FITOSANIDAD vol. 10, no. 4, dicitembre 2006

RESUMEN

=

P

<

=

5

§ DETECCION DE B-EXOTOXINA EN CEPAS NATIVAS
& DE BACILLUS THURINGIENSIS POR HPLC

g

)

\8 Yamilé Bar6 Robaina, Cecilia Linares Jiménez y Gonzalo Dieksmeier Corcuera

o Instituto de Investigaciones de Sanidad Vegetal. Calle 110 no. 514 e/ 5.2By 5.2 F, Playa, Ciudad
%D de La Habana, CP 11600, ybaro@inisav.cu

5

ABSTRACT

Se analiz6 por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) la
presencia de (-exotoxina en nueve cepas de Bacillus thuringiensis,
pertenecientes a la coleccién del Instituto de Investigaciones de
Sanidad Vegetal. La concentracién de B-exotoxina en el patrén fue
de 25 ug.mL™, y en el producto comercial empleado como control
positivo fue de 6 ug.mL-t. En las cepas evaluadas solo la LBT9 y
LBT47 mostraron la presencia de este metabolito a concentraciones
de 34 y 4,5 ug.mL respectivamente.

Palabras claves: Bacillus thuringiensis, p-exotoxina, cromatografia
liquida (HPLC), deteccién

The presence of S-exotoxin in nine Bacillus thuringiensis strains
belonging to Plant Health Research Institute collection was analyzed
by high performance liquid chromatography (HPLC). B-exotoxin
concentration in the standard was 25 ug.mL?, and in a commercial
product, used as positive control, was 6 ug.mL*. S-exotoxin was only
detected in LBT9 with 34 ug.mL* and LBT47 with 4.5 ug.mL*, among
the strains proved.

Key words: Bacillus thuringiensis, S-exotoxin, liquid chromatography
(HPLC), detection

INTRODUCCION

Algunas cepas de Bacillus thuringiensis producen ade-
mas de la 8-endotoxinas o proteinas Cry una exotoxina
termoestable denominada -exotoxina, la cual se se-
creta al medio de cultivo al inicio del proceso de
esporulacion. Esta molécula es un analogo nucleotidico
de ADN con un peso molecular de 701 Da y se le atri-
buye accion insecticida contra diferentes 6rdenes de
insectos como Lepidépteros, Dipteros, Coleépteros,
Hemipteros, ademas de dcaros, nematodos, proto-
zoarios y platelmintos [Hernandez et al., 2003].

Diversos métodos como la cromatografia de intercam-
bio iénico, electroforesis capilar, ELISA y la croma-
tografia liquida de alta resolucién (HPLC) se han des-
crito para la determinacién de la B-exotoxina, como
alternativas al bioensayo tradicional con Musca domes-
tica, el cual resulta mas trabajoso, prolongado en el
tiempo y presenta algunas limitaciones como estima-
ciones inexactas de la potencia de la toxina impura y

poca reproducibilidad. De todos estos métodos la RP-
HPLC se emplea mas frecuentemente para la deteccion y
cuantificacién de este metabolito [ Gohar y Perchat, 2001].

El presente trabajo tuvo como objetivo detectar y cuan-
tificar la presencia de la B-exotoxina en nueve cepas
cubanas de Bacillus thuringiensts.

MATERIALES Y METODOS

Como material biolégico se emplearon nueve cepas de
B. thuringiensis pertenecientes a la coleccién del Insti-
tuto de Investigaciones de Sanidad Vegetal, las cuales
se seleccionaron de acuerdo con su serotipo flagelar, y la
toxicidad exhibida en el sobrenadante del cultivo este-
rilizado a 121°C frente a un grupo de organismos plaga

(Tabla 1).

