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Articulo
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Resumen

Con el objetivo de encontrar aislados nativos de Bacillus thuringiensis, en el presente trabajo se
realizaron aislamientos a partir de diferentes materiales obtenidos del sureste de México, en el
periodo de marzo 2014 a julio 2015. Se seleccionaron colonias bacterianas con base a las
caracteristicas tipicas del genero Bacillus y se identificaron como Bacillus thuringiensis, con
base a la presencia de cristales parasporales, gen cry, gen hag, perfil de proteinas y actividad
insecticida. Se obtuvo un aislado de muestras de suelo (ITCBT34) y dos de larvas de Chlosyne
lacinia (ITCBT61, ITCBT62). Estos aislados presentaron amplificacion de los genes cry y hag.
El aislado ITCBT34 presentd cristales con morfologia oval, mientras que los aislados ITCBT61
e ITCCBT62 presentaron cristales bipiramidales. Se observaron diferencias en el tamafio del
fragmento producido por la amplificacion del gen hag y en el perfil de proteinas de los diferentes
aislados. La actividad insecticida se determin6 mediante bioensayo burdo con una concentracion
de 10 pg cm2. Los tres aislados causaron 100% de mortalidad de larvas de Manduca sexta a las
96 h de exposicion. Los aislados ITCBT61 e ITCBT62 mostraron caracteristicas morfolégicas y
tamario del gen hag similares a la cepa de referencia B. thuringiensis svar. kurstaki HD1, el
aislado ITCBT34 no presento similitud, por lo que podria tratarse de una aislado no relacionado
al serovar kurstaki HD1.

Palabras clave: Chlosyne lacinia, Manduca sexta, gen cry, gen hag.
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Introduccion

Bacillus thuringiensis es el entomopatdgeno mas usado en el control biolégico de plagas agricolas
debido a su alta especificidad insecticida, la cual es conferida por la capacidad que tiene de formar
inclusiones parasporales de naturaleza proteica, denominadas proteinas Cry (Schnepf et al., 1998).
La nomenclatura de las proteinas Cry se basa en la secuencia de aminoacidos, esto permite
clasificar las toxinas estrechamente relacionadas (Crickmore et al., 1998), las proteinas Cry tienen
actividad insecticida contra larvas de insectos de los ordenes Lepidoptera, Diptera y Coledptera
(Burges, 1982) y en algunos casos también contra hemipteros (Torres-Quintero et al., 2015),
himendpteros (van Frankenhuyzen y Tonon, 2013), acaros (Erban et al., 2009) y nematodos de
importancia agricola (Li et al., 2008).

Hay reportes de aislamientos de B. thuringiensis a partir de larvas de insectos enfermas o muertas
a causa de patogeénesis, del filoplano o de partes internas de las plantas (Monnerat et al., 2009), en
este caso presenta la propiedad de utilizar B. thuringiensis contra insectos de dificil control por sus
habitos de alimentacién, como chupadores o barrenadores. Por lo que existe el interés en la
basqueda de nuevos aislados, con la finalidad de encontrar cepas que presenten actividad
insecticida novedosa 0 con mayor actividad que los aislados y cepas de referencias conocidas
(Saadaoui et al., 2010). B. thuringiensis aislados a partir de suelo fueron significativamente mas
toxicos contra Pieris brassicae, Ephestia kuehniella (Senfi et al., 2012), Heliothis armigera y
Plutella xylostella (Xavier et al., 2007), que las cepas de referencia.

Cepas de B. thuringiensis nativas de México mostraron alta toxicidad hacia Spodoptera frugiperda
al compararse con la cepa estandar comercial HD1 (Vazquez-Ramirez et al., 2015). La cepa LBIT-
1200, aislada de suelo mostré mayor actividad toxicidad contra Manduca sexta y Trichoplusia ni
en comparacion con la cepa HD-73 (Reinoso-Pozo et al., 2016). La caracterizacion de aislados es
importante para determinar si son variedades conocidas o determinar nuevas cepas de B.
thuringiensis con caracteristicas propias, al respecto, diversos reportes presentan caracterizacion
de aislados de B. thuringiensis que incluyen la morfologia del cuerpo parasporal (Azizoglu et al.,
2011), la actividad insecticida (Alper et al., 2014) y la caracterizacion molecular (Sauka et al.,
2010; Patel et al., 2012).

