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BIOPESTICIDAS Y SU PROYECCION BIOTECNOLOGICA1 
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CAROLINA PARRA, JAVIER ZUÑIGA, JULIO SAEZ-VASQUEZ Y ELIZABETH HUBERT 

Programa de Biología Vegetal, Facultad de Recursos Naturales, Universidad de Talca2 

RESUMEN 

En la búsqueda de cepas nativas de Bacillus thuringiensis (BT) con un rango de insect<>-hospe
dero más amplio, se colectaron muestras de suelo de terrenos pertenecientes a la VII Región de 
Chile. Más de un centenar de aislados fueron caracterizados, utilizando diversos criterios: 
microbiológicos, inmunológicos, bioquímicos y de actividad insecticida. Se compararon la.s pro
piedades de estos aislados con la variedad comercial kurstaki y con otras cepas de BT descritas. Se 
seleccionaron ocho cepas nativas por análisis "southern" empleando una sonda radiactiva que 
representa una región muy conservada del gen de la proteína insecticida, confirmando de este 
modo, la autenticidad de los aislados seleccionados. 

ABSTRACT 

NATIVE STRAINS OF Bacillus thuringiensis: A NOVEL PESTICIDES SOURCE AND ITS 
BIOTECHNOLOGICAL SIGNIFICANCE 

The search of native strains of Bacillus thuringiensis (BT) with a wider host-range spectrum was 
undertaken collecting soil samples from fields belonging to the VII Region, Chile. More than a 
hundred isolates were characterized using different criteria: microbiological, imtnunological, 
biochemical and insecticidal capacity. Their properties were compared to the comercial variety 
kurstaki and other BT strains airead y described. Eight na ti ve strains were selected by means of the 
"southern" analysis using a radioactive labeled probe which corresponds to a weU conserved region 
of the insecticidal protein gene. This result confirms the authenticity of the selected isolates. 

INTRODUCCION 

Se ha constatado que las pérdidas causadas por 
la acción de insectos es del orden del 40% en la 
producción de ciertos cultivos específicos, tales 
como poroto, maíz y algunos frutales (1). 

Uno de los enfoques interesantes para resolver 
esta problemática, es la utilización de micro
organismos con propiedades insecticidas. El de 
mayor éxito ha sido la bacteria Bacillus thu
ringiensis, comúnmente referida como BT (2, 3). 

1 La investigación fue financiada a través de Jos proyectos: 
Fondecyt 0128/91, PNUDJUNESCO RLA 83/003/009 y Di
rección de Investigación y Asistencia Técnica, Universidad 
de Talca. 
Los autores agradecen a la Srta. Sandra Alegría por el trabajo 
secretarial y al Sr. Leonardo Meza por la Confección del 
material gráfico. 

2 Casilla 747, Talca, Chile. 

Esta bacteria, Grarn ( +) esporulante, se vende co
mercialmente para el control de insectos desde 
1961. Su actividad se dirige primariamente contra 
lepidópteros, en su estadio de larva (4). Sin em
bargo, se ha demostrado que las variedades de B. 
thuringiensis difieren considerablemente en su 
toxicidad y el rango de hospedero (5). 

En general, las subespecies de BT encontradas 
logran controlar, incluyendo las pestes más serias, 
alrededor de 200 especies ·de lepidópteros, 
dípteros y coleópteros (6, 7 y 8). 

La actividad insecticida de BT está dada por 
una proteína de alto peso molecular (130-140 kDa) 
llamada delta-endotoxina, que es producida en 
fo1ma de un cristal proteico o cuerpo parasporal. 
Esta inclusión se solubiliza a pH alcalino (pH > 
10) en el interior del intestino medio de las larvas 
susceptibles (9 y 10). Los péptidos tóxicos de 60-
65 kDa se unen ·a un receptor del epitelio del 
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intestino medio y por un mecanismo no aclarado 
completamente; causa la parálisis inmediata del 
intestino, provocando la muerte del insecto al cabo 
de 2 a 6 días (11 y 12). . 

Las ventajas comparativas de la utilización del 
BT como estrategia del control de insectos, se basa 
en que lª toxina es altamente específica, no es 
tóxica para los organismos animales y no produce 
contaminación del medio ambiente, constituyén
dose, entonces, en una alternativa al empleo de los 
agentes químicos de control (13). Sin embargo, su 
uso comercial se ha limitado por el alto costo de 
producción que esto significa, acompaftado de la 
inestabilidad de la proteína cristalina cuando ésta 
es expuesta en el campo a la luz solar (14). 
Adicionalmente, las lluvias reducen, considera
blemente, las concentraciones al efectuarse la 
aplicación directarriente sobre el tejido foliar ata
cado (15). 

