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RESUMEN

Con el propdsito de caracterizar bioquimicamente la d-endotoxina de —
una cepa de Bacillus thurinqiensis aislada de suelo designada como GM-2, ——
la cual produce un cuerpo de inclusién paraesporal de forma rectangular ro-
deado por membranas y de compararla con Bacillus thuringiensis subsp. - - -
morrisoni serctipe H 8a 8b con la que cruza por serologia flagelar, sin em-

bargo de acuerdo a las pruebas bhioquimicas no corresponde a ninguna varie--
dad previamente descrita. Para caracterizar la S-endotoxina se purificaron

cristales los cuales fueron analizados mediante métodos de solubilizacién y
separacidén de cromatografia en colimma, encontrindose que los cristales de

GM-2 presentan una proteina con un peso molecular de 47,000 Da, bajo un mé-
todo de solubilizacién mis drastico se degradé en dos proteinas, una de -~ -
30,000 Da y otra mds pequefia { 20,000 + 5,000 Da ), mientras que por el mis
mo método de solubilizacién, la S-endotoxina de Bacilius thuringiensis - —
subsp. morrigsoni presentd una proteina con un peso molecular de 135,000 Da,
ademds los bioensayos contra larvas de Aedes aeqypti y Trichoplusia ni con

Bacillus thuringiensis GM-2 no presentaron mortalidad mientras que - - - —-
Bacillus thuringiensis subsp. morrisoni fué tdéxico a larvas de - - - - - —
Trichoplusia ni. Por lo anterior concluimos que la S-endotoxina de la cepa

de Bacillus thuringiensis GM-2 es diferénte a 1a S-endotoxina de - - - - —
Bacillus thuringiemnsis subsp. morrisoni en cuanto a composicidn bioquimica

y actividad téxica para insectos. '




INTRODUCCION

El control microbial de insectos plaga de importancia agricola, médica
y fofestal, provee en la actualidad una alternativa al uso excesivo de los
insecticidas quimicos, los cuales han causado grandes dafios ecoldgicos. Den
tro del control microbial se ha destacado una bacteria esporuiada denomina-
da Bacillus thuringiensis que se caracteriza por producir un cuerpo de in—

clusion ( S-endotoxina ) que presenta actividad bioinsecticida.

Las formulaciones a base de este microorganismo son utilizadas por su
modo de accidn selectiva hacia insectos plaga sin causar dafios a otras espe
cies animales o vegetales y/o contaminar el medio ambiente. En algunos pa—
ises la produccién de preparaciones comerciales aj partir de esta bacteria
han comenzado a sustituir gradualmente en el mercado a los insecticidas qui
micos.

Se han descrito numerosas cepas de Bacillus thuringiensis las cuales
se han clasificado dentro de subespecies por serologia flagelar complemen—-
tandose por pruebas bioquimicas, sin embargo, hay cepas clasificadas dentro
de la misma subespecie que contienen proteinas diferentes en el cuerpo de -
inclusién y diferencias en cuanto a toxicidad hacia la misma especie de in-
sectos. Esto ha llevado a realizar estud:\.os dirigidos a analizar en que par
te del cuerpo de inclusién producido por este mlcroorganismo radica la ac--
tividad tdxica hacia los insectos.

El objetivo principal del presente trabajo, fué determinar la composi-
cidn protéica y la toxicidad hacia insectos de importancia en Agricultura y
Salud Pblica de la S-endotoxina de una cepa nativa de - - = = - = =~ = - =
Bacillus thurinqiensis denominada -2, la cual tiene como caracteristica
poseer un cuerpo de inclusién con morfologia rectangular rodeado por menibra
nas diferentes a las reportadas internacionalmente y comparar su constitu-—-
cién con la $-endotoxina de Bacillus thuringiemsis subsp mrrismi seroti-
po H 8a 8b con la que cruza por serologia flagelar.




HIPOTESTIS

Suponemos que 12 $-endotoxina de Bacillus thuringiemsis GM-2 astd constitu

ida por diferentes proteinas a las reportadas para Bacillus thuringiensis
subsp. morrisoni - '



ANTECEDENTES

El descubrimiento de Bacillus thuringiensis es acreditado al investi-
gador Ishiwata en Japdn, quién en 1901, aisid una bhacteria aerdbica formado

ra de esporas a partir de larvas enfermas del gusano de seda (Bombix mori)
y la denomind Bacillus sotto. En 1911, Berliner aislé una bacteria de una

mariposa Ephestia kuniella enferma, y posteriormente en 1915, 1a denomind -

Bacillus thurinqgiensis. La describh2 como un bacilo esporulado gram positi-

vo, con flagelos peritricos, observando que después de terminar su creci--
miento vegetativo, el bacilo contiene, ademds de la espora una inclusidén -
paraesporal la cual designd como " Restokoper " o cuerpo de desecho de ini
cial forma esférica y romboidal posteriormente. También en 1915 Aoki y - -
Chigasaki demostraron que cultivos viejos de Bacillus sotto contenian una

sustancia téxica que causaba muerte en insectds. En 1927, Mattes confirmmd
1o de Berliner, observando ademds que el crecimiento del cuerpo de desecho
cambia también la posicidén @e la espora ( 17,19,24,46 ).

En 1946, Smith et al describen a Bacillus thuringiensis como una va--

riedad de Bacillus cereus, porgue independientemente de su patogenicidad -

para ciertos insectos y forma oblicua de la espora eh las células, era my

similar a Bacillus cereus. En 1951, Toumanoff y Vago proponen dividir a --

Bacillus thuringiensis en variedades diferentes, logrando aislar un micro-

organismo entomopatdgeno formador de espora$ a wartir de larvas enfermas -
del gusano de seda, encontrindo similitudes entre el Bacillus sotto de - - -

Ishiwvata, el Bacillus thuringiemsis 42 Berliner y este nuevo aislamiento -

al cual denominaron Bacillus cereus var. alesti y en 1952, Toumanoff sugi--

rié que los cultivos aislados por Ishiwata, Berliner, Vago y de &l mismo, -

eran todas variedades pertenecientes a Bacillus cereus ( 17,19,24 ).

En 1953, Hannay al estudiar la esporulacién de esta bacteria confirma
las observaciones de Berliner y sugiere por primera vez que la patogenici-
dad de este microorganismo podia estar asociada con l0s cristales en forma
de diamante que se formahan durante.el proceso de esporulacidn ( 24 ). En
1954, Angus demostrd que las observaciones de Aoki y Chigasaki, asi como -
de Hannay acerca de la relacién entre el cristal y patogenicidad hacia el



-

insecto eran validas. la toxicidad para el insecto estd principalmente asg
¢iada con el cuerpo de inclusidn del bacilo, el cual debe primero ser solu
bilizado por el jugo intestinal del insecto para activarse. En 1955, Hannay
y Fitz-James reportan que la inclusién cristalina es de naturaleza protéi
. ca y su ingestidén es suficiente para causar la muerte en larvas-suscepti--
hbles de insectos lepiddpteros; también publican las primeras microfotogra-
fias del cristal que tiene una forma regular bipiramidal cuya estructura -
superficial estid formada por estrias en direccidn paralela a la base del -
cristal ( 24, 46 ). '

En 1958-1959, Heimpel y Angus proponen que los bacilos entomopatdge——
nos podian estar relacionados con Bacillus cereus,'sin embargo presentaron

dos importantes diferencias, eran patdgenos a insectos y producian un cuer
po paraesporal dentro de las células, lo cual permitid colocarla como una
especie separada ( 25 ).

En 1962, H. de Barjac y Bonnefoil realizaron un estudio de clasifica—-
cién con 24 cepas diferentes de Bacillus thuringiemsis mediante pruebhas --

bioquimicas y seroldgicas, ( Antigeno flagelar H ) concluyen que el método
serolégico es rapido y adecuado para la identificacidén y separacién de las
cepas de Bacillus thuringiensis en variedades y que las pruebas bioquimi-—

cas deberian considerarse como parte complementaria del proceso de identi-
ficacidn. En 1963, Norris y Burges proponen gue existen diferentes patro--
nes electroforéticos de la enzima esterasa producido por las células vege-
tativas de Bacillus thuringiensis, v que esto podria ser utilizado para ——

distinguir las variedades diferentes de este microorganismo, finalmente -~
concluyen que existe una relacidn estrecha entre la clasificacién seroldgi
ca y analisis de esterasas ( 15, 40 ).

