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RESUMEN

Bacillus thuringiensis (B. thuringiensis) es una bacteria Gram positiva que
forma un cristal paraesporal con actividad insecticida contra insectos de diferentes
ordenes. Los bioinsecticidas fabricados con las esporas y cristales de B.
thuringiensis son una alternativa frente a los pesticidas quimicos sintéticos para
el control de mosquitos que son vectores de enfermedades metaxénicas, como

por ejemplo, malaria y dengue.

Se caracterizaron 53 cepas nativas de B. thuringiensis, procedentes de
suelos peruanos, de los departamentos de Junin, Lima (Huaral), Ica, Cuzco,
Tacna, Arequipa, Chiclayo y Cajamarca; dos de ellas codificadas como Ical0 y
Cajl por su procedencia, presentaron actividad entomocida contra larvas de
Aedes aegypti. Se observan cepas que presentan bandas (toxinas) con pesos
moleculares en el 6rden de los 36 kDa y mayores a 116 kDa; otras cepas
presentan bandas a 97 y 75 kDa, como las de, Cajamarca, Arequipa Yy Chiclayo,
gue serian entomocidas para dipteros, algunas cepas presentaron bandas de 130
kDa que corresponderian al gen cryl, toxico para lepidopteros.

El gen cry2 fue el mas frecuente (92%), seguido de cryl (45%) y cry4
(42%), lo cual significaria que las cepas tendrian principalmente, actividad
entomocida contra dipteros. El secuenciamiento confirmé la presencia de genes
cry en 62 de 67 cepas analizadas. Se determind la cepa B. thuringiensis Cuz5

como variedad cry2Ab.

El método del PCR fue efectivo para caracterizar rapidamente las cepas en
base al contenido de genes que amplifican con secuencias de oligonucleotidos
conocidos. EI método REP-PCR mostré patrones de bandas diferentes en las
cepas aisladas que podria significar variabilidad genética entre las cepas
estudiadas, el dendograma permitié agruparlas en tres clusters y subclusters que

podrian deberse a las variedades del gen cry.

Palabras claves: Bacillus thuringiensis, cristal paraesporal, entomocida, gen cry, control

de plagas.



ABSTRACT

Bacillus thuringiensis (B. thuringiensis), is a Gram-positive bacterium, that
forms a parasporal crystals with insecticidal activity against different insect orders.
Bioinsecticides manufactured with B. thuringiensis spores and crystals are a useful
alternative to synthetic chemical pesticide in agriculture and for mosquito control.
B. thuringiensis has also been used successfully to suppress the population levels
of medically important dipteran pests. Examples include the mosquito vectors of

malaria, virus diseases including dengue.

It was characterized 53 strains peruanas of Bacillus thuringiensis with
entomocidal properties from soil Peruvian’s farms of the deparments of Junin,
Lima (Huaral), Ica, Cuzco, Tacna, Arequipa, Chiclayo y Cajamarca, two: IcalO y
Cajl with activity against Aedes aegypti. There are strains with toxins betwen 36 y
116kDa. Strains with bands to 97 and 70KDa, as those of Arequipa, Cajamarca
and Chiclayo, which would be entomocidal with band of 130 kDa that correspond

to cry gen, toxic to Lepidoptera and Diptera.

Cry2 gene was the most abundant (92%), followed by cryl (45%) and cry 4
(42%), which means that the strains would have activity against Dipterans. The
sequencing confirms the content of cry genes in most of the analyzed strains. The
strain Cuz5 as variety cries 2Ab.

The PCR method is effective to rapidly characterize the strains based on
the content of genes that amplify with known sequences of oligonucle6tidos and
REP-PCR shows patterns of different bands in the isolated strains that could mean
genetic variability among the studied strains, the dendogram allows to group them
into three clusters and subclusters, that might be due to the varieties of the gene

cry.

Key words: Bacillus thuringiensis, parasporal crystal, entomocida, cry gene, crop

pestes.



|. INTRODUCCION

Bacillus thuringiensis (B. thuringiensis) es una bacteria Gram positiva,
aerdbica de la familia Bacillaceae, muy semejante a B. cereus y B. anthracis
(Radnedge et al., 2003), se caracteriza por la produccién de una inclusién
paraesporal de origen proteico o é-endotoxina durante la fase de esporulacion,
responsable del efecto insecticida que se produce cuando son ingeridas por
larvas de insectos de diferentes érdenes, tales como Lepiddptera (polillas y
mariposas), Diptera (moscas y mosquitos), Coleoptera (escarabajos) e
Himenoptera (abejas y avispas), en menor medida son afectados los érdenes
Homoptera (cigarras, pulgones y cochinillas) y Mallophaga (piojos) (Schnepf et
al.,1998), incluso afecta otros invertebrados como Platyhelminthes,
Sarcomastigophora, (Feitelson et al., 1992) y Nematoda (Al-Banna & Khyami-
Horani, 2004), mientras que en los mamiferos no se ha comprobado efecto
alguno (Cerdén et al., 1995; Ibarra et al., 2003; Maduell et al., 2007). La
actividad toxica, se extiende a protozoarios, trematodos, acaros, colémbolos y

lombrices de tierra, entre otros de interés agricola (Velasco, 2010).

Los insecticidas quimicos han demostrado ser téxicos para el hombre y
otros organismos, han creado resistencia en los vectores (Soberén et al.,
2007), y provocado trastornos ecoldgicos irreversibles por su efecto
acumulativo (Castro et al., 1996, 1999; Cetinkaya, 2002), debido a su lenta
degradacion y falta de especificidad. Por ello surgio el interés en estudiar a B.
thuringiensis, ésta posee una toxicidad selectiva alta debido a su estrecho
rango de especificidad y gracias a ello genera en el ambiente un impacto muy
bajo (Sauka & Benintende, 2008).

El uso de B. thuringiensis como biolarvicida, es una alternativa viable para
el control de insectos plaga, es asi que se ha realizado la caracterizacion de
cepas aisladas de diferentes regiones de Cuba, la cual se baso en la actividad

insecticida contra Drosophila melanogaster (Carrera & Rodriguez, 2009).



Desde el descubrimiento de B. thuringiensis como agente bioinsecticida, la
lucha contra los mosquitos vectores ha sido reconocida por la OMS (1998)
como la mejor medida de control de enfermedades metaxénicas. Asimismo se
han realizado diversos estudios, tales como, bioensayos de toxicidad (Ochoa et
al., 2009), evaluacién de genes asociados a la toxicidad en insectos, hallazgo
de nuevos genes cry; con la idea de preparar nuevas formulaciones efectivas

en el manejo integrado de plagas (Camara et al., 2009).

El Peru es uno de los 7 paises con mayor diversidad biolégica del mundo,
es una zona endémica de enfermedades metaxénicas como fiebre amarilla,
malaria, dengue. El dengue, es la enfermedad viral humana mas importante en
salud publica, transmitida por mosquitos del género Aedes principalmente A.
aegypti. Esta se ha ido extendiendo a varios paises, en especial a los de las
regiones tropicales y subtropicales por lo que se le considera como una de las

principales enfermedades reemergentes y emergentes a escala mundial.

En nuestro pais (Flores et al., 2010) y en otros del continente, como en
México (Delgado, 2011), Argentina (Guerchicoff et al., 1997), se ha descrito el
potencial mosquitocida (Agaisse & Lereclus, 1995) de cepas de B. thuringiensis
aislados de diversos agroecosistemas, han estandarizado medios de cultivo
para su produccién y evaluado su actividad biolarvicida (Ventosilla et al., 2001,
2005).

Es importante el control de insectos plaga que dafan nuestra agricultura,
explorar la presencia y diversidad de cepas de B. thuringiensis, caracterizarlas
molecularmente para utilizarlas como fuentes de nuevos genes cry, lo cual
proporcionara informacién sobre los patrones de distribucion ecologicos de la
bacteria y la oportunidad de seleccionar cepas para elaborar bioinsecticidas
para controlar diversas plagas y vectores de enfermedades metaxénicas,
debido al impacto econdmico que muchas plagas ocasionan a ciertas
plantaciones y a la economia del pais y por los problemas de salud que

significan muchas enfermedades relacionadas con vectores.



Por ello, el objetivo del presente trabajo, fue la caracterizacion molecular
de genes cry gendmico y plasmidial de cepas nativas de B. thuringiensis
aisladas de diferentes regiones del Peru, (utilizando la técnica de la Reaccién
en Cadena de la Polimerasa o PCR) y evaluar su toxicidad por medio del
bioensayo en larvas de mosquitos del género Aedes, dada su prevalencia en
nuestro medio, con la idea de plantear a las autoridades respectivas el control
de plagas y vectores mediante el uso de B. thuringiensis como bioinsecticida.



IIl. ANTECEDENTES

2.1. Historia

A la fecha se conoce un gran numero de organismos patdégenos de
insectos de donde sobresalen virus, bacterias, hongos, protozoarios,
nematodos, entre otros; lo cuales varian en su modo de infeccion, sitio y
mecanismo de accién, asi como en su preferencia hacia sus diferentes blancos
especificos. A todo este grupo de organismos se les denomina

entomopatégenos (Velasco, 2010).

El primer caso de utilizacion exitosa de las bacterias como
entomopatégenas, fue la introduccion del Bacillus popilliae y B. lentimorbus
contra el escarabajo japonés Popillia japdnica en los Estados Unidos. Estos
gérmenes causan la “Enfermedad lechosa” de las larvas del escarabajo.
Actualmente existen preparadas formulaciones comerciales de B. popilliae:
Doom, Grub Attack, Milky Spore Powder y Japidemic, que se aplican contra
diversos escarabidos. Ningun patégeno ha recibido tanta atencién como el B.
thuringiensis Berliner. Después de perfeccionarse los métodos de cultivo y
desarrollarse diversas razas biolégicas este patdgeno se ha comercializado
bajo diferentes formulaciones de polvos, aspersiones y granulos con diversos

nombres comerciales (Carrera & Rodriguez, 2009).

B. thuringiensis var. thuringiensis fue aislada por primera vez en 1901 en
Japon por el bacteridlogo Shigetane Ishiwata, a partir de larvas muertas del
gusano de seda Bombyx mory (lepidéptero), que presentaba la enfermedad del
sotto, pero fue descrita y nombrada en 1911, por Ernst Berliner quien la aisl6
de larvas enfermas del lepidéptero Anagasta Kuehniella, la "palomilla de la flor
del Mediterraneo” en la provincia de Thuringia, Alemania. Berliner fue el
primero que describié la presencia de un cuerpo de inclusidon o cristal,
considerada una caracteristica fenotipica que permite diferenciar a B.

thuringiensis de otras especies de Bacillus (Maduell, 2007).



Aunque la bacteria se utilizé en forma limitada como agente de control de
plagas a finales de los 20 y principios de los 30, ésta fue relegada, primero por
el surgimiento de la segunda guerra mundial y luego por el advenimiento de los
insecticidas quimicos. No fue sino hasta los afios 50 en que Edward Steinhaus
reinicio su estudio, comprobando su gran potencial como agente de control de
plagas, y promoviendo su desarrollo industrial y comercial como bioinsecticida.
Para 1959 ya existia en el mercado un producto a base de esta bacteria y
desde entonces estos productos se han diversificado ampliamente, llegando a

constituir cerca del 5% del consumo de insecticidas en el mundo.

B. thuringiensis fue utilizado por primera vez en 1938, como insecticida
comercial en Francia. En 1956, se describe que la actividad insecticida contra
lepidopteros se debia a la presencia de inclusiones cristalinas paraesporales de
naturaleza proteica. En 1961 se registra como biopesticida en la Agencia de
Proteccion del Medio Ambiente (EPA) en EEUU, y la misma Agencia en el afio

1993 la designé como estandar de potencia o unidad internacional de toxicidad.

En 1970, Dulmage descubrié la cepa HD-1 de B. thuringiensis serovar
kurstaki en EEUU a partir de larvas enfermas de lepidopteros. Esta variedad
resultd ser entre 2 y 200 veces mas téxica que las antes utilizadas como
bioinsecticidas. En 1977, aislaron un bacilo a partir de larvas del mosquito
Culex sp., el cual se denominé B. thuringiensis variedad israelensis, y fue
considerado util en salud publica para el control de vectores de enfermedades
tropicales por ser patégeno de larvas del mosquito Aedes aegypti (Diptera,
Culicidae), vector del dengue (Maduell, 2007).

En 1981 se clond el primer gen que codificaba un cristal proteico de B.
thuringiensis (Diaz, 2006). En 1983, fueron descritas B. thuringiensis variedad
tenebrionis, B. thuringiensis morrisoni y B. thuringiensis variedad san diego,
activas contra insectos coledpteros. A partir de entonces aumenté en todo el
mundo el interés por esta bacteria; se ha encontrado una gran diversidad,
caracterizada por su serotipo flagelar H, es decir por las proteinas presentes en
el flagelo (Schnepf et al., 1998), en mas de 84 serovariedades diferentes,
(Maduell 2007; Sauka & Benintende, 2008).

5



Muchas investigaciones han realizado la identificacién, el aislamiento y la
caracterizacion de cepas de B. thuringiensis (Hodgman et al., 1993; Ceron et
al., 1995; Bravo et al., 1998; Valadares et al., 2001; Lima et al., 2002; Carmona,
2002; Sauka et al., 2005; Gillis & Santana 2007; Hercos & Gomes De Paula,
2008; Baro et al., 2009), se ha descrito la presencia de mas de 200 genes cry,
Armengol et al., (2007), se han clonado, secuenciado y estudiado su diversidad
genética, también se han manipulado los genes para producir plantas
transgénicas resistentes a insectos plaga (Llewellyn et al., 1994; Brookes &
Barfoot, 2006; Kumar et al., 2008; Alphey et al., 2009; Lu et al., 2012).

Ha crecido el interés en esta extraordinaria bacteria para ampliar su uso, no
s6lo como bioinsecticida sino también como una maquinaria para la produccién
de enzimas u otras proteinas (quitinasas, péptidos antimicrobianos), con
potencial uso aplicativo en la industria alimentaria. Entre la gran diversidad de
metabolitos que produce B. thuringiensis, destacan bacteriocinas, antibioticos y
enzimas extracelulares (como proteasas y quitinasas) elementos clave en el

fendmeno de supresién de patdgenos (Carreras, 2011).

2.2 CARACTERISTICAS GENERALES

B. thuringiensis es una bacteria Gram positiva, aerobia estricta (Soberén y
Bravo, 2007), de flagelacion peritrica, que mide de 3 a 5 um de largo por 1 a
1,2 wum de ancho, posee como caracteristica distintiva la capacidad de
sintetizar y acumular proteinas denominadas Cry y depositarlas como cristales
paraesporales durante la fase estacionaria de su ciclo de crecimiento y de
desarrollar esporas de resistencia elipsoidales que no provocan el
hinchamiento del perfil bacilar (Schnepf et al., 1998). Es un microorganismo
quimioorganotrofo y con actividad de catalasa, las distintas cepas de B.
thuringiensis poseen la capacidad de fermentar glucosa, fructosa, trehalosa,
maltosa y ribosa, y de hidrolizar gelatina, almidon, glucégeno, esculina y N-

acetil-glucosamina (Sauka & Benintende, 2008).

Durante su ciclo de vida presenta dos fases diferenciadas, la fase de

crecimiento vegetativo en la cual las bacterias se duplican por biparticion y la
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fase de esporulacién que se desencadena cuando la bacteria se encuentra en
un medio con limitacion de nutrientes; el proceso de formacion de la espora se
puede dividir en siete fases: en la fase | se inducen los genes que daran inicio a
la esporulacion, la adicion de nutrientes en esta fase puede revertir el proceso;
en la fase Il se forma un septo de divisidn asimétrico, a partir de esta fase el
proceso es irreversible; en la fase lll, se inicia la sintesis del cristal y continuara
su maduracién hasta el final de la esporulacion. La sintesis del cristal se da a
partir de dos promotores que funcionan secuencialmente (BTl y BTII). El
primero es reconocido por ¢* durante las fases Ill y IV y el segundo por o
durante las fases V y VI. Durante estos pasos ocurre conjuntamente la
formacion de la espora. Finalmente en la fase VIl se sintetizan enzimas liticas
que liberan a las esporas y los cristales del compartimento (Bechtell & Bulla,
1976). La fase de esporulacion se caracteriza por la formacion de cristales o
cuerpos paraesporales intracelulares de naturaleza proteica a los cuales se les
ha denominado proteinas Cry (Schnepf et al., 1998), estas proteinas cristal que
presentan actividad insecticida, estan codificadas por genes cry localizados en
plasmidos (Vitelli, 2010; Gonzales et al., 2011).

Las proteinas Cry de los cristales paraesporales de B. thuringiensis son
protoxinas que cuando son ingeridas por las larvas de los insectos
susceptibles, les causan intoxicacion. Las condiciones alcalinas del intestino
medio de la larva y su procesamiento proteolitico, catalizado por diferentes
proteasas de la larva (tripsina y quimiotripsina) disuelven los cristales y activan
las protoxinas convirtiéndolas en toxinas. La toxina activa es conocida como &-
endotoxina, la cual se une a receptores especificos presentes en las células del
epitelio intestinal del insecto hospedero (aminopeptidasa y caderinas) formando
poros o canales i6nicos en la membrana (Aronson & Shai, 2001; Aronson,
2002). Esto provoca la lisis osmaética que conduce a la paralisis y muerte, por

inanicioén, de la larva.

B. thuringiensis es considerado una bacteria cosmopolita en el
ambiente, distribuida ampliamente en todo el mundo debido a su capacidad
esporulante, lo que le confiere una elevada resistencia al calor y a la sequedad,

se le ha aislado de diversos ecosistemas como suelos, agua, hojas de plantas,
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granos almacenados, insectos muertos, telaranas, y otros, la obtencion de
cepas a partir de cadaveres de insectos ha sido la principal fuente de

preparados de uso comercial (Iriarte & Caballero, 2001).

B. thuringiensis, morfolégicamente esta muy estrechamente relacionada
con B. cereus y B. anthracis (Helgason et al., 2000) con las cuales presenta
caracteristicas bioquimicas comunes; sin embargo el Manual de Bacteriologia
Determinativa de Bergey (2001), reconoce la individualidad de B. thuringiensis
basandose en dos de sus caracteristicas particulares, la produccion de
proteinas cristaliferas durante el proceso de esporulacién y su capacidad
insecticida. Sin embargo, se ha publicado que puede haber transferencia de
genes entre especies relacionadas (B. cereus, B. anthracis y B. mycoides) por
conjugacion y estas pueden expresar la toxina y producir la proteina cristal (Hu
et al., 2004). También, se ha observado que B. thuringiensis es capaz de
producir la enterotoxina de B. cereus, lo que sugiere la transferencia

conjugativa de genes de B. cereus a B. thuringiensis (Carlson & Kolsto, 1993).