El conocimiento actual en tomo a BT, ha per
mitido una solución parcial a tales dificultades. Es 
así como, en lo que se refiere al aspecto de acción, 
diversos Laboratorios y Centros se han preocu
pado del aislamiento y caracterización de cepas de 
BT provenientes de diferentes regiones. Una clasi
ficación efectuada segun sus propiedades inmu
nológicas y de homología estructural, ha permitido 
agruparlas en 6 diferentes categorías: Cry I (espe
cífica para lepidópteros), Cry II (específica para 
lepidópteros y dípteros), Cry III (específica para 
coleópteros), Cry IV (específica para dípteros), 
Cry V y Cry VI (específica para nematodos) (5 y 
12). Estos estudios han posibilitado la identifica
ción de numerosas delta-endotoxinas con dife
rentes especificidades. 

Los resultados de esta búsqueda, permiten su
poner que es posible aislar cepas de BT con acti
vidad tóxica para, . virtualmente, cualquier pató
geno potencial. La caracterización de nuevas ce
pas de BT aparece, entonces, como una de las 
actividades que deben ser desarrolladas a futuro. · 
Para cumplir este objetivo, se ha iniciado la bús
queda de subespecies nativas de BT, la caracteri
zación, el aislamiento de los genes de las proteínas 
insecticidas y el clonamiento molecular, en un in
tento para encontrar bacterias que muestren una 
actividad entomopatogénica diferencial y con un 
rango de hospedero más amplio, en relación a las 
preparaciones comerciales. 

METODOS 

Cultivo del B. thuringiensis var. kurstaki 

La subespecie kurstaki sirvió como control del 
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aislamiento de cepas locales de BT. La cepa fue 
gentilmente cedida por el Dr. Luis Herrera-Estre
lla, CINVESTAV, México. Un preinóculo de la 
bacteria fue sembrado en el medio Luthy (16). El 
cultivo fue mantenido a 28ºC en un agitador 
orbital a 200 rpm por 5 días. 

Purificación de la delta~endotoxina del 
B. thuringiensis var. kurstaki 

Los Líistales fueron purificados desde los culti
vos bacterianos en la fase de esporulación. Este 
proceso fue controlado por Unción de los cristales 
parasporales con azul de Coomasie (17). Una vez 
alcanzada la autólisis, el cultivo de centrifugó a 
5.000 x g por 20 minutos. Se descartó el 
sobrenadante y el sedimento se incubó con una 
solución del NaCI 0,5 M a 30ºC por 15 minutos. 
Esta operación se repitió dos veces, recuperando el 
sedimento en cada oportunidad mediante centri
fugación. El Ultimo sedimento se resuspendió en 
un mínimo volumen de agua y la muestra fue 
sometida a eentrifugación en un gradiente conti
nuo de sacarosa (50-70%) a 8.000 x g a 20ºC por 
15 minutos. La banda de cristales, una vez recupe
rada, fue aplicada a un gradiente continua de NaBr 
(30-60%). El gradiente fue centrifugado a 12.000 
x g a 20ºC por 60 minutos y la banda de cristales, 
una vez colectada, fue almacenada a -20ºC en 
agua. 

Aislamiento y caracterización de 
cepas locales de BT · 

Se tomaron muestras de suelos, como fuentes 
potenciales de BT. Los suelos fueron sembrados en 
agar J (18 y 19) suplementado con sulfato de 
polimixima B, penicilina G y lisozima. Todas las 
colonias con características de crecimientos simi
lares al Bacillus cereus fueron examinadas en 
cuanto a la presencia de esporas y cristales. Aque
llas colonias que contenían ambas inclusiones, 
fueron consideradas como, presuntivamente, per
tenecientes a la especie BT. El cultivo de las mis
mas se efectuó en medio Luthy (16) a 28ºC en un 
agitador orbital a 200 rpm por tiempos variables, 
en tanto que la purificación de los cristales 
proteicos se realizó siguiendo el mismo procedi
miento efectuado para la cepa control var .. kurs
taki. 

Análisis electroforético en geles de 
poliacrilamida 

La eletroforesis en geles de poliacrilamida de 
extractos crudos de bacterias o de cristales_ pro-
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teicos purificados, se realizó siguiendo el protoco
lo de Laemmli (20). Se utilizaron geles al 12,5% 
con un grado de entrecruzamiento del 2,6%. Los 
pesos moleculares aparentes se estimaron me
diante el método de Weber y Osborn (21). 

