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RESUMEN

Se aislaron 18 cepas nativas de Bacillus sphaericus patégenas a larvas de mosquitos de diferentes regiones de
Colombia. El objetivo de este estudio fue evaluar a nivel fisiologico y molecular cepas patdgenas y compararlas
con la de referencia 2362. Se evalud el crecimiento celular, el porcentaje de esporulacion, la patogenicidad en
larvas de tercer instar de Culex quinquefasciatus, la presencia de las proteinas toxigénicas, el tamano de plasmidos
nativos y el polimorfismo genético entre aislamientos patdgenos y no patdgenos. Las cepas de Bs evaluadas
presentaron una etapa de latencia de 2-3 h y una fase logaritmica de 7 h; la esporulacion en BHI fue menor del
1% alas 40 h de incubacion; en el medio NYSM se obtuvo diez veces mas producciéon de biomasa y de esporas;
el 26% de la poblacion mostré porcentajes de esporulacion superiores al 90%; los aislamientos clasificaron en
tres grupos de patogenicidad con LD, de =10°UFC/ml, 10°-10‘UFC/ml y <10°UFC/ml. Se detectaron mutaciones
puntuales en los genes que codifican para las toxinas nativas, y se hall6 una proteina de 30 kDa exclusiva de las
cepas nativas patogénicas. Los aislamientos de Bs presentaron un plasmido de 118 Kb, no relacionado con la
toxicidad; las cepas patégenas son un grupo homogéneo con una similitud entre el 90-100%, mientras que las no
patégenas son genéticamente heterogéneas y conforman un cluster aparte. Las cepas nativas tienen un gran
potencial en control biolégico de larvas de mosquitos transmisores de enfermedades, tales como dengue, mala-
ria, encefalitis y filariasis, entre otras.
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ABSTRACT

Eighteen pathogenic native strains of Bacillus sphaericus that were pathogens to mosquito larvae were isolated
from different Colombia regions. The objective of this study was to evaluate at physiological and molecular
level pathogenic strains and to compare them with the reference 2362 one. Cellular growth, sporulation
percentage, pathogenic activity against third instar larvae of Culex quinquefasciatus, the presence of toxigenic
proteins, the size of native plasmids and the genetic polymorphism among pathogenic and non pathogenic
isolations was evaluated. The evaluated strains of Bs presented a latency stage ranging from 2 to 3 h and one
logarithmic phase of 7 h; the sporulation in BHI was lower than 1% to 40 h of incubation, in NYSM medium was
obtained ten times more production of biomass and spores, 26% of the population showed sporulation percentage
higher than 90%; the isolations were classified in three groups of pathogenicity with LD, of 210°UFC/ml, 10°-
10*UFC/ml and <10°UFC/ml. Punctual mutations on the genes which encoding for native toxins were detected
and was found a exclusive protein of 30 kDa in pathogenic native strains. The isolations of Bs presented a
plasmid of 118 Kb that was not related to the toxicity; pathogenic strains are a homogenous group with a similarity
between 90 to 100%, whereas non-pathogenic ones are genetically heterogeneous group and conform a cluster
aside. The native strains have a great potential in biological control of mosquito larvae that transmitting diseases

such as dengue, malaria, encephalitis and filariasis among others.
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INTRODUCCION METODOLOGIA

B. sphaericus (Bs) es una bacteria saprofita Gram Cepas. En la tabla 1 se muestran los aislamientos

(+), aerobia, con espora circular, terminal, la cual

esta ampliamente distribuida en el suelo y en me-

dios ambientes acuaticos. Puede ser

trabajados en este estudio.