Las proteinas toxicas para lepidépteros pertenecen a los grupos Cry1 y
Cry9, las toxinas activas contra coledpteros son las proteinas Cry3, Cry7 y
Cry8. Proteinas toxicas contra nematodos son Cry5, Cry12, Cry13, Cry14, y
contra dipteros son Cry4, Cry10, Cry11, Cry16, Cry17, Cry19, y proteinas Cyt.
El grupo de proteinas Cry2 son activas tanto para dipteros como para
lepidopteros. También los subgrupos Cry1B y Cry1l tienen actividad dual contra

lepidopteros y coledpteros (Bravo et al., 1998), (Carrera et al., 2004).

La principal actividad insecticida contenida en este bacilo son las
inclusiones cristalinas paraesporales producidas durante la esporulacion, sin
embargo otras toxinas también contribuyen al efecto biolégico final, como el
producido por las proteinas insecticidas vegetativas o proteinas VIP,
expresadas y secretadas durante el desarrollo vegetativo y la esporulacion,
estas fueron descritas como toxicas para lepidopteros (Estruch et al., 1996).
Ademas una serie de compuestos extracelulares contribuyen a su virulencia: $3-

exotoxinas, fosfolipasas, proteasas y quitinasas. Las esporas pueden contribuir
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a la patogenicidad, a menudo sinergizando la actividad de las proteinas cristal
(Schnepf et al., 1998).

Las delta () endotoxinas conocidas hasta el momento se dividen en dos
categorias Cry y Cyt que no comparten similitud de secuencia significativa
aunque ambas actuan a través de la formacién de poros que conducen a la lisis
celular y dafo irreversible del intestino medio del insecto. Mientras que las
toxinas Cry (cristal) actuan a través del reconocimiento y union a receptores
especificos, las Cyt (citoliticas) no usan receptores, aunque muestran

especificidad de accion en vivo (Guerchicoff et al., 2001).

Existe evidencia que las proteinas Cry y Cyt interactuarian en especifica
combinacion sinérgica en el intestino del insecto para ejercer su efecto
biolégico final. Los genes cyt estarian ampliamente distribuidos entre
subespecies de B. thuringiensis y constituirian otra familia de genes altamente
relacionados (Guerchicoff et al., 2001). Se ha descrito, mas de 100 genes cry
que codifican proteinas Cry. Estas constituyen una familia diversa de proteinas
insecticidas con diferentes blancos de accion: insectos, nematodos, acaros y
protozoarios. Los genes cyt presentes en B. thuringiensis codifican proteinas
Cyt con actividad citolitica y hemolitica, se ha encontrado que la subespecie B.
thuringiensis israelensis tiene dos tipos de toxinas Cyt1A y Cyt2B. La toxina Cyt
1A habria sido la primera toxina citolitica aislada y completamente
caracterizada, ademas de ser el principal componente del cristal téxico para

esta subespecie.

La gran diversidad de combinaciones de genes de 4-endotoxinas existentes
se debe principalmente a que éstos estan situados principalmente en
plasmidos transmisibles por conjugacion entre cepas y su secuencia esta
frecuentemente flanqueada de elementos transponibles, o que posibilita su

transmision horizontal.

B. thuringiensis es una fuente valiosa de proteinas toxicas Cry y Cyt, que
son inofensivas para mamiferos, pero se ha reportado una proteina obtenida a

partir de B. thuringiensis cepa A1547, denominada parasporina -2, que no es
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insecticida pero que tiene una fuerte actividad citocida particularmente contra
células de carcinoma humano, se distingue de las Cry por no ser insecticida y
también de las Cyt por carecer de actividad hemolitica, este grupo puede tener
potencial para aplicaciones médicas, tal como el tratamiento del cancer (Akiba
et al., 2004).

B. thuringiensis tiene una gran variedad de cepas con diferente potencial
toxico de acuerdo a las regiones donde son aisladas (Thomas et al., 2001).
Existen colecciones de cepas de B. thuringiensis en diferentes partes del
mundo, tales como: La Antartida, China, Colombia, Japén, México (Bravo et
al., 1998), Filipinas, Espana (Ruiz De Escudero et al., 2004), Taiwan, Reino
Unido, Estados Unidos de Norteamérica y algunos paises Asiaticos (Ben-Dov
et al.,, 1997). Estas colecciones tienen gran importancia para analizar la
distribucion de toxinas producidas por las cepas en la naturaleza y evaluar su
potencial toxico contra diferentes 6rdenes de insectos. Sin embargo también
puede ayudar a entender el rol de B. thuringiensis en el medio ambiente
(Apaydin, 2004).

2.3 CRISTALES PARAESPORALES

Desde el instante en el que ocurre el englobamiento de la pre-espora hasta
su maduracion; simultdnea a la formacién de la espora, B. thuringiensis
sintetiza una o varias inclusiones cristalinas que pueden representar hasta un
30% del peso seco del esporangio (Kronstad, 1983) y que son facilmente
observables bajo microscopio de contraste de fase. Este cristal esta separado
de la endospora y es liberado cuando la pared celular se autolisa al final de la

esporulacion (Sauka & Benintende, 2008, Ibarra, 2003).

Cada cuerpo de inclusién puede estar constituido por proteinas Cry de una
o varias clases que se agrupan entre si mediante puentes disulfuro. La
estabilidad de estas uniones condiciona el pH de solubilizacion del cristal.
Particularmente en el caso de los cristales bipiramidales, cuando estos puentes
estan distorsionados, estos cristales son solubles a pH mayor de 9,5; mientras

que si permanecen en su estado mas estable necesitan un pH superior a 12
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para lograr su solubilidad, (Sauka & Benintende, 2008). La estructura de esta
inclusion es el resultado del ensamblaje de varias unidades polipeptidicas de
diferentes pesos moleculares, que oscilan entre 27 y 140 kDa, las cuales le dan
su forma caracteristica (Hofte & Whiteley, 1989; Schnepf et al., 1998).

Las cepas de B. thuringiensis pueden presentar cristales con distintas
morfologias y pueden clasificarse en bipiramidales, relacionado con Cry1;
cubicos, asociados con Cry2; cuadrados aplanados, tipicos de Cry3; esféricos
y otras formas atipicas menos frecuentes, relacionadas con Cry4 y Cyt; en
forma de barra, relacionada con Cry4D (Lopez-Meza & lbarra, 1996; Schnepf
et al.,1998).

Se logré en muchos casos establecer relacion entre la forma del cristal, sus
proteinas Cry constituyentes, el peso molecular de éstas y su espectro de
actividad insecticida. Sin embargo, existen trabajos en los que se describieron
cristales parasporales que, a pesar de tener morfologias asociadas a una
toxicidad especifica, no parecen poseer actividad insecticida alguna. El cristal
parasporal se ubica en el interior del esporangio y, por lo general, fuera del
exosporio de la espora, y ambos son finalmente liberados tras la lisis celular.
Existen algunos casos donde se describieron cristales dentro del exosporio, por
lo que estos contindan junto a las esporas tras la lisis. En otro caso muy
atipico, se pudo observar que los cristales se forman fuera del exosporio, pero
ambos permanecen indefinidamente dentro de un esporangio que no se lisa,

preservandolos de una rapida degradacion.

Las diferentes toxinas producidas por B. thuringiensis reconocidas
actualmente son, la a-exotoxina o fosfolipasa Ct, la exotoxina, una toxina labil,
una toxina soluble en agua, la exotoxina factor raton, la B-exotoxina y la 6-
exotoxina, de las cuales las dos ultimas son las mas estudiadas por su accién

toxica contra larvas de insectos (Velasco, 2010).

Los cristales paraesporales son ampliamente utilizados para la elaboracién
de bioinsecticidas, o que ha motivado el estudio y la busqueda de proteinas

Cry. Esto ha permitido establecer la existencia de mas de 200 proteinas Cry.
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La inclusién de una nueva proteina Cry en este grupo depende del
cumplimiento de algunas caracteristicas, tal como su acumulacion en la célula
mediante un cristal paraesporal y el presentar similitud a nivel de secuencia de
aminodacidos con alguna de las proteinas Cry existentes; ademas de contar con

actividad toxica frente a algun organismo (Crickmore et al., 1998).

Las proteinas Cry pueden agruparse dentro de distintos grupos de
homologia, ellas poseen tres dominios altamente conservados; el dominio | ha
sido implicado en la formacién del poro mediante la insercion de sus a - hélices
en la membrana de las células epiteliales; el domino Il juega un papel
importante en la interaccion con el receptor membranal y es el responsable de
la toxicidad especifica; el dominio Ill esta involucrado en la union al receptor y
adicionalmente tiene un rol en la formacion del poro. Por otra parte, existen
grupos de homologia minoritarios formados por proteinas que se depositan
como cristales en la bacteria, pero carecen de los tres dominios conservados
de las proteinas Cry. Adicionalmente, existen proteinas que se depositan como
inclusiones cristalinas en la bacteria, pero carecen de actividad téxica, motivo

por el cual no son consideradas del grupo de proteinas Cry (Loeza et al., 2005).

2.4 MECANISMO DE ACCION

El modo de accién de las toxinas Cry fue descrito en lepiddpteros como un
proceso de multiples etapas. Las proteinas cristal son sintetizadas como
protoxinas las cuales son liberadas luego de ser ingeridas por larvas
susceptibles y solubilizadas en el medio alcalino (pH 10-12) del intestino medio
de la larva del insecto. Estas deberan ser cortadas en sitios especificos por
proteasas intestinales para generar fragmentos de toxinas activas resistentes a
proteasas, de 60-70 kDa que causaran la muerte de la larva (Gomez et al.,
2001; Sauka et al., 2008).

Bajo su forma monomeérica, las toxinas atraviesan la membrana peritrofica
y se unen de forma univalente a la caderina, con gran afinidad en la cara apical
de la membrana epitelial. Luego, de acuerdo con estudios realizados en

cultivos de células de insectos, se inicia una cascada de sefnalizacion
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dependiente del ion magnesio que seria responsable de la muerte celular.
Ademas, el inicio de esa cascada de sefalizacidn estimula la exocitosis de
caderina desde vesiculas intracelulares hacia la membrana apical de la célula y
aumenta el numero de receptores; por ende, recluta un numero mayor de

toxinas libres que amplificarian la sefal inicial.

Ademas se ha propuesto en base a experimentos en vivo y bioensayos,
que la union de los mondmeros a caderina facilita la hidrélisis proteolitica sobre
el extremo N-terminal de la toxina. Este ultimo clivaje induce el ensamble de los
monomeros y se establece una forma oligomérica pre-poro. Esta estructura
incrementa la afinidad por un receptor secundario como puede ser la
aminopeptidasa N o la fosfatasa alcalina. Por ultimo, la unién a ese segundo
receptor facilita la formacion de un poro en el epitelio del intestino medio, esto
provoca un desequilibrio osmotico y la consecuente lisis celular. Resultando
dafado gravemente el tejido intestinal, lo que impide la asimilacion y retencién
de compuestos vitales para la larva lo que la lleva a la muerte. La muerte
puede acelerarse al germinar las esporas y proliferar las células vegetativas en

el hemocele del insecto (Sauka & Benintende, 2008).

Autores como Broderick et al., (2006) descartaron estas posibilidades vy
demostraron que la mortalidad inducida por B. thuringiensis dependeria en
esencia de ciertas bacterias entéricas que son parte de la microbiota normal del
intestino del insecto susceptible, ya que solo B. thuringiensis no seria
suficiente. Estas bacterias serian responsables de causar la septicemia en el
insecto luego de que B. thuringiensis les permite alcanzar el hemocele tras

danar el epitelio intestinal.
2.5 FACTORES GENETICOS DE Bacillus thuringiensis
2.5.1 GENOMA DE Bacillus thuringiensis
Las cepas de B. thuringiensis tienen un genoma de 2.4 Mb a 5.4-6.3 Mb

(Carlson et al., 1994). La comparacion del genoma de B. thuringiensis con el

mapa cromosomal de B. cereus ha demostrado que los cromosomas tienen
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una organizacion similar en la mitad cerca al origen de replicacion mientras que
presentan mayor variabilidad en la otra mitad terminal (Carlson & Kolsto, 1993).
La mayoria de cepas de B. thuringiensis exhiben usualmente un complejo perfil
de plasmidos circulares y lineales cuyos tamanos varian desde 2 hasta mas
de 200 kb (Loeza-Lara, 2005). Los genes cry que codifican las toxinas Cry
estan principalmente localizados en grandes plasmidos conjugativos (Li et al.,
1991, Loeza-Lara, 2005). Existe la idea generalizada de que los genes cry
siempre se localizan en plasmidos de alto peso molecular, generalmente con
un tamafo superior a 30 kb y con replicacion tipo theta. Sin embargo algunos
autores los han descrito de bajo peso molecular y también han reportado la
existencia de genes cry insertados en el cromosoma de B. thuringiensis,
(Carlson et al., 1994; Sauka & Benintende, 2008). Schnepf et al., (1998)
menciona que no se ha reportado la presencia de genes cry en plasmidos

pequeios menores de 15 kb.

Las especies y subespecies de B. thuringiensis contienen una gran
variedad de elementos transponibles, que incluyen secuencias de inserciéon y
transposones, esta caracteristica provee un medio importante para la
movilizacion de toxinas y para el ensamblaje de nuevas combinaciones de
genes cry en cepas de B. thuringiensis. Se ha postulado que participarian en la
amplificacion de genes cry en la célula, o de mediadores de la transferencia de

plasmidos (Schnepf et al., 1998).

Se ha determinado la secuencia de diez plasmidos RC menores a 15 kb en
B. thuringiensis; estos han sido considerados como cripticos, debido a que no
se les ha atribuido ninguna funcién para la bacteria, solamente se han
encontrado funciones relacionadas con la replicacion y movilizacion de ADN.
La reducida informacion que existe sobre los plasmidos RC en B. thuringiensis
contrasta con la extensa informacién que existe sobre los genes cry y las

proteinas (Loeza-Lara, 2005).
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2.5.2 GENES CODIFICANTES DE PROTEINAS INSECTICIDAS Cry

Muchos genes cry han sido clonados y secuenciados. Existen 376 genes
cry distintos que se clasificaron sobre la base de su similitud de secuencias en
54 grupos divididos en diferentes clases y subclases. Una lista actualizada de
todos estos genes cry, cuyo numero aumenta dia a dia, se encuentra
disponible con acceso libre en Internet. Muchas cepas de B. thuringiensis
pueden contener multiples genes cry a menudo flanqueados por transposones
0 secuencias de insercidon, motivo por el cual las cepas pueden sintetizar mas
de una proteina cristal. Esta diversidad es debida a la transferencia de

plasmidos entre cepas de B. thuringiensis (Thomas et al., 2001).

Los genes cry poseen una secuencia codificante de alrededor de 1900 pb
(cry2Ab) y unos 3600 pb (crylAa, crylAb, crylAc, etc.) (Crickmore, 1998). Las
proteinas que codifican presentan una identidad aminoacidica que puede
variar desde mas de un 90% hasta menos de un 20%, y el intervalo de masas
moleculares oscila entre 50 y 140 kDa. Las cepas de B. thuringiensis pueden
portar un unico gen cry, como por ejemplo B. thuringiensis serovariedad
Kurstaki HD-73, que posee solamente un gen crylAc; o bien presentar perfiles

génicos muy complejos, con hasta ocho genes cry diferentes.

En general, es posible correlacionar el tipo de gen cry presente en una
determinada cepa o aislamiento con su actividad insecticida. Por lo tanto, la
identificacion del contenido génico cry de una cepa de B. thuringiensis puede

utilizarse para efectuar dicha prediccion (Sauka & Benintende, 2008).
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[ll. OBJETIVOS DE LA TESIS

Los objetivos planteados en el presente trabajo fueron:

OBJETIVO GENERAL
- La caracterizacion molecular de cepas nativas de Bacillus
thuringiensis con propiedades entomocidas contra vectores de
enfermedades que afectan la salud del hombre, como el Dengue,

para ello se han elaborado los siguientes objetivos especificos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Identificar proteinas de Bacillus thuringiensis.

2. Caracterizar mediante identificacion molecular de los genes cry y cyt.

3. Demostrar diferencias en contenido de genes cry y cyt en cepas nativas de
B. thuringiensis.

4. Ensayar preliminarmente la biotoxicidad de B. thuringiensis contra Aedes

aegypti, vector del Dengue.
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IV. MATERIAL Y METODOS

4.1. Material biolégico

4.1.1. Cepas nativas de B. thuringiensis

Se utilizaron 57 cepas nativas de B. thuringiensis provenientes de
muestras de rizésfera de cultivos de importancia econdémica de los
departamentos de Arequipa, Cajamarca, Chiclayo, Lambayeque, Cuzco, Lima
(Huaral), Ica, Junin y Tacna, pertenecientes a la coleccién de cepas del
laboratorio de Microbiologia Ambiental y Biotecnologia de la Facultad de
Ciencias Bioldégicas de la UNMSM y proporcionadas por el Dr. Abad Flores
Paucarima (Tabla 1B) (Tabla 12). Las cepas de Chiclayo y Lambayeque se
perdieron, la Fig. 2 muestra el patrén de proteinas de la cepa de Chiclayo; Las
55 cepas que quedaron fueron usadas para identificar los genes cry y cyty 53
se utilizaron para evaluar las secuencias REP (no se usaron las cepas Jun14 y

Tac1), sélo 36 cepas fueron utilizadas para los bioensayos.

4.1.2. Cepas referenciales de Bacillus thuringiensis

Las 10 cepas estandar de referencia usadas en este estudio (B.
thuringiensis israelensis HD-500, B. thuringiensis aisawai HD-130, B.
thuringiensis Monterrey GM33, B. thuringiensis israelensis WHO-2013-9, B.
thuringiensis kurstaki HD-1, B. thuringiensis kurstaki HD-2, B. thuringiensis
kurstaki HD-73, B. thuringiensis israelensis HD-968, B. thuringiensis kurstaki
HD-263, B. thuringiensis kurstaki 732) fueron preparaciones liofilizadas de la
coleccion de la Northern Regional Laboratory (NRRL) Peoria-lllinois-USA,
proporcionadas por el Ph.D. Alejandro P. Rooney de Microbiological Genomics
and Bioprocessing Research Unit de USDA (United States Department of
Agriculture) al laboratorio de Microbiologia Ambiental y Biotecnologia de la
Facultad de Ciencias Biolégicas de la UNMSM y que aparecen listadas en la
Tabla 1A. La cepa B. thuringiensis kurstaki 732 solo se uso para amplificar las

sequencias REP.
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4.1.3. Larvas de Aedes aegypti

Las larvas del Il estadio de Aedes aegypti fueron obtenidas en el laboratorio a
partir de la eclosidon de huevos procedentes de las ciudades de Trujillo y
Chulucanas, los cuales fueron proporcionados por la Dra. Rosario Balta del

Departamento de Entomologia del Instituto Nacional de Salud.