Preparación de anti-suero contra la toxina 
de BT var. kurstaki 

El esquema de inmunización se basó en los 
protocolos descritos por Hum y Chantler (22). 
Para la producción de anticuerpos contra esta 
protefua, se utilizó como antígeno la protoxina de 
130 kDa de la variedad kurstaki purificada a 
homogeneidad. El útulo del suero fue seguido por 
la técnica del ELISA (23). La fracción IgG fue 
purificada empleando cromatografía de intercam
bio aniónico en una c9lumna de DEAE-celulosa 
(24) .. 

Detección inmunológica de 
las toxinas 

El análisis fue realizado mediante la electro
transf erencia de proteínas a papel de nitrocelulosa 
desde geles de poliacrilamida ("Western blot
ting"). Luego de 12 horas de transferencia, el pa
pel de nitrocelulosa fue removido y procesado 
para la inmunodetección del antígeno. La seftal 
inmunológica fue amplificada, empleando como 
segundo anticuerpo la fracción anti IgG de conejo 
crecida en cabra, conjugada a fosfatasa alcalina 
(25). 

Microscopia electrónica de las colonias en 
fase de esporulación 

La identificación del cuerpo parasporal y de la 
proteína cristalina se efectuó mediante tinción 
negativa con acetato de uranilo al 2% y observa
ción al microscopio electrónico (26). 

Establecimiento del cultivo de Heliothis zea 

Se estableció el cultivo de Heliothis zea bajo 
condiciones de laboratorio. Las primeras larvas se 
recolectaron en el campo y se mantuvieron con la 
siguiente dieta artificial: 7 g levadura seca, 1 g 
ácido ascórbico, 360 mg ácido sórbico, 1 mi aceite 
mazola, 9 g sacarosa, 180 mg colesterol, 4,6 g 
agar, 120 mg inositol y 300 mi de agua destilada. 
Las pupas fueron depositadas sobre arena estéril 
húmeda en placas petri y mantenidas a 25ºC en 
cámaras de crianza (25 x 25 x 35 cm.). Luego de 
15 días, las pupas eclosionaron, dando origen a 
mariposas. Estas fueron alimentadas con una mez~ 

cla espesa de miel de abeja y agua. Los adultos 
ovipusieron al cabo de 3 semanas y dieron origen 
a nuevas larvas, las que fueron transferidas a 
frascos individuales, con la dieta descrita anterior
mente, esta vez suplementada con ácido linolénico 
al 0,03%. Bajo estas condiciones, las larvas evo
lucionaron al siguiente estadio metamórfico. 

Ensayo de la capacidad insecticida de 
las cepas locales 

Los ensayos de actividad insecticida se efectua
ron empleando larvas de Heliothis zea corres
pondientes al V estadio larval. Las larvas de peso 
y tamaño equivalentes y en un nilmero no inferior 
a 15 individuos por ensayos, fueron mantenidas en 
frascos individuales con la dieta artificial descrita 
anteriormente, suplementada con cantidades va
riables de extractos celulares de cepas nativas de 
BT o en algunos casos, suplementada con endo
toxinas purificadas. En forma paralela, se efectua
ron ensayos de la capacidad in8ecticida con la 
toxina aislada de la cepa control var. kurstaki. Un 
número equivalente de individuos fue mantenido 
como testigos con la misma dieta. suplementada 
sólo con la solución acuosa, vehículo de la toxina. 
El ensayo se prolongó por 6 días, evaluando cada 
24 horas la mortalidad y sobrevivencia de los 
especúnenes. 

Purificación de DNAs de )as cepas 
nativas de BT 

Para el aislamiento del DNA de las células de 
BT se utilizó la técnica de lisado aclarado (27). Las 
bacterias fueron cultivadas en medio Luria
Bertani (28) y los DNAs fueron analizados me
diante electroforesis en geles de agarosa al 1,0% 
en amortiguador TBE (29). 