toxigénica a larvas de algunas especies de Tabla 1. Cepas nativas y de referencia utilizadas en este estudio.
mosquitos transmisores de enfermedades Cepa Proyecto Sitio de Identificacion
tales como Culex sp., Anopheles sp., Cimic- aislamiento 1)
Aedes sp., y Psorophora sp.; las cepas Colciencias
patogénicas de alta toxicidad presentan SB 2.15 X Sabana de Bogotd | B _sphaericus
una dosis letal cincuenta (LD,;) de 10-100 CH2.17 X Choco B sphaericus
UFC/ml y producen inclusiones o cristales SB2.94 X Sabana de Bogota | B sphaericus
paraesporales, las cuales constan de dos 8%‘2-20 ))E 8::82 :332:22 g szz:gzgzg
: . S
Z:OéeLrlg:las '( :2n Eli(lg:)sc:::a (filrr‘:g:)ux ﬁg’?e s)e_ 0OT4b.25 X Otros lugares B sphaer/:cus
. . ’ OT4b.26 X Otros lugares B sphaericus
dlmero (Davison et al., 1981)' El procesa- OT4b.28 X Otros lugares B sphaericus
miento de estas proteinas, por el pH OT4b.30 X Otros lugares B_sphaericus
alcalino del intestino de las larvas, origina OT4b.31* X Otros lugares B sphaericus
dos productos activos, uno de 43 kDa, y OT4b.32 X Otros lugares B sphaericus
otro de 39 kDa, respectivamente, los cua- OT4b.34 X Otros lugares B sphaericus
les actdan conjuntamente en la toxicidad OT4b.35 X Otros lugares B_sphaericus
hacia el mosquito. Bioensayos en labora- 81:5-22* i 8::2: :Eg:;‘:z g zgzzizgzz
torio nivel pilot tran efectivi | : :
produ)::iil alta m%rtaﬁdr;]:zslas 24fﬁgt:;sdsgs?- Ot 5t X EAs ligares B spligenclis
: ;5 OT4b.51 X Otros lugares B sphaericus
inoculacion en Culex sp. y Anopheles sp. En OT4b.56 X Otros lugares B sphaericus
campo se ha observado un reciclaje natural OT4b.58 X Otros lugares B sphaericus
en la superficie del agua donde cual los ca- SB 2.124 Sabana de Bogota | B _sphaericus
daveres de larvas contribuyen al manteni- CuU 241 Cumaral B. apiarius
miento de los niveles de toxicidad hasta por cu22 Cumaral B. pulvifaciens
26 dias. A partir de un proyecto inicial reali- B. sphaericus| Cepade | Nigeria para actividad larvicida
zado en el Cimic y financiado por Colciencias (Bs)2362 | referencia : I
(Dussan et al., 1995), se aislaron 269 ba- HDZ Gepaide || Saoiltie thunngn_ens:s. =il
cilos esporoformadores de diferentes regio- refefencia; | Pastsi, Francapars det’ermmacnon
. . del peso molecular de plasmidos
nest d? Colombia (L|8:r!OS Orientales, costa P. putida Cepa de Coleccion del Centro de
Atlantica, costa Pacifica, zona cafetera y PWWO | referencia | Investigaciones Microbiolégicas-
sabana de Bogota); se evalud la toxicidad Cimic, para determinacién del peso
de las cepas en larvas de tercer instar de molecular de pldsmido
Culex quinquefasciatus, Anopheles albi- P. putida Cepa de | Coleccion del Centro de
manus y Aedes aegypti, y se identificaron ouss2 referencia | Investigaciones Miprob_iplégicas-
a nivel bioquimico (Sneath et al., 1994). De ggf;%ﬁ:rrz 265;2:"'1?::% del peso
estas C.epas SHINGE, 108 Prasemtaun E. coliDH5«| Cepa Coleccion del Centro de
patoge.n|C|dad del 80'1,00/° il !arvas de hospedera | Investigaciones Microbiologicas-
tercer instar de C. Quinquefasciatus. Por Cimic.
tanto, el objetivo de este estudio fue eva- E. coll TOP10F|  Cepa Coleccién del Centro de
luar a nivel fisiolégico y molecular estas hospedera | Investigaciones Microbiolégicas-
cepas nativas con el fin de determinar su Cimic.
potencial en la aplicacion para el control * Cepas de B. sphaericus no patogenas a larvas de C. quinquefasciatus.
biolégico de vectores de enfermedades tro- (1): Identificacién con base en las pruebas bioguimicas realizadas en un
picales e iniciar la fase de caracterizacion estudio previo.

de toxinas nativas.
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Curvas de crecimiento. Las cepas fueron cul-
tivadas en medio liquido Broth Heart infusion (BHI) a
37°C con agitacion constante, y cada hora se reali-
zaron lecturas de turbidez (A, ) y siembra por dilu-
cién en agar Standard Plate Count (SPC) para el re-
cuento de bacilos viables.

Esporulacion. El porcentaje de esporulacion
se evalud en los medios BHI y NYSM (caldo nutritivo
8 g, extracto de levadura 0,05%, MnCl, 5X10°M,
MgCl, 10°*M, CaCl, 7x10“*M) a 37°C seleccionando
las esporas maduras con choque térmico a 90°C du-
rante 20 minutos; posteriormente se realizaron siem-
bras por dilucion en placa en agar SPC y se incubé a
37°C por 48 h.