Recientemente se utiliza la secuenciacion de los genes hag que codifican las proteinas responsables
de la formacidn de la flagelina, que es una alternativa a la técnica por serotipificacion y permite la
relacion entre serotipos de B. thuringiensis (Reinoso-Pozo et al., 2016). Con base en estudios
previos, el objetivo de este trabajo fue aislar cepas nativas de B. thuringiensis a partir de diferentes
tipos de muestras, que presenten potencial para ser usadas en el control biolégico de plagas agricolas
de importancia econémica en la region sureste de México.

Materiales y métodos
Aislamiento de B. thuringiensis
Se procesaron muestras obtenidas de suelo, larvas de Spodoptera frugiperda J. E. Smith

(Lepiddptera: Noctuidae), larvas de Chlosyne lacinia ssp. lacinia Geyer (Lepiddptera:
Nymphalidae), adultos de Aidemona azteca Saussure (Ortoptera: Acrididae), hojas de Nerium
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oleander L. y rastrojo de Zea mays L. Estos materiales fueron obtenidos de diferentes regiones del
sureste mexicano, las muestras de suelo fueron colectadas ocho en el estado de Tabasco, ocho en
Yucatan, una en Campeche y una en Quintana Roo. Respecto a los demas materiales, se obtuvieron
23 muestras de larvas de C. lacinia, dos muestras de adultos de A. azteca y cuatro muestras de
hojas de N. oleander en el municipio de Conkal, seis muestras de larvas de S. frugiperda y cinco
muestras de rastrojo de maiz en el municipio de Tekax, ambos en el estado de Yucatan (Cuadro 1).
Para el aislamiento de bacterias a partir de suelo se pesaron 5 g de la muestra y se colocaron en un
tubo Falcon de 15 mL, el cual fue aforado con agua destilada estéril hasta dicho volumen y la
mezcla fue resuspendida mediante agitacion vigorosa en Vortex durante 1 min. Se pasteurizo en
bafio Maria a 80 °C por 15 min y se enfrié inmediatamente en hielo.

Cuadro 1. Descripcion del tipo y nuamero de muestras colectadas, municipio y estado,
caracteristicas de climay suelo.

?r/]lbjre‘::zi Lugar de colecta Caracteristicas del clima” Tipo de suelo”
Suelo (2) Huimanguillo, Tabasco Calido humedo con lluvias todo el afio Plintosol
Suelo (1) Jalapa, Tabasco Calido himedo con lluvias todo el afio Leptocol
Suelo (1) Teapa, Tabasco Calido himedo con lluvias todo el afio Luvisol
Suelo (1) Cunduacan, Tabasco  Célido humedo con lluvias en verano Phaeosem
Suelo (1) Cardenas, Tabasco Calido himedo con lluvias en verano Vertisol
Suelo (1) Paraiso, Tabasco Calido himedo con lluvias en verano Gleysol
Suelo (1) Centro, Tabasco Calido humedo con lluvias en verano Solonchak
Suelo (1) Baca, Yucatan Calido subhiimedo con lluvias en verano Phaeosem
Suelo (2) Conkal, Yucatan Calido subhiimedo con lluvias en verano Histosol
Suelo (1) Dzidzantun, Yucatan ~ Semiseco muy calido y calido Histosol
Suelo (1) Acanceh, Yucatan Calido subhiimedo con lluvias en verano Histosol
Suelo (1) Chabihau, Yucatan Semiseco muy célido y calido Lixisol
Suelo (1) Tekax, Yucatan Calido subhiimedo con lluvias en verano Solonchak
Suelo (1) DB, Yucatan Semiseco muy célido y calido Lixisol
Suelo (1) BJ, Quintana Roo Calido subhimedo con lluvias en verano Leptosol
Suelo (1) Calakmul, Campeche  Calido subhumedo con lluvias en verano Phaeosem
Rastrojo maiz (5) Tekax, Yucatan Calido subhiimedo con lluvias en verano Solonchak
N. oleander (4) Conkal, Yucatan Calido subhiimedo con lluvias en verano Histosol
S. frugiperda (10) Tekax, Yucatan Calido subhiimedo con lluvias en verano Solonchak
C. lacinia (23) Conkal, Yucatan Calido subhiimedo con lluvias en verano Histosol
A. azteca (2) Conkal, Yucatan Calido subhiimedo con lluvias en verano Histosol

"= INEGI (2017a, b, ¢, d); DB= Dzilam de Bravo; BJ= Benito Juarez.

