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RESUMEN

ABSTRACT

Las toxinas proteicas Cry producidas por varias cepas de Bacillus
thuringiensis, crecidas en el medio de fermentaciéon GTE, fueron se-
paradas por electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecil
sulfato de sodio, y las bandas proteicas obtenidas fueron entonces
cuantificadas por densitometria. El resultado se compar6 con la pro-
duccion del estdndar HD1 en el medio de fermentacion LB. Se con-
cluyé que en la produccién de esta bacteria, tan importante es el
medio de cultivo donde ella se reproduce como la cepa con que se
trabaja.
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Toxin proteins Cry produced by diverse Bacillus thuringiensis strains
grown in fermentation medium GTE, were separated by sodium dodecil
sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and the
toxin protein bands were then quantified by densitometry. The result
was compared with the production of the standard HD1 in the
fermentation medium LB. It is concluded that the fermentation medium,
where the strains reproduces, is as important as the utilized strain for
the production of this important bacteria.
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INTRODUCCION

La toxicidad de la proteina cristal de Bacillus thuringiensis
contra las plagas agricolas es ampliamente conocida. Esta
bacteria es el insecticida microbiano mas importante, y
una poderosa fuente de genes para la transformacion de
plantas a fin de hacerlas resistentes a los insectos [Rowe y
Margaritis 1987]. Las proteinas que componen el cristal
se analizan mediante electroforesis en geles
desnaturalizantes de poliacrilamida con dodecil sulfato
de sodio (SDS-PAGE), de acuerdo con la técnica descrita
por Laemmli (1970) y Schagger y von Jagow (1987).

La cuantificacion de los productos de Bacillus thuringiensis
tradicionalmente se ha expresado en términos de concen-
tracion de 108-10% esp/mL, y mads recientemente en tér-
minos de unidades internacionales (UI), basada en los
ensayos biol6gicos de los productos comparados a un
estandar.

En el registro de estos productos por la Agencia de Protec-
cion del Medio Ambiente (EPA) de Estados Unidos se han
llevado a cabo cambios recientes, de manera que, desde
finales de 1990, todas las etiquetas de los productos listan
la cantidad de toxina como porcentaje de ingrediente
activo (% i.a.). Las unidades internacionales ya no son
aceptadas como un método de medida. Los productos a
base de B. thuringiensis que contengan una mezcla de cla-
ses de las 8-endotoxinas, activas contra diferentes grupos

de insectos (por ejemplo lepidépteros y coledpteros), tie-
nen que especificar el porcentaje de ingrediente activo de
cada tipo de toxina [Brussock y Currier, 1990].

El medio de fermentacién tipicamente usado para la pro-
duccién de B. thuringiensis y la naturaleza misma de esta
bacteria hace muy compleja la cuantificacién de porcen-
taje de ingrediente activo. Muchos medios de produccién
efectivos de bajo costo contienen grandes cantidades de
crudo y proteinas insolubles, las cuales pueden ser distin-
guidas de la proteina cristal a ser cuantificada. Se ha
utilizado la técnica de Electroforesis en Geles de
Poliacrilamida con Dodecil Sulfato de Sodio (SDS-PAGE)
para separar la proteina cristal del resto de las protei-
nas del medio de crecimiento [Brussock y Currier, 1990].
Este método result6 til para cuantificar la cantidad de
B. thuringiensis en una gran variedad de muestras de pro-
duccién que incluyen caldos de fermentacion y formula-
dos finales de los productos.

MATERIALES Y METODOS

Se analizaron cinco aislados de B. thuringiensis provenien-
tes de diferentes habitats y regiones del pais conservados
en discos de papel de filtro de 5 mm de didmetro (7a-
bla 1).
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Tabla 1. Procedencia de los aislados

Cepa Procedencia

LBT-7 Galleria melonella (Matanzas)
LBT-40 Spodoptera frugiperda (Cria INISAV)
LBT-48 Polvo de arroz granero (S. Spiritus)
LBT-52 Polvo de arroz granero (S. Spiritus)
LBT-53 Polvo de arroz granero (S. Spiritus)

Para la reproduccién de estos aislados se utilizaron fras-
cos erlenmeyer de 500 mL con 50 mL de medio GTE (glu-
cosa-triptona-extracto de levadura), desarrollado por Ca-
rreras (2003), alos que se les anadié un disco de papel de
filtro. Los cultivos fueron agitados en una zaranda orbital
hasta esporulacion total.

