cryly
Cry2 (carril 2). La cepa nativa zmuJTL105 (carril 3) reveld bandas tenues de 50, 63,
75y 120 kDa, que pueden asociarse a proteinas Cryl, Cry2 y Cry3, mientras que la
cepa zMmuITL110 (carril 4) reveld bandas de 40, 50 y 60 kDa que pueden asociarse a
proteinas Cry2 y Cry3.También se observaron bandas de proteinas en las cepas
ZBUITLA4 y 75UITL67 con pesos moleculares de 35-50 kDa (carriles 6 y 7) que pueden
asociarse a proteinas Cry3. Esta diversidad de proteinas permite concluir que Baci-
llus thuringiensis puede tener cristales parasporales constituidos por mezclas de
varios tipos de proteinas Cry. Esto también se pudo observar en la caracterizacion
molecular, en donde para estos aislamientos nativos se amplificaron genes que
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codifican para distintas proteinas que pueden estar presentes en el mismo tipo de
cristal.

Con la determinacién de los perfiles electroforéticos de proteinas se pue-
de evidenciar la diversidad de aislamientos nativos que pueden existir en un de-
terminado ecosistema. Lo anterior lo pudimos evidenciar en el caso de la cepa
ZMUITL63 que reveld bandas que se encuentran entre 25 y 140 kDa (seis bandas) y
que presenta una posible actividad bioldgica amplia, debido a que las bandas de
proteinas reveladas podrian asociarse a proteinas Cyt, Cry1, Cry2 y Cry3. Es impor-
tante destacar que este aislamiento nativo pertenece al ecosistema de manglar de
la Ciénaga Grande de Santa Marta lo que deja en evidencia la biodiversidad de
cepas de Bt que pueden existir en este ambiente, como una alternativa de ecosis-
tema en la busqueda de cepas novedosas. También es importante mencionar que
la mayoria de los aislamientos nativos que revelaron bandas de proteinas, pertene-
cen a este ecosistema de manglar.

Teniendo en cuenta lo anterior y debido a que se encontraron cepas nati-
vas que revelaron desde dos o mas proteinas en su perfil electroforético, se realizd
una clasificacién individual de cada proteina con el grupo al que pertenece. La
comparacion de bandas proteicas también permite identificar una posterior rela-
cion con su actividad bioldgica (Ramirez et al., 2010). En la Tabla 5 se identifican las
11 cepas positivas para la presencia de cristales y se presenta la relacion entre los
tamafios de las proteinas reveladas, los grupos establecidos y la posible actividad
bioldgica.

Tabla 5. Grupos de proteinas establecidos y su posible actividad bioldgica de acuerdo con el peso de las bandas de proteinas totales reveladas por sbs-
PAGE, para cada una de las 11 cepas de Bt caracterizadas.

- Bandas de proteinas . .. sl
Cddigo reveladas kDa Grupos Posible actividad biolégica
zcusm3 28,35 I, m
ZBUJTL32 50,75
ZHUJTLA6 50,75

m, v 2 »
o o »
ZMUITL94 35,51,120 1] o <]
e s @
© 2 =
o o =3
ZMmuITL110 40,50,60 ‘s 5 a
9 o
ZSUJTL62 30,50,75 1,1, 1Iv
ZMUITL96 47,50,65,120
i, vi, vi
zZMuJTL105 50,63,75,120
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ZMUJTL63 25,42,60,65,120,140 L, IV, VI
ZBUITLA4 35,50

]
ZsUJTL67 35,50

Fuente:

Gough et al., (2005); Barloy et al. (1996); Zhang et al. (1997); Arango et al. (2002); Hofte & Whiteley (1989).