En 1967, Heimpel propone que la toxina producida por - - = = — = = —
Bacillus thuringiensis sea 1lamada §-endotoxina, sin embargo también se ha
sugerido que solo la porcidn activa del cristal debe ser considerada como
§-endotoxina ( 19, 37 ).

la serologia del cristal se ha relacionado con el espectro de toxicie



dad y se considera una herramienta taxonimica de importancia. En 1977 - -
i{rywienczyk realizd un amplio estudio seroldgico del cristal de 332 aisla-
mientos de Bacillus thuringiensis proporcionando caracteristicas que permi

ten clasificarlos en grupos diferentes, los cuales corresponden en su mayo
ria con subespecies por serologia flagelar. En 204 aislamientos identifica
dos el antigeno flagelar y el antigeno del cristal fueron especificos para
la misma variedad, en 38 aislamjentos el antigeno del cristal fué diferen-
te del antigeno flagelar o presentahan cristales de composiciém antigénica
mixta ( 33 ). Se han realizado estudios utilizando anticuerpos monoclona--
les para el anilisis detallado de la relacidn entre la estructura y la fun
cidn de la toxina de Bacillus thuringiensis, en 1983, Huber-Iukac et al se-
lecciaen 8 1lineas celulares hibridas que secretan Enticuerpos monoclonales
directos contra la $-endotoxina de Bacillus thuringiemsis, la especifici--

dad de cada anticuerpo monoclonal para la toxina y 1a protoxina fué esta--
blecida por medio de un estudio por ELISA ( 27 ).

En 1986, la especie de Bacillus thuringiensis es caracterizada en la
novena edicidén del Manual de l;iergey's como diferente a Bacillus cereus por

la patogenicidad a larvas de lepiddpteros y por la produccidn dentro de 1la
célula de un cristal paraesporal de proteina, ( rara vez dos o tres ), pa-
ralelo con la formacién de la espora. Bacillus thuringiemsis es clasifica-
do de acuerdo al antigeno flagelar H, forma del cristal, nimero de antige-
nos, ciertas propiedades fenotipicas y patrones de DNA de plasmidos, éstos
pequefios grupos han sido llamados variedades y subespecies. Bn 1986, ————
Burges utiliza el término de variedades para describir a grupos de cepas -
de Bacillus thuringiensis basados en el antigeno flagelar, pero que de - -
acuerdo al CSdigo Internacional de Namenclatura de Bacteria solamente el -
término " Subespecie " ( subsp ) es apropiado para subgrupos taxondmicos
de Bacillus thuringiensis. Hasta 1987, H. de Barjac reporta 24 serotipos
de Bacillus thuringiensis basados en el antigeno H, de 10s cuales algunos
estdn divididos por subfactores antigénicos ( Tebla I ). (.1, 10 ).

Cuando Bacillus thuringiensis se propaga en un medio de cultivo arti-
ficial durante un periodo de crecimiento se lleva a cabo la formacidn de -
la espora y el cristal los cuales son liberados al medio del cultivo des--



puds ocurre la lisis celulax. Para efectuar los estudios sobre el cristal
'es necesario contar con una pureza de los mismos, sin embargo existen alqu
nas dificultades para eliminar las esporas, debido a sus propiedades simi-
lares de taméﬁo y caracteristicas superficiales. Los primeros intentos pa-
ra resolver este problema se basaron en sistemas de separacién difésicos,
empleando una amplia variedad de solventes organicos y polimeros de alto -
peso molecular. Bn 1957,Vankovd introduce la centrifugacidén con gradientes
de densidad de sacarcsa, mientras que en 1966,Pendelton y Morrison propo-
nen un método basado en la hidrofobicidad de las esporas ( 39, 44 ).

En 1972, Fast recomienda la purificacién del cristal usando ultracen-
trifugacidn isopicnica en gradientes de cloruro de cesio y en 1975,Sharpe
et al recomiendan el mismo método en gradientes de renografin, mientras -
que Nishitsutsuji-Vwo y Widsaka utilizan mutantes no esporuladas para faci-
litar mayormente la purificacién de cristales ( 20, 48, 53 ). Estos méto—-
dos fueron Gtiles para purificar cristales, sin embargo los tubos de gra—-
dientes son intrinsicamente limitados en su capacidad. BEn 1978, Ang y Ni-—
ckerson reportan que utilizan centrifugacién zonal en gradientes de brom-
ro de sodio, presenta ademds como ventaja 1la elimipacién de las proteasas
producidas durante el proceso de esporulacién ( 2 ).

Fn 1980, Rao y Shethna describen una técnica basada en la agregacidn
especifica de cristales en columa con amortiguador salino ( 47 ). En 1984,
Mahillon y Delcour describen un método simple y rapido para el crecimiento,
esporulacion y autolisis de Bacillus thuringiemsis en el cual los crista--

les y las esporas pueden ser separados por centrifugacidn en urografin - -
( 38 ).

Los estudios sobre composicién de aminodcidos presentes en el cristal
han demostrado una diferencia no significativa entre las variedades de - -
Bacillug thuringiensis encontrandose que el acido glutamico y acido aspéar-
tico forman mas del 20% de los aminoicidos y son los 'responsables del bajo
punta isoeléctrico 4.4, la cantidad de cisteina es extremadamente baja ( -
menor del 2% ) lo gue produce una alta insolubilidad del cristal; aparté -
de su composicidén proteinica existen evidencias que contiene otras substan
cias ( 37 ).



En 1977, Bulla et al reportan la presencia de un 5.6% de carbohidra--
‘tos, pero existe la posibilidad que estos sean incorporados dentro del eris
tal como impurezas durante el proceso de esporulacién. El cristal también -
se caracteriza por su extrema insolubilidad lo cual dificulta el trabajo --
analitico, desarrolandose actualmente métodos _quimicos y enzimiticos para

su solubilizacién ( 9 ).

Se conoce que €l cristal es tOxico a un amplio rango de larvas de lepi
dbpteros por ingestidn, pero atdxicos cuando son inoculados dentro del hemo
cele del insecto, en base a esta observacidén, Angus ( 1954 ) sugiere que el
cristal es una protoxina, requiriéndose su activacidn en el intestino de la
larva del insecto susceptible para liberar la toxina, tomando en cuenta es-
ta hipdtesis todos los estudios del cristal de Bacillus thuringiensis se --
han enfocado hacia la identificacidn, aislamiento y caracterizacién de las
subunidades téxicas ( 3 ).

El cristal produce un nimero variado de subunidades de proteina con un
peso molecular de 1000 a 200,000 Daltons, &tso depende del método empleado
para la solubilizacién ( 46 ). la cromatografia de exclusién molecular o —-
filtracién en gel se ha utilizado para preparar fracciones de proteina vara
un rango restringido de peso molecular. En 1967, Watanabe et al reportan --
que el cristal de Bacillus thuringiensis var. sotto, en solucién a pH 11.5
vy por cromatografia a pH 7.8 presenta 2 componentes toxicos. En 1968, - - -

Cooksey encuentra similares resultados con el aislamiento de Mattes, y So--
merviile et al, al trabajar con Bacillus tharingiensis var. alesti, encuen-
tra que la proteina fué excluida del Sephadex G-100 y G-200, ésto demuestra
1o dificil de trabajar con cristales disueltos ( 11 ).

En 1972, Glatron et al indican que el cristal de Bacilhs tharingiensis
var berliner se encuentra formado por una subunidad repetitiva con peso - -
molecular de 80,000 Da utilizan para hidrolizar el cristal tratamiento con
mercaptoetanol e hidrocloruro de quanidina { 22 ). Mis .ta;de en 1974, Faust.
et al realizaron varios tratamientos para la degradacién de cristales de —-
Bacillus thuringiensis var. kurstaki, sus resultados indican que después —-

del tratamiento alcalino ( 0.05 - 0.1 M NaCOH ) fué donde se encontrd una —-



mayor toxicidad, la que fué asociada con una proteina de un peso molecular
de 230,000 Da, cuando realizaron la digestidén de los cristales en jugo in-
testinal de Bombix mori encuentran resultados similares, 5 proteinas causa
ron toxicidad y presentaron un peso molecular de 235,000, 77,000, 3G,200,-
5,000 y 1,000 Da, cuando la degradacidn la realizaron con diferentes enzi-
mas encontraron de 2 a 4 componentes tOxicos con peso molecular entre - —-
235,000 a 1,000 Da ( 21 ).