4.2 Materiales

Los medios de cultivo bacterioldgicos, usados en el presente trabajo fueron
de grado analitico (Merck). Los reactivos de electroforesis en gel (PAGE-SDS)
de grado analitico, fueron obtenidos de la casa Sigma-Aldrich.  Los reactivos
para PCR, fueron grado biologia molecular, de las casas Invitrogen®,
Promega®, Fermentas®, Aplichem®. Los primers u oligonucleétidos generales
fueron sintetizados por Bio Sinthesis. Las sales y otros fueron de grado

analitico.

4.3 METODOS

4.3.1. Reconocimiento de cuerpos paraesporales en B. thuringiensis
nativos

Para confirmar la identidad de B. thuringiensis se identifica la presencia
del cristal paraesporal tipico, para lo cual se utilizé un microscopio de contraste
de fase con 1250X de aumento (Nikon E-400, Tokio, Japdn), del Laboratorio de
Microbiologia Ambiental y Biotecnologia. Las cepas que crecieron en el medio
PEMBA (Polimixina B, Manitol y Yema de huevo) y que presentaban
caracteristicas morfolégicas  similares a B. thuringiensis, se cultivaron
aisladamente en un agar nutritivo hasta su autolisis a una temperatura de
28°C. El cultivo autolisado fue disuelto en agua destilada estéril y se preparé un
frotis delgado sobre una lamina portaobjeto. EI material fijado se cubrié con una
solucién 0,25% de azul de Coomasie R-250 en etanol al 50% y acido acético al
7% por 10 min; se lavo el exceso de colorante con agua y se dejo secar a
temperatura ambiente. Las cepas que contenian cristales paraesporales
visibles cerca a la espora en el esporangio, fueron identificados como Bacillus

thuringiensis (Fig 1A).
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Los cultivos aislados fueron luego tefidos con verde de Malaquita

para visualizar esporas y cristales, de acuerdo al método de Wirtz — Conklin.
(http//www.bio-nica.info/biblioteca/TincionBacterias.pdf).
Se emplearon cultivos en fase estacionaria para dar lugar a que las bacterias
produzcan las esporas. Se prepararon los frotis bacterianos indicados,
tinéndolos con verde de malaquita al 5%, con unas pinzas de madera se
colocé las muestras encima de la llama del mechero de forma que el colorante
humee, sin que hierva, por 5 min. Se anadié mas colorante para evitar que la
muestra se seque; se lavo con abundante agua el exceso del colorante, tifid
con safranina 0.5% por 1 min. (Colorante de contraste que tifie las formas
vegetativas), lavd con abundante agua el exceso de colorante, se seco la
preparacion y observo al microscopio de luz usando aceite de inmersion
(Hamouda et al., 2002) (Fig. 1B).

4.3.2 Aislamiento de DNA de cepas nativas y estandar

4.3.2.1 Extraccion de DNA gendmico de B thuringiensis

El DNA gendmico presente en cada muestra fue aislado a partir de cepas
referenciales y nativas siguiendo el protocolo del Kit comercial de ROCHE
(high pure PCR template preparation kit, (Cat. N° 11796 828001), en el
laboratorio de Recursos Genéticos del Instituto Nacional de Innovacion Agraria
(INIA).

4.3.2.1.1 Cuantificacion del DNA

El DNA asi obtenido fue cuantificado usando el espectrofotometro
NANODROP, preparando diluciones a 100ng/uL, también se analizdé por
electroforesis en geles de agarosa al 1% con buffer TBE X (Tris-borato 89 mM,
EDTA 2 mM; pH 8) a 80V por 30 min. Ademas se estim6é por
espectrofotometria su concentracién y pureza, midiendo la absorbancia a 260 y
280 nm (longitudes de onda con maximos de absorbancia para acidos

nucleicos y proteinas, respectivamente), usando buffer TBE como blanco; la

19



concentracion de DNA fue calculada como pug/mL = DO2onm X 50 x factor de

dilucion.

4.3.2.2 Aislamiento de DNA plasmidico

La extraccion del DNA plasmidico se realiz6é de acuerdo a lo reportado por
O’Sullivan et al., (1993) con modificaciones que se describen a continuacion:

De un cultivo bacteriano en placa de B thuringiensis se tom6 una azada 'y
se inoculé en un matraz con 50 ml de caldo LB y se incubd a 37°C en agitacion
constante por 24 horas (o hasta alcanzar la fase logaritmica del cultivo
bacteriano), seguidamente:

a) 5 mL del cultivo over night se transfirid a tubos de 2mL de capacidad, se
precipitd a 14000 rpm por 1 min, se resuspendi6 el pellet en 150 pyL de buffer
de lisis | (anexo 1) y homogenizé con un agitador Vortex-Genie 2®, se anadio
4mg/mL de lisozima al buffer de lisis e incubd a temperatura ambiente por 10
minutos.
b). Después de la incubacién se agregd 250 pL de la solucion de lisis Il (anexo
2), se mezcld por inversion y se incubd por 10 min a temperatura ambiente. Se
anadio 30 pL de fenol alcalino (anexo 3) y mezclo por agitacion.
c). Se agregd 200 yL de solucion de lisis Il (anexo 4) y mezclé por inversion.
Las muestras fueron incubadas a -20°C por 20 minutos. Seguidamente
centrifugd a 14,000 rpm por 5 min.
d). Se trasfirid el sobrenadante a otro tubo de 1.5 ml. Se afiadié 400 pl de fenol-
cloroformo (anexo 5), mezclo bien y centrifugd a 14000 por 5 min, se colect6 la
fase superior. Se anadio 800 ul de etanol absoluto previamente enfriado a -20°C
y mezclo por inversion.
e). Las muestras fueron llevadas a -70°C por 30 min para que el ADN precipite,
fue centrifugado a 14000 rpm por 10 min y el precipitado fue lavado con 250 ul de
etanol helado al 70%.
f). Se removio el etanol, los tubos se invirtieron para evaporar los restos de etanol
a temperatura ambiente. Finalmente se disolvido el ADN plasmidico en 30 pl de
agua libre de nucleasas y se agregd una solucion de RNAsa, 0.1 mg/mL e incubo
a 37°C por 30 min quedando listos para su uso.

El DNA obtenido se analizé por electroforesis en agarosa al 0.8% en

buffer TBE X a 80 V por 1h y visualizé en un foto documentador Bio Rad.
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Ademas para determinar su concentracion se usé un método cuantitativo con el

fluorometro QUBIT de Invitrogen®.

4.3.3 Obtencion del complejo espora-cristal (polvos liofilizados)

Un primer paso para realizar las pruebas de caracterizacion de proteinas
y bioensayos preliminares de actividad toxicologica, fue la preparacion
adecuada del material. En ambos casos se utilizé polvo liofilizado de la mezcla
espora cristal de las cepas de B. thuringiensis nativas y estandares activados;
estos procedimientos fueron realizados en el Laboratorio de Acidos Nucleicos
del Centro de Investigacion de Bioquimica y Nutricién (CIBN) de la Facultad de
Medicina de la UNMSM.

Para la obtencién de los mismos se siguié el método descrito por
Carmona (2002) con modificaciones, procediéndose de la siguiente manera: de
un cultivo bacteriano se tomé una colonia e inoculé en 50 mL de medio estéril
para esporulacién (caldo SB) en matraces de 250 mL, e incubd a 30°C con
una agitaciéon de 340 rpm por 96 horas o hasta alcanzar la etapa de autdlisis
(determinada por microscopia). Posteriormente, el complejo espora-cristal se
centrifugd a 10,000 rpm por 10 min a 4°C, se resuspendié la muestra en NaCL
1,5 M estéril y centrifugd a 10,000 rpm por 10 min a 4°C. Se realiz6 este lavado
tres veces consecutivas resuspendiendo la muestra cada vez en la solucién de
NaCl, con el objeto de eliminar las posibles exotoxinas excretadas, los
desechos celulares y evitar la posible degradacion de las proteinas del cristal
insecticida. El precipitado obtenido fue conservado a -20°C hasta su liofilizado

para realizar los estudios de analisis de proteinas y bioensayos preliminares.

4.3.4. Andlisis de Proteinas

4.3.4.1 Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS

El analisis de las proteinas que componen el cristal de las cepas nativas
seleccionadas y cepas estandar de B. thuringiensis, se realiz6 en el Centro de
Investigacion de Bioquimica y Nutricion de la Facultad de Medicina de la
UNMSM, mediante electroforesis discontinua en geles desnaturalizantes de

poliacrilamida con tricina dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE), de acuerdo a la
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técnica descrita por Laemli (1970) y Schagger & Von Jagow (1987). Se utilizé
para los geles de concentracion y de resolucidén, acrilamida al 4% y 10%
respectivamente. A partir de muestra liofilizada conteniendo el complejo
espora cristal de las cepas estandar y nativas se prepararon las muestras a ser
cargadas en el gel, a una concentracion de 2ug/ul, las cuales fueron mezcladas
1:1 con buffer muestra (Tris-HCI 25 mM pH 6.8; B-mercaptoetanol 2,89 mM;
SDS 138 M; glicerol 2,17 M) y hervidas por 5 min.

La corrida electroforética se realizé con un buffer Tris-glicina y SDS (Tris-
Base 0,05 M, glicina 0,38 M, SDS 0,1%, pH 8,8) a voltaje constante,
empleando primero 50V x 40 min y luego se duplico el voltaje hasta que el
colorante marcador llegd al extremo de la placa, lo cual se cumpli6é a las 3 hs.
Finalizada la electroforesis el gel fue fijado en una solucion de metanol al 50%
y acido acético al 10% por 30 min y se tid con azul brillante de Coomassie R-
250, 0.025% (en metanol 40%, acido acético al 9%) por 20 min. Luego se
procedié a su decoloracién en una solucion de etanol al 5% y acido acético al

7,5% hasta visualizar las bandas de las proteinas.

4.3.5 Caracterizacion genotipica de genes cry y cyt en cepas de B.

thuringiensis seleccionadas

4.3.5.1 Primer PCR u oligonucleétido cebador

Los siete primers usados en este trabajo para la deteccion de los
genes cryl, cry2, cry4, cry8, cryll, cytl y cyt2, fueron generales (pertenecen a
regiones altamente conservadas). La Tabla 2 muestra la secuencia, el tamafo
esperado de los productos de la PCR y la temperatura de annealing o
hibridizacion; la secuencia de los primers para los genes cryl, cry8 y cryll
fueron tomados de las referencias N°40 y 54, y para los genes cry2, cytl y cyt2

se utilizd la referencia N° 54.
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4.3.5.2 Amplificacién de los genes cry y cyt por el método de la Reaccidn
en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) fue realizada en un
termociclador (Perkins-Elmer model 480) del CIBN, en otra etapa del trabajo
se empled un termociclador MJ Research PT 100 del INIA y la ultima parte del
analisis de los genes se hizo utilizando un Termociclador Nyx Technik modelo
ATC401 del Laboratorio de Quimica Biorganica del CIBN. Se siguieron dos
protocolos para la deteccion de genes cry.

Primero se siguid el protocolo de PCR descrito en Cerén et al., (1995);
Bravo et al., (1998); Carrera et al., (2004) con algunas modificaciones. Las
cepas de B. thuringiensis fueron crecidas por 13 horas en un caldo Luria LB
(triptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, NaCL 10 g/L) para tener un
crecimiento muy bajo en fase vegetativa, (previo a la fase de esporulacion)
donde las colonias presentan una apariencia traslucida. Se tomo6 una azada de
una colonia y transfiri6 a un tubo de 1,5 mL conteniendo 0.1 mL de agua
ultrapura, la mezcla se congeld a -70°C por 20 min y transfirié a agua hirviendo
por 10 min para lisar las células bacterianas. El lisado fue centrifugado por 10

segundos a 14,000 rpm, el sobrenadante se utilizé para el PCR (4pL).

Todas la reacciones de PCR fueron realizadas en un volumen final de 25
ML, la mezcla de reaccion estuvo constituida por los siguientes componentes:
buffer Gold 1X, MgCl, 2.5 mM, dNTPs 0.2 mM, oligonucleotido cebador directo
y oligonucledtido cebador reverso o inverso 0.5 yM y 0.5 U/rxn de Taq Gold; se
usaron 2.0 uL de 50ng/ pL de templado (DNA). Las amplificaciones fueron
realizadas en un Termociclador Perkin-Elmer. Se siguié el siguiente programa:
desnaturalizacion a 95°C por 5 min, seguido de 30 ciclos, de desnaturalizacién
a 95°C por 1 min, hibridacion a 52°C por 1 min y un paso de extension a 72°C
por 1 min, al final se hace un paso extra de extension a 72°C por 7 min. La
temperatura de annealing (anillamiento o hibridizacién) varié dependiendo del
gen a amplificar (Tabla 3).

Los amplificados o productos de la PCR se visualizaron con el método de
electroforesis en gel de poliacrilamida 6% tenidos con tincion de plata o en

geles de agarosa al 2% en solucién amortiguadora TBE 1X
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4.3.5.3 El segundo protocolo estandarizado para la amplificacion de genes
cry y cyt de B. thuringiensis, utilizo DNA plasmidico purificado

Las amplificaciones fueron realizadas en un Termociclador Nyx Technik
modelo ATC401. El programa que se us6 fue: Un paso de desnaturalizacién a
95°C por 5 min seguido de 35 ciclos, de desnaturalizacion a 95°C por 1 min.,
hibridacion a 52°C por 1 min para cryl y extension a 72°C por 1 min., al final se
hace un paso extra de extensién a 72°C por 10 min. Las condiciones para otros
primers generales fueron similares, excepto que la temperatura de hibridacién
fue de 49°C para cry8, 51°C para cry 11, cytl y cyt2, 60°C para cry2 y cry4.
(Tabla 3). Los productos de las reacciones de PCR se visualizaron con el
método de electroforesis en gel de agarosa al 1% en buffer TBE (Tris Borato
EDTA: 45 mM Tris-borato, 1 mM EDTA, pH 8) a 100 V por 40 a 60 minutos y

tefido con bromuro de etidio para visualizar las bandas utilizando luz UV.

4.3.6 Analisis de diversidad genética con secuencias REP

El analisis de la diversidad genética de las cepas nativas de B.
thuringiensis fue realizado en el CIBN, para lo cual se evalu6 secuencias
repetitivas de DNA mediante amplificacion por PCR de elementos
palindrémicos extragénicos repetitivos (REP-PCR), siguiendo el método de
Versalovic et al., (1991), modificado de la siguiente manera: Se utilizé el DNA
gendmico extraido de las 53 muestras nativas y se trabajo con 10 cepas
estandares de B. thuringiensis conservadas a -20°C y una estandar adicional a
las 9 anteriormente utilizadas (B. thuringiensis kurstaki 732). La reaccion de
amplificacion fue realizada con 2,0 pL de buffer 10X, 8,0 pL de dNTPs 2,5
mM, 2 mM MgCl,, 2 uyM primers REP-1 y REP-2, 2U Taq Platinum,
(Invitrogen®), 1uL DNA 100ng/pL, agua Mili Q para completar un volumen de
20 pL de mezcla de reacciéon. La secuencia de los primers REP aparecen en
la Tabla 3.

La PCR fue realizada en un termociclador Applied Byosystems Veriti con
gradiente del CIBN, para lo cual se usé el siguiente programa: 4 min a 94°C,

seguido por 40 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 45°C, 2 min a 72°C y una
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extension final de 10 min a 72°C. Los productos de la PCR fueron separados
por electroforesis en gel de agarosa, agregando 2 pL de buffer de carga con
colorante a 15 L de cada muestra de DNA amplificado; 10 uL fue sembrado

en el gel de agarosa al 1.5%.

4.3.6.1 Analisis de patrones de bandas REP PCR:

Los patrones de bandas REP-PCR obtenidos fueron identificados por sus
velocidades de migracion especificas en el gel. Se construyd matrices binarias
(0/1) para ser comparadas con los patrones; la presencia de una banda fue
indicada por uno (1) y la ausencia como cero (0). Una vez obtenida la matriz
binaria, se construyé una matriz de distancias genéticas empleadas para
construir un dendograma con el algoritmo UPGMA (método de agrupamiento

de pares no ponderados con significancia aritmética) (Backeljau, 1996).

La similitud entre las cepas fue determinada empleando los coeficientes de
Jaccard. El analisis de cluster o agrupamiento fue evaluado en el dendograma
generado por el algoritmo UPGMA vy representado con el dendograma de
similitud de cepas estandar (n=10) y nativas (n=53) de B. thuringiensis,
estimado con los patrones de bandas REP-PCR, utilizando el programa NTSYS
(Peruca, 2008; Backeljau, 1996).

4.3.7 Electroforesis en gel de agarosa

Los productos amplificados de la PCR se sometieron a separacién por el
método de electroforesis en gel de agarosa al 1; 1,5y 2%, preparada en una
solucion amortiguadora de TBE X, conteniendo 0.1% de bromuro de etidio
para visualizar las bandas usando iluminacion UV con un fotodocumentador
(BIORAD®), o un Transiluminador, la electroforesis se realizé a voltaje
constante de 80 a 100 voltios por 1 a 2 horas, utilizando solucién

amortiguadora TBE X como buffer de corrida.
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4.3.8 Secuenciamiento

4.3.8.1 Purificacién de PCR para secuenciamiento

Se utilizo el protocolo de Exo-SAP (Exonuclease | - Shrimp Alkaline
Phosphatase) (PCR Product Pre-Sequencing KIT, UBS Corporation), antes de
proceder a llevar los productos de PCR al secuenciamiento. Las enzimas
hidroliticas, exonucleasa | recombinante y el SAP, digirieron el exceso de
iniciadores y degradaron el excedente de los nucledtidos del PCR
respectivamente. Para ello se utilizé 5 mL del producto amplificado y 1 pL del
SE (0.5 uL DB, 0.25 uL SAP, 0.25 uL de EXO), la reaccion se llevo a cabo en
un termociclador Biorad DNA Engine Dyad, Peltier, incubando 30 min a 37°C,
15min a 80°C y 10°C en infinito.

4.3.8.2 Secuenciamiento del DNA Plasmidico

Los productos de PCR sin impurezas preparados anteriormente fueron
secuenciados usando 1 pL de 2 primers F y 2 yL de purificado. Las muestras
fueron enviadas a un laboratorio particular para su posterior secuenciamiento.
La secuencia de nucledtidos fueron generadas usando un equipo secuenciador

capilar 3730 Applied Biosystems (Foster City, CA).