Se tomaron 5 mL de la suspension y se adicion6 a un matraz que contenia 50 mL de caldo nutritivo
(BD Bioxon®) y 0.25 M de acetato de sodio (Fermont) (para inhibir la germinacion de las esporas
de B. thuringiensis), se incub6 durante 4 h a 200 rpm y a 29 °C. Luego se tom6 1 mL del cultivo y
se diluyo en 1 mL de agua destilada estéril. Esta muestra se sometié nuevamente al proceso de
pasteurizacion, el cual es recomendado para inactivar el crecimiento de otros microorganismos en
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el medio de cultivo (Travers et al., 1987). Al final del segundo proceso de pasteurizacion, se tomo
una alicuota de 100 pL y se distribuyd uniformemente en una caja de Petri con agar nutritivo. Las
cajas de Petri se incubaron a 30 °C durante 24 h para favorecer la germinacion de las esporas de B.
thuringiensis y el desarrollo de las colonias bacterianas.

Para el aislamiento bacteriano a partir de larvas e insectos adultos se procesaron de 3 a 5 individuos
por muestra dependiendo del tamafio de éstos, la cuales fueron maceradas directamente en el tubo
con ayuda de una varilla de cristal y posteriormente se aford con agua destilada estéril hasta 15
mL, se agito vigorosamente (Aldebis et al., 1994). En el caso de los aislamientos a partir de hojas
de plantas se pesaron 2 g de la muestra, se desinfectd en solucion de 2% hipoclorito de sodio,
durante 10 min y se aplico doble lavado con agua destilada, la muestra se macer6 finamente en un
mortero y se le adicionaron 15 mL de agua destilada estéril, la solucion se transfirié a un tubo
Falcon de 15 mL (Monnerat et al., 2009). En ambos casos se realizé un proceso de pasteurizacion
y se continud con el proceso descrito para la obtencion de aislados a partir de muestras de suelo.

Se seleccionaron colonias individuales de acuerdo a las caracteristicas tipicas reportadas para
Bacillus (Sneath, 1986). Posteriormente se realizaron pruebas para verificar tincion de Gram
positiva y reaccion de catalasa positiva. Los aislados seleccionados se cultivaron individualmente
en agar nutritivo (Bioxon®) y se conservaron a 4 °C para estudios posteriores.

Caracterizacién morfoldgica del cuerpo parasporal

La presencia y morfologia parasporal de los aislados seleccionados se realizO mediante la
observacion directa de los cristales bajo microscopio 6ptico DM500 (Leica Microsystems, Suiza)
(1000X), se confirmd la morfologia mediante frotis directo en contraste de fases y tincion con azul
de Coomassie (Sharif y Alaeddinoglu, 1988).

Extraccion de ADN genémico

La extraccion de ADN total se realiz6 de acuerdo al método modificado reportado por Rosso y
Delécluse (1997). Se obtuvo un cultivo bacteriano de 2 mL en medio Luria-Bertani® (Invitrogen)
a 28 °C con agitacion constante a 250 rpm durante toda la noche, se centrifugé a 8 000 rpm por 5
min, se elimind el sobrenadante y el paquete celular se resuspendié en 500 pL de buffer J (1.0 M
TrisHCI, 0.1 M EDTA y 0.15 M NaCl, pH 8). Nuevamente se centrifugd bajo las mismas
condiciones anteriores, se resuspendio paquete celular en 300 pL de buffer J conteniendo 40 mg
mL de lisozima (Sigma Aldrich Quimica) y se incub6 a 37 °C durante 1 h. Posteriormente se le
adicionaron 20 pL de SDS al 10%, se homogeniz6 suavemente y se incubd a 70 °C por 20 min.