En 1977, Chestukhina et al trabajan con cristales de — « - - - - = —=
Bacillus thuringiensis var qalleriae y efectiian una completa disolucidn de

los cristales bhajo la accidn de soluciones alcalinas ( pH 12 ), la influen
cia simultdnea de agentes desnaturalizantes y reductores, con el método de
electroforésis en gel A2 poliacrilamida encuentran también que los crista-
les consisten de un 65% de proteina con un peso molecular de 120,000-140,-
000 Da, 8-10% de proteina de 65,000 Da y un menor nimero de componentes —-
con pese molecular de 65,000 a 340,000 Da ( 12 ).

En 1979,Bulla et al aisla por cromatografia de filtracidn y electrofo
résis en gel de poliacrilamida SDS y determina que 1a toxina de — = = = —
Bacillus thuringiensis subsp. kutstaki presenta un peso molecular de 68,--
000 Da, ademé@s hipotetiza que el cristal esta compuesto de una répetida —

subunidad ( protoxina ) que es transformada a un compussto mis pequefio. RIr
disolucidén con agentes reductores y desnaturalizantes, obtiene una mixima
sclubilizacién 5 h después de haber tratado con NaOH, bajo una proldngada
incubacién de hasta seis dias, la protoxina fué convertida a toxina, y re-
sulta téxica a larvas por Iingestidn del gusano cogollero - - - — - - - ==

(Spodoptera frugiperda) ( 8 ).

La patogenicidad de las cepas de Bacillus thuringiensis aisladas du--
rante un largo periodo ( serotipo H1l a H 13 ) fueron activas solamente --
contra larvas de lepiddpteros comparadas con el Bacillus prototipo descri-
to por Berliner ( 1915 }, sin embargo en 1977 Goldberg y Margalit en Isra-
el descubren un aislado nuevo tdxico para larva de mosquito y mosca-—
regra, esto implicd un nuevo serotivo H 14 descrito por H de Barjac ( 1978 )
se denomind Bacillus thuringiensis subsp. igraelensis ( 23, 34 ).
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En 1981,Yamamoto y Mc Laughlin al trabajar con cristales solubiliza-—
dos con mercavtoetancl y NaOH de Bacillus thuringiensis var. kurstaki, en--
cuentran cuatro picos durante la filtracidn en gel, un ensayo inmunoelectro

forético indica que los primeros dos picos designados como P-1 y P-2 son an
tigénicos e igualmente téxicos a larvas del falso medidos de la col - - —-
{ Trichoplusia pi ). los picos tres y cuatro parecen ser 4cidos nucléicos -
por el espectro en el andlisis de absorbancia y carecen de toxicidad. El pe
so molecular para P-1 fué de 135,000 Da y el de P-2 fuéd de 65,000 Da, P-1 -
esti compuesto de dos partes: Una resistente a proteinasas de 62,000 Da y -
otra sensible a proteinasas de 73,000 Da, P-2 resultd tdxico a larvas de —-
mosquito y se designé factor mosquito; se presenta en cristales de tipo K-1
producidos por Bacillus thuringiensis var. kurstaki y var. thuringiensis --
(59 ).

En 1982, Padua et al en Filipinas aisla una cepa de - = - = = = = = - -
Bacillus thuringiensis denominada PG-14 y corresponde al serotipo H 8a 8b
subsp. morrisonl, ésta fué recuperada de una muestra de suelo, produce un -

cristal =sférico e irreqular altamente toxico a larvas de mosquito, su toxi
cidad es igual que la reportada para Bacillus thuringiensis subsp. - - - --
israelensis serotipo H 14; recientemente en 1987.Yu et al establece que la

actividad toxica de Bacillus thuringiensis PG-14 hacia mosquitos radica - -
principalmente en una proteina de 65,000 Da y la actividad hemolitica en --
una proteina de 25,000 Da ( 42, 43 ).

En 1983,Yamamoto e Iizuca por medio de una extraccidén selectiva y - --
microscopia electronica demuestran que P-2 no forma parte del cristal bipi-
ramidal el cual consiste solamente de P-1, ademds es solubilizado por trata
miento alcalino sin agentes tiol ( 56 ). En 1983,Yamamoto realiza un amplio
estudio con cristales de variedades diferentes de Bacillus thuringiensis y
encuentra que la mayoria contiene solamente P-1, y algunas variedades como
kurstaki, thuringiensig, kemyae, tolworthi, producen una proteina adicional
( P-2 ), ésta fué seroldgicamente similar al factor mosquito previamente -—
descubierto en la var. krustaki ( HD-1 ), ambas proteinas ( P-1 y P-2 ) fﬁg
ron digeridas con tripsina y separadas por cromatografia liquida de alta re

solucidn encontrindo diferencias entre las toxinas de P-1 alln en cepas de -



1

igual serotipo; en cuanto a P-2, su pfoduccién es independiente de P-1, y

‘se sugiridé que la informacidén genética para P-2 es codificada por un plés-
mido o DNA cromosomal diferente al de P-1 ( 55 ). En 1983, Yamamoto et al -
aalizan la composicidén de proteina del cristal de varias mutantes de - ~ -
Bacillus thuringiensis var. israelenmsis establece que la pérdida de activi

dad contra mosquitos estd asociada con la pérdida de una proteina de - - -
28,000 Da { 57 ).

En 1983, Tojo y Aizawa, trabajan con cristales de = - « = — — = — — -
Bacillus thuringiensis var. krustaki, solubilizados en jugo intestinal del
qusano de seda (Bombix mori ) encuentran que después de disolver los cris-

tales aparece una proteina tdxica con pesc molecular de 50,000 Da { 51 ).

En 1983, Krieg et al en Alemania aislan una cepa nueva de - - - - - =
Bacillus thuringiensis de Tencbrio molitor ( Coleledptera: Tenebrianidae ),
la cual produce un cristal paraesporal de forma cuadrangular y contorno 13i
s0, de acuerdo a caractaristicas bioquimicas cormesponde a'um subespecie nue-
va que fué denominada Bacillus thuringiemsis subsp. temebricnis, es activa
solamente contra larvas de Chrysomelidae ( Coledptera ) y pertenece a wn
nuevo patotipo denominado patotipé " C " ( 31 ). En 1988, Li et al conclu-
yen qe el cristal paraesporal de Bacillus thuringiemsis var. tenebrionis
presenta una $-endotoxina con un peso molecular de 67,000 Da ( 36 ).

Pn 1984, Davidson y Yamamoto por medio de cromatografia en columna —-—
sephacril S-200 seguida por DEAE-celulosa aislan un fragmento de 25,000 Da
de la proteina tduica de 28,000 Da del cristal de Bacillus thuringiensis
var. israelemsis demuestran que este fragmento de 25,000 Da presenta acti-
vidades citolitica, hemolitica, insecticida y letal en ratdn, ésta protei-
na es rica en aminodcidos como dcido aspirtico y glutdmico ( 13 ).

En 1985 Armstrong et al describen un procedimiento para la purifica-=
cién de una forma de S-endotoxina de Bacillus thuringiensis subsp. - - - -
israelensis, el cual presenta toxicidad a cultivos de células y 1ams,de‘
mosquito, causa lisis en eritrocitos y muerte en ratén. EL extracto de pro
teina fué tratado con dlcali, neutralizado e incubado con tripsina y pro—



12

teinasa K, después purificado por filtracién en gel y cromatografia en co—-
luma DEAE, obtienen 2 proteinas tOxicas: las proteinas 25a y 25b, ambas --
presentan un peso molecular cercano a 25,000 Da en SDS-PAGE, son seroldgica
mente relacionados y>presentan perfiles similares con una digestién con pro
teasa de S. aureus y SDS, ademas contienen una secuencia idéntica de 10 ami
noicidos. Sin embargo una diferencia entre la proteina 25a y 25‘;) es la pre~
sencia de residuos de arginina y valina en ibs aminoacidos terminales de la
molécula 25a. El Western Blot ELISA con anticuerpos monoclonales de la pro-
tefna 25a indican que 25a y 25b son productos de divisidén derivados de wna
proteina de 26,000 Ua para Bacillus thuringiensis subsp. israelensis HDI16
y de 28,000 Da en Bacillus thuringiensis para la cepa de Abbott ( 4 ).