Obtención del vector que contiene clonado un 
fragmento del gen de la de)ta .. endotoxina de 
B. thuringiensis var. berliner 

La cepa de Escherichia coli DH5 alfa re
combinante, utilizada, contenía el vector pUC 19. 
Este vector lleva clonado en el sitio EcoR · 1 un 
fragmento de 726 pares de bases, cuya secuencia 
corresponde a la región más conservada del gen de 
la delta-endotoxina de los BT pertenecientes a la 
familia Cry I. La cepa de Escherichia coli re
combinante fue facilitada por el Dr. Luis Herrera
Estrella y contiene este fragmento, aislado del gen 
de la endotoxina del B. thuringiensis var. berliner 
1715. Para la obtención del vector desde la cepa 
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DH5 alfa, se utilizó la técnica de lisis alcalina (30). 
El DNA plasmidial obtenido fue digerido por corte 
con la enzima de restricción EcoR I. La recupera
ción del fragmento se efectuó mediante electro
foresis preparativa en geles de agarosa al 1 % en 
amortiguador TBE (31). 

Marcación de la sonda por 
''nick translation" 

La sonda de DNA fue diluida a una concentra
ción final de 0,5 mg/ml y marcada con alfa 32P 
dA TP, empleando la mezcla de nucleótidos dGTP. 
dTIP, dCTP, DNAsa I y DNA polimerasa de 
E.coli (32). 

Digestiones de DNAs de cepas controles 
y nativas con la enzima de restricción 
Hind Ill 

La mezcla ·de reacción contenía: 1 O µg de la 
preparación de DN A de cada una de las cepas, 1 µl 
de Hind III (20.000 U/ml.), 2 µl de solución 
amortiguadora de reacción 1 OX (NaCl 50 mM, 
Tris-HCl 10 mM, Mg Cl2 10 mM, DTI 1 mM, pH 
7. 9) y 7 µl de agua destilada estéril para completar 
un volumen final de 20 µL La mezcla se incubó a 
37ºC por 1 hora, al cabo de la cual la reacción se 
detuvo, agregando 3 µI de una solución colorante 
que contenía glicerol al 50%, SDS 5%, EDT A 
15 mM y azul de bromofenol al 0,05%. Alicuotas 
de 5 a 10 µl de estas digestiones fueron analizadas 
por electroforesis en geles de agarosa al 0,8% en 
amortiguador TBE. 

Análisis "dot·blotting'' 

Los DNAs (0.3-0,5 µg) de las cepas nativas y 
aquellos de las cepas controles fueron adsorbidos 
a una membrana de nitrocelulosa mediante la 
aplicación de vacío (32) .. Posteriormente, se pro
cedió a la hibridación, utilizando la sonda marcada 
por "nick translation". 

Análisis "southern'' 

El procedimiento descrito para la transferencia 
de DNA desde geles de agarosa a papel de ni
trocelulosa y la búsqueda de genes codificantes. se 
llevó a cabo mediante la técnica de· hibridación 
descrita por Southern (33) utilizando la sonda 
antes mencionada. Se analizaron preparaciones de 
DNAs totales y digeridos con Hind III, pertene
cientes a cepas descritas y a cepas nativas. La 
visualización de la reacción de hibridación se 
realizó mediante técnicas de radioautografía (31). 
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RESULTADOS Y DISCUSION 

Cualquier intento de búsqueda de cepas nativas 
de un microorganismo dado debe implicar la utili
zación de metodologías rigurosas a fin de minimi
zar la probabilidad que un hallazgo positivo, sea 
sólo una duplicación de organismos ya descritos. 
En el caso del BT, esta condición es de particular 
importancia debido a que algunas subespecies han 
sido utilizadas en el país como insecticidas bio
lógicos. La preparación más difundida correspon
de al producto Dipel que utiliza como fuente ac
tiva al BT var. kurstaki. Por consiguiente, la bús
queda de cepas locales tiene como control restric
tivo la comparación de sus características bioló
gicas con las descritas para esta variedad. 

Se procedió a purificar la delta-endotoxina de 
la variedad kurstaki con el propósito de cotejarla 
con las toxinas de los aislados nativos. 

Purificación de la endotoxina de 
B. thuringiensis var. kurstaki 

La pureza de la preparación de la delta
endotoxina de BT var. kurstaki fue analizada me
diante electroforesis en gel de poliacrilamida en 
condiciones desnaturantes. Al ténnino del proce
dimiento de purificación, el perfil electroforético 

1 2 3 4 5 

Figura 1. Electroforesis en condiciones desnaturantes. Ca
rriles 1 al 4: cantidades crecientes de endotoxina de Bacillus 
tlmri11gie11sis var. kurstaki. Carril 5: marcadores de P.M. 
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reveló que la preparación era homogénea. El resul
tado se muestra en la fotografía de la Figura 1, en 
dónde se analizan concentraciones crecientes de la 
protoxina aislada. Los pesos moleculares aparen
tes de la protoxina y de la toxina se estiman en 135 
y 65 kDa, respectivamente. Estos datos concuer
dan con lo descrito anteriormente para esta misma 
cepa (34). La protoxina de 135 kDa sirvió como 
antígeno para desarrollar anticuerpos policlonales 
en conejo. 