En este estudio, la técnica del SDS-PAGE se ha utilizado para caracterizar
los 11 aislamientos nativos de Bacillus thuringiensis, como se ha adelantado en
otros estudios similares en donde también ha permitido establecer la variabilidad
en el potencial de los aislamientos caracterizados (Ramirez et al., 2010;
Salama et al., 2015). El andlisis de proteinas ha indicado, que es posible distinguir
entre diferentes cepas a partir de sus patrones de bandas de proteinas y en mu-
chos casos puede existir un enlace entre los principales componentes de las protei-
nas de cristal y las actividades potenciales del aislamiento en estudio
(Salama et al., 2015). Por ejemplo, en el caso de cepas como zmuJTL94, ZMUITLI6,
ZMUITL105 y ZMUITL63 que compartieron bandas de proteinas de 120-130 kDa con la
cepa de referencia B. thuringiensis var. Kurstaki, posiblemente tengan actividad
bioldgica sobre los mismos grupos de insectos. Ademas, cepas como zBUITL44 y
ZsuJTL67, que presentaron el mismo perfil electroforético y el mismo grupo de
proteinas ya que compartieron bandas de 35 y 50 kDa y presentan actividades
potenciales sobre lepiddpteros y coledpteros, pero no sobre dipteros (Tablas 5y 6).
Varios autores han investigado la relacion entre la posible actividad bioldgica de
cepas de Bt y sus patrones de proteinas como en el caso de Zheng et al. (2010),
Merdan et al. (2010) y Hofte & Whiteley (1989).

Caracterizacion molecular

Extraccion de ADN

Segun Schnepf et al. (1998) los genes que codifican para las proteinas Cry
son de origen plasmidico. Por lo anterior, de los 20 aislamientos nativos iniciales, se
realizé la extraccion de DNA plasmidico para identificar posteriormente los genes
cryl por PCRy Multiple Pcr. El ADN se corrié en gel de agarosa al 1% para verificar su
presencia (Figura 3).
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Figura 3. ADN de 7 de las 20 cepas estudiadas; Carril 1: zcuitL3, carril 2: zcuitt13, carril 3: zmuiTL27, carril 4: zsuiTL37, carril 5: ZMUJT63,
carril 6: zsuiTL67, carril 7: zmuJTL110y carriles 8 y 9: cepas de referencia HD1 (B. thuringensis var. kurstaki) y HD137 (B. thuringensis var.
aizawai). Gel de agarosa al 1%, tefiido con SafeView (nBs Biologicals, u.k.).

1 2 3 4 6 7 8§ 9

Mega plasmido

Fuente: elaboracion propia.
Amplificacion de los genes cryl por pPCR

El ADN de las 20 cepas iniciales caracterizadas microscépicamente se some-
tid a las primeras reacciones con la mezcla de oligonucleétidos universales para
cryl general (Bravo et al.. 1998). De estos se obtuvo amplificacion en 11 cepas
correspondientes al 55% del total de cepas estudiadas, amplificando genes perte-
necientes a la familia cryl (Figura 4). Lo anterior concuerda con lo que varios auto-
res plantean, que los genes cry que mds abundan en la naturaleza entre las cepas
de B thuringiensis son los genes cryl y sus subfamilias; por tal razén, son los mas
estudiados (Salama et al., 2015; Bravo et al., 1998; Martinez & Caballero, 2002;
Valicente et al., 2000; Sauka & Benintende, 2008).
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Figura 4. Amplificacion de fragmentos de genes cryl por PcR, utilizando los oligonucledtidos universales (Bravo et al.., 1998). mp: Marcador de peso
molecular Hypper Ladder V (Bioline, uk); Carriles 1 al 4 Aislamientos nativos: 1:zMuJTL94, 2:2MUITLI96, 3:2MUITL105, 4:2MUITL110. CN: Control negativo. Gel
de agarosa al 1% tefiido con SafeView (NBs Biologicals, U.K.).

1

2

3 3 CN

Fuente: elaboracion propia.

