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RESUMEN

ABSTRACT

Se realizo la caracterizacion de nueve cepas cubanas de Bacillus
thuringiensis segun la morfologia del cristal, la determinacion del
patron de proteinas Cry y la actividad bioldgica frente a los insectos
lepiddpteros Spodoptera frugiperda y Anticarsia gemmatalis. Se ob-
servo la tipica morfologia bipiramidal en todas las cepas, y ademas
la presencia de inclusiones cubicas. El patron de proteinas Cry
obtenido correspondio con el de la cepa estandar internacional de
B. thuringiensis var. kurstaki cepa HD1, en el que se observan dos
bandas bien definidas correspondientes a la proteina Cry 1 (130
kDa) y Cry 2 (70 kDa). En la evaluacion de la actividad bioldgica las
cepas LBT 4 y LBT 7 causaron el 100% de mortalidad frente a S.
frugiperda, mientras que las LBT 4, LBT 7, LBT 13 y LBT 47 provoca-
ron el 100% de mortalidad para A. gemmatalis.

Palabras claves: Bacillus thuringiensis, d-endotoxinas, Spodoptera
frugiperda, Anticarsia gemmatalis, actividad bioldgica

This study describes the characterization of nine Cuban Bacillus
thuringiensis strains based on crystal morphology, SDS polyacrylamide
electrophoresis (PAGE) and insecticidal activity against Spodoptera
frugiperda and Anticarsia gemmatalis. Ultrastructural analysis of
parasporal bodies of the nine strains showed the typical bipyramidal
crystal and cubic inclusion partially embedded in the middle of the
bipyramidal crystal. The PAGE analysis showed two bands of 130
kDa and 70 kDa belongs to Cry 1 and Cry 2 protein present to HD1
standard strains B. thuringiensis var. kurstaki. The strains LBT 4 and
LBT 7 analyzed in this report showed potential as biological insecticide
against S. frugiperda and LBT 4, LBT 7, LBT13 and LBT47 strains
showed 100% of mortality to Anticarsia gemmatalis.

Key words: Bacillus thuringiensis, d-endotoxins, Spodoptera
frugiperda, Anticarsia gemmatalis, biological activity

INTRODUCCION

Bacillus thuringiensis Berliner, 1915 se caracteriza por
su habilidad para producir cristales parasporales durante
la fase de esporulacién. La morfologia, tamano y ntime-
ro de las inclusiones parasporales varia entre las diferen-
tes cepas de B. thuringiensis. Estos cristales estan com-
puestos de proteinas denominadas §-endotoxinas o
proteinas Cry. Su peso molecular oscila entre 25 y
140 kDa, y constituyen del 20 al 30% del contenido de
la bacteria. Estas toxinas presentan actividad insectici-
da hacia diversos 6rdenes de insectos, principalmente
lepidépteros, dipteros y coleépteros [ Del Rincén-Castro
et al., 2006; Inigo et al., 2006], y estan codificadas por
multiples genes presentes en grandes plasmidos. Hasta
la fecha se han clasificado 332 3-endotoxinas dentro de

47 grupos de proteinas Cry, 22 proteinas Cyt en dos gru-
pos y otras seis proteinas de B. thuringiensis que no se
han clasificado dentro de un grupo especifico [Crickmore
et al., 2005]. Las proteinas téxicas hacia larvas de
lepid6pteros pertenecen a los grupos Cry 1, Cry 2 y
Cry 9. Dentro del grupo Cry 1 existen alrededor de diez
subclases diferentes, y cada una tiene un rango de acti-

vidad especifico contra diferentes insectos lepidépteros
[Bobrowski et al., 2001; Del Rincén-Castro et al., 2006].

El uso de B. thuringiensis como insecticida comercial
en la agricultura por mas de cuarenta afios se basa en
su alta especificidad y eficiencia hacia las diferentes
plagas, y la no toxicidad hacia insectos, plantas y
vertebrados no blancos.
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El gusano cogollero del maiz (Spodoptera frugiperda (J.
E. Smith, 1797) (Lepidéptera: Noctuidae)) es una de
las principales plagas de este cultivo en regiones tropi-
cales y subtropicales de América [Del Rincon-Castro et
al.,2006]. En Cuba y en numerosos paises de la regién
se reportan pérdidas provocadas por esta plaga de has-
ta el 40% de la produccién. Es por ello que la obtenciéon
de productos insecticidas contra esta plaga resulta de
vital importancia [Ayra et al., 2006].