Búsqueda de cepas nativas de 
Bacillus thuringiensis 

La búsqueda de cepas nativas se inició efec
tuando un barrido de muestras de suelo, obtenidas 
principalmente en la VII Región del país. Las 
muestras, convenientemente diluidas en H20 es
téril y sembradas en el caldo J restrictivo descrito 
en Métodos, dieron lugar en promedio a 17 5 colo
nias del género Bacillus. 

Cada una de las colonias fue examinada y 
comparada con la cepa control var. kurstaki. Se 
seleccionaron las colonias Gram (+) con las si
guientes características morfológicas; tamafio re
gular, bordes estriados, ligeramente solevantados 
y de color crema. La selección de las cepas locales 
incluyó los siguientes criterios. 

A. Esporulación y tinci6n del cuerpo parasporal 

Se observó al microscopio el desarrollo de 
esporulación. Las colonias que alcanzaron el 
100% de esporulación fueron teñidas conveniente
mente. Las cepas positivas dieron lugar a cristales 
de un color azul destacado visible al microscopio 
óptico, utilizando un aumento 100 X (dato no 
mostrado). 

B. Microscopia electrónica de los cristales 
proteicos 

Se efectuaron tinciones negativas de las proteí
nas cristalinas de las cepas locales y de la cepa 
control. Las preparaciones fueron observadas 
mediante microscopia electrónica y el resultado se 
sefiala en las microfotografías de la Figura 2. 
T~nto la. mo~fología como la simetría de las pro
temas cnstalmas de las cepas nativas difiere de la 
cepa kurstaki. Este resultado indicaría la existen
cia de entidades bacterianas diferentes (35). 

C. Electroforesis en geles de poliacrilamida en 
condiciones desnaturantes 

Otro de los criterios empleados para seleccio
nar cepas locales, pertenecientes presuntivamente 
a la especie thuringiensis, corresponde al análisis 

Figura 2. Microscopia electrónica de 
proteínas cristalinas de Bacillus 
tliuringiensis. Panel A: var.kurstaki· 
Panel B, C y D: Cepas nativas 16, :zÓ 
y 117. 
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electroforético de extractos celulares en fase es
porulación. Se esperaría que en cada perfil elec
troforético apareciese una o más bandas preponde
rantes, en razón a que en esta fase las protoxinas 
representen alrededor del 30% de las proteínas 
totales (6). Por consiguiente, el criterio elec
troforético fue de utilidad, ya que pennitió des
cartar aquellos aislados que no cumplían con esta 
condición, como también para no duplicar esfuer
zos, seleccionando aislados con perfiles electro
foréticos repetidos. Las Figuras 3, 4 y 5 muestran 
tres resultados de análisis de aislados nativos. Se 
señalan con un asterisco las cepas seleccionadas 
en consideración a los criterios expuestos ante
rionnente. 

D. Transferencia a nitrocelulosa y detecci6n 
inmunol6g ica ("Western blotting ") de proteínas 
provenientes de cepas locales 

Las proteínas de las cepas locales, positivas de 
acuerdo a los tres criterios anteriores, fueron ana
lizadas, además mediante técnicas inmunológicas. 
Un ejemplo de este análisis consultó en primera 
instancia, la separación electroforética de las 
proteínas de algunas cepas nativas junto a cepas 
descritas pertenecientes al cepario del Departa
mento de Agricultura de los Estados Unidos. Al 
término de la electroforesis, las proteínas fueron 
trasferidas a papel de nitrocelulosa. Se realizó la 

11 13 15 17 

* ** * * * 
Figura 3. Electroforesis en condidones desnaturantes de 
proteínas totaJes de cepas nativas de BT. Cepa 37(Carril1); 
Cepa 75 (Carril 2); Cepa 41a (Carril 3); Cepa 61 3b (Carril 
4); Cepa 36a (Carril 5); Cepa 198a (Carril 6); Cepa 198b 
(Carril 7); Cepa 82g (Carril 8); Cepa 197 (Carril 9); Cepa 38 
(Carril 10); Cepa 111b (Cani) 11); Cepa 111a (Carril 12); 
Cepa 56a (Carril 13); Cepa 56b (Carril 14); Cepa 100·2 
(Carril 15); Cepa 90·10 (Carril 16); marcadores de P.M. 
(Carril 17). 
Los asteriscos identifican las cepas nativas seleccionadas. 
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detección inmunológica de los antígenos, em
pleando anticuerpos contra la protoxina de la 
subespecie kurstaki. La Figura 6 indica el resul
tado de este ensayo, observándose señales de reco
nocimiento inmunológico en la región de 130 kDa 
para las variedades controles kurstaki, berliner y 
sotto (carriles 1, 2 y 5, respectivamente). De igual 