Se adicionaron 5 pL de RNAsa (Promega) (10 mg mL), 10 pL de proteinasa K (10 mg mL)
(Thermo Fisher Scientific) y se incub6 a 60 °C durante 90 min. Se adicionaron 50 pL de NaCl 5M
(Baker, J. T.) y se incubd en hielo agitandolo constantemente. Se centrifugo a 13 000 rpm por 20
min, se recuperd el sobrenadante, se precipitd con el mismo volumen de isopropanol (Sigma) y se
incubd a -70 °C durante 30 min. Posteriormente se centrifugd bajo las condiciones anteriores y se
elimind el sobrenadante, se lavé la pastilla con 200 pL de etanol (Fermont) al 70% Yy se dejo secar
a temperatura ambiente, el ADN se resuspendio en 20 uL de agua destilada estéril y se conservé a
-20 °C hasta su uso.

542



Rev. Mex. Cienc. Agric. vol.9 nim. 3 01 de abril - 15 de mayo, 2018

Amplificacion de genes cry y hag

Para determinar la presencia de genes cry en los aislados, se realizo la amplificacion por PCR con
los iniciadores universales del bloque 1 (5> TATGCWCAAGCWGCCAATYTWCATYTS3’) y
bloque 5 (5° GGRATAAATTCAATTYKRTCWA 3’) (Sigma Aldrich Quimica) de acuerdo a
Noguera e Ibarra (2010).

Se determind la presencia del gen hag de la flagelina en los aislados nativos mediante una PCR
con los iniciadores especificos Bthag-F1 (5’-AGTACATGCGCCAAAACCAAG) y Bthag-R1 (5°-
GTTTGCTTGAGAAAGCATGCT) (Sigma Aldrich Quimica) de acuerdo a Xu y Coté (2006). Los
productos de PCR fueron verificado por medio de electroforesis en gel de agarosa (Invitrogen) al
0.8%, y visualizado en un fotodocumentador Biorad Molecular Imager Gel Doc XR (Bio-Rad®).

Perfil de proteinas

Se obtuvo el perfil de proteinas mediante electroforesis en SDS-PAGE del complejo espora-cristal
de los aislados de acuerdo a la metodologia reportada (Laemmli 1970). Para lo cual, se inocul6
cada aislado en 5 mL de medio LB y se incubd en un agitador orbital a 30 °C con 200 rpm durante
72 h. El complejo espora-cristal se centrifugé a 10 000 rpm durante 10 min y se lavo con agua
destilada estéril, esta operacion se repitio tres veces. Se recuperd la pastilla y se conservo a 4 °C.
Se prepard una mezcla con 5 pL de buffer de carga con 5% de B-mercaptoetanol (Sigma Aldrich
Quimica), 3 pL de muestra del complejo espora-cristal y 2 pL de agua, se incub6 a 95 °C durante
10 min.

Para la electroforesis se prepar6 un gel separador al 12% y el compactador al 4% de poliacrilamida
(Sigma Aldrich Quimica), los componentes utilizados fueron poliacrilamida al 30%, buffer Tris-
HCL pH 8.8 (Sigma Aldrich Quimica), buffer Tris-HCL pH 6.8, SDS al 10%, agua destilada estéril,
TEMED (Invitrogen®) y persulfato de amonio (Sigma Aldrich Quimica) al 10%, se prepar6 un
volumen de 5 mL para cada gel y las concentraciones fueron calculadas de acuerdo a las
instrucciones en el manual del fabricante. Se realiz6 la electroforesis en una cadmara de
electroforesis vertical modular Enduro™ (Bio-Rad), se utilizo el marcador de peso molecular de
proteinas Page Ruler™ Plus Prestained Protein Ladder (Bio-Rad®).

La electroforesis se realiz6 en dos fases, la de compactacién a 40 V' y 100 A durante 1 h y la fase
de separacion se llevé a cabo a 90 V y 100 A durante 3 h. Posteriormente el gel fue tefiido con
una solucién de colorante azul de Coomassie G-250 al 0.1% durante 1 h y se destifi6 en
metanol/acido acético. Se estimé el peso molecular de las bandas de proteinas presentes en cada
muestra segun el marcador de peso molecular utilizado. Los perfiles de proteinas observados
fueron comparados con el perfil de la cepa de referencia B. thuringiensis subsp. kurstaki HD1.