El gusano terciopelo (Anticarsia gemmatalis Hiibner)
es la especie mas importante del complejo de
defoliadores de la soya, y causa grandes dafios en el
cultivo en la mayor parte de las areas donde se siembra
esta planta, provoca reducciones drasticas en el area
foliar y disminuye la fotosintesis y la productividad

[Bobrowski et al., 2001].

Actualmente el cultivo de la soya es de gran importan-
cia econémica para el pais, por ser una de las fuentes
mas promisorias de concentrados proteicos, aceite ve-
getal y lecitina, rubros importados por Cuba. Al tener
en cuenta el interés en comenzar la produccion de soya
en unas 5000 ha, resulta imprescindible contar con ce-
pas promisorias para controlar las plagas que afectan
este cultivo [Hernandez et al., 2004].

De acuerdo con los antecedentes ya mencionados, el
objetivo de este trabajo fue la caracterizacién de nueve
cepas de B. thuringiensis segin la morfologia del cris-
tal, el patrén de proteinas Cry y la evaluacién de su
actividad biolégica frente a Spodoptera frugiperda y
Anticarsia gemmatalis.

MATERIALES Y METODOS

Se emplearon nueve cepas de B. thuringiensis pertene-
cientes a la coleccion del Instituto de Investigaciones
de Sanidad Vegetal (LBT-4, LBT-5, LBT-7, LBT-9,
LBT-12, LBT-13, LBT-16, LBT-25 y LBT-47), y se
utilizé la cepa HD1 estandar internacional de B. thu-
ringiensis var. kurstaki.

Para la observacién de las esporas y cristales de las
cepas de B. thuringiensts en el microscopio electrénico,
las cepas crecieron en medio Bacto peptona, con agita-
cién en zaranda orbital a 150 rpm a 30°C hasta que el
cultivo alcanzo la esporulacion. Después de la lisis celular
se tom6 1,5 mL del cultivo y se centrifugé a 10 000 rpm
durante 10 min. El precipitado se resuspendié en 1 mL
de agua destilada. Este proceso se repitié dos veces. El
precipitado resultante se resuspendié en 1,5 mL de agua
destilada.
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Se realiz6 una suspensién de las muestras sobre so-
porte metalico, y se metalizaron durante 3 min en
un metalizador. Las observaciones de las muestras
se realizaron en un microscopio electrénico digital

de barrido.

Para la determinacién de la composiciéon de proteinas
Cry por electroforesis SDS-PAGE se tomé 1,5 mL de
un cultivo esporulado de cada una de las cepas en estu-
dio, y se centrifugé a 10 000 rpm durante 5 min. Kl
precipitado se lavé dos veces con 1 mL de NaCl1 M y
tres veces con 1 mL de agua destilada estéril. El preci-
pitado final se resuspendié en 100 UL de agua destilada
y en buffer de lisis 2X (Tris-HCI 1 M pH 6,9; 2-
mercaptoetanol, SDS 10%, glicerol, bromofenol azul).
La muestra se calent6é durante 6 min a 100°C.

La electroforesis SDS-PAGE 12% se realizé en una ca-
mara vertical. Se empled buffer de corrida Tris-Glicina-
SDS (0,25 M tris, 1,92 M glicina, SDS 10%) pH 8,3. La
tincién de las bandas de proteinas obtenidas se realizo
con azul coomassie R-250 al 0,1%.

Para el bioensayo selectivo contra Anticarsia gemmatalis
y Spodoptera frugiperda las cepas de B. thuringiensis se
pusieron a crecer en caldo nutriente hasta la espo-
rulacién. Se adicionaron 150 mL del cultivo en viales
que contenian la dieta artificial. Cada vial contenia 10
larvas de segundo instar de Anticarsia gemmatalis y
Spodoptera frugiperda.

El ensayo se realizé con tres réplicas y se utiliz6 como
control positivo la cepa HD1 de B. thuringiensis var.
kurstaki. Las placas con las larvas se incubaron a 30°C
entre el 60 y el 70% de humedad relativa, y la mortali-
dad se registré a las 48 h. Transcurrido ese tiempo las
larvas que no murieron se transfirieron a nuevos viales
con dieta artificial sin la suspensién bacteriana. El en-
sayo se evalu6 nuevamente a los cinco dias.

Composicion de la dieta para A. gemmatalis: frijol 69,4 g/L;
extracto de levadura 34,7 g/L; germen de trigo 55,3 g/L;
agar 22 g/L; proteina de soya 55,3 g/L; caseina 27,7 g/L;
acido ascorbico 5 g/L; solucién de vitaminas 5,53 g/L;
agua 1000 mL.