-

En 1985, Pfannestiel et al estudian la toxind — =~ = = = « = = = = = ~=
Bacillus thuringiensis var. israelensis y su estabilidad después del trata-
miento quimico, encuentran que la thina no es activeda por agentes sulfhi-

drile, 1a toxina fué resistente a concentraciones altas de sal ( 8 M NaBr ),
solventes orgénicos { 40% Metanol ), desnaturalizantes ( 4 M Urea ) y deter
gentes neutras ( 10% de tritén X-100 ); sin embargo fué inactivado por de--
tergentes cargados positiva y negativamente, asi -como por hidrocloruro de -
guanidina ( 45 ).

En 1985, Tojo investiga la liberacidn y descomposicién de una proteina
con peso molecular de 59,000 Da de Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki
( HD-1 ) en jugo intestinal del gusano de seda Bombix mori usando ELISA y -
bicensayos, sus resultados sugieren que el método de ELISA para P-59 es - ~

efectivo para estimar la actividad de preparaciones — - = = = = = = - = = -
Bacillus thuringiensis hacia insectos lepidépteros ( 50 ). En 1986, Visser

et al reportan la separacién y propiedades txims de 4 componentes del cris
tal de proteina de Bacillus thuringiemsis var. israelemsis, la cual contie-
ne 3 proteinas de peso molecular de 230,000, 130,000 Da con actividad téxi-
ca a mosquitos y una de 28,000 Da con actividad hemolitica; éstas proteinas
fueron solubilizadas de cristales incubandose en 10 mM D'l'l':- pH 9.5 y purifi
cadas por centrifugacidén en gradientes de sacarosa ( 52 ).

En 1986, Herrnstadt et al reportan el aislamiento de una cepa de - - -
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Bacillus thuringiensis con actividad téxica para colebpteros pero no contra
" lepiddpteros ni dipteros, este nuevo aislado fué designado como - - - - - -
Bacillus thuringiensis var. san diego, sus cristales son en forma de rectan
gulo plano y diferente a la estructura bipiramidal de los cristales de ce—-
pas de Bacillus thuringiensis toxicas a lepidipteros, el cristal de esta va

riedad presenta una proteina con un peso molecular de 64,000 Da con activi-
dad insecticida hacia coledpteros ( 26 ).

En 1987, Krieg et al proponen que de acuerdo al rango de hospedero - -
existen 3 patotipos diferentes de Bacillus thuringiensis dentro del seroti-
po H 8a 8b: Bacillus thuringiensis subsp. morrisoni ( a2islados G-2 y - - —
morrisoni ). Patotipo "A" ( Patdgenas solo para larvas de lepidépteros }, -
Bacillus thuringiens ( Cepa PG-14 ) Patotipo "B" ( Patdgena solo para lar—-
vas de Nematdcera, Diptera ) y Bacillus thuringiensis { cepa B1256-82 ) Pa-
totipo "C" ( Patdgena solo para larvas de Chrysomelida, Coledptera ). los -
cristales paraesporales de los 3 patotipos difieren en morfologia, patrdn

de proteina y seroclogia ( 32 ).

En 1987, Ohba et al reportan el aislamiento de dos cepas de - - - - —
Bacillus thuringiensis que producen una inclusidn tipicamente romboidal sin
toxicidad contra Bambix mori, Musca daméstica, Aedes aeqypti, y - - - = - -
P. tibialis, este cristal contiene una proteina de 60,000 D8 y algunas pro-

teinas menores ( 41 ).

En 1987, Hurly et al describe la purificacién por homogeneidad electro
forética, filtracién en gel y cromatografia de intercambio iénico de 2 pro-
teinas del cristal de Bacillus thuringiensis subsp. israelemsis; una protei
na con un peso molecular de 68,000 Da que no presenta actividad citolitica
Yy una pequefia proteina con un peso molecular de 28,000 Da con alta activi--
dad citolftica, estas proteinas fueron ensayadas contra larvas de ~ - - ~ -
Aedes aeqypti, 1a proteina grande fué al menos cien veces mis téxica que la

pequefia, una mezcla de las dos proteinas puras fueron significativamente —
mas toxicas a larvas de mosquitos que la proteina sola ( 28 ).

Recientemente en 1988, Donovan et al reportan uma nueva cepa de - - —



14

-

Bacillus thuringiensis aislada a partir del polvo de grano de haba y téxi-

‘ca para larvas del escarabajo colorado de 13 Papa -~ — = - = = = = = = - -
(Leptinotarsa decemlineata), esta cepa sintetiza dos cristales paraespora-

les de proteina; un cristal de forma romboidal compuesto por una proteina
de 73, 116 D2 y uno plano forma de diamante compuesto de 30,000 Da ( 18 ).
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MATERTAS, Y METODOS

PACTERIAS USADAS:

Las cepas de Bacillus thuringiensis utilizadas en el presente trabajo
fueron: Bacillus thuringiensis clave GM-2 cepa nativa aislada a partir de
suelo agricola de General Teran,N.L. ( México ) (5), - - = — - = = = = - =
Bacillus thurinqiensis subsp. morrisoni ( HD-12 ), Bacilius thuringiemsis
subsp. kurstaki ( HD-1 ), Bacillus thuringiensis subsp. israelensis - - -
( HD-654 ), proporcionadas estas fiitimas por el Dr. Howard T. Dulmage del
Depto. de Agricultura de Weslaco Texas, E.U.A.

1as cepas fueron conservadas por resiembras periddicas cada 3 meses -
en tubos de ensaye con agar nutritivo inclinadeo pH 7 ( Merck ), y mediante
liofilizacibén ( utilizando como soporte leche desnatada estéril al 10% ),
y se mantuvieron en refrigeracién a 4°C. Se realizaron observaciones morfo
16gicas de las células vegetativas, esporas y cristales de las diferentes
cepas al microscopia.

IDENTIFICACION BIOQUIMICA:

Para Bacillus thuringiensis GM-2 las pruebas bioquimicas que se efec-
tuaron primeramente fueron las correspondientes para la especie del género
Bacillus de acuerdo al manual de Bergey's y posteriormente las pruebas pa-
ra variedad establecidas por H. de Barjac y Krieg, éstas (itimas también
se realizaron para Bacillus thuringdensis subsp. morrisoni ( 7,15,16,30 ).

IDENTTFICACION SEROCLOGICA:
Esta se realizd con la preparacidén del antigeno flagelar o antigeno H

de las cepas de Bacillus thuringiensis de referencia internacional y de --
Bacillus thuringiensis G4-2 ( 6 ).

MEDIOS DE CULTIVO Y CONDICIONES DE CRECIMIENTO: -

Las cepas fuercon actividades en tubo de agar nutritivo inclinado du—-
rante 18-24 h a 30°C, para la preparacidén del indculo, se toma una asada a
partir de éste y se pasa a un matriz con leche peptonizada ( Sheffield - -
Products ). El cual es mantenido en agitacién rotatoria a 200 rpm. ( Lab—
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Line Incubator ), durante 18-24 h a 30°C para después transferir un inbcu-

1o de 0.5% al medio de produccidén que contiene: Leche peptonizada 1 gr/lto.:
glucosa 0.5 g/1toc., extracto de levadura 0.2 gr/ito., FeSO4.'7H20, Mnso4.H20
{ 0.02 gr/ito ) y MgSO47H20 ( 0.3 gr/1to ) ( 56, 58 ). Se mantienen en agi-
tacién rotatoria a 250 rpm. durante 48-72 h a 30°C. Después de la lisis ce-
lular la mezcla de cristales y esporas son recuperadas por centrifugacién a
10,000 rpm. ( Centrifuga Beckman J2-21 ) por 30 minutos a 3°C ( Figura 4 ).