Amplificacidn de genes cryl especificos

De los 11 aislamientos nativos que amplificaron fragmentos para la pre-
sencia de genes cryl, cuatro se aislaron del ecosistema de manglar: uno de Cundi-
namarca, tres de Santander, dos de Boyaca y uno del Huila. Estas 11 cepas se
sometieron a dos rondas de PCR multiple (Multiplex-Pcr). En primera instancia,
estas rondas se realizaron con las cepas de referencia Bt. var. kurstaki y Bt. var.
aizawai, para facilitar la identificacién de las bandas de los genes cryl especificos
amplificados (Figura 5).
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Figura 5. Productos de amplificacién por PCR de genes cryl especificos en las cepas de referencia Bt. var. kurstaki (Mezcla A) y Bt. var. aizawai (Mezcla
B). Gel de Agarosa al 2% tefiido con Safe View (NBs Biologicals, U.k.).

crylAa
246

cry1Ab
216

crylAc
180

crylBa
500 pb 367
400 pb
crylDa
300pb 200
250 pb
2007
1 “DP:; crylCa
150P 130
125pb
100 pb
75pb
50pb
25Pb

Fuente: elaboracion propia.

Segun la literatura, la frecuencia con que se detecta los genes cryl varia en
forma marcada. Algunos genes, como crylA, se detectan con mas frecuencia que
otros, presentandose en mas de la mitad de las cepas analizadas (Sauka & Benin-
tende, 2008; Baig & Mehnaz, 2010). Lo anterior lo pudimos observar debido a que,
en la primera reaccion (Mezcla A), se amplificaron bandas con pesos moleculares
de 246, 216 y 180 pb aproximadamente que pertenecen a los genes crylAa, crylAb
y crylAc. Se observé que el fragmento de 246 pb que identifica el gen crylAa es el
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de mayor presencia en los aislamientos (72.7%) y el gen crylAc de 180 pb se pre-
senta en menor nimero en estas cepas (27.2%) (Tabla 6).

Segun Sauka y Benintende (2008), luego de los genes crylA, los genes mas
comunes son crylCy crylD y los que se hallan con menos frecuencia son los genes
crylB, crylE, crylF y crylG, a pesar de existir excepciones. Para nuestro estudio, en
la segunda reaccion (Mezcla B), se identificaron bandas con pesos moleculares de
367, 290 y 130 pb aproximadamente, pertenecientes a los genes cryl1Ba, crylDay
crylCa, respectivamente. También en este caso se pudo evidenciar que existe di-
versidad de estos genes en los aislamientos estudiados en donde los genes crylBay
crylCa fueron los mas identificados (72.7%) y el gen crylDa se presentd en menor
nuimero de los 11 aislamientos nativos analizados (18.1%) (Figura 6). Vemos que,
con relacién a las referencias, en este estudio solo se coincidié en la mayor fre-
cuencia, en los genes crylCa, pero no en la menor frecuencia. Esto confirma que
hay estudios en donde se presentan excepciones.

Con la investigacidn realizada por Ramirez, et al., (2010), los resultados
concuerdan, debido a que describieron que los genes distribuidos en las 99 cepas
nativas esporuladas analizadas se presentaron con mayor frecuencia los genes
crylAa con un 76%, seguido del gen cry1lB con un 35% y del gen cry1C con un 32%.

Figura 6. Productos de amplificacion por pcR de genes cryl especificos en cepas nativas, utilizando la Mezcla B de oligonucleétidos: crylBa, crylCay
crylDa con pesos moleculares de 367, 130 y 290 pb., respectivamente: carril 1: zmusTL110, carril 2: zmuJTL105, carril 3: zMmuITL94, carril 4: zMmuITLI6, carril
5: zsuITL67, carril 6: zMUITLE3, carril 7: Bt. var. aizawai, MP: Marcador de peso molecular Hyper Ladder V (Bioline, uk). Gel de agarosa al 2% tefiido con
SafeView (NBs Biologicals, U.k.).
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crylBa
367
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Fuente: elaboracion propia.
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De las 11 cepas evaluadas por PCR, ocho presentaron el gen crylAa,
(72.7%) cinco contenian el gen crylAb (45.4%), tres contenian el gen crylAc
(27,2%), ocho amplificaron el gen cry1Ba, y crylCa (72.7% para cada gen) y Unica-
mente dos cepas presentaron el gen crylDa (18.1%).