Se determiné cualitativamente la presencia del cristal
proteico por observacion al microscopio 6ptico 100X con
objetivo de inmersién, mediante tincion simple con viole-
ta cristal 0,5%.

Determinacion de la composicién de proteinas Cry por
SDS-PAGE. Cuantificacion por densitometria

Se tomé 1,5 mL de un cultivo completamente cristalifero
y se centrifugé a 10 000 rpm durante 5 min en centrifuga
Eppendorf 5415C; el pellet fue lavado dos veces con ImL
de NaCL 1 My tres veces con 1 mL de agua destilada
esterilizada, y finalmente resuspendido en 100 uL de agua
destilada y 100 uL de buffer de lisis 2X segtin la metodo-
logia desarrollada por Bravo et al. (1998). La muestra fue
calentada durante 6 min a 100°C. Se tomaron 15 uL de
la muestra para realizar la SDS-PAGE 10%. La tincién
de las bandas de proteinas obtenidas se realiz6 con azul
de Coomassie 0,1% R-250 de acuerdo con lo propuesto
por Brussock y Currier (1990).

Los valores de area e intensidad de las bandas de interés
obtenidas en el gel de poliacrilamida se midieron en un
densitémetro molecular analysis (BioRad). Estos valores

Proteinas Cry (peso molecular, kDa)

Cry 4 (135 kDay 128 kDa)
Cry5 (152.3, 141.8 y 140 kDa)
Cry7 (130 kDa)

Cry8 (130 y 134 kDa)

Cry9 (126 y 130 kDa)

Cryl2 (142 kDa)
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fueron intercalados en una curva estindar realizada con
varias concentraciones en mg/mL de BSA (suero de albi-
mina bovina Sigma. Mo, USA). Los valores se compara-
ron con los de la cepa HD1 crecida en medio LB de refe-
rencia disefiado por Sambrook et al. (1989), y se les realiz6
un andlisis de varianza y un test de significacion de
Duncan.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las cepas presentaron un patrén de proteinas Cry seme-
jante al del estandar internacional de B. thuringiensis HD1.
En este estindar se producen inclusiones que contie-
nen mezclas de §-endotoxinas: 1 Cryl (130-140 kDa)
y 2 Cry2 (70 kDa) en el mismo cristal [Glare y
O’Callaghan, 2001].

La banda de 130-140 kDa corresponde generalmente
a las toxinas Cryl, y es la mas frecuentemente encon-
trada en las cepas de B. thuringiensis [Yamamoto y
Powell, 1993]. Aunque puede generalizarse que todas
ellas son activas solo contra lepidépteros, existen ex-
cepciones. Por ejemplo, CrylAb y CrylAc son téxicas
tanto para lepidopteros como para dipteros [Smith y
Ellar, 1994]. El caso mas extrafo es la toxina CrylBa,
para la cual se ha reportado actividad contra
lepidopteros, coleépteros [Bradley, 1995] y afidos
[Warren et al., 1996].

Segtin Ziniu y Biwang (1998), en la mayoria de las cepas
de B. thuringiensis estudiadas en relacion con la toxicidad
contra nematodos estan involucradas proteinas de 130-
140 kDa. Ejemplos son los componentes proteicos de las
toxinas Cry5 y Cryl2, que son estimados téxicos tanto
para las formas larvarias como para las adultas de los
nematodos [Payne et al., 1992 y Narva et al., 1991].

La variabilidad patogénica que muestran las proteinas
en el rango de 130-140 kDa es muy grande, y esto se
ve claramente en los siguientes ejemplos [Galan et al.,

1996]:

Insecto u organismo plaga
Dipteros

Nemaétodos, dcaros
Coledpteros

Coledpteros y acaros
Lepidépteros

Nematodos y acaros
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Figura 1. Patrén de proteinas Cry caracteristico

en cada cepa de Bt.