METODO DE PORIFICACION DE LOS CRISTALES PARAESPORALES:

Una vez recuperado el precipitado se resuspende en NaCl 1M y se centri
fuga, este tratamiento se repite 3 veces y el precipitade se resuspende en
agua destilada pEH 7, se pasa a un embudo de separacidén y se agita para for-
mar espuma con> el fin de descartarla ya que esta contiene esporas, este pro
cedimiento se repite 8 a 10 veces, finalmente log cristales se purifi
can parcialmente por flotacidén ( 56 ). El aislamiento de cristales puros se
realiza por ultracentrifugacidén en gradiente de densidad de NaBr ( 30-36% )
( 2 ) a 25,000 rpm. por 90 minutos ( Ultracentrifuga Beckman L5-50E ). Las
handas resultantes se colectan mediante un fraccionador de gradientes (ISCO)
y s2 examinan al microscopio de luz, la banda de los cristales se concentra
y se lava con H,0 destilada pH 7 a 30,000 rpm. por 30 minutos, después se -
dializa contra aqua destilada y se liofiliza, se guarda a -20°C hasta su --
uso ( Figura 3 ).

SOLOBILIZACION DE CRISTALES:

Los cristales purificados (40Smyde c/u ) de Bacillus thuringiensis
GM-2, subsp. morrisoni ( HD-12 ), subsp. kurstaki ( HD-1 ) y subsp. - -~ - -
israelensis ( HD-654 ) fueron disociados en 2% de 2 mercaptoetanol pH 10 y
centrifugados a 30,000 rpm. por 30 minutos, posteriormente &l sobrenadante
se pasa a través de una columna de Sephacril S-300 ( 2.5 x 90 am. ) ( Phar-
macia ) equilibrada con solucién amortiguadora Tris-HC1 50 mM a pH 8 en - -
0.1% de 2-mercaptoetanol, EDTA 1 mM. En todos los casos los eluentes se re-
cuperaron en un colector de fracciones ( ISCO ) y—se maonitorearon
a 280 nm de absorbancia. La columa fué previamente equilibrada con protei'.-
nas con peso molecular conocido ( Sigma ), tales como alcchol deshidrogena-
sa 150,000 Da, albimina de suero bovino 66,000 Da, anhidrasa carbbnica - -



29,000 Da, a una temperatura de 4°C ( 59 ).

Ademds del método anterior se utilizaron los siguientes métodos de so
lubilizacién-para los cristales de Bacillus thuringiensis GM-2:

a) 2 mercaptoetanol al 2% pH 11 con NaOH 2N

b) » " " pH 11 con NaOH 2N durante 2 h de incubacidn
c) » " 4% pH 10 con NaCH 2N

day » " 2% pH 11 con KOH 0.1M

e) " " " pH 10 con NaOH 2N 1% de SDS

£) DT 0.05 M pH 12 con NaOH 2N, 1% de SDS.

En todos los tratamientos anteriores se utilizd wna columa de - — —
Sephacril S-300 { 1.5 x 40 cm. ), en cada paso se realizaron observaciones
al microscopio.

DETERMINACION DEL PESO MOLBECULAR:

Para encontrar el peso molecular de las proteinas de los cristales so
lubilizados se realizaron electroforésis en gel de poliacrilamida ( PAGE )
de acuerdo al método de Laemily ( 35 ), utilizando un gel separador de poli
acrilamida al 11% ( 12 om. de longitud y 2 mm de grosor ). Se colocaron ——
alicuotas de cada una de las muestras en el gel separador y se llevd a ca-
bo la electroforésis ( cémara biorad ) a 100 volts ( buchler 3-1500 ) has-
ta que el colorante habia migrado el 90% de la longitud del gel. Para de——
terminar la curva de calibracidén se utilizaron estindares de peso-molecu-~
lar conocido ( SIGMA ): B-galactosidasa 116,000 Da, albimina de suero bovi
no 66,000 Da, albimina de huevo 45,000 Da,gliceraldehido 3 fosfato deshi-—
drogenasa 36,000 Da, anhidrasa carbdnica 29,000 Da, tripsinégeno 24,000 Da,
a~lactoalbimina 14,200 Da.

BIOENSAYOS:
La actividad téxica de las cepas de Bacillus thuringiensis GM-2, subsp.
morrisoni, subsp. israelensis se realizd con cristales enteros, cristales

solubilizados y con las proteinas obtenidas después de la separacidén en co-
lumna contra larvas del mosquito Aedes aeqypti del cuarto estadfo ( 54 ), -
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para 10 cual se utilizé una colonia de Aedes aeqypti mantenida en el in--
‘'sectario del Laboratorio de Entomologfa Médica del Depto. de Zoologia de -
Invertebrados de la FCB-UANL: Tos bicensayos se realizaron por triplicado
con tres repeticiones utilizando lotes diferentes de larvas, los recipien-
tes se incubaron a 30°C en un cuarto con 50-60% de humedad relativa. Se —
realizaron lecturas para ver el porciento de mortalidad a las 24-48 h.

Se realizaron bioensayos con larvas de Tri Trichoplusia ni con cristales
enteros y solubilizados de las cepas Bacillus thungg; is GM-2, subsp.
morrisoni ,subsp. kurstaki. (59)(F1gura6)
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RESULTADOS

OBSERVACTION MORFOLOGICA DE Bacillus thuringiensis:
La cepa de Bacillus thuringiensis GM-2 aislada de suelo agricola de -
General Terdn, N.L. ( México ) en su morfologia macrosedpica cuando se cul

tiva en agar nutritivo presenta colonias planas con borde escasamente fila
mentoso de un color blanco-grisdceo sin pigmentacidn, pero presenta pigmen
tacién rosacea en agar yema de huevo. En su morfologia microscépica presen
ta células de forma bacilar, flageladas, gram positivas con una espora - -
ovoide subterminal ( Figura 1 ) y con la caracteristica principal de pre--
sentar un cuerpo de inclusidén de forma rectangular rodeado por membranas
( Figura 2 ).
IDENTIFICACION BICQUIMICA Y SEROLOGICA:

Por otra parte con el propdsito de clasificar la cepa en estudio - —
Bacillus thuringiensis GM-2, se realizaron las pruebas bioguimicas para el

grupo de Bacillus thuringiensis, se encontrd que corresponde a este grupo,

sin embargo x presentd las siguientes diferencias: Ausencia de crecimiento
en agar dextrosa saborawd al 74 MClL asi oxo de 12 hidrdlisis de 1a caseina, —
ademas la cepa GM-2 produjo una pigmentacidn rosicea en agar yema de hue-
vo, la cual no es caracteristica de Bacillus thuringiensis ( Tabla 2 ). En
la tabla 3 se wuestran los resultados de las pruebas bioquimicas para va-——

riedad, se encontrd que las caracteristicas bioquimicas de - = = = = - - =

Bacillus thuringiensis GM~-2 no concuerdan con hinquna de las variedades ac
tualmente descritas en la literatura. Con respecto a la identificacidn se-
rolégica se encontrd gue Bacillus thuringiensis GM-2 corresponde al seroti
po H 8a 8b subsp. morrisoni ( Tabla 4 ). En la tabla 3 se muestran también

los resultados de las pruebas bioquimicas para esta subespecie, sin embar-
go, de acuerdo a éstas existen diferencias entre GM-2 y morrisoni tales cg
mo: Citratos, caseinasa, gelatinasa, salicina, glucosa, manosa y la pigmen
tacién rosicea en 1a hidrélisis de gelatina y lecitina.

CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE LAS TOXINAS:

Para llevar a cabo la caracterizaciGn bioquimica en cuanto a los tipos
de proteina que presentan las diferentes variedades que se utilizaron en --
éste trabajo se realizaron diferentes tratamientos de solubilizacidén. Cudn-
do los cristales de Bacillus thuringiensis GM-2 fueron tratados con 2-mer--
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captoetanol al 2% pH 10 con NaOH 2N, no se logrd su completa solubiliza-—
cibén ya que cuando se hicieron observaciones al microscopio se veia la pre
sencia de algqunos cristales, con este método se obtuvo uma sola proteina
con un peso molecular de 47,000 Da ( Figura 7 ), mientras que para la - -~
subsp. morrisoni con este mismo tratamiento se obtuvo una protefna con un
peso molecular de 135,000 Da ( Figura 8 ). Para Bacillus thuringiensis - -
subsp. kurstaki se obtuvieron dos proteinas con peso molecular, una de - -
135,000 Da y otra de 65,000 Da ( Figura 9 ), y para la subsp. israelemsis
una sola proteina con peso molecular de 64,000 Da ( Figura 10 ), con las -
tres (ltimas cepas se obtuvo una completa solubilizacidn de las toxinas.