En estudios previos sobre distribucién de genes, se ha demostrado la exis-
tencia de distintas asociaciones o perfiles de genes cry presentes en una misma
cepa de B. thuringiensis (Wang et al., 2003; Aronson, 2002). Ben-Dov et
al., (1997) reporto la presencia de genes cryl, cry3 y cry8 en la misma cepa de Bt al
igual que Bravo et al., (1998) observaron genes cryl activos contra Lepiddpteros y
genes cry3A, cry3Bay cry7A activos contra Coledpteros en el mismo aislamiento.
Dentro de las 11 cepas se encontrd que presentaron diferentes perfiles de genes
cryl especificos debido a que amplificaron dos tipos de genes diferentes (cuatro
aislamientos nativos) (36.3%) tres (cuatro cepas) (36.3%) cuatro (un aislamiento)
(9.1%) y cinco (dos cepas) (18.1%) del total de las cepas estudiadas (Tabla 6). Quie-
nes han realizado estos estudios han sugerido que las cepas de B. thuringiensis que
contienen mds de un gen cry, tienen una alta frecuencia de intercambio de infor-
macion genética (Baig & Mehnaz, 2010).

SECUENCIACION NUCLEOTIDICA ARNr 16S

Posterior a la caracterizacion de genes cryl especificos de los aislamientos
nativos, se realizé la amplificacién por pPcr, la secuenciacion y el analisis del gen
ARNr 16S a cinco cepas escogidas al azar (zCuiTL3, ZMUJTL63, ZSUITL67, ZMUITL94 y
ZMUITL96) para identificar género y especie y corroborar si estas cepas pertenecen a
Bt.

Después de la amplificacion de los fragmentos del gen ARNr 16S mediante
la PCR, se verifico el tamaiio del producto de amplificacidn a través de una electro-
foresis en gel de agarosa (Figura 7). En las cinco cepas evaluadas se obtuvo
fragmentos del gen del tamafio esperado (1500 pb).
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Figura 7. Productos de amplificacion por PCR del gen ARNr 16S, empleando los oligonucleétidos WBAC 2 y 63F. MP: Marcador de peso VC1Kb (Vivantis
technologies), carril 1: ZMUJTL63, carril 2: ZSUJTL67, carril 3: ZMUJTL94, carril 4: ZMUJTL96, carril 5: Bt. var. kustaki, carril 6: Negativo. Gel de Agarosa al
2% tefiido con Safe View (NBS Biologicals, U.K.).

MP

1500Ph

Fuente: elaboracion propia.

S __6

Las secuencias obtenidas se evaluaron contra base de datos del NCBI (BLAST-
Basic Local Alignment Search Tool) para establecer el posible género y especie de
las cepas nativas seleccionadas. El resultado del BLAST de la secuencia del gen ARNr
16S con las que reposan en la base de datos mostré que las cinco cepas secuencia-
das presentaron un porcentaje de similaridad por encima del 94% con relacién a las
secuencias depositadas en la base de datos del NCBI. De estas cinco cepas, tres
tuvieron un porcentaje de similaridad del 99%, 98% y del 97% con el género Baci-
llus sp (zsuITL67, ZMUITL63 y ZCUITL3 respectivamente) y las otras dos cepas mostra-
ron porcentajes de similaridad del 94% y 96% con la especie Bacillus thuringiensis
(zmuITL96 Yy ZMUITLI4).

Diversas investigaciones han empleado el analisis del gen ARNr 16S como
una herramienta de identificacién molecular para Bacillus thuringiensis (El-Kersh et
al., 2012; Soufiane & Cote, 2009; Marchesi et al., 1998) y no solamente para la
identificacion de especies de Bt sino también por su habilidad para discriminar
entre los diferentes serotipos H (Soufiane & Cote, 2009) y para establecer las rela-
ciones filogenéticas existentes entre distintas cepas (Rodicio y Mendoza, 2004). En
nuestro estudio, el andlisis del gen ARNr 16S, fue util para identificar dos de estos
cinco aislamientos nativos, como pertenecientes a Bacillus thuringiensis con altos
porcentajes de similaridad.
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En la Tabla 6 se presenta el resumen de los resultados obtenidos en las
tres caracterizaciones: microscépica, bioquimica y molecular, para los 20 aislamien-
tos nativos evaluados. La presencia de esporas y cristales fue fundamental para
seguir con el proceso, a pesar de que todas las cepas se sometieron a la amplifica-
cién del gen cryl por PCR, nueve cepas no arrojaron productos de amplificacion. Es
posible que estos aislamientos presenten genes cry de otras familias y perfiles de
proteinas distintos que podrian ser novedosos. Es importante realizar nuevos estu-
dios con metodologias que permitan identificar que genes y que proteinas sinteti-
zan y direccionar estos hallazgos hacia el control de insectos plaga de la agricultura
en nuestro pais.