Deteccion de actividad insecticida

Se realizo un ensayo preliminar a una alta concentracion con los aislados obtenidos para determinar
la actividad insecticida contra Manduca sexta, ya que diversos estudios reportan dosis letales bajas
para diversos insectos lepidopteros que van desde 1 a 164 ng cm (Uribe et al., 2003; Sharma et
al., 2010). Se obtuvo el liofilizado del complejo espora-cristal en una liofilizadora Labconco Lyph-
Lock 4.5 (Labconco®), se utilizé una concentracion final de 10 pg cm™. Se pesd la muestra y se

543



Rev. Mex. Cienc. Agric. vol.9 nim. 3 01 de abril - 15 de mayo, 2018

diluy6 en 200 pL de Tween 80 (Sigma Aldrich Quimica) (0.02%), se adiciono a la caja de Petri
con la dieta artificial (Yamamoto, 1969) para el insecto y se distribuyd uniformemente en toda la
superficie de la dieta, se dejé secar la superficie durante 45 min y se colocaron 20 larvas neonatas
para cada aislado con dos repeticiones y se registrd la mortalidad a las 96 h, como control negativo
se utilizd 0.02% de Tween 80.

Resultados y discusion
Aislamiento de B. thuringiensis

Se procesaron 62 muestras representativas de diversos materiales colectados, entre los cuales
se incluyd 18 muestras de suelo, 10 de Spodoptera frigiperda, 23 de Chlosyne lacinia ssp.
lacinia, dos de Aidemona azteca, cuatro de hojas de Nerium oleander y cinco muestras de
rastrojo de Zea mays. Se seleccionaron en total 210 colonias, de las cuales s6lo en 27 se observé
la presencia de estructuras en los esporangios, entre las cuales se observaron cuerpos esféricos,
amorfos, bipiramidales, cubicos, ovoides y algunos adheridos a las esporas. La prueba de
tincion con azul de Coomassie (Figura 1) permitié confirmar sélo en tres aislados la presencia
de cristales parasporales, los cuales fueron designados con las claves ITCBT34, ITCBT61 e
ITCBT62 (Cuadro 2). Estos aislados seleccionados fueron utilizados en las pruebas posteriores.

Figura 1. Morfologia del cuerpo parasporal mediante tincion con azul de Coomassie. A= ITCBT34.
B=ITCBT61. C= ITCBT62; b) célula vegetativa; c) cristal parasporal; y €) espora.

Estudios previos han reportado la obtencién de aislados nativos de B. thuringiensis a partir de
habitats como suelo (Adbullah et al., 2014), plantas (Alper et al., 2014) e insectos (Alquisira-
Ramirez et al., 2014). En esta diversidad de ambientes es posible encontrar aislados que presentan
cristales bipiramidales, esféricos, cubicos (Cicero et al., 2009, Azizoglu et al., 2011) e irregularres
(Assaeedi et al., 2011). En relacion al sureste de México, hay reportes de aislamientos de B.
thuringiensis sélo a partir de suelos en los estados de Tabasco (Bravo et al., 1998) y Yucatan
(Ornelas-Pérez et al., 2016).

En el presente trabajo los aislados seleccionados que fueron confirmados como B. thuringiensis
presentaron cristales ovales, muestra obtenida de suelo, y bipiramidales de muestras de larvas de
Chlosyne lacinia (Cuadro 2). El indice de aislamiento de B. thuringiensis obtenido fue de 0.11.
Este resultado se encuentra dentro de los valores reportados previamente, ya que es posible
encontrar reportes con indices de 0.04 a 1 (Rosas-Garcia et al., 2008; Alper et al., 2014).
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Cuadro 2. Caracteristicas de los aislados nativos de Bacillus thuringiensis.