El estandar de B-exotoxina I lo suministré el doctor Jorge
Ibarra (Laboratorio de Bioinsecticidas del Centro de
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Investigacién y Estudios Avanzados del Instituto Poli-
técnico Nacional de México), obtenido a partir de la
cepa HD2 Berliner Bacillus thuringiensis var.
thuringiensis. La concentracion final de la solucién de
B-exotoxina I inyectada en el HPLC fue de 25 plg.mL".
Como control positivo se utilizé un producto comercial
ruso que contiene f-exotoxina, producido a partir de
una cepa de B. thuringiensis var. thuringiensis, y como
control negativo se tomé la cepa HD1, estandar inter-
nacional de B. thuringiensis que no produce B-exotoxina.

Tabla 1. Serotipos de las cepas
en estudio [Fernandez-Larrea, 1999]

Cepas Serotipo
LBT-4 kenyae (H4)
LBT-5 thuringiensis (H1)
LBT-7 kenyae (H4)
LBT-9 thuringiensis (H1)
LBT-12 thuringiensis (H1)
LBT-13 no determinado
LBT-16 thuringiensis (HI)
LBT-25 israelensis (H14)
LBT-47 no determinado

Las cepas se cultivaron en medio caldo triptona soya,
en zaranda orbital a 150 r.min™ a una temperatura de
crecimiento de 30°C durante 48 h hasta que se comple-
t6 el proceso de esporulacion.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion el cultivo
se centrifugé 10 000 r.min™' en centrifuga refrigerada
durante 20 min. El precipitado se descart6 y el
sobrenadante se trat6 en autoclave a 121°C durante 15 min.
El pH de las muestras se ajust6 a 3 con acido fosférico
85%. El sobrenadante se clarificé por centrifugacién
a 10 000 rmin' y se guardé a —20°C hasta su uso.

El proceso de separacion se realiz6 segun Levinson et
al. (1990), para lo que se utiliz6 una columna LiChros-
pher RP-18 de fase reversa. La corrida se efectiio a 30°C
en 50 milimoles.L™' de KH,PO, (pH 3) a una velocidad
de flujo de 2 mL.min ™", con deteccién a 260 nm. El vo-
lumen de inyeccién fue de 100 pLL. Se emple6 un detec-
tor UV, inyector Rheodyne 77251, bomba water 0,01A.
Para el analisis de los cromatogramas se utiliz6 el soft-
ware EZChrom versién 6.8.

Con el objetivo de evaluar si la B-exotoxina se elimina-
ba durante el procesamiento de la muestra, se adicio-
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naron 100 UL de B-exotoxina estandar a la cepa LBT5
de B. thuringiensis una vez iniciado el crecimiento del
microorganismo y concluido su desarrollo. La croma-
tografia se desarroll6 en las condiciones descritas ante-
riormente.

RESULTADOS Y DISCUSION

Segtn los cromatogramas obtenidos en la detecciéon de
B-exotoxina para las cepas en estudio, se observé el
pico correspondiente al patrén de B-exotoxina estandar
auna concentracién de 25 pg.mL™ (Fig. 1(A)). El pico
que se observa en la muestra patrén apareci6 a un tiem-
po de retencién de 11,33 min. El mismo pico apareci6
en la muestra correspondiente al producto comercial
ruso a base de -exotoxina, cepa utilizada como testigo
positivo. Su concentracién fue de 6 pg.mL™" (Fig. 1(B)).
La exotoxina no se detecté en la cepa HD1 estandar
internacional de B. thuringiensis var. kurstaki (Fig. 2),
la cual no produce esa exotoxina [Galan et al., 1994;

Glare y Callaghan, 2000].

En el resto de las cepas en estudio, solo se observé el
pico correspondiente a la 3-exotoxina en las cepas LBT9
(F'ig. 3(A))y LBTAT (Fig. 3(B)). Los niveles de pro-
duccion del metabolito en estas cepas fueron de 34 y
4,5 ug.mL™" respectivamente. En la cepa LBT7 tam-
bién se observ la presencia de un pico que pudiera co-
rresponder a la B-exotoxina, ya que presenta uno simi-
lar al del patrén y un tiempo de retencion muy cercano.