Tabla 6. Resultados de la caracterizacién microscépica, bioquimica y molecular de los 20 aislamientos nativos estudiados junto con la identificacién a
nivel de género y especie utilizando la herramienta de Busqueda de Alineamiento Basico Local, BLAST.

Bandas de ' Secuenciacion
o . Formas del . Perfil de genes P R
Departamento Municipio Registro Cristal Esporas proteinas cryl especificos (pb) nucleotidica Similaridad
totales kDa V. esp P rRNA16S (BLAST)
Chia ZCUITL3 Cu, Bp . 28, 35 1Ba, 1Ca Bacillus sp 97%
Cundinamarca no
Susa zcuiTL13 observado . N/A N/A N/A
. no
Santa Sofia ZBUJTL28 observado . N/A N/A N/A
, Villa de Leiva ZBUJTL32 Am . 50,75 1Aa, 1Ba N/A
Boyacd o
Sutamarchdan zBUIm37 observado ° N/A N/A N/A
ZBUJTLA4 Tr ° 35,50 1Aa, 1Ab, 1Ba, 1Ca N/A
Mesa de los ZsUITL67 Am . 35,50 1Ab, 1Ac Bacillus sp 99%
Santos
) no
Piedecuesta ZSUITL74 observado . N/A N/A N/A
Santander " no
Lebrija Z5UJTL82 observado . N/A N/A N/A
- no
Girén ZSUITL86 observado . N/A N/A N/A
Betulia ZSUJTL62 Am, Bp ° 30, 50,75 1Aa, 1Ca, 1Da N/A
Huila Garzon ZHUITLA6 Am . 50, 75 1Aa, 1Ab, 1Ba, 1Ca, 1Da N/A
no
ZMUJTLA observado . N/A N/A N/A
no
ZMuITL27 observado . N/A N/A N/A
25,42, 60, : o
ZMUJTL63 Tr, Am . 65, 120, 140 1Ab, 1Ac Bacillus sp 98%
Ciénaga Grande Manglar ZMUITL81 no . N/A N/A N/A
de Santa Marta e observado
ZMUITL94 Cu, Am . 35, 51,120 1Aa, 1Ab, 1Ac, 1Ba, 1Ca Bacillus thuringiensis 96%
ZMUITL96 Am . 47, fg (’)65’ 1Aa,1Ba, 1Ca Bacillus thuringiensis 94%
ZMUITL105 Am . >0, 16;(’)75’ 1Aa,1Ba, 1Ca N/A
ZMUITL110 Am . 40, 50, 60 1Aa,1Ba, 1Ca N/A

Fuente: elaboracion propia.

El estudio de identificacidon de cinco cepas nativas a nivel de género y es-
pecie produjo excelentes resultados debido a que las cepas zmMuITL94 y ZMUITLI6 se
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identificaron como Bacillus thuringiensis con un alto porcentaje de similaridad
(Tabla 6) y las otras tres al género Bacillus.

Tabla 7. Posible actividad bioldgica de las 11 cepas nativas de Bacillus thuringiensis de acuerdo a la presencia de genes cry1 identificados por PCR.