. i Localizacion Morfologia  Genes  Genes
Aislado Habitat Lugar de colecta del sitio (GPS) parasporal cry hag
ITCBT34 Suelo Huimanguillo, 17°53°26.31”, Ovoide + +
Tabasco 93°26°32.48”
ITCBT61  Chlosyne Conkal, Yucatén 21°4°45.85” Bipiramidal + +
lacinia ssp. 89°29°59.46”
lacinia.
ITCBT62  Chlosyne Conkal, Yucatan ~ 21° 4°16.55” Bipiramidal + +
lacinia ssp. 89°30°24.16”
lacinia.

Amplificacion de genes cry

Los tres aislados mostraron la presencia de genes cry, presentaron bandas de amplificacién con
tamarios aproximados de 1400 pb (ITCBT61), 1500 pb (ITCBT62), 1650 pb (ITCBT34) y 1300 pb
en la cepa de referencia (HD1) (Figura 2a). El uso de iniciadores universales es comun para
determinar la presencia de genes cry (Patel et al., 2012; Reinoso-Pozo et al., 2016). De acuerdo a la
morfologia bipiramidal de los cristales parasporales de los aislados ITCBT61 e ITCBT62, es
probable que las bandas de amplificacion estén correlacionadas con genes tipo cryl y cry2, los cuales
codifican proteinas toxicas principalmente hacia larvas de Lepidopteras (Sun et al., 2007; Sauka y
Benintende, 2008). Por otro lado, el fragmento amplificado en el aislado ITCBT34 muestra un
tamarfio de banda diferentes (Figura 2a), por lo que podria tratarse de otro tipo de gen cry.

b PM 1 2 3 4

Figura 2. Amplificacion de genes cry (a) y genes hag (b) en los aislados de B. thuringiensis. PM=
marcador de peso molecular PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific),
carril 1;: HD1, carril 2: ITCBT61, carril 3: ITCBT62, carril 4= ITCBT?34.
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Determinacion de genes hag

Los tres aislados presentaron productos de amplificacion del gen hag por PCR (Figura 2b). Los
aislados ITCBT61 e ITCBT62 presentaron una banda de tamafio aproximado de 700 pb, similar a
la banda que mostro la cepa de referencia HD1. El aislado ITCBT34 presentd una banda de tamafio
diferente de aproximadamente 1000 pb. Los fragmentos amplificados de los genes hag reportados
en B. thuringiensis muestran polimorfismo con bandas con tamafios de 700 bp hasta 1.9 kb (Xu y
Coté, 2006). EI tamafio del fragmento del gen hag del aislado ITCBT34 refuerza que se trata de
una aislado diferentes a los otros dos (ITCBT61 e ITCBT62) y a la cepa de referencia HD1. La
determinacion de la presencia de los genes de la flagelina es un método que esta adquiriendo uso
como alternativa a la serotipificacion en B. thuringiensis (Hendriksen y Hansen, 2006: Reinoso-
Pozo et al., 2016).

Perfil de proteinas

Mediante el analisis del SDS-PAGE se determind el perfil de proteinas de los tres aislados en
estudio. Los perfiles observados fueron diferentes entre los aislados y unicamente el aislado
ITCBT61 coincidio con el perfil de la cepa de referencia HD1. En el caso del aislado ITCBT62, se
observo la presencia de una banda de 45 kDa y la ausencia de una banda de 130 kDa que esta
presente en el aislado ITCBT61 y la cepa HD1, el ITCBT34 presentd un perfil de bandas diferentes
de 100, 85, 70 y 50 kDa (Figura 3).

kDa PM 1 2 3 4

250 e
130 —> w—
100 —> s

70—
55 _»

”

’

35— e

25 »

10— . ‘

Figura 3. SDS-PAGE del perfil de proteinas presentado por los aislados nativos de B. thuringiensis.
PM= marcador de peso molecular PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder (Thermo
Scientific), carril 1: HD1, carril 2: ITCBT61, carril 3: ITCBT62, carril 4= ITCBT34.