Composicion dela dieta para S. frugiperda: frijol 146,6 g/L;
extracto de levadura 44,9 g/L; germen de trigo 70,4 g/L;
agar 17,75 g/L; agua 1000 mL.

RESULTADOS Y DISCUSION

La morfologia de los cristales en las nueve cepas de B. thu-
ringtensis estudiadas present6 forma bipiramidal, ca-
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racteristicos de la mayoria de las cepas pertenecientes
ala especie B. thuringiensis. Se observé también en algu-
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LBT 47

nas cepas la presencia de inclusiones cibicas (Fig. 1). Las
flechas indican los cristales bipiramidales y cubicos.
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Figura 1. Microfotografias al microscopio electrénico de barrido de la morfologia de los cristales de las cepas de Bacillus thuringiensis.

(A) cepa LBT13, (B) cepa LBT4, (C) cepa LBT7, (D) cepa LBT47, (E) cepa LBT16, (F) cepa LBT25.

La caracteristica distintiva de B. thuringiensis es la
presencia de las inclusiones cristalinas o cuerpos
parasporales de naturaleza proteica. La formacién de
estas estructuras es un proceso asociado al evento de
esporulacion, en el cual los cristales se liberan al medio
por lisis del esporangio. Su formacién responde ade-
mas a la presencia de genes que codifican para su pro-
duccion, localizados en plasmidos de alto peso molecular

[Glare y Callaghan, 2000; Gitahy et al., 2007].

La morfologia, tamafio y nimero de las inclusiones
parasporales varian entre las diferentes cepas de B. thu-
ringiensts, y son visibles al microscopio de contraste
de fase, y la morfologia se confirma en el microscopio
electrénico de transmisién y de barrido. Aunque gene-
ralmente predomina la forma bipiramidal, es posible

distinguir diferentes morfologias como bipiramidal,
esférico-amorfo, rectangular, cuadrado y en forma de

barra [Benintende et al., 2000].

Lee (1995) analizé 113 aislados de B. thuringiensis y
encontr6 gran variedad en la morfologia de los crista-
les. Observé cuerpos parasporales bipiramidales,
amorfos, esféricos, ciibicos y rectangulares. Igualmen-
te Carreras (2003) advirtié cristales bipiramidales de
diferentes tamaiios, asi como cibicos y amorfos en un
grupo de cepas nativas de B. thuringiensis estudiadas.

Del Rincén-Castro et al. (2006), al analizar tres cepas
nativas del estado de Guanajuato, México, también
observaron cristales bipiramidales tipicos de las cepas
de B. thuringiensis. Adicionalmente apreciaron una
inclusién cuadrada aplanada mas pequeiia.
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Se plantea que el cristal bipiramidal generalmente se
asocia con la toxicidad de la cepa contra insectos lepi-
dopteros y la presencia en ellas de la proteina Cry 1.
Los cristales cibicos y ovoides son activos tanto para
lepid6épteros como dipteros, y se relaciona a la inclu-
sién cubica con la proteina Cry 2 [Glare y Callaghan,

2000].

El patrén de proteinas Cry (I'ig. 2) presente en las in-
clusiones parasporales se determiné para cada una de
las cepas en estudio. Como se observa en cada una de
las cepas, se obtuvieron dos bandas bien definidas,
correspondientes a la proteina Cry 1 (130-140 kDa) y a
la Cry 2 (70 kDa). La cepa LBT9 solo presenté la ban-

da correspondiente a la proteina de 130 kDa.

1 2 3 4 5 6

Figura 2. Perfil de proteinas Cry obtenido por SDS PAGE para cada una de las cepas en estudio. A. 1) cepa
HDI,2)LBT9, 3) LBT16,4) LBT25,5) LBT47. B.1) HDI, 2) LBT4, 3) LBT5,4) LBT7,5) LBT12,6) LBT13.

Las §-endotoxinas contenidas en los cristales
parasporales forman una familia de proteinas, clasifi-
cadas de acuerdo con la similitud de sus secuencias
aminoacidicas y el espectro de toxicidad exhibido fren-
te a diversos organismos plagas.