Las cepas evaluadas presentan serotipos que estan infor-
mados en la literatura como productores de la B-exo-
toxina [Galan et al., 1994; Glare y Callaghan, 2000];
sin embargo, estos resultados reafirman lo obtenido por
Levinson et al. (1990) y Hernandez y Ferré (2001), los
cuales mostraron que la produccién de la exotoxina
termoestable es mas una propiedad especifica de la cepa
de B. thuringiensis que una propiedad serotipo especi-
fica. Se ha probado ademas que su presencia en una
cepa en particular no implica la produccién de la exo-
toxina por otras cepas pertenecientes al mismo se-
rovar.

Aunque los estudios que relacionan la produccién de la
B-exotoxina y el tipo de serovar que presenta la cepa de
B. thuringiensis son muy escasos, y en la mayoria de
ellos se incluyen muy pocas cepas, algunos autores plan-
tean que la produccién de B-exotoxina estd limitada a
ciertos serotipos flagelares presentes en las cepas de

B. thuringiensis [Hernandez y Ferré, 2001].



Deteccion de B-exotoxina en cepas...

LR 26 m = - ——
= ;.. D 2600 o e
: |
|
ks - o

assdl

_)JL__J_JLM__ _ Vb

™ = E ] = Tiemipn {mimunes)

Ticsipes (mimutes) TH = 1145 min

TH = 1153 min

Figura 1. Cromatogramas obtenidos para el patrén de B-exotoxina (25 pg.mL™) (A) y para el producto comercial (6 pg.mL™)
(control positivo) (B). Columna LiChrospher RP-18, 5 mm (250 x 4,6 mm), flujo 2 mL.min™', A 260 nm, volumen de inyeccién
100 pL, fase mévil KH,PO,, pH 3,0.
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Figura 2. Cromatograma obtenido por HPLC parala cepa HD1 (control negativo). Columna
LiChrospher RP-18, 5 mm (250 x 4,6 mm), flujo 2 mL.min™', A 260nm, volumen de inyeccién
100 uL, fase mévil KH,PO , pH 3,0.
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Figura 3. Cromatogramas obtenidos por HPLC para las cepas LBT9 34 pg.mL™" (A) y LBT47 4,5 pg.mL™* (B).

Columna LiChrospher RP-18, 5 mm (250 x 4,6 mm), flujo 2 mL.min™, A 260 nm, volumen de inyeccién 100 pL, fase
moévil KH2P04, pH 3,0.
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La clasificaciéon de las cepas de B. thuringiensis en
serovares se desarroll6 sobre la base de los antigenos
flagelares; sin embargo, las bases genéticas y bioquimicas
del sistema de antigenos flagelares atin son desconocidas.
Esto hace especialmente dificil encontrar una relacion di-
recta entre los genes determinantes del serovar y otros
genes en B. thuringiensts, como los que determinan la sin-
tesis de B-exotoxina [Hernandez et al., 2003]. En este es-
tudio no fue posible establecer esta relacién debido a que
se emplearon muy pocas cepas, y las dos que resultaron
positivas pertenecen a serotipos diferentes.

En estudios previos realizados en el Instituto de Inves-
tigaciones de Sanidad Vegetal se demostré que el
sobrenadante de cultivos obtenidos a partir de las ce-
pas estudiadas en este trabajo, y esterilizado a 121°C,
presentaron actividad téxica contra un grupo de orga-
nismos plaga como acaros y nematodos [Marquezet al.,
1999; 2003]; sin embargo, resulta interesante destacar
que no pudo observarse en cada una de ellas el pico
correspondiente a la B-exotoxina. Estos resultados pu-
dieran tener explicacién con lo afirmado por Levinson
et al. (1990) en cuanto a que los patrones de apariciéon
de la exotoxina termoestable sugieren que puede estar
involucrado solo un tdnico gen. La produccién de
exotoxina puede ser resultado de una sola reaccion
enzimatica, a partir de moléculas precursoras presen-
tes tanto en las cepas Exo” como Exo™. Es probable
que estos precursores estén involucrados en el control
de la transcripcion de los genes de la esporulaciéon y no
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como sugirieron Johnson y Peterson (1983) en la pro-
duccién de la exotoxina, lo que implicarfa que la -exo-
toxina no se produzca por todas las cepas de B. thu-
ringiensis.