Cuando se utilizaron otros tratamientos de solubilizacién para - - -
Bacillus thuringiensis GM-2 a base de mercaptoetanol a diferentes pH con -
NaOH o KOH, con todos éstos se obtuvo también wna sola proteina con un pe-
so molecular de 47,000 Da { tratamiento a, b, c, d, ). ( Figura 11-14 ), -
Como los cristales de GM-2 no fueron solubilizados por completo con 108 —
tratamientos anteriores se utilizaron dos tratamientos mds fuertes usando
2-—mercapt6etanol al 2% a pH 10 con NaOH 2N y 1% de SDS y otro con 1% de —
SpS 0.05 M de DIT a pH 12 con NaOH 2N y se obtuvieron con arbos tratamien-—

tos dos proteinas con un peso moleciuar, una de 30,000 Da y otra mehor - -~
( 20,000 + 5,000 Da ) ( Figura 15 y 16 ), sin embargo con ningln tratamien
to se logrd una solubilizacién completa.

BICENSAYOS:

Los bioensayos realizados con cristales enteros de - = - - =« = = = -
Bacillus thuringiensis GM-2 contra larvas del cuarto estadio de - - - - —
Bedes aeqypti fueron negativos, afin cuando se probaron désis mas altas de
500 ug/ml, éstos resultados fueron también observados para - - - - - .
Bacillus thuringiensis subsp. morrisoni mientras que para - — - — - - - -

Bacilius thuringiensis subsp. israelensis se obtuvo wuna mortalidad de 92%
con una désis de 30 ug/ml ( Tabla 5 ). Cuando se utilizaron los cristales
solubilizados y las proteinas obtenidas después de la separacidén en columna
para la subsp. morrisoni y los obtenidos para GM-2 con los diferentes trata
mientos de solubilizacidén también fueron negativos, mientras que para la -
subsp. israelemsis se observd una mortalidad de 92% con wna ddsis de 30 ug/
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ml con cristales solubilizados y 87% con una désis de 1 ug/ml con la protei
na { Tabla 6 y 7 ).

los bioensayos contra larvas de Trichoplusia ni de las cepas de - - —-
Bacillus thurinqiensis GM-2, subsp. kurstaki y sisp. morrisoni se realiza--
ron con una sola désis de 500 ug/m! ‘con cristales enteros y solubilizados y
se éncontrd 100% de mortalidad para las subsp. morrisoni vy kurstaki mien-—-
tras que para GM-2 se encontraron resultados negativos ( Tabla 8 ).




DISCUSIONES Y CONCLUSIONES

Fué reportada en 1982, por Galan Wong et al el aislamiento de una cepa
de Bacillus thuringiensis denominada GM-2 1a cual presenta como caracteris-

tica principal un cuerpo de inclusién de forma rectangular el cual es dife-
rente a los reportados en la literatura ( 5 ), esta caracteristica podria
indicar que se trata de una nueva subespecie de Bacillus thuringiensis. Mis
tarde en 1983, Krieg et al encuentran una nueva subsp. de - - = = - - -« —
Bacillus thuringiensis denominada tenebriomis y en 1986, Herrnstadt et al
reporta también otra nueva subespecie de Bacillus thuringiensis denominada

san diego ambas cepas son toxicas para coledpteros y presentan una inclu- -
sién similar a GM-2, sin embargo estas cepas no hanh estado disponibles para
realizar un estudio comparativo ( 26, 31 ).

De acuerdo a la identificacidn seroldgica Bacillus thuringiensis GM-2

cruza con Bacillus thuringiensis serotipo H 8a 8b subsp. morrisoni, sin em-
bargo, con respecto a las pruebas bioquimicas se observaron diferencias co-
mo: Citratos, caseinasa, ‘gelatinasa, salicina, glucosa, manosa y pigmenta-—
tibn rosdcea de la colonia en agar yema de huevo asi como en 1a hidrélisis
de la gelatina. Otra diferencia entre GM-2 y la subsp. morrisoni es su cuer
po de inclusién caracteristico de forma bipiramidal ( Figura 3 ), el encon-
trado para GM-2 es de forma rectangular rodeado por membranas y totalmente
diferente a cualquier tipo de inclusién actualmente descrita ( Figura 2 ).

Para tratar de establecer una comparacidén mids estrecha entre - - - - -
Bacillus thuringiensis G4-2 y Bacillus thuringiensis subsp. morrisoni se --
efectudé la caracterizacién bioguimica de la é-endotoxina de ambas cepas as{
como de Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki téxica para’ lepiddpteros y -
Bacillus thuringiensis subsp. israelensis tdxica para mosquitos.

El cuerpo de inclusién de Bacillus thuringiensis GM-2_ resultd ser muy

poco soluble al tratamiento mediante el cual 1la mayoria de los cristales de
Bacillus thuringiensis se solubilizan probablemente ésto se debe a la pre--

sencia de membranas que rodean el cuerpo de inclusién, por otra parte se en
contrd que con el tratamiento de 2-Mercaptoetanol al 2% a pH 10 con NaOH 2N
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el cristal de GM-2 presenta una sola proteina con un peso molecular de —-—
47,000 Da, la misma cque fué observada cuando se realizaron modificaciones a
este método, sin embargo, cuando se utilizaron agentes como DIT o SDS se ob
servaron dos proteinas, una de 30,000 Da y otra mas pequefia ( 20,000 + - -
5,000 Da ). Si observamos las proteinas recuperadas en los dos tratamientos
mas fuertes para GM-2, las dos proteinas obtenidas en estos tratamientos --
pueden ser el producto del rompimiento de la proteina obtenida con el trata
miento convencional y en los tratamientos ( a, b, ¢, d, }, ésto debido a -—
que el volimen de elucidn de ellas corresponde al observado en los trata- -
mientos en los que se presentd una sola proteina.

En cuanto a la subsp. morrisoni se encontrd una sola proteina de - -
135,000 Da, mientras que para la subsp. israelensis se observé una de - - -
64,000 Da, en el caso de la subsp. kurstaki dos proteinas, una de peso mole
cular de 135,000 Da y otra de 65,000 Da, éstos resultados son muy similares
a los reportados por Yamamoto ( 55, 59 ).

Con respecto a la actividad téxica de Bacillus thuringiensis (M-2, és
ta fué nula cuando se utilizaron tanto cristales enteros y solubilizados —
asi como las proteinas contra larvas de Aedes aegypti y Trichoplusia ni pa-
ra la subsp. morrisoni también se encontrd una ausencia de actividad téxica
para Aedes aeqgypti mientras que para Trichoplusia ni se presento un 100% de
mortalidad. Los resultados de toxicidad obtenidos para GM-2 contra - - - ~=
Trichoplusia ni 0% de mortalidad concuerdan con 10 reportado en la litera-
tura, ya que con ninquno de los tratamientos de solubilizacién encontramos

una proteina de 135,000 Da, la cual en 1983 Yamamoto e Iisuka la reportan -
como una proteina téxica para larvas de lepidbpteros ( 56 ). En 1983, Yama-
moto et al aislaron una proteina de 25,000 Da a partir de mma proteina de -
28,000 Da, con una actividad para Aedes aegypti ( 13, 57 ), nosotros encon-
tramos dos proteinas con un peso molecular cercano al reportado por ellos,
sin embargo no presentaron actividad toxica para Aedes aeqypti.

los bioensayos realizados con la subsp. israelemsis y kurstaki se rea

lizaron con 1a finalidad de usar en nuestros experimentos cepas testigo que
fueran efectivas contra Aedes aeqypti y Trichoplusia ni, respectivamente. -
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Bacillus thuringiensis GM-2 corresponde seroldégicamente al serotipo H

‘8a 8b subsp. morrisoni, en la tabla 9 se observan las diferentes cepas gue
corresponden a este serotipo, y sin embargo presentan diferentes aspectros
de toxicidad. Resultando hoy en dia altamente interesantes todas las cepas
de Bacillus thuringiensis pertenecieﬁtes al serotipo H 8a 8b subsp., - = ~—

morrisoni .