Para la cuantificacion de la proteina Cry se tomé como
referencia a la cepa HD1 porque, ademas de ser el estan-
dar internacional de B. thuringiensis, la produccién de
proteina Cry es muy buena al tener promotores muy fuer-
tes [Agaisse y Lereclus, 1995].

El andlisis de la produccion de proteinas Cry de
esta cepa en el medio de referencia LB y en el medio
GTE, asi como en cinco de las cepas, se observa en
la Tabla 2.

Tabla 2. Produccién de proteinas Cry (mg/mL)

Cepa Banda 130-140 kDa media Banda 67kDa media
(mg/mL) Cryl (mg/mL) Cry2
HDI (GTE) 408,3 a 210 b
HDI1 (LB) 428 a 20,5 a
LBT-53 875 bc 165 ab
LBT-52 1015¢ 280 bc
LBT-48 681,6 ab 250 be
LBT-40 801,6 bc 363,3 ¢
LBT-7 645 ab 113,3 ab

Medias con letras diferentes difieren significativamente, p < 0,05.

El' medio GTE no solo permite un crecimiento mas rapido
de la bacteria, sino que también brinda informacién ttil
referente a la importancia de suministrar fuentes
nitrogenadas organicas en el ajuste de los medios de cul-
tivo, aspecto muy importante que ha de tenerse en cuen-
ta en los medios de produccién donde se trabaja con
materias primas complejas [Carreras, 2003].

La comparacion de la produccién de proteina Cry (mg/mL)
de cada cepa de Bt y del estindar Internacional HD1 en
el medio de cultivo GTE y en el medio de referencia LB se
detalla a continuacién:

HDI (GTE) respecto a HD1 (LB). No hubo diferencias
significativas en cuanto a la producciéon de Cryl, pero si
en cuanto a la produccién de Cry2. La cepa HD1 en el
medio LB produjo una concentraciéon de Cry2 signi-
ficativamente menor.

HD1 (LB) respecto a las otras cepas en medio GTE. En cuan-
to a la produccion de Cryl las cepas LBT-53, LBT-52 y

LBT-40 tuvieron una produccién significativamente ma-
yor. La producciéon de Cryl de las cepas LBT-48 y LBT-7
no difiere significativamente de la cepa HD1 en medio LB.

Las cepas LBT-52, LBT-48, LBT-40 tuvieron una pro-
duccién significativamente mayor de Cry2. Las LBT-53
y LBT-7 no difieren significativamente en la produccién
de Cry2 respecto ala HD1 en LB.

HD1 (GTE) respecto a las otras cepas en medio GTE. Se
obtuvo el mismo resultado para la produccién de Cryl,
pero se recogieron producciones significativamente ma-
yores de Cry2 en LB a excepcion de la cepa LBT-40.

El medio GTE permiti6 una producciéon de proteina Cry
permisible a ser cuantificada por SDS-PAGE.

Acorde con los resultados, se puede considerar que la pro-
ducciéon de proteinas Cry depende tanto del medio de
cultivo como de la cepa. Respecto a la producciéon de
proteinas Cry, medio de cultivo, cepas y toxicidad, en la
literatura se hace referencia a que diferentes medios pue-
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den cambiar tanto la toxicidad hacia diferentes insectos
blancos como la potencia insecticida de productos obteni-
dos de la misma cepa [Salama et al., 1983]. Yudina et al.
(1992) y Farrera et al. (1998) demostraron que diferentes
fuentes de nutrientes pueden afectar la velocidad de sinte-
sis de las 8-endotoxinas y el tamarfio de los cristales.

También puede suceder que cepas diferentes en un mismo
medio de cultivo tengan diferente produccién de protei-
nas Cry, y esto puede estar dado por la existencia de
multicopias de genes cry, promotores fuertes o la existen-
cia de un ARNm de larga vida [Agaisse y Lereclus 1995;
Baum y Malvar, 1995].

CONCLUSIONES

* La produccién de proteinas Cry de B. thuringiensis de-
pende tanto del medio de cultivo donde se reproduce
como de la cepa utilizada.
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