4.3.8.3 Analisis de Datos

Las secuencias a analizar fueron alineadas y editadas usando el software
Sequencher v. 4.9 (Gene Codes, Ann Arbor, Ml) y el Bio Edit. Finalmente las
secuencias editadas fueron comparadas con el banco de datos genéticos (GEN
BANK) usando el programa de informatica BLASTN, para la determinacion de

la identidad de las secuencias de cada una de las cepas problemas.

4.3.9 Bioensayos de entomotoxicidad

Se realiz6é un bioensayo preliminar para determinar la actividad insecticida
de las cepas de B. thuringiensis utilizando larvas de tercer estadio de Aedes

aegypti procedente de las ciudades de Chulucanas y Truijillo.
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4.3.9.1 Obtencidon de formas larvarias de mosquitos

Los huevos de Aedes aegypti procedentes de las zonas de Chulucanas y
Trujillo fueron proporcionados en tiras secas de papel, éstas se sumergieron en
una fuente aporcelanada con agua declorada y eclosionaron a las 24 horas en
un ambiente controlado a 25°C por un fotoperiodo de 12/12h y 98% de
humedad relativa, luego de tres a cuatro dias se obtuvieron larvas de tercer
estadio para los bioensayos. Los huevos y las larvas fueron alimentados cada
24 horas con una preparacion comercial en polvo, comida para peces de

acuario (segun metodologia estandarizada por la OMS).

4.3.9.2 Establecimiento de colonias de mosquitos

Cuando las larvas de Aedes pasaron al estadio de pupas fueron
trasladadas en vasos colectores hasta los insectarios de la Facultad de
Ciencias Biologicas, para la obtencion de las formas adultas que eran
alimentadas con sangre de Cavia porcellus (cuy) y asi poder obtener
nuevamente huevos y mantener las colonias de huevos que serian recogidos
en hojas de papel de filtro y dejadas secar, para su posterior uso en los

bioensayos.

4.3.9.3 Bioensayo preliminar de entomotoxicidad en laboratorio

Se siguio el método de Armengol et al., (2006), con las modificaciones de
la OMS. Se trabajo con 37 cepas nativas caracterizadas molecularmente como
B. thuringiensis. Los ensayos se hicieron con 25 larvas por cepa a probar. La
actividad toxica de las cepas de B. thuringiensis fue evaluada 24 horas
después de inocular 100, 200 y 1000 uL del cultivo completo de bacterias a 25
larvas de tercer estadio de Aedes aegypti depositadas en recipientes de
plastico con 100ml de agua declorada. B. thuringiensis HD-500 israelensis y
buffer fosfato salino (PBS: 1.44g Na,HPOy4; 0,24g KH,POy4; 8,0g NaCl; 0,2g, KCI
en 1000 ml de agua destilada, pH 7,2) fueron usados como control positivo y
negativo respectivamente. En cada bioensayo se realizaron tres replicas del

grupo larval tratado y del control y ademas se repitieron en dos dias diferentes.
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Las lecturas de la mortalidad se registraron a las 24 48 y 72h. Los rangos
de toxicidad fueron determinados para la cepa que produjo 100% de mortalidad
en el bioensayo preliminar. Se prepararon diluciones seriadas con PBS estéril a
partir del liofilizado en un rango de concentracion de 550 a 1.1 ngmL™, la
actividad téxica fue representada como la CLso, cuyo valor es la cantidad de
células bacterianas necesarias para matar el 50% de las larvas de A. aegypti

en 24 horas a temperatura ambiente.

4.3.9.4 Andlisis de entomotoxicidad

El analisis de la téxicidad de las cepas evaluadas o actividad insecticida se
realizd segun el programa Probit 1.5, programa desarrollado por EMSL-
Cincinnati  (Environmental Monitoring Systems Laboratory-Cincinnati)
coordinado por la Agencia de Proteccion Medio Ambiental de los Estados
Unidos (US-EPA), todo en base al Método Probit o Probit Analysis (Finney,
1971).

La mortalidad se evalud cada 24 h, siendo la duracidn del bioensayo 72h.
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V. RESULTADOS

Del total de muestras de la coleccion de cepas estudiadas, 57 fueron
nativas, aisladas de rizosfera (suelo tierra) de cultivos de interés agronémico
colectadas en 9 departamentos de nuestro pais, las cuales se usaron para
determinar genes cry y cyt con oligonucledtidos universales, las dos cepas de
Chiclayo se perdieron y sélo se hizo los estudios bioquimicos, se usaron 9
cepas estandar como referencia. Para realizar el analisis de REP-PCR, se
usaron 10 referenciales o estandar y 53 muestras nativas, se agrego la cepa
Bacillus thuringiensis kurstaki HD - 732. (Tabla 1% y 1Tabla 1B).

TABLA 1A. Cepas estandar de B. thuringiensis evaluadas para REP-PCR, genes cry y cyt

CEPA Variedad Cddigo Observaciones
ESTANDAR ) )
(n=10) Bt israelensis HD-500
Bt aisawai HD-130
Bt monterrey GM33
Bt israelensis WHO-2013-9
Bt kurstaki HD-1
Bt kurstaki HD-2
Bt kurstaki HD-73
Bt israelensis HD-968
Bt kurstaki HD-263
Bt kurstaki HD-732 se adi_c_ioné
para amplificar REP

Las cepas estandar utilizadas en el presente trabajo fueron proporcionadas por el Ph. D. Daniel R.

Zeigler. The Bacillus Genetic stock Center-Department of Biochemistry, the Ohio State University.
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TABLA 1B. Cepas nativas de B. thuringiensis evaluadas para REP-PCR y genes cry y cyt

CEPAS Variedad Cédigo* Muestra Observaciones
NATIVAS Bt Junl Tierra
(n=55) Bt Jun2 Tierra
Bt Jun3 Tierra
Bt Jun4d Tierra
Bt Jun5 Tierra
Bt Jun6 Tierra
Bt Jun7 Tierra
Bt Jun8 Tierra
Bt Jun9 Tierra
Bt Junl0 Tierra
Bt Junll Tierra
Bt Junl2 Tierra
Bt Junl13 Tierra
Bt Jun 14 Tierra
Bt Hual Tierra
Bt Hua2 Tierra
Bt Hua3 Tierra
Bt Hua4 Tierra
Bt Hua5 Tierra
Bt Hua6 Tierra
Bt Hua7 Tierra
Bt Hua8 Tierra
Bt Hua9 Tierra
Bt Hual0 Tierra
Bt Huall Tierra
Bt Hual2 Tierra
Bt Hual3 Tierra
. No se us6 para

Bt Hual4 Tierra REP
Bt Ical Tierra
Bt Ica2 Tierra
Bt Ica3 Tierra
Bt Icad Tierra
Bt Ica5 Tierra
Bt Ica6 Tierra
Bt Ica7 Tierra
Bt Ica8 Tierra
Bt Ica9 Tierra
Bt Ical0 Tierra
Bt Icall Tierra
Bt Ical2 Tierra
Bt Ical3 Tierra
Bt Icald Tierra
Bt Cuzl Tierra
Bt Cuz2 Tierra
Bt Cuz3 Tierra
Bt Cuz4 Tierra
Bt Cuz5 Tierra
Bt Cuz6 Tierra
Bt Cuz7 Tierra
Bt Cuz8 Tierra
Bt Cuz9 Tierra
Bt Cuz10 Tierra
Bt Cajl Tierra
Bt Arel Tierra

No se usé para

REP

Bt Tacl Tierra

*Segun procedencia
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Para la caracterizacion molecular de cepas de B. thuringiensis, se
considerd seguir el criterio de seleccion que las incluye en el grupo de B.
thuringiensis, para lo cual las observaciones bajo el microscopio de luz con
contraste de fase (1000X), reveld la presencia de esporas y cristales
paraesporales, identificando la presencia y morfologia de la inclusién
cristalina paraesporal tipica; se observaron cepas que presentaban
cristales bipiramidales, romboidales, cuboidales, cuadrados, redondeados y
formas irregulares atipicas. La mayoria de las cepas de B. thuringiensis
presentaron cristales cuboidales y bipiramidales, tal como se aprecia en
las Figuras 1Ay 1B.

FIGURA 1A. Microfotografia por contraste de fase,
esporas y cristales romboidales, cuboidales de
B. thuringiensis. Tincién con azul brillante de
Coomasie de cepa nativa, Ica 3. Aumento 100X

FIGURA 1B. Microfotografia por contraste de fase de
cristales bipiramidales de la cepa Cuz8 de B. thuringiensis.
Tincion con verde de Malaquita. (100 X).
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Proteinas Cry

Para apoyar la caracterizacion bioquimica de las cepas aisladas de B.
thuringiensis es necesario analizar diversos parametros que permitan realizar la
descripcion adecuada de las cepas. Uno de estos parametros es el patrén
proteico, por ello fueron caracterizadas bioquimicamente mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida SDS-PAGE, la que permite separar las

proteinas Cry de acuerdo a su peso molecular.

El analisis mediante SDS-PAGE de las d-endotoxinas revelé que las
cepas estudiadas presentaron un perfil de proteinas Cry semejante al de cepas
referenciales usadas como estandar. Los resultados mostraron que las cepas
nativas estudiadas contienen mezclas de 6-endotoxinas, la mayoria presentan
gran variabilidad en pesos moleculares que oscilan entre 36 y menor a 116
kDa. Las cepas de Cajamarca, Arequipa y Chiclayo examinadas presentaron
una banda de proteina de 97 kDa y otra de aproximadamente 70 kDa, las que
coinciden con cepas estandar como control positivo. Unas pocas cepas
presentaron bandas de 130 kDa, como la que se observa en el carril 3
procedente de Chiclayo, la que corresponderia a las toxinas Cry1; la cepa de
Arequipa presentd una banda de proteina con masa molecular cercana a 70
kDa correspondiente a las proteinas Cry2, lo cual coincide con los genes
identificados por PCR; la cepa de Cajamarca presenta un patrén de banda de
mayor variedad de pesos moleculares y en el PCR la muestra amplifico con
mas de un gen, aproximadamente con 5, pero en el alineamiento se observo
que esta cepa Caj1 coincide con secuencias de referencia de los genes cry 2y
cyt 2Ba. Una cepa estandar que en la figura 2 aparece en el carril 8, presenta
una banda de 130 kDa, otra de aproximadamente 70 kDa y una de 27 kDa, lo
cual coincide con la banda tipica de la cepa HD1 y que presenta actividad
insecticida contra especies del 6rden Lepidoptera y pertenece al grupo de

proteinas Cry 1 (Figura 2).
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En las muestras nativas también se observan bandas menores a 36 kDa,
las que podrian tratarse de las 3-endotoxinas tipo Cyt que son pequefas con
25 a 28 kDa, segun la Tabla 14 algunas cepas nativas alinean con secuencias
de referencia del gen cyt 2Ba y en la Fig 2 se observan bandas por debajo de

36 kDa, como es el caso de la cepa Caj1.

FIGURA 2.SDS-PAGE. de B. thuringiensis con azul de
Coomassie. 1 Cajamarca, 2 Arequipa, 3 Chiclayo, 4 Control (+),
del 5 al 7 cepas mexicanas. Carril 8: HD-1 (bandas de 130, 70
y 27 kDa). 9: cepa mexicana . M: Marcador de peso molecular.

5.2 Analisis de diversidad de genes cry y cyt con REP-PCR

Se evalué un total de 63 cepas, 10 estandares y 53 nativas, de B.
thuringiensis. Los amplificados obtenidos de las secuencias REP contiguas
generaron patrones electroforéticos distintivos entre las diversas cepas
evaluadas, describiendo un patrén polimérfico; la mayoria de patrones presenté
un promedio de 13 a 15 bandas (Figura 3), como se observa en el gel de
agarosa, tal como ha sido comunicado en (Versalovic, 1991; Lima, 2002;
Reyes-Ramirez, 2005; Sauka, 2010).

La figura 3 muestra una de las corridas electroforéticas obtenidas para

estudiar la diversidad de los genes cry y cyt.
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FIGURA 3. Analisis de diversidad de B. thuringiensis segin REP-PCR. Agarosa 1.5% de
amplificados REP. Los numeros corresponden a: 1.Lader; 2.HD-1; 3. Hua 14; 4.Jun10; 5.Hual0;
6.ca8; 7.HD-2; 8.Ica9; 9.Ical0; 10.Cuz8; 11.Huall; 12.Junll; 13.Icall; 14.HD-73; 15. HD-968.

Estos resultados fueron corroborados cuando se analizé la matriz
binaria y se generé el dendograma de similitud (Fig. 4) (UPGMA).
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FIGURA 4. Andlisis de cluster representado con el dendograma de similitud de cepas estandar
(n=10) y nativas (n=53) de B. thuringiensis, estimado con los patrones de bandas REP-PCR. Se
utilizo6 el coeficiente de similitud de Jaccard y el método UPGMA (unweighted-pair group method
with arithmetic means).
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El analisis de cluster representado con su dendograma de similitud de
cepas nativas y estandares de B. thuringiensis basado en los patrones
electroforéticos REP, y evaluado con el coeficiente de Jaccard y el método

UPGMA nos muestra, en general, tres grandes agrupamientos o cluster (Tabla 2)

TABLA 2. Agrupamientos derivados del dendograma de similitud de

cepas nativas y estandar evaluadas

GETUPO

SUBGRUFPO

Cepas nativas

Cepas estandar

Jm 67812
Hua 6

Ica7

HD-500
EtWHO

51
Sub Grupo 2.1

Jon 3
Hupa 8,1.13.7
Ica g
Cuz 10,7

52
Sub Grupe 2.2

Hua 3,14
Ica 149
Cuz 10.7

83
Sub Grupo 2.3

Cuz 49
Icall2
Hua 2
Juon 5

51
Sub Grupo 3.1

Jun 13.9.1,11.4

Hra 941211

Ieall1 4385
Cuz 6.5

Sub Grupe 3.2

Cuz 3.2
Jun 10,12
Ica 10,132

Cal

Hua 5,10

Arel

GM 33
HD-968

El primer grupo incluydé las cepas nativas de Junin (Jun6, Jun7, Jun§,

Jun12), Huaral e Ica y las cepas estandar HD-500 y Bti-WHO.
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El segundo grupo fue el mas grande y con mayor numero de subgrupos,
incluy6 las cepas nativas de Junin, Huaral, Ica y Cusco y las cepas estandar,
formando tres subgrupos: el subgrupo 1: HD-130/HD-263/HD-732; subgrupo 2:
HD-73/HD-1 y el subgrupo 3: HD-2.

El tercer grupo incluyé a las cepas nativas de Junin, Huaral, Ica, Cusco,
Arequipa y Cajamarca, y las cepas estandar HD-968 y GM33, existiendo la
particularidad de que el subgrupo mas grande (3.1) solo esta conformado por
cepas nativas, las cepas Are1 y Hua5 fueron las mas disimiles entre ellas; las
cepas Jun1 y Jun9 fueron muy similares al igual que Ica11, Cuz6 y Hua4, y
Cuz3 y Jun10. La cepa Hua10 (Huaral) es la que mas se alejo en similitud de
las cepas B. thuringiensis estudiadas, al igual que Ica2, conformando una sola

rama aislada de los tres grandes agrupamientos.

Destacaron dos cepas caracterizadas como potencialmente toxicas contra
Aedes aegypti (Ica10 y Caj1). Formaron un subgrupo o cluster con las cepas
estandar téxicas HD-968 y GM 33, que contienen el gen cry2, y las nativas

presentaron los genes cry2 y cry4.

En general, utilizando el analisis REP-PCR, se observa una gran diversidad
de las cepas nativas de B. thuringiensis procedentes de diferentes lugares de
Junin, Huaral, Ica, Cusco, Arequipa y Cajamarca, con cierta tendencia a formar
subgrupos segun procedencia geografica y en relacion de similitud con las

cepas B. thuringiensis estandares.

5.3 Determinacion de genes cry y genes cyt

Las 55 cepas nativas de B. thuringiensis estudiadas fueron caracterizadas
en términos de la presencia de genes cry y genes cyt. Al respecto el contenido
de genes cry y cyt en el total de cepas nativas peruanas analizadas de B.
thuringiensis se determind mediante la técnica de PCR, utilizando primers u
oligonucledtidos generales para los genes cryl, cry2, cry4, cry8, cryll, cytl y
cyt2. Los primers empleados para estos genes y los tamafios de los

amplificados y sus temperaturas de hibridizacion se muestran en la Tabla 3
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TABLA 3. PRIMERS PARA EVALUAR DIVERSIDAD REP-PCR E
IDENTIFICAR GENES cry y cyt EN CEPAS DE B. thuringiensis

SECUENCIA DE LOS PRIMERS T° ANNEALING
GEN (OLIGONUCLEOTIDOS) amplificado (pb) (°C)
Primers REP
REP1R-I 5 111ICglCgICATClggC¥3 Varios 45
REP2 | 5' ICgICTTATCIggCCTAC 3’
Primers cry
cryl GRAL 5' CTGGATTTACAGGTGGGGATAT 3' 543-558 52
5' TGAGTCGCTTCGCATATTTGACT 3'
cry2 GRAL 5 GAGTTTAATCGACAAGTAGATAATTT 3' 700 60
5' GGAAAAGAGAATATAAAAATGGCCAG 3'
cry4 GRAL 5' GCATATGATGTAGCGAAACAAGCC 3' 700 60
5' GCGTGACATACCCATTTCCAGGTCC 3'
cry8 GRAL 5' ATGAGTCCAAATAATCTAAATG 3' 370 49
5 TTTGATTAATGAGTTCTTCCACTCG 3'
cryll GRAL 5' TTAGAAGATACGCCAGATCAAGC 3' 300 51
5' CATTTGTACTTGAAGTTGTAATCCC 3'
Primers cyt
cytl GRAL 5' CCTCAATCAACAGCAAGGGTTATT 3' 525 51
5' TGCAAACAGGACATTGTATGTGTAATT 3'
cyt2 GRAL 5' ATTACAAATTGCAAATGGTATTCC 3' 525 51

5' TTTCAACATCCACAGTAATTTCAAATGC
3
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El DNA geonomico y plasmidico extraido de cada cepa de B.
thuringiensis se utilizé como molde en la reaccion de PCR y fueron
amplificados fragmentos usando primers universales para cada grupo de
genes. Con el DNA gendmico se observé la amplificacion de pocos genes, dos
cepas nativas aisladas amplificaron con gen cryl y tres cepas amplificaron con

cryll, dos de las cuales eran cepas estandares.