AISLAMIENTOS  NATIVOS  ESTUDIADOS

cdigo de cepas 3 3 44 46 62 63 67 9% 9% 105 110
Microscopia (formas de cristal) CuBp Am Tr Am Am,Bp Tr,Am  Am Am Am  Am Am
Cyt, Cry,
. . Cyt, Cry2, Cyt, Cry2, Cryl, cryl,  Cry2,
perfil de proteinas totales vy Cry3 Cn2.0n8 s ccrryyz3 Cry3  CryL, Cry3 2 Oy iy
fil d TEYssoCUTodEETTL o 0000000 AATTIT A0
perfil de genes cry 1 CEREREEEREEEEREE IR EREE R
Orden  Genero Especie
Diatraea saccharina . . () ’“ 0 . . . . . . .
Manduca sexta . [ ] (I} [ ] o 0 0o 0 0 0 0 0 . . .
Lepidoptera Plutella xylostella " 0 . D) * o0 . T I o 00 ° 0 . 0 o 0
Spodoptera  frugiperda . . ° 0 . . . . .
Tecia solanivora . . .
Aedes aegypti . . . . . . . . . . 0 . .
Diptera  Anopheles  gambiae . . . . . . . .
Culex quinquefasciatus . . . . . . . .
, Leptinotarsa decemlineata . . . . . . . .
Coledptera )
Anthonomus  grandis . . . . . . . .

Fuente: Van Frankenhuyzen (2009)

Prediccion de la actividad bioldgica

Para realizar la prediccion de la actividad bioldgica de los 11 aislamientos
nativos evaluados, se detallaron los espectros de susceptibilidad de 10 especies de
insectos de interés para la agricultura colombiana: cinco especies de Lepiddpteros,
tres especies de Dipteros y dos especies de Coledpteros frente a la gama de genes
cryl reportados para las 11 cepas nativas estudiadas. Para lo anterior se realizd una
adaptacion de los espectros de susceptibilidad de distintas especies de insectos de
los 6rdenes Lepiddptera, Diptera y Coledptera reportadas por Van Frankenhuyzen,
(2009). Los resultados de esta relacion se muestran en la Tabla 7.

La cepa zmuITL94 fue la que presentd el posible espectro de actividad in-
secticida (especificidad) mas alto con relacidn a los genes cry identificados, debido
a que potencialmente esta cepa es activa sobre las 10 especies de insectos selec-
cionados. La cepa zmuITL94 de acuerdo con el analisis molecular contiene los genes
cry: 1Aa, 1Ab, 1Ac, 1Ba y 1Ca. Ademads, presenta cristales amorfos y cuadrados y
expresa proteinas con tamafios de 30, 50 y 120 kDa (Tabla 6).
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Las cepas zBUIJTL44, zHUJTLA6, ZMUJITLI6, ZMUITLL0S5 y zMUJTL110 presenta-
ron actividades potenciales altas, debido a que podrian ser téxicas sobre nueve
especies de insectos (cuatro Lepiddpteros, tres Dipteros y dos Coledpteros) (90%).
La cepa zcuJTL3 presentd especificidad sobre ocho de las 10 especies (tres Lepiddp-
teros, tres Dipteros y dos Coledpteros) (80%). La cepa zsuJTL62 presentd especifici-
dad sobre seis de las 10 especies (tres Lepiddpteros y tres Dipteros) con un
equivalente del 60%. A continuacidn, se encuentran las cepas zBUJTL32, ZMUJTL63 y
ZSUJTL67 con una especificidad sobre cinco especies (50%). En términos generales,
estos 11 aislamientos esporulados presentan un amplio espectro de actividad para
el control biolégico de insectos Lepiddpteros ya que todas las cepas tienen accion
sobre este orden de insectos, como minimo del 60% (tres especies de Lepiddpteros
en adelante).

Cabe destacar que algunas de estas cepas posiblemente no presentan
espectros de susceptibilidad sobre las especies de Coledpteros seleccionados como
en el caso de las cepas zsuJTL62, ZMUITL63 Y ZSUITL67 que solo equivalen al 27.2%, de
las cepas nativas estudiadas, ya que dentro de su perfil de genes no se encuentra el
gen crylBa como si lo estd en el resto de las 11 cepas. Lo anterior permitiria inferir
que es posible que las proteinas CrylBa codificadas por estos genes tengan accién
sobre ese grupo de insectos, asi como lo establece Lépez-Pazos & Cerén (2010)
quienes plantean que se han descrito proteinas con actividad dual Lepiddptera-
Coledptera (CrylB y Cryll).