BEn 1987, Krieg et al proponen gque de acuerdo al rango de hospedero --
Bacillus thuringiensis serotipo H 8a 8b subsp. morrisoni se divide en 3 pa

totipos: A,B,C, Bacillus thuringiensis GM-2 podria quedar como una cepa —

atéxica dentro de este serotipo diferente a los patotipos descritos por —
Krieg et al ( 1987 ), agregando la presencia de un cuerpo de inclusién pa-
raesporal rectangular rodeado por membranas, una serie de pruebas bioquimi
cas, asi como una composicidn bioquimica de la S-endotoxina. Debido a que

la subsp. tenebrionis y san diego presentan un cristal de morfologia pare

cida a GM-2 y presentan toxicidad contra coledpteros, seria conveniente —-
realizar bioensayos de Bacillus thuringiensis GM-2 contra estos insectos.

En 1987, Thiery remarca que la preparacidén de cristales es de impor——
tancia fundamental para determinar el potencial larvicida de cada polipép-
tido ( 49 ). Existen 3 factores que contribuyen a la potencia de la s-endo
toxina de Bacillus thuringiensig. El origen de la toxina ( cepa ). la habi
lidad del jugo intestinal para disolver los cristales y la susceptibilidad

intrinseca del insecto a la toxina ( 29 ), estos factores o alquno de - -
ellos podrian estar interactuando entre si para que la S-endotoxina de - -
Bacillus thuringiensis cepa GM-2 resulte atdxica a los insectos probados,

aungue no se descarta la posibilidad que podria resultar téxica para otros

insectos no probados hasta este momento.



FONOM

(I TTALERE FLAMMAM
X VERITATIS

Nl

’|"|=

i
Rl
il

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON B

DIRECCION GENERAL DE BIBLIOTECAS



TABIA I
CLASIFICACION DE CEPAS DE Bacillus tluringiensis N BASE AL SEROTIFO H

SEROTIPO H BIOTIPO s SUBESPECTES { o SEROVAR )
1 I thuringiensis
2 1T Finitimus
3a It 1 alesti
3a, 3b 11T 2 kurstaki
4a, 4b v 1 sotto
4a, 4b v 1 dendrolimus
4a, 4c v 2. kenyae
5a, 5h v 1 qalleriae
5a, Sc v 2 canadensis
6 Vi ' _ subtoxicus
6 VI entomocidus
7 VII : aizawai
8a, 8b VIII 1 ' morrisoni
Ba, Bc VIII 2 : ostriniae
B8a, B4 VIII 3 nigeriensis
9 IX tolworthi
10 X darmstadiensis
1la, 1ib X1 1 toumanoffi
11a, llc XI 2 kyushuensis
12 XII t oni
13 XIII pakistani
14 ' X1V israelensis
15 XV ‘ dakota
16 XVI indiana
17 XVil tohokuensis
18 XVIIL Kumamotoensis
19 XIX tochigiensis
20a, 20b x 1 yunnanensis
20a, 20c X 2 pondicheriensis
21 XXT colmeri
22 XXIT shandongiensis
23 XXI11 japonensis
24 X1V neoleonensis

N.B. una variedad ( no mdovil ) wuhanensis

Commicacién personal Dra. H. de Barjac
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RESULTADOS DE PRUEBAS BIOQUIMICAS PARA EL, GRUPO DE Bacillus thuringiensis
COMPARADAS CON LAS OBTENIDAS PARA Bacillus thuringiensis GM-2

oM=2

Bacillus thuringiensis

Produccidn de acido a partir

de Arahinosa, Xilosa y Manitol ~ a
Nitratos a Nitritos + +
Motilidad d +
Produccidn de dcido a partir

de glucosa. & *
Produccién de gas a partir

de glucosa - -
Cristales intracelulares de :
proteina + +
Hidrélisis del almidon + +
Crecimiento en agar dextrosa

Saboraud con ™% de NaCl. + =
Crecimiento en agar yema de huevo + +
Hidrolisis de caseina + -

* Pigmento rosaceo en el medio
- Neqativa
+ Positiva

d duda



TABLA 3

RESIUTADOS OBTENIDOS TE PRUEBAS BIOQUIMICAS REXMANTATAS RR H IE BARTAC Y KRIKS
PARA Barilhs Swringiensis Q42 y Bacillus tharimgiensis subsp. sorrisom.

CM-2 morrisoni
Acetil metil carbinol * +
Pelicula +
Rojo de metilo + +
Citratos + ES
Protedlisis +
Hidrélisis del almidén + b
Produccién del pigmento - -
Ureasa -~ -
Quitinasa + ND
lecitinasa : d +
Arginina deshidrolasa ' + +
Caseinasa ' - +
Gelatinasa +* -
Hidrdlisis de esculina + +
Produccién de acido a partir de:
Sacarosa : -~ -
Salicina + -
Glucosa + =
Manitol = =
Celobiosa — R
Arabinosa - S
Manosa - +

* Pigmento roséceo en el medio
+ Positiva

- Negativa

ND No determinada
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TAHIA 4

REACCIONES CRUZADAS USANDO I0OS SERCTIPOS DE Bacillus thuringiensis DE REFQ
RENCIA INTERNACTONAL COMO ANTIGENO CONTRA EL ANTISUERO DE = = = = = = = ==
Bacillus thuringiensis OM-2

CLAVE: SEROTIPO: VARIEDAD: GM=-2
HD-2 1 thuringiensis -
Hn-3 2 finitims -
HD-4 3a alesti -
HD-1 3a 3p kurstaki -
HD-7 4a 4h dendrol imus -
HD-330 . 4a 4n sotto -
HD-650 5a 5b galleriae . -
. RD=553 t 5a 5c canadensis -
HD-109 6 subtaxicus -
HD-9 6 enttamoci dus -
HD-126 Ve aizawai -
m-12 8a 8b morrisoni +
AD-501 8a 8¢ ostriniae -
HD-121 9 tolworthi -
D-146 10 dammstadiensis ~
PD-201 l1la 11b toumnof il -
HD-541 lla 1llc kyushuensis -
HD-542 12 thampooni s
HD-395 13 pakistani -
HD-567 14 israelensis -
HD=~521 15 indiana -
HD-932 16 dakota =
HD-866 17 tohoknensis -
HD-867 18 kumemotoensis -
HD-868 19 tochigiensis -

HD-847 20 ocolmeri -




Tabla 5.- Toxicidad de cristales de Bacillus thuringiensis sobre larvas del cuarto estadio
de Aedes aeqypti ( 48 h ).

Dosis Nimero de C E P A S

ug/md Repeticiodn larvas tratadas israelensis M-2 morrisoni

120
120 26
120

25

W N —

120
120 40
120

(= le R (e e Ren)

W~

120
120 63
120

10

W N =
= e Jw)
oo No)

15 1 120
2 120 80
3 120

120
120 85
120

20

(oo ] O OOo

(SRS

120
120 92
120

30

OO0 OO0 OO0

W~
(o= o]




Tabla 6.- Toxicidad de cristales solubilizados de Baclllus thuringiensis sobre larvas
del cuarto estadio de Aedes aegypti ( 48 h ).

Disis N{mero de

*O
3

2ol
]
:

ug/ml Repeticidn larvas tratadas israelensis

2.5 120
120 : 26

120

W N =

120
120 . 4]
120

(== o) ocCo
S QQ (= el o i

W N =

120
120 63
120

10

W N~
o CQ

120 -
120 81
120

15

W N o~

20

—

120
2 120 85
3 120

oo cCoQ

120
120 . 92
120

30

SOO (= Rw e QO (= R o]

WnN =
(o e I )

* Con los diferentes tratamientos de solubilizacidn.
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Tabla 7.- Toxicidad de las proteinas de Bacillus thurinqgiensis sobre larvas del cuarto mmnwauo

de Aedes aeqypti ( 48 h ).

Dosis

ug/ml Repeticidn

Nimero de

ILarvas tratadas

C E P A S

% de Mortalidad

jaraclensig®

GM-20

|

]

0.2 1

0.4

[SVR I

0.6

W N =

0.8

Wi~

Wy =

4

120
120
120

120
120
120

120
120
120

120
120
120

120
120
120

53

67

85

83

87

jog=ie) 00 o 0OQ [=e R = f=Ro

(= N R OO O OO Q

Qo [=Re Ne]

Proteina de 64,000 Da

o
nom

Proteina de 135,000 Da.