El analisis de genes cry y cyt de las 55 cepas nativas estudiadas mediante
PCR, empleando 5 secuencias de genes cry (cryl, cry2, cry4, cry8, cryll) y
dos de genes cyt (cytl, cyt2) revelaron que 52 (94%) fueron positivas en
presencia de los genes cry y cyt. Del total de cepas, 12 contienen solo un
tipo de los genes estudiados, 3 cepas no amplifican y 40 cepas contienen mas
de 1 tipo de gen cry o cyt, 16 cepas aisladas contienen dos genes diferentes,
14 cepas contienen 3 genes diferentes, 7 cepas contienen 4 genes diferentes,
dos contienen 5 genes diferentes y 1 cepa contiene 6 fragmentos génicos
diferentes. En la Tabla 4 se muestra el contenido de los genes examinados en
las cepas estandar, donde se observa que en ellas también se encuentran
entre 3 a 5 genes diferentes. Se observaron genes cytl en todas las cepas

estandar y los genes cyt2 sélo en las cepas HD-500, HD-130 y HD-968.

TABLA 4. GENES cry y cyt EN CEPAS DE B. thuringiensis ESTANDAR

Genes identificados por tamafio de amplificado % todos

- B. Bio genes/
Caédigo thuringiensis ensayo cryl cry2 cry4d cry8 cryll cytl cyt2 cepa
HD-500 israelensis + + + + + + 05 71.4
HD-130 aisawai + + + + + + 05 71.4
GM33 monterrey - + + + + + 05 71.4
%T:gg israelensis + + + 03 42.8
HD-1 kurstaki + + + 04 57.1
HD-2 kurstaki + + + + 05 71.4
HD-73 kurstaki + + + 03 42.8
HD-968 israelensis + + + + + + 05 71.4
HD-263 kurstaki + + + 03 42.8

03 01

o
©

03 04 03

o
©
o
©

%

¢/ gen 44.4 100 100 333 111 100 333
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Las Tablas 5 al 11 contienen los datos numéricos y porcentuales de los
genes cry y cyt contenidos en las cepas estudiadas segun su procedencia, la
Tabla 12 contiene un resumen del total del contenido de genes en todas las

cepas de los departamentos estudiados.

TABLA 5. GENES cry y cyt EN CEPAS DE B. thuringiensis DE JUNIN

Genes identificados por tamafio de %

producto PCR ?f;‘;j

Cédigo Bio cryl cry2 cry4 cry8 cryll cytl cyt2

enssyo

Jun 1 - + 14.3
Jun 2 + 14.3
Jun 3 - + + + + + + 85.7
Jun 4 - + + + + 57.2
Jun 5 + + + 42.5
Jun 6 - + + + + 57.2
Jun 7 - + + + 42.5
Jun 8 + + + 42.5
Jun 9 - + + 28.6
Jun 10 + 14.3
Jun 11 + + + 425
Jun 12 + + + 42.5
Jun 13 - + + 28.6
Jun 14 - + 14.3

07 14 09 00 01 04 02

c/ogjen 50 100 64 00 7 28 14
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TABLA 6. GENES cry y cyt EN CEPAS DE B. thuringiensis DE LIMA (HUARAL)

Genes identificados por tamafio de

producto PCR % genes

_ Bio c/ cepa

Procedencia ensayo cryl cry2 cryd cry8 cryll cytl cyt2
Hua 1 + 14.3
Hua 2 - + + + + 57.2
Hua 3 - + + + + 57.2
Hua 4 - + 14.3
Hua 5 + + 28.6
Hua 6 - + + + + 57.2
Hua 7 + + + 42.5
Hua 8 + + + 42.5
Hua9 - 00.0
Hua 10 - + 14.3
Hua 11 + 14.3
Hua 12 - + + 28.6
Hua 13 + + + 42.5
Hua 14 + + 28.6

06 12 03 01 00 05 04

% c/ gen
todas 428 85.7 214 07 00 35.7 286
cepas
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TABLA 7. GENES cry y cyt EN CEPAS DE B. thuringiensis DE ICA

Genes identificados por tamafio de

producto PCR O/ZJ;?]‘;‘;S

Procedencia enE:z;)yo cryl cry2 cry4 cry8 cryll cytl cyt2 c/ cepa
lcal - + + 28.6
Ica 2 - + + + + + 71.4
Ilca3 - + 14.3
Ica 4 - + + 28.6
Ica5 - + 14.3
Ica6 + + 28.6
lca 7 - + 14.3
lca 8 + + + 425
Ica 9 - + + + 42.5
Ica 10 + + + 28.6
Icall 0.00
Ica 12 0.00
Ica 13 + + + + 57.2
Ical4 - + 14.3

05 11 04 01 02 03 01
%c/igen 357 78.6 28.6 07 143 214 07.1
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TABLA 8. GENES cry y cyt EN CEPAS DE B. thuringiensis DEL CUZCO

Genes identificados por tamafio de producto

% todos

PCR genes
Procedencia cry4 cry8 cryll cytl cyt2 ¢/ cepa
Cuz1l + + + + 57.2
Cuz2 + 28.6
Cuz3 + + 28.6
Cuz4 + + 42.5
Cuzb + + 42.5
Cuz6 + 28.6
Cuz?7 + + 28.6
Cuz8 + + 42.5
Cuz9 + + 28.6
Cuz 10 + + + 42.5
10 06 00 00 02 03
60 00 00 20 30
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TABLA 9. GENES cry y cyt EN CEPAS DE B. thuringiensis DE CAJAMARCA

Genes identificados por tamafio de
producto PCR

Bio
Procedencia cryl cry2 cry4 cry8 cryll cytl cyt2
ensayo y y y y y y y
Caj 1 + + + + + +

01 01 01 01 00 00 01

TABLA 10. GENES cry y cyt EN CEPAS DE B. thuringiensis DE AREQUIPA

Genes identificados por tamafio de producto PCR

Bio

Procedencia  ensayo cryl cry2 cry4d cry8 cryll cytl cyt2

Areq 1 + +
00 01 00 00 01 00 00

TABLA 11. GENES cry y cyt EN CEPAS DE B. thuringiensis DE TACNA

Genes identificados por tamario de producto PCR

Bio
) cryl cry2 cry4d cry8 cryll cytl cyt2
Procedencia ensayo

Tac 1 - + +

01 00 00 00 01 00 00
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TABLA 12. RESUMEN DE GENES cry y cyt EN CEPAS DE B. thuringiensis DE
DIFERENTES DEPARTAMENTOS DEL PERU

Presencia (n° de cepas que lo presentan) de genes
identificados por tamafio de producto PCR

Dpto.
pto ) n° cepas cryl cry2 cry4 cry8 cryll cytl cyt2
Procedencia
JUNIN 14 07 14 09 00 01 04 00
LIMA - Huaral 14 06 12 03 01 00 05 04
ICA 14 05 11 04 01 02 03 01
cuzco 10 05 10 06 00 00 02 03
CAJAMARCA 1 01 01 01 01 00 00 01
Tacna 1 01 00 00 00 01 00 00
Arequipa 1 00 02 00 00 01 00 00
TOTAL 55 25 50 23 03 05 14 09
% 100 45 91 42 5 10 25 16

45



Se observd que ciertas cepas de B. thuringiensis nativas, ademas de
presentar el amplificado esperado, amplifican otros fragmentos de tamaros

diferentes; lo que también pudo observarse en las cepas estandar.

El 91% de las cepas de B. thuringiensis que fueron analizadas tenian al
gen cry2 como el mas abundante (Fig. 5b y 5e), en segundo lugar encontramos
el gen cryl (45.5%) Fig. 5a y en tercer lugar el gen cry4 (41.8%) Fig. 5d. Los
grupos que se presentan en menor cantidad en estas cepas analizadas son los

genes cry8 y cryll y el gen cyt2 en segundo lugar.

M b .1 et e o i e '
.L“ . .

Figura 5a. Gel de agarosa 1% de los amplificados con primer universal cryl, para algunas cepas
de B. thuringiensis. N° 1. HD-500; 2. Cajl; 3. HD-130; 4. Jun7; 5. Cuz5; 6. GM33; 7. Ica6; 8. Mexico;
9. HD-2; 10. Ical0; 11. Cuz8; 12. HD-968; 13. Estandar.

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 M

—re = - [S—

[ ] — - B -__-_--

Figura 5b. Gel de agarosa 1% de los amplificados PCR con primer universal cry2. Los nimeros
corresponden a las cepas de B. thuringiensis analizadas. 1. Ica6; 2. Ica7; 3. Mex; 4. Cuz6; 5. Cuz7,
6. Jun8; 7. Jun9; 8. HD-1; 9. Hua; 10. Junl10; 11. HualO; 12. Ica8; 13. Ica9; 14. Icall; 15. Cuzs;
16.Hua 11; 17. Junl11; 18. Icall; 19. HD-73; 20. Hua6; 21. Ical2; 22. Jun; M. Marcador Lambda.
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Nuestros resultados también sefalan la presencia de genes cytl y cyt2 en
cepas procedentes de Lima-Huaral, Ica y Cuzco, cytl en cepas de Junin y cyt2
en cepas de Cajamarca, no encontrandose ninguno de los dos genes en las

cepas analizadas de las ciudades de Tacna y Arequipa.

Figura 5c. Electroforesis en gel de agarosa (1%) de los productos de PCR obtenidos con
primer universal cytl, para las cepas de B. thuringiensis utilizadas. Los nimeros
corresponden alas cepas, 1. Hua2; 2. Hua3; 3. Hua4,; 4. Huab; 5. Ical; 6. Cuzl; 7. HD-500; 8.
Jun3; 9, Arel; 10. Hua6; 11. Ica2; 12. Cuz2; 13. Jun4; 14. Junb.

Fig. 5d. Gel de agarosa 1% con primer general cry4 de los amplificados de B. thuringiensis. Los
nuameros listados corresponden a las cepas 1. Junl; 2. Jun2; 3. Hual; 4. Hua2; 5. Hua3; 6. Hua4; 8.
Ical; 9. Cuzl; 11. Jun3; 12. Arel; 13. Hua6; 14. Ica2; 15. Cuz2; 16. Jun4; 17. Jun5; 18. Ica3; 19.
Tacna; 20. Hua7; 21. J1; 22. Ica4; 24. Cuz3; 25. Hua8; 26. Jun6; 28. Jun7; 29. Cuz4; Marcador:
Lambda.
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Figura 5e. Gel de agarosa de amplificado PCR obtenidos con primer general cry2 para las

cepas utilizadas como control positivo. Los nimeros corresponden a los estandares: 10.
HD-500; 27. HD130; 41. WHO2013-9; 42. HD-1; 47. HD-2; 54. HD73; 55. HD-968; 62. HD-263.

Las siguientes son cepas nativas: 23. Cajl; 7. Hua5; 14. Ica2; 36. 10B; Marcador.
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5.4 Secuenciamiento de genes cry y cyt

Para confirmar los amplificados se mandaron a secuenciar las muestras
usando un programa SEQUENCHER, el cual permite limpiar, editar, alinear las
secuencias obtenidas luego las secuencias fueron comparadas con los
programas de bioinformatica BLAST para confirmar la identidad de cada una de
ellas. Previamente al secuenciamiento se realizé una reaccion enzimatica para

eliminar el exceso de primers y dNTPs con SAP y EXO.

Los resultados del alineamiento de secuencias, realizados en los
laboratorios del Stephenson Research Center de la Universidad de Oklahoma,
Norman, USA, demostraron que las muestras no estan completamente limpias,
y que de un total de 67 muestras secuenciadas, 62 han sido confirmadas para
los genes que amplifican. Asi tenemos que respecto al gen cry 2, todas las
muestras coinciden, presentando la cepa Cuz5 homologia de secuencia con
cry 2Ab lo que equivaldria a un 99% de identidad (Tabla 13).

El analisis BLAST de las secuencias de las muestras analizadas para cry 4
coinciden en homologia de secuencia al igual que las analizadas en su
secuencia para cyt 1 y cyt 2, mostrando que hay algunas cepas cuya secuencia
se corresponderia con cyt 2Ba. Hubo cepas que presentan multiples
fragmentos y no alinean, no pudiendo determinar su identidad. En la Figura N°
6a se presenta el electroferograma obtenido de la cepa Ica10 que dio actividad
toxica contra Aedes aegypti y que tiene identidad confirmada con el gen cry 2,
que precisamente es activa para dipteros y lepidopteros. Esta cepa contiene
ademas el gen cry 4 con actividad para diptero; en la Figura 6b se presenta el
electroferograma de una cepa estandar que dio positivo en el bioensayo. La
Fig.7 presenta el alineamiento de secuencias del gen cry4 en las muestras

evaluadas.
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FIGURA 6 a. Secuenciamiento de genes cry y cyt. Electroferograma de las
secuencias parciales del gen cry2 de Ical0, (+) para bioensayo.

FIGURA 6 b. Electroferograma de las secuencias del gen cyt2 de la cepa estandar

HD-500, (+) para bioensayo.
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Cry4 GM23 F_ RACTCORAATCCAGACCTACAACARATAGATGGTCTITCTCTATTGET TCTATCTART TGGAGTGCTEECETATCTCARLATGT COATCT CORACATARTCATCECTATCTCTTACGTET TATTECCARLAL
Cryd HD-130_ RACTGLARATGCAGACGTACALCARATAGATGETGTITCTGTATTGET TCTATCTART TRGAGT GO TEECETATCTCARARTGT COATCT COARCATARTCATCEETATCTCTTACGTET TATTECCARRRL
Cry4 BTy_F_0RACTGGRAATGOAGACGTACAACARATAGATGGTGTITCTGTATTGGT TCTATCTART TGGAGTGCTGECETATCTCARAATGT COATCT CORACATARTCATGEGTATGTCTTACGTGT TATTGCCARRRL
Cry4 Co63 F_ AACTGGAAATGCAGACGTACAACARATAGATGETGTITCTGTATIGET TCTATCTART TERARTECTGECETATCT CARARTBTECATCTCCAACATARTCATGEGTATGTCTTACET BT TATTBECARARL
Cry4 HD-568_ RACTGORAATGOAGACGTACALCARATAGATGETGTITCTGTATTGGT TCTATC TART TGGAGT GO TORCETATCTCARARTGT COATCT CORRCATARTCATGAGTATGTCTTACGTET TATTECCARLRL
Cry4 HD-z63 RACTOCAAATCOACACCTACAACARATAGATGGTCTITCTCTATTCET TOTATCTALT TEGAGTGCTEECETATOTCARLATGT COATCT CORACATARTCATCECTATCTCTTACGTET TATTECCARLAL
Cry4 HD-73%_FRACTGOAAATGCAGACGTACALCARATAGATGETGTITCTGTATTGET TCTATCTART TRGART GO TEECETATCTCARAATGT COATCT COARCATARTCATCEETATCTCTTACGTET TATTECCARRRL
Cryd_7?nC_F_0RACTGGRAATGOAGACGTACALCARATAGATGGTGTITCTGTATTGGT TCTATCTART TGGAGTGCTGECGTATOTCARARTGT COATCT CORACATARTCATGEGTATGTCTTACGTGT TATTGCCARRRL
Cry4 SPE_F_0 AACTGGAAATGCAGACGTACAACARATAGATGETGTITCTGTAT IGET TCTATCTART TEEARTBCTGECETATCT CARARTBTECATCTCCAACATARTCATGEGTATGTCTTACET BT TATTBECARARA
Cry4_12B_F_0RhCTGORL AT GoACACGTACALCARATAGATGGETCTITCTGTATTGGT TCTATC TART TGGAGT GO TERCETATCTCARRATGT COATCT CORRCATARTCATGAGTATGCTCTTACGTET TATTECCARRRL
Cryd L3AHL FRACTCCAAATCOACACCTACAACARATAGATGGTCTITCTCTATTCET TOTATCTALT TEGAGTGCTEECETATOTCARLATGT COATCT CORACATARTCATCECTATCTCTTACGTET TATTECCARLRL
Cry4_LlpE_F_ RACTGGAAATGCAGACGTACALCARATAGATGETGTITCTGTATIGET TETATCTART TRGAGT GO TEECETATCTCARAATGT COATCT COARCATARTCATCEETATCTCTTACGTET TATTECCARRRL
Cry4_1EA_F_0RACTCCRAATCCAGACCTACALCARATAGATGGTCTITCTGTATTCET TCTATCTART TEGAGTGCTEECETATCTCARLATGT COATCT CORACATARTCATCECTATCTCTTACGTET TATTECCARLAL
Cry4 zORH F_ AACTGRALATGCAGACGTACALCARATAGATGETGTITCTGTAT TGET TCTATCTART TEEAGTECTEECETATCTCARLATETOCATCTOCALCATARTCATGRGTATGTCTTACGTETTATTEOCARLRL
Cry4_L5B_F_0RACTGoRLATGoACACGTACALCARATAGATGETGTITCTGTATTGGT TCTATC TART TGGAGT GO TORCETATCTCARRATGT COATCT CORRCATARTCATGAGTATGTCTTACGTET TATTECCARRRL
Cry4 L5F_F_0RACTGOAAATGOAGACGTACALCARATAGATGGTGTITCTGTATTGET TOTATCTALT TGGAGTGCTEECETATOTCARLATGT COATCT COAACATARTCATGEGTATGTCTTACGTGT TATTECCARLRL
Cry4_ScBb_F_ RACTGLARATGCAGACGTACALCARATAGATGETGTITCTGTATIGET TCTATC TART TRGAGT GCTEECETATCTCARARTGT COATCT COARCATARTCATCEETATGCTCTTACGTET TATTECCARRRL
Cry4 HD-£00_ RACTCCRAATCCAGACCTACALCARATAGATGGTCTITCTCTATTGET TCTATCTART TGGAGTGCTEECETATCTCARLATGT COATCT CORACATARTCATCECTATCTCTTACGTET TATTECCARLAL
Cry4 zlhP F_ AACTGRALATGCAGACGTACALCARATAGATGETGTITCTGTAT TGET TCTATCTART TEEAGTECTEECETATCTCARLATETOCATCTOCALCATARTCATGRGTATGTCTTACETETTATTROCARLRL
Cryd WHO-Zz0L BACTGGAAATGOAGACGTACALCARATAGATGGTGTITCTGTATTGGT TCTATCTART TGGAGTGCTGECETATOTCARARTGT COATCT CORACATARTCATGEGTATGTCTTACGTGT TATTGCCARRRL
SoBb_Cry4 F_ | ACTGGAAATGCAGACGTACAACARATAGATGETGTTTCTGTATIGET TCTATCTART TERARTBCTGECETATCT CARARTETECATCTOCAACATARTCATGEGTATGTCTTACET BT TATTBECARARA

FIGURA 7. Alineamiento de secuencias del gen cry4 (secuencia de consenso). Imagen
parcial del alineamiento realizado de las secuencias del gen cry 4 en las muestras evaluadas
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TABLA 13. ANALISIS Y CARACTERISTICAS DEL ALINEAMIENTO DE
SECUENCIAS DE LOS GENES cry Y cyt.