Gitahy et al. (2007) informaron que la mayoria de los
cristales de B. thuringiensts téxicos a insectos del orden

lepid6pteros estan compuestos de proteinas de aproxi-
madamente 130 kDa, los que corresponden al tamafio de
las §-endotoxinas Cry tipo 1, usualmente asociadas con
cristales de morfologia bipiramidal. Los polipéptidos de
70 kDa corresponden con las 8-endotoxinas Cry tipo 2
asociados con la morfologia cibica. Los resultados del
ensayo biolégico se muestran en la F'ig. 3.
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Figura 3. Mortalidad exhibida en el bioensayo selectivo contra
Spodoptera frugiperda y Anticarsia gemmatalis.
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En el caso de S. frugiperda las cepas LBT4 y LBT7
fueron las mas virulentas, y provocaron el 100% de
mortalidad alas 48 h. Las cepas LBT13 y LBT47 pro-
vocaron el 85% de mortalidad y la LBT25 el 58%. Por
suparte,la LBT9, LBT12 y LBT16 se comportaron de
igual forma que el control negativo (caldo nutriente),
al mostrar menos del 25% de mortalidad.

Para A. gemmatalis las cepas LBT4, LBT7, LBT13 y
LBT 47 exhibieron el 100% de mortalidad alas48 h, y
la cepa LBT25 mostré el 90% de mortalidad. Las res-

tantes cepas no mostraron ninguna actividad.

La toxicidad exhibida por estas cepas esta intimamen-
te relacionada con la presencia de las proteinas Cry 1 y
Cry 2 en cada una ellas; sin embargo, no todas las ce-
pas mostraron actividad téxica contra estos dos insec-
tos, y las que lo mostraron no se manifest6 en la mis-
ma extensién. Si se tiene en cuenta el patrén de
proteinas obtenido en cada una de las cepas, cabria es-
perar que todas ellas mostraran actividad biolégica
contra insectos lepidépteros.

El espectro de las toxinas producidas por B. thurin-
giensis varia ampliamente. Ello se relaciona con la es-
pecificidad de las subespecies de esta bacteria. A pesar
de la alta similitud de sus secuencias de aminoacidos
encontradas frecuentemente entre algunas de ellas, las
toxinas Cry exhiben comunmente diferentes efectos
insecticidas [Glare y Callaghan, 2000].

La variable toxicidad de las proteinas Cry de B. thu-
ringiensis a los diferentes grupos taxonémicos de las
larvas de insectos se debe a los diferentes mecanismos
que conducen a la activacién de los cristales parasporales
y a las variadas condiciones del intestino de los insec-

tos [Lee, 1995].

El mecanismo de accién de las proteinas Cry de B. thu-
ringiensis involucra la solubilizacién del cristal en el intes-
tino medio del insecto. Para la mayoria de los lepidpteros
las protoxinas son solubilizadas bajo condiciones alcalinas
y enzimas especificas, las cuales pueden variar segun el
organismo susceptible. Las diferencias en el grado de
solubilizacién explica la variabilidad en la toxicidad entre
las proteinas Cry [Crikmore et al., 2000].

La especificidad de las subespecies de B. thuringiensts
es dependiente de las toxinas producidas; ademas, cada
d-endotoxina y su combinacién dentro de un aislado
pueden también interactuar para incrementar,
sinergizar o disminuir la toxicidad a un insecto parti-

cular [Glare y Callaghan, 2000].

Como ya se menciond, la presencia de ciertas toxinas
puede potenciar la actividad de otras, o provocar unio-
nes no productivas. Queda claro que la interaccién es
especifica para el insecto, lo que puede reflejar diferen-
cias en las afinidades del receptor para cada toxina.
Debido a esto la unién de las endotoxinas a sus recep-
tores es fundamental para la toxicidad [Del Rincon-
Castro et al., 2000].

CONCLUSIONES

* Lasnueve cepas de B. thuringiensis estudiadas pre-
sentaron cristales de morfologia bipiramidal. En las
cepas LBT4, LBT7, LBT13, LBT25 y LBT47 se
observé ademas la presencia de inclusiones cubicas.

* El analisis del perfil de proteinas Cry por SDS-PAGE
revel6 en ocho de las cepas analizadas la presencia de
las proteinas Cry 1 (130 kDa) y Cry 2 (70kDa). En la
cepa LBT9 solo se obtuvo la banda correspondiente
a la proteina Cry 1.

* Las cepas LBT4, LBT7, LBT13, LBT25 y LBT47
provocaron mas del 90% de mortalidad en ensayo
selectivo contra A. gemmatalis. Las cepas LBT4 y
LBT7 fueron las mas virulentas contra S. frugiperda,
que causaron el 100% de mortalidad a las 48 h. La
toxicidad de estas cepas se atribuy6 a las proteinas

Cry 1y Cry 2.
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