3 5 9 11 13 15 17 

180 

58 

26.6 

* * * * 
Figura 4. Electroforesis en condiciones desnaturantes de 
proteínas totaJes de cepas nativas de BT. Cepa 73a (Carril 1); 
Cepa 73b (Carril 2); Cepa 73c(Carri13); Cepa 73d (Carril 4); 
Cepa 73e (Carril 5); Cepa 125c (Carril 6); Cepa 12Sb (Carril 
7); Cepa 125e (Carril 8); Cepa 12Sd (Carril 9); Cepa 12Sa 
(Carril 10); Cepa 109a (Carril 11); Cepa 109b (Carril 12); 
Cepa 109c {Carril 13); Cepa 109d (Carril 14); Cepa 109e 
(Carril 15); Cepa l·a (Carril 16); marcadores de P.M. (Ca· 
rril 17). 
Los asteriscos identifican las cepas nativas seleccionadas. 

3 5 7 9 

kO 

116 

58 

37 

Figura 5. Análisis electroforético en condiciones desnaturan· 
tes de proteínas parasporales de aislados nativos y cepas 
controles de Bacillus tliuringiensis. Carriles: 1, aislado Sa; 2, 
aislado Gllg; 3, ai.'dado L19; 4, aislado 106; 5, aislado 117-7; 
6, BT var. kurst.aki; 7, BT var. israelemis; 8, albúmina sérica 
bovina. Carril 9, marcadores de peso molecular. 
Los asteriscos identifican las cepas nativa<> seleccionadas. 
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forma, se observa que algunos de los aislados na~ 
tivos también responden positivamente (carriles 8, 
10 y 12), en tanto que en otros casos la respuesta 
es débil o negativa (carriles 3, 4, 6, 7 y 9). El 
criterio de selección inmunológica no siempre es 
excluyente ya que se ha observado que algunas 
subespecies no reaccionan cruzadamente con el 
anticuerpo contra la endotoxina de lavar. kurstaki. 
Un ejemplo de esta situación es el encontrado con 
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Figura 6. Análisis "westernº de proteína-; cristalinas de 
ailados locales y cepas controles de Bacillus tlturingiensis. La 
detección inmunológica utilizó anticuerpos contra la 
protoxina de BT var. kurstaki como se describe en métodos. 
Carriles: 1, BT var. kurstaki,- 2, BT var. berliner,· 3, aislado 
103i; 4, aislado 174; 5,BTvar.sotto;6, aislado L19; 7, aislado 
106; 8, aislado Sa; 9, aislado 114b; 10, aislado GUg;.11, BT 
var. israelensis,· 12, aislado 117-7. Controles negativos: 
Ribulosa bisf osfato carboxilasa de espinaca {carril 13) y 
extracto de proteínas solubles de E. coli {Carril 14). Carril 15, 
marcadores de PM preteñidos. 

• 

Figura 7. Purificación de los cuerpos parasporales mediante 
centrifugación en gradientes continuas de sacarosa (50-70 % ). 
Las flecha-; señalan la posición de las proteínas cristalinas. A: 
cepa control var. kurstaki, B: aislado nativo 117. 

una subespecie de la familia Cry IV (B. thu
ringiensis var. israelensis, carril 11). Este último 
resultado concuerda con lo descrito anterionnen
te (3). 

Con estos antecedentes, se purificaron las to
xinas de las cepas locales, considerando los com
portamientos diferenciales que presentaban en re
lación a lavar kurstaki. La purificación se efectuó 
mediante centrifugación en gradientes de sacarosa. 
A modo de ejemplo, la Figura 7 (A y B) compara 
la posición de las bandas al término de la cen
trifugación para el aislado 117 y para la cepa con
trol. En el caso de la variedad kurstaki, se obtie
nen, dos bandas que contienen mayoritariamente, 
los cristales y un sedimento fonnado por esporas; 
en tanto que para la cepa nativa 117, se obtiene una 
sola banda fonnada por cristales con la morfología 
esferoidal mostrada en la Figura 2. 