Bioensayos. Se evaluo el LD, de cada aisla-
miento en larvas de tercer instar de C. quinquefasciatus
utilizando diferentes concentraciones de suspensién
(10'-10°UFC/ml). Se trabajo por triplicado con 10 lar-
vas para cada concentracion, y después de las 24-48
h de incubacion a 25°C se realiz6 la lectura de morta-
lidad. Con el analisis Probit del programa POLO-PC
se calcularon los LD, para cada cepa. Paralelamente,
se realizaron los controles positivos con Bs 2362 y
controles negativos con agua destilada estéril.

Analisis de las proteinas del cristal para-
esporal. Para la extraccion de las proteinas toxigénicas,
de 42kDa y 51 kDa, se modifico el protocolo llevado a
cabo por Cockmus et al. (1997) con el cual se obtuvie-
ron proteinas totales a partir de 30 ml de medio NSYM
cultivado a 30°C en agitacion constante durante cuatro
dias. La cuantificacion de las proteinas totales se rea-
lizo con el kit comercial BCA Protein Assay Kit, Pierce,
Polylab N.V., segun las instrucciones del proveedor. Se
realizo la electroforesis en geles de SDS-Poliacrilamida
al 10%, se sembraron en el gel 20 pl de muestra y se
corrieron a 200V durante una hora. Los geles se colo-
rearon con azul de Coomassie.

Aislamiento y andiisis de la region codificante
del cristal paraesporal. Con el fin de evidenciar la
presencia de los genes que codifican para las protei-
nas del cristal paraesporal se aislé ADN total del baci-
lo y se amplificé utilizando las siguientes condiciones
de PCR: 4 ul de primer (10 pmol/ul), 1 ul de
desoxinucledtidos (20 |tM) de cada uno, 10 pl de Bu-
ffer Taq 10X, Taq polimerasa 2,5 U y 10 ng de ADN. El
programa utilizado fue: 95°C por 30 segundos, 60°C
por 30 segundos, 72°C por 2 minutos y 30 ciclos de

amplificacién. Una vez detectada la region de interés,
se realizaron ensayos de amplificacion especifica del
fragmento de 3,5 Kb de la regién codificante con los
oligonucledtidos Prot UP, Prot DW, Tox UP, Tox RP, Cry
UP, Cry DW, Spo UP y Spo DW de Pharmacia Biotech;
el termociclador utilizado fue un TRIO-Thermoblock,
Biometra, Gottingen. El producto de amplificacion fue
clonado en el vector script pCR 2.1 utilizando el kit co-
mercial TA Cloning Kit® (Invitrogen) y secuenciado. Por
otra parte, se utilizaron células competentes de
Escherichia coli (DH5a y TOP10F’) y Bs no patégeno
(OT4b.48) para transformarlas con el producto clonado
de 3,5 Kb; los ensayos de transformacion se realizaron
por choque térmico y electroporacion.

Extraccion de ADN plasmidico. Para la deter-
minacién del peso molecular de los plasmidos encon-
trados, se realizd una extraccion por lisis alcalina a par-
tir de 10 ml de cultivo del bacilo en caldo BHI y se
sembraron 15 ul de la extraccion en gel de agarosa al
0,7% con 0,5 pg/ml de bromuro de etidio; la electro-
foresis se corri6 en buffer TAE 1X (Maniatis et al., 1982).

Curaje de plasmidos. Los plasmidos detectados
fueron relacionados con la toxicidad realizando ensa-
yos de curaje con temperatura (pases sucesivos a 41°C
cada 48 horas), con naranja de acridina y bromuro de
etidio (utilizando concentraciones entre 20-100 ug/mly
0,3-0,7 ug/ml, respectivamente, en caldo nutritivo a 37°C
en agitacion constante durante 24 horas en oscuridad)
y con ultravioleta (irradiando suspensiones ceiulares
durante 2 a 6 minutos). Se estandarizé el método de
lisis in situ en gel de agarosa al 0,4% para la extraccion
de plasmidos de alto peso molecular (Gonzales et al.,
1980; Gonzales et al., 1981), a partir de los bacilos tra-
tados con el fin de evaluar la pérdida del material
plasmidico y posteriormente realizar los ensayos de
patogenicidad con las cepas curadas.