Los genes cryl de estos aislamientos nativos también difieren en el nime-
ro de especies de insectos a los que afecta. La proporcidn de especies de insectos
que menos fueron susceptibles sobre el total de las 10 especies seleccionadas fue
del 10% (una especie) para genes crylAa, 20% (dos especies) para crylDay el 30%
(tres especies) para crylAc. En contraste, la proporcidn de especies de insectos mas
susceptibles que varié entre el 40% (cuatro especies) para crylAby crylBay el 50%
(cinco especies) para crylCa. Estos genes que codifican proteinas que generan
afectacion sobre la mitad de las especies de insectos seleccionadas, estan presen-
tes en el 72.7% (ocho cepas) de los aislamientos nativos caracterizados (Tabla 7).

De acuerdo con la prediccién de la actividad bioldgica realizada, Plutella
xylostella presentd un espectro de susceptibilidad muy alto debido a que los 11
aislamientos nativos estudiados presentan genes cryl que codifican posibles pro-
teinas activas sobre esta especie de Lepiddptero. Tecia solanivora, por el contrario,
presento los espectros de susceptibilidad mas bajos o menos permisivos debido a
que solo tres de las cepas nativas contienen genes cryl que codifican posibles pro-
teinas activas sobre este insecto, en los genes crylAc. Esto posiblemente limita el
control biolégico sobre esta especie de Lepiddptero ya que solo tres aislamientos
nativos contienen genes cry que codifican para estas proteinas (zMuJTL63, ZSUITL67 Y
ZMUITL94) (Tabla 7).

También es importante destacar que, de los 11 aislamientos nativos, cinco
de ellos corresponden al ecosistema de manglar de la Ciénaga Grande de Santa
Marta. A nivel mundial, son muy pocos los estudios que se han adelantado sobre la
caracterizacion de cepas nativas de este tipo de ecosistema marino, que permitan
encontrar cepas con perfiles de genes cry y de proteinas novedosas. Lo anterior le
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da una gran importancia a este estudio ya que contribuye no solo a la descripcion
de la biodiversidad de aislamientos de Bt que se encuentran en el suelo de este
ecosistema sino también al conocimiento de la diversidad bioldgica de nuestro pais
en especial de estas cepas que son Unicas y que no se han estudiado con anteriori-
dad. También brinda informaciéon muy importante antes de la realizacién de futu-
ros bioensayos con estos aislamientos lo que se ve reflejado en la reduccién de
tiempo y costos.

CONCLUSIONES

A través de la microscopia de contraste de fases se pudo identificar y dife-
renciar las formas de los bacilos (células vegetativas) de las esporas y los cristales, y
permitié la observacion de cuatro formas distintas de cristales en 11 de los 20 ais-
lamientos nativos seleccionados.

El perfil electroforético de proteinas (sds-page) permitid identificar en los
11 aislamientos nativos, el tamafio de bandas de proteinas similares a las proteinas
Cry presentes en la cepa de referencia para asi mismo poder predecir su posible
actividad bioldgica sobre diversos érdenes de insectos-plaga.

La amplificacion de genes cryl especificos mediante pcr Multiple a partir
de oligonucledtidos especificos, permitid la identificacion de los genes crylAa,
crylAb, crylAc, crylBa, crylCa y crylDa presentes en 11 de los 20 aislamientos
nativos esporulados, que codifican proteinas todas posiblemente activas sobre
cinco especies de Lepiddpteros, tres de Dipteros y dos de Coledpteros de interés en
nuestro pais.

De acuerdo con las caracterizaciones realizadas en este estudio, las 11
cepas nativas tienen posible actividad biolégica sobre insectos lepiddpteros, co-
ledpteros y dipteros.

La caracterizacion microscépica, bioquimica y molecular como método
para predecir la actividad bioldgica de cepas nativas de Bacillus thuringiensis sobre
insectos plaga, permitié determinar y predecir la posible actividad bioldgica de las
cepas caracterizadas de una manera practica, y brinda la posibilidad de emplear
estas cepas en futuros bioensayos como controladores biolégicos.
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