Luego de los análisis de caracterización se 
efectuaron los ensayos de actividad biológica in
secticida. El insecto blanco elegido correspondió 
al lepidóptero Heliothis zea de amplia distribución 
en algunos cultivos de país. Para conseguir este 
objetivo, se estableció el cultivo de este insecto en 
condiciones de laboratorio. 

Ensayo de la capacidad insecticida de las 
cepas nativas 

Los ensayos biológicos de la actividad ento
mopatogénica de cepas locales de BT y de la cepa 
control kurstaki se muestran en las figuras si
guientes. Se observa en la Figur::i 8 el ensayo bio
lógico con toxinas purificadas a partir de la cepa 
control y de las cepas nativas 16, 20 y 114, a 
diferentes dosis. El resultado sugiere que algunas 
cepas na ti vas tienen una actividad entomopa-
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Figura 8. Actividad insecticida sobre larvas de H. zea, de las 
protoxinas purificadas de las cepas var. kurstaki ( o--o), cepa 
20(._.), cepa 114 {A-4), y cepa 16(.6.-.6.) a los seis días de 
tratamiento. 
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tógena al menos equivalente a la de la toxina de la 
cepa control var kurstaki. 

A fin de efectuar un barrido rápido para la se
lección de las cepas más activas contra el lepi
dóptero hospedero, se analizó el efecto de toxinas 
sin purificar (esporas y cristales). Dos ejemplos de 
estos análisis, se muestran en las Figura 9 y 10. Se 
observa que utilizando una dosis única de 10 µg de 
toxina, las cepas indexadas con los números: 171, 
103, 132, 114, 8 y 159 muestran un nivel adecuado 
de toxicidad contra larvas de Heliothis zea. Sin 
embargo, otras cepas, presuntivamente pertene
cientes a la especie BT, no mostraron actividad. 
Esta aparente inactividad podría deberse a la 
elección del insecto hospedero (3). 

Identificación de los genes de las toxinas 
de . cepas loca.les 

Para la identificación y aislamiento de estos 
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Figura 9. actividad insecticida de cepas nativas sobre larvas 
de H. zea. Las toxinas (10 µg) se adicionaron a Ja dieta. 
0-0 control sin toxina, cepas 171(.&-A),144 (A-.6), 103 
(..-.), 117 (o-o). 
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Figura 10. Actividad insecticida de cepas nativas sobre lar
vas de H. zea. Las toxinas (10.µg) se adicionaron a Ja dieta. 
0-D control sin toxina, cepas 132 (A-A), 114 (4.-A), 8 
(..-.), 159 (o-o). 
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genes, se procedió a la purificación de los DNAs 
totales de las cepas locales de mayor interés. 
Alícuotas de estos DNAs fueron digeridos con la 
enzima de restricción Hind III. El empleo de esta 
endonucleasa es aconsejable ya que la mayoría de 
los genes de las endotoxinas de las diferentes 
subespecies de BT, no poseen sitio de reconoci
miento para esta enzima (36). La Figura 11 
muestra en los carriles impares el resultado de la 
purificación de 5 DNAs de cepas locales. R~ los 
carriles pares se observan estos DNAs digeridos 
con Hind III. 

Se puede concluir en primer término que las 
muestras de DNAs totales poseen plasmidios de 
diferentes isoformas tanto de alto como de bajo 
peso molecular. En segundo lugar, los perfiles 
electroforéticos de los DNAs digeridos de los 
aislados nativos difieren entre sí en ténninos de 
distribución y tamaño de las bandas. Este resul
tado significaría que existe una distribución dife
rencial de sitios de reconocimiento para Hind I1I 
en cada uno de estos DNAs. A su vez, los pro
ductos de restricción de las cepas controles ( var. 
kurstaki y var. sotto) son diferentes a aquéllos de 
las cepas nativas. 

"Dot blotting" 