GEN

Cepas Bt evaluadas

Caracteristicas del alineamiento

cry

cryl GRAL

Cry2 GRAL

cry4 GRAL

Cry8 GRAL

cryll GRAL

cyt

cytl GRAL

cyt2 GRAL

Cuz8, Jun7, HD-130, HD-2.

Jun2, Jun4, Junb, Jun6, Jun7, Jun8, Jun9,
Jun11, Hua1, Hua6, Hua7 Hua12, Hua13, Ica1,
Ica2, Ica5, Ica10, Ica12, Cuz1, Cuz4, Cuz5,
Cuz8, Cuz10, Caj1, HD-500, HD-130, HD-73,
HD-968, GM33, Mex.

Cuz1, Cuz4, Cuz5, Cuz8, Cuz10, Hua6, Hua?,
Hua8, Ica2, Ica9, Ica10, Ica12, Jun4, Jun7,
Jun11, Caj1.

B9, HD-2, HD-968

Jun3, Are1, Ica13, HD-500.

Cuz1, Jun3, Jun4, Hua6, Hua12, Ica12, HD-500,

HD-130, HD-968.

Cuz1, Cuz9, Cuz10, Jun3, Jun11, Hua6, Hua12,

Caj1.

No alinean con secuencia referencia*, hay

multiples fragmentos.

Todas las muestras coinciden con secuencia
referencia del gen cry2*. La cepa Cuz5 dio un
95% de identidad con la variedad cry 2Ab. La

cepa Mex tiene solo cry2.

Todas las muestras coinciden con secuencia
de referencia del gen cry4*. La cepa de Caj1

no alinea, presenta multiples fragmentos.

No alinean con secuencia de referencia del
gen cry8*, hay multiples fragmentos. HD-2

amplifica cry2.

Jun3 y HD-500 concuerdan con secuencia de
referencia del gen cry4D*. Las cepas Are1 e

Ica13 coinciden con un fragmento de E. coli.

Las muestras coinciden con secuencia de
referencia del gen cytl*. HD-73 no alinea,

presenta multiples fragmentos.

Coinciden con secuencia de referencia del
gen cyt 2Ba*, excepto Jun11 que no alinea
con el gen ni con ningun otro gen conocido.
La cepa Cuz9 no alinea, presenta multiples

fragmentos.

* Se refiere a las secuencias existentes en el GenBank.
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5.5 Bioensayos de entomotoxicidad de B. thuringiensis sobre Aedes

aegyptii

En los bioensayos se encontré que el 6.25% de las cepas probadas (Tabla
N° 14) tuvieron actividad entomopatdégena contra larvas de tercer estadio de
Aedes aegypti. Los resultados obtenidos nos muestran que pocas cepas
presentaron toxicidad. En los ensayos encontramos que solo tres cepas, una
estandar B. thuringiensis israelensis HD-500, y dos cepas nativas Caj1 e Ica 10

fueron téxicas para las larvas de tercer estadio de Aedes aegypti.

Con la cepa estandar B. thuringiensis israelensis HD-500, enfrentadas a
larvas de A. aegypti procedente de las ciudades de Trujillo y Chulucanas, se
consiguié 100% de mortalidad a las 24 horas y con las dos cepas nativas Caj1
e Ica 10 se obtuvo 92% y 84% de mortandad respectivamente, a las 72 horas

de inoculada a larvas de A. aegypti de la ciudad de Truijillo.

La actividad insecticida fue determinada para la cepa estandar HD-500 y
para la cepa nativa Caj1, aplicando un programa de analisis Probit 1.5 (Anexo
2) y se determiné una CL50 de 67 ngmL™" y una CL50 de 83 ngmLI” para las
cepas HD-500 y Caj1 respectivamente contra larvas de Aedes aegypti de

Chulucanas en el primer caso y de Truijillo en el segundo (Tabla 15y 16).
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TABLA N° 14. BIOENSAYOS CON CEPAS DE B. thuringiensis EVALUADAS

CEPA Cdédigo Procedencia Resultados
ESTANDAR Bt israelen HD-500 +
Bt aisawaia HD-130 +
Bt monterr GM33 -
Bt israelen WHO-2013-9
Bt kurstaki HD-1
Bt kurstaki HD-2
Bt kurstaki HD-73
Bt israelen HD-968 +
Bt kurstaki HD-263
NATIVAS Bt Juninl Junin -
Bt Junin2 Junin
Bt Junin3 Junin -
Bt Junin4 Junin -
Bt Junin5 Junin
Bt Junin6é Junin -
Bt Junin? Junin -
Bt Junin8 Junin
Bt Junin9 Junin -
Bt Juninl0 Junin
Bt Juninll Junin
Bt Juninl2 Junin
Bt Juninl3 Junin -
Bt Juninl4 Junin -
Bt Huarall Huaral
Bt Huaral2 Huaral -
Bt Huaral3 Huaral -
Bt Huaral4 Huaral -
Bt Huaral5 Huaral
Bt Huaral6 Huaral -
Bt Huaral7 Huaral
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Bt

Bt

Bt

Bt

Bt

Bt

Bt

Bt

Bt

Bt

Bt

Bt

Bt

Bt

Bt

Bt

Bt

Bt

Bt

Bt

Bt

Bt

Bt

Bt

Bt

Bt

Bt

Bt

Bt

Bt

Bt

Bt

Huaral8

Huaral9

Huarall10

Huaralll

Huaral12

Huarall3

Huarall4

Ical

Ica2

Ica3

Icad

Icab

Ica6

Ica7

Ica8

Ica9

Ical0

Icall

Ical2

Ical3

Ical4d

Cuzcol

Cuzco2

Cuzco3

Cuzco4

Cuzco5

Cuzcob

Cuzco7

Cuzco8

Cuzco9

Cuzcol0

CAJ2

Huaral
Huaral
Huaral
Huaral
Huaral
Huaral
Huaral
Ica
Ica
Ica
Ica
Ica
Ica
Ica
Ica
Ica
Ica
Ica
Ica
Ica
Ica
Cuzco
Cuzco
Cuzco
Cuzco
Cuzco
Cuzco
Cuzco
Cuzco
Cuzco
Cuzco

Cajamarca

55




TABLA 15 VALORES ESTIMADOS DE CONCENTRACIONES LETALES DE
CEPA B. thuringiensis HD-500 CONTRA LARVAS DE TERCER ESTADIO
DE Aedes aegypti MEDIANTE EL PROGRAMA PROBIT VERSION 1.5

(ng/mL)

Concentracion Limite Confianza 95%
CONCENTRACION de exposicion
LETAL ( Inferior Superior
1.0 0.023 0.010 0.034
5.0 0.031 0.016 0.043
10.0 0.037 0.021 0.048
15.0 0.042 0.026 0.053
50.0 0.067 0.053 0.079
85.0 0.109 0.093 0.141
90.0 0.123 0.103 0.167
95.0 0.145 0.118 0.200
99.00 0.200 0.151 0.356
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TABLA 16. VALORES ESTIMADOS DE DOSIS LETALES DE
B. thuringiensis CAJ1 CONTRA LARVAS DE TERCER ESTADIO DE
Aedes aegypti MEDIANTE EL PROGRAMA PROBIT VERSION 1.5

Limite Confianza

CONCENTRACION Concentracion 95%
Exposicion
LETAL (ng/mL™Y) Inferior Superior

1 0.01 0.003 0.017
5 0.018 0.008 0.028
10 0.025 0.013 0.037
15 0.032 0.018 0.045
50 0.083 0.062 0.105
85 0.216 0.165 0.32
90 0.271 0.201 0.431
95 0.379 0.267 0.678
99 0.712 0.444 1.61
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VI. DISCUSION DE RESULTADOS

B. thuringiensis ha sido usada por mas de 40 afios como bioinsecticida,
como una alternativa en el control de plagas y vectores, su utilidad no solo se
limitd a su potencial como controlador bioldgico sino que sus toxinas se han
expresado en el genoma de muchas plantas para resistir a las plagas, es esta
estrategia la que ha creado la necesidad de aislar B. thuringiensis y crear
grandes colecciones con potencial para el control biolégico y caracterizarlas

molecularmente para asi disponer de cepas para realizar bioensayos.

Los mosquitos vectores continian siendo un serio problema de salud
publica en nuestro pais y en todo el mundo, entre los mas importantes estan
los géneros Anopheles, Culex and Aedes, los cuales son responsables de
transmitir patdgenos de enfermedades como la malaria, filariasis, dengue vy
chikungunya. Siendo la principal estrategia de control de vectores, el uso de
agentes de biocontrol, tales como Bacillus thuringiensis, (Prazanna, et al.,
2011).

La caracterizacion de cepas de B. thuringiensis es de gran importancia toda
vez que puede ayudar a conocer la distribucidn de genes cry y entender el rol
de esta bacteria en el ecosistema; el método que hemos utilizado en el
presente estudio para la caracterizacion, el de la Reacciéon en Cadena de la
Polimerasa (PCR) es altamente sensible, rapido y facil, adecuado para la
deteccidn de secuencias de DNA de interés como es la caracterizaciéon de
cepas de colecciones, predecir la actividad insecticida a partir de la

identificacion de genes cry y detectar nuevos genes cry.

En el presente estudio se han analizado 55 cepas de B. thuringiensis
nativos aislados de suelo de 8 departamentos del Peru, distribuido en regiones
diferentes no sélo por su ubicacion sino por su clima, altitud, tipo de suelo,
biodiversidad, lo que nos hace pensar en una fuente natural de cepas de
Bacillus thuringiensis con un contenido de genes cry vy actividad tdxica
conocidas asi como con la posibilidad de encontrar cepas con nuevas

actividades, dada la megadiversidad que presenta nuestro Pais.
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La diversidad genética y toxicidad de las cepas de B. thuringiensis difieren
segun la regidén geografica de donde las cepas de B. thuringiensis fueron
aisladas (Thomas et. al., 2001). Dado que cada lugar es diferente, este podria
contener nuevas cepas con potencial toxico mas efectivo para un amplio
espectro de insectos. En el Peru al igual que en otros paises debe establecerse
una coleccidn de cepas nativas de B. thuringienssis porque es importante
conocer su distribucién en las diferentes regiones geograficas de nuestro pais,
identificar nuevas cepas y evaluar su potencial entomocida, para ayudar a

destruir los vectores de plagas y de enfermedades.

6.1 Variedad de inclusiones cristalinas de aislados de B. thuringiensis

Carreras et al., 2008, reportan que la morfologia de los cuerpos
paraesporales estuvo en correspondencia con la actividad biolégica de cepas
cubanas estudiadas, por eso creemos que determinar la forma de las
inclusiones cristalinas paraesporales producidas por B. thuringiensis puede
proporcionar informacién valiosa respecto a su accion toxica ya que estaria
relacionada con la presencia de algun gen cry en especial, asi tenemos que se
ha descrito que hay morfologias cristalinas diferentes: cristales bipiramidales
relacionadas a proteina Cry1; cuboidales asociadas con Cry2; inclusiones
amorfas relacionadas a proteinas Cry4 y Cyt, cristales en forma de barra
relacionadas a proteinas Cry4D, (Lopez-Meza & Ibarra, 1996), (Schnepf et al.,
1998). La proteina Cry2Aa es tdxica tanto para larvas de lepidopteros y
dipteros, mientras que Cry2Ab, Cry2Ac y Cry2Ad son solamente téxicos para

insectos lepiddpteros, (Prazanna et al., 2011).

Los resultados obtenidos nos demuestran que en suelos peruanos existen
un alto nivel de bacterias formadoras de esporas y que sintetizan inclusiones
cristalinas, lo que podria significar la existencia de un alto potencial de cepas
con actividad toxica que serian usadas como bioinsecticidas, como una
alternativa para el control de enfermedades metaxénicas, especialmente las
causadas por mosquitos y para plagas que afectan la productividad y causan

grandes pérdidas en los cultivos agricolas, o que en consecuencia originaria
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problema de abastecimiento de alimentos para una poblacion que cada dia

aumenta su tasa de crecimiento.

En el presente trabajo se han observado formas cristalinas cuboidales,
bipiramidales y romboidales, como las observadas en las Fig. 1A y 1B, las
cuales coinciden con cepas que presentaron al gen cry2, cryl y cry4,
respectivamente; habiéndose identificado con un 95% de identidad la cepa
Cuz5 con la variedad cry 2Ab, que sélo son téxicos para insectos lepidépteros y
al igual que Prazana et al, 2011, encontramos que los genes cry 2, predominan

en la poblacion estudiada.

Las diferencias en los cristales coinciden con las diferencias en el patrén de
proteina de las cepas estudiadas, lo cual fue observado por electroforesis,
como consta en la Fig.2., la presencia de una banda cercana a los 65 a 70 kDa
correspondiente a las proteinas Cry 2 se corrobora con el alto porcentaje de
cepas nativas portando el gen cry2 (que forman cristales romboidales), en
segundo lugar estan las cepas con el gen cryl, las que corresponderian a
proteinas Cry1 con pesos moleculares cercanos a 130 kDa y que generalmente
forman cristales bipiramidales. En algunas cepas se observaron formas

cristalinas irregulares y redondeadas, pero en menor cantidad,

6.2 Determinacion de Proteinas Cry y Cyt en cepas de B. thuringiensis

Existen dos tipos de d-endotoxinas: las proteinas Cry y Cyt. A la fecha, se
conocen 332 &-endotoxinas clasificadas dentro de 47 grupos de proteinas Cry,
22 proteinas Cyt en 2 grupos, y 6 proteinas de B. thuringiensis a las que se les
ha dado un nombre ambiguo debido a datos insuficientes o inciertos de su
secuencia y por lo tanto no ha sido posible clasificarlas dentro de un grupo
especifico (Crickmore et al., 2005). A la fecha, se han clonado y secuenciado

166 diferentes genes cry y 16 diferentes genes cyt (Soberén y Bravo, 2007).

La determinacion del perfil de proteinas de los cristales paraesporales de
las cepas estudiadas de B. thuringiensis, permitieron calcular el peso molecular

de cada una de las toxinas presentes y ayudaron en la caracterizacion.
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Los resultados de nuestro estudio, muestran que la mayoria de cepas
estandar presentan gran variabilidad en el numero de bandas de proteinas en
el rango de 36 a 116 kDa, observandose algunas bandas mayores a 116 kDa y
menores a 36 kDa, mientras que las cepas nativas estudiadas contienen
mezclas de d-endotoxinas, ya que algunas sintetizan un grupo de proteinas con
un peso molecular entre 30-130 kDa y proteinas con pesos moleculares por
debajo de 30 kDa. La banda de 130 kDa, corresponde generalmente a las
toxinas Cry 1, que en algunos casos es la mas frecuentemente encontrada en
las cepas nativas de B. thuringiensis, que corresponden a proteinas que
generalmente forman cristales bipiramidales, tal como lo reportan estudios
realizados por otros autores (Gillis et al., 2007; Carreras et al., 2004; Bravo et
al., 1998; Hodgman et al., 1993) quienes encuentran que el gen cryl esta
presente en mayor porcentaje en todas sus muestras analizadas, el cual es
especifico para Lepiddpteros. Prazana et al. (2011) reportan que el analisis del
perfil proteico mostro proteinas con alta masa molecular asi como proteinas de
baja masa molecular que corresponden a proteinas Cry y Cyt respectivamente,
las bandas de proteinas que ellos encuentran son muy similares a las que se
presentan en nuestro estudio (Fig.2) , 101.77 kDa y 94.11 kDa y otros péptidos
menores de 64.76 kDa, 32.68 kDa y 17.44 kDa.

Hernandez reporté en el 2002 que cepas de B thuringiensis aisladas de
muestras de insectos muertos, presentaron una mayor diversidad en los pesos
moleculares de las proteinas Cry, en comparacion con las cepas aisladas de
muestras de suelo, hojarasca, follajes y frutos infestados; en ambos casos se
presentd un gran numero de cepas con proteinas con pesos moleculares entre
los 60 y los 79 kDa, siendo las cepas provenientes de aislamientos de insectos
las que presentaron proteinas de pesos moleculares altos, entre los 140 a 145
kDa, las cepas aisladas de muestra de suelo en nuestro estudio coinciden con
lo reportado por Hernandez, la mayoria alcanza a tener pesos moleculares
entre 60 y 97 kDa, fue muy raro encontrar cepas con bandas de proteinas de

aproximadamente 130 kDa.

Las cepas nativas procedentes de Cajamarca, Arequipa y Chiclayo Fig. 2,
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presentaron bandas de 97 kDa y otra de aprox. 70 kDa, que coinciden con
cepas estandar mejicanas usadas como control positivo, estas masas
moleculares generalmente se corresponden con cry2 que forma cristales
cuboidales, romboidales y formas irregulares (Rosales y cols. 2003; Carmona
A. 2002; Crickmore, et al., 1998). Figuras N° 1y N° 2,

Este perfil de proteinas coincidiria con los genes cry2 y cry4 por ejemplo de
la cepa Caj1 que fueron corroborados con el alineamiento y que ademas dio

positiva para Aedes aegypti en su actividad toxica.

Es de interés mencionar que en un estudio realizado se comparo la
produccion de proteinas Cry por parte de cepas de B. thuringiensis nativas y el
estandar internacional HD1 en dos medios de cultivo, GTE (glucosa-triptona-
extracto de levadura) y el medio de referencia LB, encontrandose que la
produccion de proteinas Cry dependen tanto del medio de cultivo como de la
cepa y que diferentes fuentes de nutrientes pueden afectar la velocidad de

sintesis de las 6-endotoxinas y el tamafio del los cristales, (Carreras, 2005).

6.3 Andlisis de diversidad genética de genes cry y cyt de B. thuringiensis
con REP-PCR

La diversidad genética de B. thuringiensis se origina de la variedad de
plasmidos en las cepas, de los mecanismos de transferencia por conjugacion,
de las secuencias repetidas semejantes a transposones que estarian
flanqueando los genes de las endotoxinas, facilitando una alta frecuencia de
reordenamientos en el DNA. La transferencia horizontal de plasmidos que
codifican protoxinas puede conducir a producir cepas con dos inclusiones

cristalinas diferentes.