0]
"

Con las proteinas obtenidas con los diferentes tratamientos de solubilizacidn
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Tabla 8.- Toxicidad de cristales de Bacillus thuringiemsis sobre larvas del primer estadio de ~ - ~ ~ -~
Trichoplusia ni ( 7 d ).

Désis - Nimero de C E P A S
: T
% de Mxtatidad
lamstaki o2 morrisoni
ug/ml larvas tratadas Bibers  sohbilizados Bteros salibilizados*  Enberos soluki 1izades
500 10 100 . 100 0 0 100 100

* Con los diferentes tratamientos de solubilizacidn



Tabla 9.- AISLAMIENTOS DE Bacillus thuringiensis QUE CORRESPONDEN
AL SEROTIPO H 8a 8b.

CEPA DESCUBRIDOR FUENTE DE ATSLAMIENTO  LUGAR afo TOXTCTDAD REF.

B. morrisoni  Norris Anagasta spp. Escocia 1963 Lepidépteros (14,19)
PG-14 Padua et al Suelo Filipinas 1982 iwasdem (42,43)
GM-2 Galdn et al " Suelo México 1982 N D (5,6 )
B1256-82 Krieg et al Tencbrio molitor Alemania 1983 Colebpteros ( 32 )
san dieqo Hermstadt et al N D E.U.A. 1986 Coledpteros ( 26 )
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Figura 3.- Cuerpo de inclusidn paraesporal ae
Bacillns thuringiensis subsp. morrisoni
( ¥>-12 ) ( 19,437 aumentos ).




37

Bacillus thuringiensis
Agar nutritivo pH 7
18-24 h a 30eC.

Leche peptonizada pH 7

250 rpm.
18-24 h a 30°C

.

Leche peptonizada y sales
pH 7 250 rpm.
48-72 h a 30°C.

CENTRIFUGACION
a 10,000 rpm/30' a 4°cC.

Figura 4.~ Produccién de Bacillus thuringjensis




Purificacién por flotacidn
Resuspender NaCl 1M

Centrifugacién a 10,000 rpm/30'

a 4°C, Lavar con agua destilada pH 7
Agitar y descartar la espuma.

Purificacibédn en gradientes de NaBr
( 30 - 36% ) 25,000 rpm/30'..

Colectar bandas de cristales
Concentrar y lavar.

Liofilizacién

Conservacidén a -20°C

Fiqura 5.~ Purificaciédn de cristales paraesporales de Bacillus thuringiensis




CRISTALES

l T~ BIOENSAYOS

SOLUBTLIZACION ~
l BIOENSAYOS

CENTRTFUGAR A 30,000 rpm/30°

SOBRENADANTE
CROMATOGRAFTA FN SEPHACRIL S-300
L :
ELUENTE MONTTOREADO A 280 rm
FRACCTONES COLECTADAS
DIALISIS - .
LIOFILIZACION

\’ BIOENSAYOS

ELBECTROFORESIS

Figura 6.- Caracterizacidén de las toxinas.



Fig. 7

Filtracién en gel de cristales de Bacillus thuringiensis GM-2

solubilizados en 2-Mercaptoetanol al 2% NaOH 2N pi1-10 y Separa
dos en una columna de Sephacril S-300 ( 2.5 x 90 cm ¥ elu{da
con Tris-HC1 50 mM pH8, 0.1% de 2 Mercavtoetanol y LMK T m-
¥ monitoreado a 280 rm.
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Filtracién en gel da cristales de Bacillus thuringiensis HD-12
solubilizados en 2-Mercaptoetanol al 24 NaOH 2N pH10 y separa——
dos en una columa de Sephacril S-300 ( 2.5 x 90 om ) elufda

con Tris~HC1 50 mM oHB, 0.1°% de 2 Mercaptoetanol y EDTA 1 mM -

y monitoreada a 280 nm.
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Filtracion en gel de cristales de Bacillus thuringiensis HD-1

solubilizados en 2-Mercaptoetanol al 2% NaOH 2N pH1O y separa-
dos en una columna de Sephacril S-300 ( 2.5 x 90.cm ) eluida’

con Tris~-HCl1 50 mM pHB, 0.1% de 2 Mercaptoetanol ¥ FDYA 1 mit
y monitoreada a 280 nm.




ﬁj

AUSORTANCTA (280 na )

210

43

Filtracidén en 7el 9= rristales de Bacillus thuringiensis HD-654

solubilizarfos en 2-Mercaptoetanol al 2¢ VaOH 2N oHl10 v sevarados
2n una columnAa Ae Senmhacril S~300 ( 2.5 x 90 am ) eluida con

Tris-fiCl 50 mM pHB, 0.1% de 2 Mercaptoetanol y EDTA 1 mM v moni

toreada a 280 nm.



Fig.

5
<
<
2
:

1

Filtracién en gel de cristales de Bacillus thuringiensis GM-2

solubhilizados en 2-Mercaptoetanol al 26 NaOH 2N pHll y separa-
dos gn una columna de Sevhacril S-300 ( 1.5 x 40 cm ) eluida

con Tris-HClL 50 mMpH8, 0.1% de 2 Mercaptoetanol y EDTA 1 mM-

y monitoreada a 280 nm.
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ABOSORNANCIA ( 280 rm )
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12 Filtracidén en qel de aristales Ae Macillus thuringiensis GM-2

.solubilizados en 2-Mercaptoetanol al 2 NaO4 2N oHl1* y separa
A0s en una ~nluwia de Seshacril S-300 ( 1.5 x 40 cm ) eluida

con Tris-HC1 50 mM oHR, 0.1° de 2 Mereaptoetanol vy EDTA 1 mM

y monitoreada a 280 nm.

* 2 horas de incabacidn.
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Fig. 13 Filtracién en gel de cristales de Bacillus thuringiensis GM-2
sdlubilizados en 2-Mercaptoetanol at /% NaOH 2N pH10 y separa-
dos en una columna de Sevhacril S-300 ( 1.5 x 40 cm ) eluida
con Tris-HC1l SO0 mM pHB, 0.1% de 2 Mercaptoetanol ¥ EDTA 1 mM-
y monitoreada a 280 nm. :
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Filtracién en gel de cristales de Racillus thuringiensis GM-2
solubilizados en 2-Mercaotoetancl al 2% KOH 0.1 M oH 11 y se-

parados en una columna de Sephacril $-300 { 1.5 x 40 cm ) elu

ida con Tris-HCl 50-mM pH 8, 0.1% de 2 Mercantoetanocl y EDTA
1 mM v monitoreada a 280 nm.
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Fig. 1% Filtracién en gel de cristales de Bacillus thuringiensis GM-2

solubilizados en 2-Mercaptoetanol al 2% NaOH 2N pH10 1% SDS -
y separados en una columna de Sephacril $-300 ( 2.5 x 90 am )

eluida con Tris-HC1 50 mM pH 8, 0.1% 4e 2 Mercaptoetanol y —-

1 mM v monitoreada a 280 nm.
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Fig. 16 Filtracién en gel de cristales de Bacillus thuringiensis GM-2
solubilizados en 1% de SDS, NTT 0.05 M NaOH pHlZ y meparados -
en una columna de Sephacril S-300° ( 1.5 x 40 tm ) €lufda con -
Tris-HC1 50 mM pH 8. 0.1% de 2 Mercaptoetanol y EDTA @ mM y mo
nitoreado a 280 nm.
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ABREVIATURAS
subsp. subespecie
var. : - variedad
N ) Normal
M Molar
Da. | Daltons
mM milimolar
mg/ml miligramos por mililitro
ng/ml microgramos por mililitro
h - horas
d dias .
rpm ' revoluciones por minuto
am centimetros
o milimetros
R ‘ grados centigrados
% porciento
gr/lto gramos por litro
nm nanémetros
c/u cada uno
SpS ' Dodecil sulfato de sodio
DIT Dithiothreitol
PAGE ” Electroforésis en gel de poliacrilamida

ELISA Andlisis inmuncenzimitico especifico