A fin de indentificar cuáles de las cepas perte
necen efectivam~nte a la especie thuringiensis, se 
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Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa al 1 % de muestras 
de DNAs totales (carriles impares) y los mismos digeridos 
con Hind 111 (carriles pares) aislados de cepas nativas y 
controles de Bacillus thuri11giensis. Carriles 1y2(aislado5a); 
carriles 3 y 4 (aislado Gllg); Carriles 5 y 6 (aislado L19); 
Carriles 7 y 8 (aislado 106); Carriles 9 y 10 (aislado 117-7), Se 
utilizaron como controles el Bacillus thuri11gie ns is var.kursúdd 
(carriles 11y12) y la var.sotto (carriles 13y14).A la derecha 
se muestran estándares de tamaño molecular en kb. 
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efectuó un barrido rápido empleando la técnica de 
"dot-blotting". Esta aproximación experimental 
permitió descartar aquellos aislados que mostraron 
una hibridación negativa con la sonda radiactiva. 
El resultado de este análisis se muestra en la Figu
ra 12. Se observa que los DNAs de algunos aisla
dos locales indexados como Gllg, 105 y 114 
hibridan positiyamente con la sonda, confinnando 
de esta forma ·su categoría de especie thuringien
sis. Como controles positivos, se utilizaron DNAs 
de las variedades berliner, kurstaki, sotto y nwrri
soni, en tanto que como control negativo se utilizó 
el DNA aislado del vector Bluescript KS (+). Se 
obtuvo una hibridación débil pero, positiva con los 
DNAs purificados de las cepas indexadas como 
106, 117-3, 117-7, 1 lla, 121, en tanto que la señal 
fue negativa en definitiva para las cepas indexadas 
como LIS, 145-2, J26, Sa, Ll9, L18 y 117-g . Sin 
embargo, en este último caso, no puede descartar
se la posibilidad que dicha sonda no presente el 
grado de homología suficiente para pennitir un 
reconocimiento positivo. Para dilucidar esta dis
yuntiva, se requeriría de sondas específicas que 
representen la totalidad de los genes Cry hasta el 
momento descritos (37). 

Análisis Southern 

A objeto de identificar el o los fragmentos de 
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Figura 12. Análisis "dot-blot". Muestras de DNA de cepas 
controles de BT y aislados nativos presuntivos de B. 
thuringiensis fueron adsorbidos sobre membranas de 
nitrocelulosa e hibridados con aJ sonda-32P descrita en Mé
todos. A-1 (var. herliller); A-2 (DNA control, Bluescript); A-
3 (var. sotto); A-4 (var. morrisoní) y A-5 (var. kurstaki). 
Aislados nativos: L15 (B-1); G11g(B-2); 145-Z(B-3); 126(B-
4); 5a (B-5); 106 (C-1); 105 (C-2); 46-4n (C-3); L19b (C-4); 
L18 (C-5); 117-g (D-1); 117-7(D-2);117-3 (D-3); 114 (D-4); 
Uta (D-5) y 121 (E-5). 
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DNA de los aislados locales que contengan gen de 
la toxina, se realizó un análisis "southem". La 
Figura 13 da cuenta del resultado del análisis 
"southem" de los DNAs digeridos con Hind III 
provenientes de aislados nativos. Como control 
positivo se utilizó el DNA digerido aislado de la 
var. sotto. Se observa que ciertos fragmentos Hind 
III provenientes de los aislados 105, 106, 114, 
117-7 y Gl lg (Panel A) y L19a, Ll9b y 5al (panel 
B) hibridan positivamente con la sonda. En tanto 
que para los aislados indexados como 117-3, 126, 
L18, L15 y 145-2 el reconocimiento fue negativo, 
existiendo la posibilidad que al igual que en el 
análisis "dot blot'' la sonda utilizada no sea la 
adecuada. Adicionalmente, en relación al resulta
do del análisis "southem", la cepa nativa indexada 
como Gllg presenta una diferencia importante 
con respecto a los otros aislados. Dos fragmentos 
Hind III de alrededor de 4.000 y 1.000 pares de 
bases de tamaño molecular, respectivamente, son 
reconocidos por la sonda radiactiva, sugiriendo 
que esta cepa presentaría genes homólogos o co-
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pias múltiples del mismo gen. Este resultado ha 
sido reportado anteriormente en algunas sub
especies de BT, como por ejemplo en las varieda
des HD-73, berliner 1715 y HD-2 (36). 

Las toxinas de Bacil(us thuringiensis repre
sentan una interesante familia de proteínas rela
cionadas, estructuralmente, pudiéndose deducir 
algunas reglas generales, por ejemplo la identifi
cación de regiones específicas que detenninan la 
especificidad hacia el insecto hospedero (37). La 
modificación de estas regiones por medio de téc
nicas de la Ingeniería Genética posibilitará cons
truir nuevas clases de toxinas con una gama más 
amplia de actividad insecticida. 

Este conjunto de resultados preliminares 
promisorios estimulan y justifican la búsqueda de 
nuevas cepas locales de BT en la naturaleza, sig
nificando con esto que más que un interés acadé
mico por variedades nuevas, se encuentra el em
pleo potencial de las toxinas de estos aislados en 
reemplazo de insecticidas contaminantes del me
dio ambiente. 
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