B. thuringiensis es una bacteria estrechamente relacionada con B.
anthracis (agente del antrax) y B. cereus (patogeno oportunista del humano). El
descubrimiento de la actividad biocida de B. thuringiensis, sobre larvas de
muchos lepiddpteros sugirid su uso potencial en el control bioldgico de insectos

plaga y mas adelante el hallazgo de B .thuringiensis israelensis (1978) capaz
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de matar mosquitos, ampli6 su margen de utilidad en el control de insectos
vectores de enfermedades de interés en salud publica. En las siguientes
décadas nuevas subespecies fueron descubiertas, encontrandose una gran
diversidad, las cuales en un principio fueron caracterizadas por su serotipo H

flagelar, en mas de 45 serotipos y 58 serovariedades (Schnepf et. al., 1998).

El serotipaje ha sido la técnica mejor conocida para identificar y
caracterizar cepas de B. thuringiensis, habiéndose identificado 69 serotipos y
82 variedades seroldgicas (Xu et. al., 2006), sin embargo presenta algunas
restricciones, como la incapacidad de procesar cepas no flageladas y
diferenciar cepas de B. thuringiensis de algunas B. cereus, impidiendo
encontrar relaciones filogenéticas entre los serotipos. Debido a las
incongruencias y discrepancias observadas con este método se han enfocado
esfuerzos hacia el desarrollo de técnicas moleculares basadas en la diversidad
de su genoma, técnicas como los PFGE, RFLP, AFLP, REP-PCR,
ribotipificacion y secuenciacion de genes especificos, han mostrado diversos
grados de eficiencia en la diferenciacion de cepas, ademas de establecer
posibles grupos filogenéticos. Versalovic et. al., (1991), Lima et. al., (2002),
Peruca et. al., (2008), Reyes-Ramirez, Ibarra (2005), Ibarra et. al., (2003),
Lyndsay et. al., (2,003).

El analisis REP-PCR ha sido ampliamente usado en una variedad de
especies bacterianas y no bacterianas para identificarlas, caracterizarlas y

evaluar su diversidad (Reyes-Ramirez, 2005).

El polimorfismo de elementos repetitivos (REP-PCR fingerprint) es un
método frecuentemente usado para tipificar bacterias (Versalovic, 1991)
mediante el analisis de la distribucién de secuencias de DNA repetitivas en
diversos genomas procariotas. El analisis genético de estas secuencias puede
revelar distancias y patrones especificos para especies. Las secuencias REP,
especificamente, han sido utilizadas en diversos estudios, para clasificar y
relacionar taxondmicamente especies de B. cereus y ayudar a aclarar la
relacion genética entre poblaciones de B. cereus y B. thuringiensis (Peruca,

2008), asi como, para identificacion de nuevos aislados de B. thuringiensis
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(Lima, 2002). Se ha demostrado que esta técnica de REP-PCR es altamente
discriminatoria, reproducible, rapida, facil y capaz de identificar serotipos de B.
thuringiensis, que puede convertirse en un procedimiento de caracterizaciéon
(Reyes-Ramirez, 2005).

El analisis REP-PCR de las diversas cepas nativas evaluadas en el
presente trabajo, muestran patrones de bandas distintivas, como se observa en
el gel de agarosa (Figura N° 3), con resultados similares a los encontrados en

otras investigaciones (Versalovic, 1991; Lima, 2002; Peruca, 2008).

El analisis de cluster representado en el dendograma de similaridad
tanto de cepas nativas como estandares de B. thuringiensis (Figura N° 4)
basado en los patrones REP, y evaluado con el coeficiente de Jaccard y el
método UPGMA, nos muestra, en general, tres grandes agrupamientos o

clusters.

El primer grupo incluye a cepas nativas principalmente de Junin (Jun6,
Jun7, Jun8, Jun12), Huaral 6 e Ica 7 y las cepas estandar HD-500 y Bti-WHO,
relacionadas con actividad toxica contra dipteros y lepidopteros.

El segundo grupo, el mas grande y con mayor numero de
subgrupos, incluye ademas de Junin 3 y Huaral (Hua1, Hua2, Hua3, Hua7,
Hua8, Hua13 y Hua14), cepas de Ica (Ica1, Ica6, Ica9, Ica12 e Ica14) y Cusco
(Cuz4, Cuz7, Cuz8, Cuz9, y Cuz10) junto con las cepas estandar que forman el
subgrupo HD-130/HD-263/HD-732 relacionadas con actividad biocida contra
dipteros y lepidopteros, exceptuando las cepas HD-130 que por su contenido
de gen cry 8 puede ser toxica para coledpteros (Ibarra et al., 2003), el subgrupo
HD-73 relacionada con toxicidad frente a dipteros; y el subgrupo HD-1,
relacionada con lepidopteros principalmente, pero también tendria actividad

frente a mosquitos (Thomas et. al., 2001).

El tercer grupo incluye a cepas nativas principalmente de Junin, Huaral,
Ica, Cusco, Arequipa y Cajamarca, y las cepas estandar HD-968 y GM33,

relacionadas con actividad frente a una variedad de insectos, existiendo la
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particularidad de que el subgrupo mas grande sélo esta conformado por cepas
nativas, las cepas Are1 y Huab5 son las mas disimiles entre ellas, y las cepas
Jun1 y Jun9 son muy similares asi como Ica11, Cuz6 y Hua4, y Cuz3 y Jun10.
La cepa Hua10 (Huaral) es la que mas se aleja en similitud de las cepas
nativas estudiadas conformando una sola rama aislada de los tres grandes

agrupamientos.

En general, utilizando el analisis REP-PCR, en el presente trabajo se
observa una gran diversidad de las cepas nativas de B. thuringiensis
procedentes de diferentes lugares de Junin, Huaral, Ica, Cusco, Arequipa y
Cajamarca, con cierta tendencia a formar subgrupos segun procedencia
geografica y en relacion de similaridad con las cepas B. thuringiensis
estandares, tal como se reportan en otros trabajos de América (Ibarra et. al.,
2003; Reyes- Ramirez & |barra, 2005; Sauka et. al., 2010).

B. thuringiensis constituye una especie genéticamente diversa. El uso
de secuencias de DNA repetitivas, tal como REP para clasificacion bacteriana
sigue siendo util y ofrece una alternativa para tipificar cepas de B. thuringiensis
y para reconocer las relaciones filogenéticas entre subgrupos, comparando la
posible similitud genética entre diferentes genomas bacterianos (Versalovic et.
al., 1991; Peruca et. al., 2008). En esta investigacidon con cepas peruanas se ha

podido correlacionar la similitud segun procedencia geografica.

El uso de secuencias de DNA repetitivas, tal como REP para clasificacién
bacteriana se esta haciendo frecuente y ha permitido la comparacioén de posible
similaridad genética entre genomas bacterianos diferentes (Versalovic et al.,
1991) y nosotros lo incluimos en este trabajo con la idea de ayudar y
complementar la caracterizacion de cepas de B. thuringiensis peruanas,
nosotros podemos comparar los resultados obtenidos con otras caracteristicas
de B. thuringiensis que se conocen como la forma de cristal (Ibarra et. al.,
2003; Flores et. al., 2010) pero sobre todo por el contenido de genes, lo cual
nos permite identificar preliminarmente la actividad y el potencial larvicida que

presentan las cepas nativas.
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En general, utilizando los marcadores moleculares REP, se observa una
gran diversidad de las cepas nativas de B. thuringiensis procedentes de
diferentes lugares del pais, con cierta tendencia a formar subgrupos segun
procedencia geografica y en relacion de similitud con las cepas B. thuringiensis

estandares.

6.4 Analisis de los genes cry y cyt de Bacillus thuringiensis

Las proteinas o d-endotoxinas son codificadas por genes cry y una cepa
de B. thuringiensis, puede contener uno o mas genes cry. Uno de los métodos
mas empleados para la caracterizacién molecular de genes es el método de la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), es una técnica sensible para
detectar secuencias de interés. Mediante esta técnica se pueden amplificar
secuencias de ADN en cantidades suficientes para detectarlas mediante
electroforesis. En el presente estudio analizamos el contenido de genes cry y
genes cyt en DNA plasmidico extraido de las 55 cepas nativas seleccionadas;
esto se efectud amplificando con cebadores universales para los genes cryl,
cry2, cry4, cry8, cryll, cytl y cyt2; se pudo detectar la presencia de éstos en
las cepas aisladas, obteniéndose en muchos casos productos del tamafio

esperado como puede observarse en la Tabla N° 3.

Aunque en la practica, la actividad insecticida de una cepa de B.
thuringiensis se puede evaluar mediante pruebas de toxicidad (Tabla 13,
ensayo biolégico) con el insecto de interés, el montaje de dichas pruebas es
dispendioso, lento y costoso. La amplificacion de los genes cry del B.
thuringiensis por medio de la PCR, ha permitido clasificar y seleccionar cepas
de acuerdo con el tipo de gen cry que contienen; ello sirve para predecir su
actividad biologica potencial, fase preliminar en los ensayos de toxicidad contra
insectos susceptibles. De esta manera se puede reducir el numero de cepas
que se van a evaluar en las pruebas finales de toxicidad, y se ahorran recursos
y tiempo; aumenta la probabilidad de identificar en menor tiempo, nuevas
cepas con mayor espectro de accidon para el control de plagas y/o cepas mas
toxicas y ventajosas que las que se conocen y comercializan actualmente;

dichas cepas se podrian usar en la produccion de bioplaguicidas mas efectivos
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0, mediante ingenieria genética, para la produccidon de resistencia a plagas en

organismos transgénicos (Hernandez et. al., 1997).

La mayoria de cepas de B. thuringiensis, contienen varios DNA
plasmidicos, circulares y lineales cuyos tamanos varian de 2 kb a mas de 200
kb. (Carlton & Gonzalez 1985). Ellos constituyen el 20% del total del DNA
(Aronson, 2002). Los genes cry que codifican las proteinas cristal estan
principalmente localizados en plasmidos grandes (Li et al., 1991). Las especies
y subespecies de B. thuringiensis contienen una gran variedad de elementos
transponibles, que incluyen secuencias de insercion y transposones (Mahillon
et al., 1994). Se ha postulado que participarian en la amplificacién de genes cry
en la célula, o de mediadores de la transferencia de plasmidos (Schnepf et al.,
1998). Muchas cepas de B. thuringiensis, pueden contener multiples genes cry
a menudo flanqueados por transposones o secuencias de insercion, motivo por
el cual las cepas pueden sintetizar mas de una proteina cristal. Esta diversidad
es debida a la transferencia de plasmidos entre cepas de B. thuringiensis
(Thomas et al., 2001).

Cuando amplificamos con DNA gendmico observamos que dos cepas
nativas amplificaron con el primer universal cryl, las cepas Hua7 y Cuz8, las
que también amplifican con DNA plasmidico; 3 cepas de Bacillus thuringiensis:
amplificaron con primer general cryll, donde dos eran cepas usadas como
control positivo y dos eran nativas, Ica8 y Are1, estas cepas también dieron un
producto esperado con DNA plasmidico. Se ha informado de la existencia de
genes cry insertados en el cromosoma de B. thuringiensis (Sauka &
Benintende, 2008). Se ha descrito en la literatura la deteccién de genes cry del
grupo I, Il 'y V, DNA cromosomal y plasmidico, usando la técnica de PCR.
Poojitkanon et. al., 2008.

En las figuras de los geles de agarosa, cuando se observa el perfil
genético presente en las cepas aisladas, se puede apreciar que la mayoria de
las cepas presentan mas de una familia de genes cry simultdneamente,
solamente en 12 cepas observamos que contenian 1 tipo de gen, 40 cepas

contienen mas de 1 tipo de gen cry o cyt, en las cuales 16 cepas aisladas
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contienen dos genes diferentes, 14 aisladas contienen 3 genes diferentes, 7
cepas contienen 4 genes diferentes, dos cepas contienen 5 genes diferentes y
1 cepa contiene 6 genes diferentes, 3 cepas no amplificaron con ninguno de
los primers ensayados. Martinez et. al., (2004) trabajando la caracterizacién
molecular y bioldgica de una cepa de Bacillus thuringiensis subespecie aisawai,
encontrd6 no solo que la cepa contenia hasta 8 genes cry diferentes: 5
variedades de cryl, cry2, cry9Eal y un nuevo tipo de gen el cryll, sino un

amplio espectro de actividad contra lepidépteros y dipteros.

Los resultados obtenidos nos indican que en el grupo de cepas estudiadas
hay una gran cantidad de cepas que presentaron el gen cry 2 que equivale a un
91%, el 45.5% contenian el grupo de genes cryl y el 41.8% presentaba el
gen cry4; comparandolos con los otros genes en estudio. Los grupos que se
presentan en menor cantidad en estas cepas analizadas son el grupo del cry 8
con 5.5% y cryll con 10%; los genes con actividad citotoxica cyt 1y cyt 2 en
este grupo estudiado constituyen el 25.5 y el 16.4 % respectivamente. Nuestros
resultados difieren de otros encontrados, por ejemplo en México, Soberdn
(2007), reporta que el gen cryl seria el mas abundante representando el 49%,
mientras que las cepas que contenian cryll y cyt el 8% y las que contenian

cry8 fueron muy pocos.

El DNA plasmidico extraido de 55 cepas fue amplificado con el primer
general para el gen cryl, obteniéndose 25 aislados positivos para cryl y un
producto de tamafno esperado de un promedio de 550 pb. Del total de cepas
estudiadas 50 fueron cry2+, los amplificados dieron bandas muy nitidas de
aproximadamente 700 pb, de acuerdo a lo esperado; 23 cepas amplificaron con
cry4d y dieron un producto esperado de alrededor de 700 pb, 3 aislados
contienen el gen cry 8 que amplifico una banda de 370 pb, 5 cepas amplificaron
cryll con 300 pb, y los genes citotdxicos cyt 1 y cyt 2 amplificaron un producto
de alrededor de 525 pb, los que se encontraron en 14 y 9 cepas nativas

respectivamente, tal como se observa en la Tabla N° 3.

También es importante mencionar que en algunas cepas se ha observado

que las bandas son mas intensas que otras, estas diferentes intensidades
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podrian estar relacionadas a la presencia de subgrupos en ella que no pueden
diferenciarse con el uso de primers universales, también podria deberse a que
en estas cepas el numero de plasmidos es menor o quiza a una diferencia en la

cantidad del DNA en la muestra, a pesar de haber sido cuantificado.

Amplificacién diferencial se puede explicar por una abundancia de copias
del mismo gen y/o por una mayor estabilidad de la hibridacion del par de
oligonucledtidos frente a la secuencias homologas del gen respectivo, ello a su
vez, se puede derivar del tamano y el contenido de bases G y C de cada

oligonucledtido. (Hernandez et al., 1997).

Los parametros que se tuvieron en cuenta para asegurar condiciones
apropiadas de las reacciones de amplificacion de los genes cry, fueron los
siguientes: 1. Método de extraccidon y concentracion del DNA del B.
thuringiensis; 2. Prueba de especificidad y concentracion de oligonucleétidos;
3. Prueba de concentracion de MgCl, y Tag-DNA-polimerasa; y 4. Ensayos con
diversas temperaturas de hibridacion y programas de amplificacion. Extraccion
y concentracion del DNA del B. thuringiensis. La calidad y concentracién del
DNA bacteriano constituyen indicadores cruciales que son necesarios conocer
para implementar, de manera 6ptima, reacciones de amplificacion mediante la
PCR.

En todos los casos el analisis de PCR ha sido realizado utilizando primers
universales, los cuales debian dar un producto o amplificado de un tamafio
determinado, sin embargo no ha sido asi; algunas cepas ademas de producir el
producto esperado, amplificaban otros de diferentes tamafos, lo que podria
deberse a la existencia, a la complejidad genética de Bacillus thuringiensis,
estas cepas pueden contener diferentes subgrupos del gen cry que comparten
homologia con los cebadores, los que tendrian que confirmarse utilizando
primers especificos; podria también tratarse de genes potencialmente nuevos.
En este estudio 3 cepas no amplificaron para ninguno de los oligonucleotidos
probados, podrian tratarse de cepas cuyo contenido de genes fuera diferente al
de los ensayados o quiza con un contenido de genes nuevos, toda vez que se

trataria de una cepa que produjo el cristal proteico, por o que estas cepas son
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candidatas a contener genes cry nuevos y con la potencialidad de matar a otros

insectos (Bravo et al., 1998).

De acuerdo a nuestros resultados, las cepas analizadas contienen un
numero bastante alto de genes cry, como lo demuestra el perfil mostrado en los
geles de agarosa, lo que estaria relacionado con la diversidad que presenta
nuestra ecologia, para ello se tendria que analizar mayor numero de cepas e
incluir otras regiones del pais que no se han trabajado en este estudio, como
por ejemplo las zonas tropicales; encontramos al gen cry2 como el mas
abundante, 90,9%, seguido de los genes cryl con un 45% y el gen cry4 con
42%:; sin embargo se ha reportado que los genes cry mas comunes que se han
encontrado en la naturaleza son del grupo del cryl, (Porcar & Juarez-Pérez,
2002; Bravo et al., 1998; Ben-Dov et al., 1997, Wang et al., 2003).

En un estudio realizado en 94 cepas venezolanas, se encontré que el perfil
genético cryl/cry2 era el mas abundante, que la familia cryl estaria presente
en el 76% y cry 2 en el 71% de las cepas B. thuringiensis aisladas, (Gillis &
Santana, 2007). Apaydin (2004) reporta al gen cryl como el segundo grupo
mas abundante que encuentra en su estudio al igual que nosotros y menciona
que Bravo reporté en 1998 al gen cry3 como el mas alto en su coleccion de
cepas mexicanas, mientras que las colecciones de Taiwan (Chak et al., 1994) y
de Israel (Ben-Dov et al., 1997) no contenian cry3, estos dos estudios sugieren
que estas colecciones de Asia carecian de gen cry3, sin embargo Apaydin

encuentra el gen cry 3 en el 16% de sus cepas.

Respecto al gen cry4 Apaydin (2004) reporta su presencia en el 18% de
sus aislados; Bravo et al., (1998) lo detecta en el 8% de cepas de suelo
mexicano; sin embargo Chak et al. (1994), detectan este gen en solo 4 de 536
aislados de suelo de Taiwan, mientras que en el presente trabajo lo
encontramos en el 42% de nuestras cepas estudiadas, ocupando el tercer

lugar, respecto a otros genes mas frecuentes..

Se ha descrito que el gen cry2 fue encontrado mas frecuentemente en
cepa aisladas de Asia (Chak et al.1994); Kim et al., (2000) y Zhang et al.,
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(2000) que de América Latina. Wang et al., (2003) encontraron que el 70% de
sus cepas aisladas en China contenian gen cry2, pero Apaydin (2004) encontré
que el gen cry2 estaba constituyendo el 15% de sus cepas, nuestro estudio
encontré en el 91% de los aislados siendo el mas abundante y el gen cry1 en

segundo lugar con un 45%.