Se reportan principalmente bandas de 130 y 65 kDa para la cepa HD1, las cuales son producto
de proteinas codificadas por los genes cryl y cry2 (Alper et al., 2014), por lo que las bandas
de 130 y 65 kDa de peso molecular que presentaron los aislados nativos, pueden pertenecer al
grupo de las proteinas Cryly Cry2. El perfil de proteinas que se ha observado en otros trabajos
varia, pero el rango de peso molecular de las bandas es de 130 a 44 kDa (Silva et al., 2010;
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Barathi et al., 2012). Estudios previos han reportado la presencia de proteinas de tamafos
similares a los obtenidos en el presente trabajo, las cuales mostraron toxicidad principalmente
contra plagas del orden Lepidoptera (Valicente et al., 2010; Li y Bouwer, 2012).

Actividad insecticida

La prueba de actividad insecticida se realiz6 con una concentracion de 10 pg cm, los tres
aislados presentaron actividad insecticida contra larvas de Manduca sexta. A las 96 h se
observo 100% de mortalidad de larvas (Cuadro 3). Las larvas expuestas a los aislados
presentaron sintomas de necrosamiento general y licuado interno, caracteristicas tipicas de la
toxicidad causado por las proteinas Cry de B. thuringiensis (Silva et al., 2010) (Figura 4).

Cuadro 3. Bioensayo cualitativo de actividad insecticida de los aislados nativos de Bacillus
thuringiensis contra Manduca sexta a las 96 h, con una concentracién de 10 pg cm.

Aislado Promedio” Mortalidad (%)
ITCBT34 20 100 £0
ITCBT61 20 100 £0
ITCBT62 20 100 £0
Testigo™ 20 0+0

= Promedio del nimero de larvas muertas de dos repeticiones, con 20 larvas cada una. **= Tween 80 (0.02 %).

Figura 4. Ensayo cualitativo de aislados nativos de B. thuringiensis contra larvas neonatas de
Manduca sexta a una concentracion de 10 pgecm=2. A) testigo negativo (Tween 80), B)=
ITCBT34,C)=I1TCBT61y D)= ITCBT62.
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La actividad observada en los aislados ITCBT61 e ITCBT62 responde a lo esperado, ya que
ambos aislados presentan morfologia parasporal bipiramidal y perfil de proteinas tipica de las
proteinas Cryl y Cry2, las cuales tienen actividad insecticida contra larvas de Lepiddptera. El
aislado ITCBT34 también tuvo actividad hacia estas larvas. Este resultado no es comun, ya que
este aislado presenté morfologia del cuerpo parasporal y perfil de proteinas muy diferente al
tipo de proteinas que actlan sobre larvas de Lepiddptera. Dicha actividad puede estar
relacionada a la presencia de genes tipo cry2, los cuales fueron reportados en aislados de B.
thuringiensis con cristales de morfologia Unicamente oval (Arrieta y Espinoza, 2006).

La presencia de genes cryl y cry2 y la actividad contra larvas de LepidOptera es caracteristico de
B. thuringiensis, y es reportado con frecuencia en trabajos sobre busqueda y caracterizacion de
aislados nativos. En esos trabajos se utilizaron diversas especies de Lepidoptera como Cadra
cautella y Thaumetopoea wilkinsoni (Yilmaz et al., 2013), Spodoptera littoralis (Assaeedi et al.,
2011), Heliothis armigera y Plutella xylostella (Xavier et al., 2007) e incluso contra larvas de
Coledptera como Carpophilus hemipterus (Alper et al., 2014).

Conclusiones

En general se observd similitud en las pruebas entre los aislados nativos del presente trabajo y la
cepa de referencia B. thuringiensis svar. kurstaki HD1, como morfologia bipiramidal y tamafio en
la amplificacion de los genes hag en los aislados ITCBT61 e ITCBT62, ademas del perfil de
proteinas y amplificacién de genes cry en el aislado ITCBT61. Esto muestra que los aislados
ITCBT61 e ITCBT62 estan altamente relacionados con la cepa B. thuringiensis svar. kurstaki HD1.
Respecto al aislado ITCBT34, en los resultados de todas las pruebas realizadas no se observé
ninguna similitud con la cepa HD1, indicando con ello que este aislado pertenece a una variedad
diferente. Finalmente, el resultado de la prueba de toxicidad muestra que los tres aislamientos
presentan potencial para el control de plagas del orden Lepiddpteros.
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