Otra explicacién a la no deteccion del metabolito en las
restantes cepas pudo deberse también a niveles de con-
centracién bajos en el medio de fermentacion, a lo cual
se suma la presencia de moléculas contaminantes en la
solucién que hace dificil su determinacién. Oehler et al.
(1982) emplearon una columna C,, y como fase mévil
H,0O y acido trifluoracético; sin embargo, el método no
dio resultado debido a que los contaminantes del
sobrenadante del cultivo de B. thuringiensis coeluian
con la toxina, lo cual se considera que también pudo
ocurrir en los resultados presentes. Debido a esto y a
su pequeia masa molecular, la utilizacién de un méto-
do altamente eficiente en el proceso de obtencion de la
exotoxina constituye un proceso clave para el recobra-
do y purificacién de la B-exotoxina.

La adicién de B-exotoxina estandar durante el proceso
de crecimiento de la cepa LBT 5 dio como resultado la
presencia del pico correspondiente ala -exotoxina a con-
centraciones de 0,42 ug.mL" y 35,8 ug.mL™" (Figs. 4(A4)
y (B)). Esto indica que la B-exotoxina no se pierde du-
rante el proceso de obtencién previo ala cromatografia.
La adicién de B-exotoxina estandar a un grupo de cepas
en estudio también la utilizaron Gohar y Perchat (2001)
para corroborar la presencia de la toxina. A este proce-
dimiento se le denominé método del testigo externo.

Tr= 11,3 min

Y

Figura 4. Cromatogramas de la cepa LBT5 contaminada con B-exotoxina estdndar al inicio del cultivo (A) y una vez concluido el

procesamiento de la muestra (B). Columna LiChrospher RP-18, 5 mm (250 x 4,6 mm), flujo 2 mL.min™', A 260 nm, volumen de

inyeccién 100 uL, fase mévil KH,PO,, pH 3,0.
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Otra explicacién a la ausencia del pico tipico de la -exo-
toxina en las cepas LBT4, LBT5, LBT7, LBT12, LBT13,
LBTI16 y LBT25 es la presencia de una segunda
exotoxina denominada tipo I1,la cual se produce a concen-
traciones mucho mas bajas que la -exotoxina tipo I. Este
resultado fue corroborado por Levinson et al. (1990) al
identificar la B-exotoxina tipo I en un grupo de cepas de
B. thuringiensis; sin embargo, no se pudo detectar en
una cepa de B. thuringiensis var. morrisoni, que exhibi6
actividad téxica en el sobrenadante esterilizado a 121°C
contra Musca domestica, Diabotrica undecimpuntacta'y
Leptinotarsa decemlinneata. El analisis realizado por es-
tos autores dio como resultado la identificaciéon de este
nuevo tipo de exotoxina. Esta molécula es menos
hidrofébica y se sugiere que sea un analogo de uracilo de
la exotoxina tipo I [Levinson et al., 1990].

La existencia de esta toxina aclaré resultados confusos y
contradictorios reportados en la literatura. Igualmente
Gohary Perchat (2001) lograron identificar la exotoxina
tipo IT al emplear RP-HPLC, pero con la utilizacién pre-
via de precipitacion con solventes organicos y una
cromatografia de intercambio ani6nico. Estos autores con-
firman que resulta de vital importancia la preparacion
previa de la muestra para la deteccion y cuantificacién de
este metabolito, e indican que una alternativa promisoria
seria la utilizacion de deteccion fluorescente en lugar de
absorcion UV, lo que incrementaria ampliamente la sensi-
bilidad y la selectividad de la determinacién.

CONCLUSIONES

* Se detect6 la presencia de B-exotoxina en las cepas
LBT9 y LBT47 a concentraciones de 34 lg.mL "y

4,5 ug.mL™" respectivamente.
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