Zhu et al., (2009) en un estudio realizado en Sichuan — China, basado en el
método del PCR-RFLP, encuentra 66% de cepas que contienen cryl con 21
combinaciones diferentes para cryl, siendo las cepas que contienen cry2 las
segundas mas abundantes con un 39.5%; ademas reporta el hallazgo de
nuevos haplotipos de genes cry, designados como cry52Bal, cry54Aal,
cry30Fal, los resultados obtenidos revelarian la diversidad y particularidad de

las fuentes de las cepas de B. thuringiensis en su pais.

Los genes cryl codifican para proteinas que son activas contra
lepidopteros, mientras que los genes cry2 codifican para toxinas contra
lepidopteros y dipteros y el gen cry 4 para dipteros y coledpteros; tomando en
cuenta este concepto, nuestros resultados respecto a la identificacion de genes
cry por PCR indicarian que podriamos tener cepas con actividad larvicida para
insectos plaga de mosquitos vectores de enfermedades en humanos y polillas
plaga de cultivos de interés agrondémico, potenciales biocontroladores de
dipteros, coleodpteros y lepidopteros . Por ello su caracterizacion puede
representar una solucion para algunas de las enfermedades metaxénicas que
prevalecen en el pais, ya que muchas de éstas son trasmitidas por mosquitos
(dipteros). En este sentido, al emplear estas cepas de Bacillus thuringiensis
como método de biocontrol para los vectores de enfermedades como por
ejemplo, dengue, malaria y fiebre amarilla evitaria o disminuiria el uso de
insecticidas quimicos que no son selectivos y que son tan perjudiciales para la
salud y el medio ambiente, se ataca especificamente al insecto vector y no se

afecta a otros insectos pertenecientes a diferentes familias.

Ademas, los perfiles genéticos obtenidos en las cepas B. thuringiensis
aisladas son activos para Lepidopteros, los cuales representan una familia de

insectos que atacan numerosos cultivos agricolas de interés nacional

71



ocasionando grandes pérdidas economicas. Por ello el uso de preparaciones
de cristales de las cepas de B .thuringiensis aisladas podra representar un
método de biocontrol alternativo para la proteccién del medio ambiente, de los
cultivos agricolas y forestales y para controlar enfermedades como el dengue
que afecta de la salud de las personas y que en nuestro pais a pesar de arduas
campanas de control y prevencion que realiza el MINSA, aun no las han podido
controlar y menos erradicar. Otra de las aplicaciones de los genes cry es la
introduccidén de éstos en cultivos de importancia econdémica, con la finalidad de

que las plantas expresen estas proteinas.

En la actualidad se ha incrementado en gran medida a nivel mundial los
cultivos de plantas transgénicas que expresan proteinas Cry (Bravo & Ceron,
2004; Vanegas, 2009). Sin embargo, antes de la aplicacion de estas cepas B.
thuringiensis como agente de biocontrol se requiere estudios previos donde se
evalle la actividad insecticida de estas cepas sobre los insectos de interés en

el ecosistema.

6.5 Secuenciamiento de genes cry y genes cyt

El analisis BLASTN indicé que el 92% de las muestras secuenciadas se
correspondian con sus respectivos genes amplificados aunque el tamafo del
amplificado no era el esperado, sobre todo para las cepas que contenian genes
cry2, donde el producto de PCR esperado era de 700 pb y en el
secuenciamiento da 403 pb; respecto a los demas genes, para cry4 se
esperaba un producto de 400 pb y dio 322 pb; cry11, 300 pb y dio dos tamanos
232 pb para las cepas HD-500 y Jun3, las cuales coincidian con cry4D y 342
pb para las cepas Are1 e Ical3, en la cuales el alineamiento dio como
resultado que coincidia con un fragmento de E coli, lo que podria indicar
contaminacion de la muestra o una mutacién. Para las cepas con genes
citotoxicos cytl y cyt2 se espera un amplificado de 500 pb y el BLASTN dio 352
pb. Las cepas de cryl y cry 8 estaban muy sucias no pudieron alinearse debido

a la presencia de multiples fragmentos.
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En el caso de la cepa Cuzi15, se ha podido encontrar que podrian
pertenecer a la variedad cry 2Ab con un 99% de identidad y las cepas cyt 2
coinciden con cyt 2Ba, excepto la cepa Jun 12 cuyo fragmento amplificado no
coincidié con el gen cyt 2 ni con ningun otro conocido, esto podria hacernos
pensar en la posibilidad de estar frente a una nueva variedad aun no reportada
y cuya secuencia tampoco estaria representada en la base de datos del DNA,

ya que es una cepa que presenta esporas.

Las diferencias encontradas en el tamafo de la region secuenciada,
podrian indicar que se trataria de otra variedad del gen en estudio, cuyo
tamano también podria indicar una proteina diferente en estructura y funcion,
es decir con una actividad téxica diferente, mayor o menor, como se sefiala en
Ibarra et al., 2003. Este hecho podria explicar la poca y baja actividad téxica de
las cepas ensayadas en el presente trabajo, cuando se enfrentaron a larvas de

Aedes aegypti.

Hemos encontrado cepas que presentan una variedad de combinaciones
de genes, (Tabla N° 12), lo que ha sido reportado para algunas combinaciones
de genes cry y cyt como las mas efectivas en su actividad mosquitocida
(Schnepf et al.1998).

Creemos que el hecho de que algunas de las cepas no se pudieran alinear
y presentaran multiples fragmentos se podrian deber a modificaciones de las
cepas en su manipulacién, contaminacion por ejemplo o problemas desde el
inicio con la purificacién, en los amplificados de cepas como Caj1 e Ica10, las
bandas eran delgadas y no tan brillantes como la demas, lo que podria estar

indicando poca cantidad de DNA.

Los resultados obtenidos de la amplificacion por PCR y el secuenciamiento
nos han permitido identificar dos cepas que coinciden en mostrar para las
cepas con codigo Caj 1 e Ica 10, su correspondencia con el contenido de
genes cry 2 y cry 4 en ambas y ademas cyt 2 en Caj1; la presencia de los
genes cry2 y cry 4 corrobora su actividad contra Aedes aegypti, encontrada en

los bioensayos y por otro lado estariamos identificando dos cepas con
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contenido diferente de genes pero con la misma actividad entomocida. La cepa
de Cajamarca da un perfil de proteinas con bandas bien tefiidas de 97 y 75 kD
las que coinciden con cepas estandar mejicanas usadas como control positivo,
estas masas moleculares generalmente se corresponden con cry 2 que forma
cristales cuboidales y formas irregulares (Rosales et al., 2003; Carmona A.
2002; Crickmore, et al., 1998).

Creemos que debemos ampliar el estudio con mayor numero de cepas.

6.6 Bioensayo de entomotoxicidad de B. thuringiensis

Para la caracterizacion molecular de cepas de Bacillus thuringiensis es
importante contar con un sistema que permita la identificacion de cepas que
porten proteinas e identificar a las toxinas que puedan destruir organismos de
interés, ya sea en el campo agricola, forestal o a nivel de salud. A la fecha han
sido muchos los sistemas evaluados, tales como pruebas de inmunoensayo
(ELISA), método de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), que hemos
empleado en el presente estudio, PCR-RFLP, AFLP, pruebas de hibridizacién
usando sondas de DNA (Southern blott), inmunoquimica y bioensayos.
Benintende et al., 2000.

La busqueda de cepas de B. thuringiensis con actividad entomotdxica por
medio de bioensayos es un proceso que requiere de mucho cuidado, las
condiciones de trabajo deben ser bien controladas, temperatura y humedad, es
costoso ya que implica el uso de dieta para las larvas y es largo porque hay
que trabajar por triplicado y hacer observaciones de letalidad a las 24, 48, 72

horas.

En el presente estudio el bioensayo preliminar realizado sobre larvas del llI
estadio de A. aegypti, permiti6 determinar cualitativamente la toxicidad de 5
cepas de un total de 38 analizadas, dos nativas y tres estandar. Se partié de
una muestra liofilizada del complejo espora cristal, para controlar mejor la
concentracion. Los resultados obtenidos nos muestran que habriamos

trabajado con cepas de baja toxicidad, dado que el estandar HD-500 dio
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positivo a las 24 horas con 100% de mortalidad de larvas de Chulucanas y las
cepas nativas Caj1, lca10 dieron 92 y 84% de mortalidad pero a las 72 horas
de inoculada la cepa a las larvas procedentes de Trujillo. Las restantes cepas

probadas no mostraron ninguna actividad en las condiciones ensayadas.

La toxicidad presentada por estas cepas nativas estaria relacionada con la
presencia de genes cry 2 en ellas como se observan en los geles de agarosa
Figura N° 5b y 5e. Se ha descrito que la variabilidad de toxicidad de las
proteinas Cry de B. thuringiensis a los diferentes grupos taxonémicos de las
larvas de insectos se debe a los diferentes mecanismos que conducen a la
activacion de los cristales paraesporales y a las variadas condiciones del

intestino de los insectos. (Baro et al., 2009)

Es importante subrayar que la susceptibilidad de una especie de
lepidoptero a las toxinas de B. thuringiensis, depende directamente del tipo de
toxinas que contenga cada cepa, ya que se sabe que existe una enorme
diversidad de proteinas Cry, con mas de 250 diferentes genes que las codifican
(Del Rincon-Castro et. al., 2006).

El mecanismo de accion de las proteinas Cry de B. thuringiensis involucra
la solubilizacién del cristal en el intestino medio del insecto. Para la mayoria de
los lepidépteros las protoxinas son solubilizadas bajo condiciones alcalinas y
enzimas especificas, las cuales pueden variar segun el organismo susceptible.
Las diferencias en el grado de solubilidad explica la variabilidad en la toxicidad

entre las proteinas Cry, (Crikmore et al., 2000).

La presencia de ciertas toxinas puede potenciar la actividad de otras, o
provocar uniones no productivas. Queda claro que la interaccion es especifica
para el insecto, lo que puede reflejar diferencias en las afinidades del receptor
para cada toxina. Debido a esto la unién de las endotoxinas a sus receptores

es fundamental para la toxicidad (Del Rincon-Castro et. al., 2006).
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Este tipo de proteinas encontradas en las cepas peruanas presentan
comunmente actividad toxica contra larvas de Dipteros como Aedes aegypti y
ademas este insecto es vector de una enfermedad como el Dengue que
constituye un problema de salud actual considerando sobre todo que el vector

tiene tendencia a dispersarse.

Se ha descrito una correlacion positiva entre el efecto téxico de una cepa
de B. thuringiensis y el desarrollo de larvas. Sin embargo existen cepas que no
tienen efecto marcado sobre la mortalidad, pero si sobre el desarrollo de las
larvas, lo que traeria como consecuencia menor viabilidad y un deterioro de
la poblacion del insecto para la proxima generacion, esto puede tener
implicancias importantes desde el punto de vista del manejo de resistencia
hacia Bacillus thuringiensis. Una estrategia para retardar la aparicién de
resistencia se basa en el uso de dosis subletales que retardan el crecimiento
del insecto (Ledén & Ibarra ,1995).
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VIl. CONCLUSIONES

1.

Se han caracterizado bioquimica y molecularmente 55 cepas peruanas
de Bacillus thuringiensis, a partir de muestras de suelo, de los
departamento de Junin, Lima (Huaral), Cuzco, Ica, Cajamarca, Arequipa,
Chiclayo y Tacna; dos de ellas Ica10 y Caj1 con actividad larvicida para

diptero.

Las cepas estudiadas contienen una mezcla de endotoxinas, con
proteinas entre 36 y 116 kD. Otras de 97 kD y 70 kD como las cepas de
Cajamarca, Arequipa y Chiclayo las que corresponderian a Cry2.

Algunas cepas presentan bandas de 130 kD que corresponde a Cry 1,

El dendograma del REP-PCR dié 3 grandes grupos, que en algunos
casos se asocia a su procedencia, como en el grupo 1, pero la

diversidad de fragmentos podria deberse a los subgrupos del gen cry.

Del total de cepas analizadas 12 tiene un solo gen cry y 40 contienen

mas de un tipo de gen cry.

El gen cry 2 esta presente en el 91% de las cepas peruanas estudiadas,
seguido de cryl (45%) y cryd (42%) lo que significa que las cepas
tendrian actividad entomocida contra dipteros, principalmente.

62 de 67 muestras analizadas, confirmaron su contenido de genes cry

La cepa Cuz5, por homologia de secuencia, con 99% de identidad se

confirma que es cry2Ab.

Los bioensayos, mostraron actividad toxica para Aedes, en tres
estandar: B thuringiensis var. isralensis HD-500, B thuringiensis var.
aisawai HD-130 y B thuringiensis var. kurstaki HD-263, las tres
contienen genes cry 2, cry 4 y cyt, toxico para dipteros.

Mediante la aplicacién de la técnica de PCR se identifica en la cepa
Ica10, los genes cry 2 y cry4. La cepa Caj1, contiene genes: cryl, cry2,

cry4, cry8 y cyt2.

10.Los resultados obtenidos han permitido caracterizar molecularmente

cepas de Bacillus thuringiensis peruanas con la finalidad de aportar con

el desarrollo biotecnolégico, que resuelva problemas basicos vy
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aplicados en el campo del uso de bioinsecticidas para el control de
plagas y vectores.

11.Las cepas caracterizadas podrian desarrollarse en el futuro como
bioinsecticida alternativos para el control de plagas que representan un
problema importante en algunos cultivos y en diferentes regiones del
Peru, asi como para el control de vectores de enfermedades que son un

problema de salud, como el Dengue, la Malaria, entre otras.

78



VIl RECOMENDACIONES

1.- Es necesario ampliar el estudio con mayor numero de muestras que sean
colectadas en otras regiones del Pais y otros habitats, para conocer la

distribucion de la bacteria en un ambiente tan diverso como lo es nuestro Pais.

2.- Establecer una coleccion de cepas de Bacillus thuringiensis en el Peru, ya
que por su ubicacion geografica y por las ecoregiones variadas que presenta,

tendria cepas nuevas con potencial actividad entomocida, o entomopatogena.

3.- Recomendamos incrementar y apoyar las investigaciones sobre B
thuringiensis, por sus potenciales aplicaciones en los campos de la salud,

agricultura y medio ambiente.

4.- Realizar la caracterizacion genética utilizando primers especificos, para

identificar a nivel de subespecies.
5.- Variar las condiciones de cultivo, para obtener aislados de Bacillus
thuringiensis con alta actividad insecticida para producir proteinas cristal a gran

escala y aplicarla para biocontrol.

6.- Realizar experimentos de clonacion en E. coli con vectores adecuados para

para producir proteinas en forma rapida y econémica.
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ANEXOS




EPA PROBIT ANALYSIS PROGRAM
USED FOR CALCULATING LC/EC VALUES

Version 1.5

DATOS PARA CALCULO CL50 B.thuringiensis HD-500

Proportion
Observed Responding Predicted
Number Number Proportion Adjusted for Proportion
Conc. Exposed Resp. Responding Controls Responding
0.0011 25 0] 0.0000 0.0000 0.0000
0.0055 25 0 0.0000 0.0000 0.0000
0.0110 25 0] 0.0000 0.0000 0.0001
0.0550 25 9 0.3600 0.3600 0.3313
0.1110 25 19 0.7600 0.7600 0.8571
0.1390 25 25 1.0000 1.0000 0.9393
0.2770 25 25 1.0000 1.0000 0.9988
0.5500 25 25 1.0000 1.0000 1.0000
Chi - Square for Heterogeneity (calculated) = 3.664
Chi - Square for Heterogeneity
(tabular value at 0.05 level) = 12.592
Mu = -1.171128
Sigma = 0.202790
Parameter Estimate Std. Err. 95% Confidence Limits
Intercept 10.775078 1.054130 (8.708983, 12.841172)
Slope 4.931211 0.968061 (3.033811, 6.828612)

Theoretical Spontaneous Response Rate = 0.0000
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CL50 B. thuringiensis HD-500 (CEPA ESTANDAR)

Estimated LC/EC Values and Confidence Limits

Exposure 95% Confidence Limits
Point Conc. Lower Upper
LC/ZEC 1.00 0.023 0.010 0.034
LC/EC 5.00 0.031 0.016 0.043
LC/EC 10.00 0.037 0.021 0.048
LC/EC 15.00 0.042 0.026 0.053
ILC/EC 50.00 0.067 0.053 0.079
LC/EC 85.00 0.109 0.093 0.141
LC/EC 90.00 0.123 0.103 0.167
LC/EC 95.00 0.145 0.118 0.216
|LC/EC 99.00 0.200 0.151 0.3
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PLOT OF ADJUSTED PROBITS AND PREDICTED REGRESSION LINE

Probit
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EPA PROBIT ANALYSIS PROGRAM
USED FOR CALCULATING LC/EC VALUES
Version 1.5

DATOS PARA CALCULO CL50 CEPA B. thuringiensis CAJ1 (92% de mortalidad)

Proportion
Observed Responding Predicted
Number Number Proportion Adjusted for Proportion
Conc. Exposed Resp. Responding Controls Responding
0.0011 25 0] 0.0000 0.0000 0.0000
0.0055 25 0] 0.0000 0.0000 0.0017
0.0110 25 0] 0.0000 0.0000 0.0145
0.0550 25 7 0.2800 0.2800 0.3289
0.1110 25 16 0.6400 0.6400 0.6241
0.1390 25 21 0.8400 0.8400 0.7121
0.2770 25 23 0.9200 0.9200 0.9041
0.5500 25 23 0.9200 0.9200 0.9797
Chi - Square for Heterogeneity (calculated) = 7.240
Chi - Square for Heterogeneity
(tabular value at 0.05 level) = 12.592
Mu = -1.081690
Sigma = 0.401642
Parameter Estimate Std. Err. 95% Confidence Limits
Intercept 7.693173 0.377946 (6.952398, 8.433949)
Slope 2.489782 0.367139 (1.770189, 3.209375)

Theoretical Spontaneous Response Rate = 0.0000
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CL50 B. thuringiensis CAJ1 (CEPA NATIVA)

Estimated LC/EC Values and Confidence Limits

Exposure 95% Confidence Limits

Point Conc. Lower Upper
LC/ZEC 1.00 0.010 0.003 0.017
LC/EC 5.00 0.018 0.008 0.028
LC/EC 10.00 0.025 0.013 0.037
LC/EC 15.00 0.032 0.018 0.045
\LC/EC 50.00 0.083 0.062 0.105
LC/EC 85.00 0.216 0.165 0.320
LC/EC 90.00 0.271 0.201 0.431
LC/EC 95.00 0.379 0.267 0.678
| LC/EC 99.00 0.712 0.444 1.610
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PLOT OF ADJUSTED PROBITS AND PREDICTED REGRESSION LINE
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ESTRATEGIA METODOLOGICA
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