RAPD a partir de extractos crudos del ADN
total. Se modifico el protocolo reportado por Stephan
et al. (1994). Se tomd una colonia a partir de agar
SPC después de 16 h de incubacion a 37°C y se
resuspendié en 100 ul de agua destilada estéril; se
llevo a ebullicién por 10 minutos y se centrifugoé para
tomar 5 ul del sobrenadante para la reaccion de am-
plificacion. Se evaluaron 26 cebadores de diez
nucleotidos de longitud, de los cuales se selecciona-
ron cinco: OPA08, OPA17, OPA19, OPF04 y OPOO09.
Para la amplificacion se utilizaron las siguientes con-
diciones: primer 0,39 mM, desoxinucledtidos 200 mM
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de cada uno, cloruro de magnesio 2,5 mM, Taq
polimerasa 2,5 U, Buffer (Cloruro de potasio 50 mM,
Tris HCI pH 9,0 10 mM, Tritén X-100 1%, BSA 1%).
El programa utilizado fue : 92°C por 5 minutos, 45
ciclos de 92°C por 1 minuto, 34°C por 1 minuto, ex-
tension a 72°C por 2 minutos y una extension final a
72°C por 15 minutos.

El perfil genético se analizé por el coeficiente
de similitud de Jaccard y el método UPGMA, utilizan-
do el programa SYNTAX-pc (Podan, 1993).

RESULTADOS Y DISCUSION

Curvas de crecimiento. Los datos obtenidos son
promedios de tres curvas de crecimiento realizadas,
con las mismas condiciones de incubacion. Por
espectrofotometria leyendo absorbacijas a 550, (en
la figura 1 se presenta la curva de crecimiento de

algunas de las cepas evaluadas), la mayoria de ce-
pas presentaron un periodo de latencia de aproxi-
madamente dos a tres horas, a excepcioén de las ce-
pas SB 2.94, OT4b.31, OT4b.48 y OT4b.51, que
comienzan el crecimiento celular a las dos horas de
incubacién. La fase logaritmica permanece hasta
las siete horas de incubacion.

Por recuento en placa se corroboré que no exis-
te un aumento de la poblacion celular hasta el tiem-
po tres (figura 2). El tiempo de generacién mas cor-
to en BHI a 37°C fue de 28 a 37 min,y las cepas que
presentaron mayor cantidad de células (>6X108UFC/
ml) fueron CH2.17, OT4b.2, OT4b.28, OT4b.31,
OT4b.34, OT4b.35y OT4b.48. Las cepas CU 2.1y
CU 2.2 presentaron un patrén de crecimiento dife-
rente, con un periodo de latencia de 7-8 h, lo cual
era lo esperado ya que corresponden a otras espe-
cies de bacilos (tabla 1).
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Figura 1. Curva de crecimiento por lectura de absorbancia de algunas cepas nativas de Bs evaluadas en caldo BHI.
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Figura 2. Curva de crecimiento por recuento en placa de algunas cepas nativas de Bs evaluadas en caldo BHI.
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Equrulacmn. El ensaYQ de Tabla 2. Porcentajes promedio de dos ensayos de esporulacion de los
esporulacion de las cepas nativas bacilos incubados durante 40 horas en caldo BHI y agitacion constante.
se reaﬂzo an |45 mismmas cond|C|q- Cepa 9 Horas | 15Horas | 32 Horas* | 36 Horas* | 40 Horas*
nes utilizadas para curva de creci- SB 2.15 | 0 0.0009 5604
miento, con el fin i - - = . : :
les cepas esp;j:ﬁf)ﬂ?‘ﬁ':ﬁ;"?ﬂ CH2.17 - - 0,00017 | 0,001 0,000062

: . SB 2.94 - | 0,005 0,005 0,001
necesidad de un inductor como sa- OT4b.2 | ESPO 0,014 0,024 0,003
les de manganeso o magnesio. Te- OT4b.20 | ESPO | 0,001 0,002 0,0007
niendo como base la curva de cre- 0T4b.25 | ESPO 0,0005 0,0002 0,0003
cimiento de cada cepa, se inici6 la OT4b.26 I ESPO 0,0027 0,0004 0,002
determinacion de la formacion de OT4b.28 < - 0,002 0,0005 0,0009
esporas por microscopia a partir de OT4b.30 ' ESPO | 0,032 0,074 0,04
las siete horas de incubacién. La 832-2‘21 - = SIP 5 8'88?25 8’88; 8’88;5
seleccion . - , ) :
realiz%opo?ecﬁgzzgaiér:n? s:%risagg .t - ! 0,00015 | 0.001 0,006

0T4b.39 - | 0,0003 0,001 0,004
cuatro horas desde las 32 horas, OT4b.49 _ ESPO 0.0004 0.0022 0,007
tiempo en el cual se empezaron a OT4b.51 - - 0,00000 | 0,00000 | 0,00000
observar esporas maduras, hasta OT4b.56 - | 0,0005 0,0005 0,00015
las 40 horas de incubacién. En la OT4b.58 - - 0,00015 0,0002 0,00000
tabla 2 se indican los tiempos de SB 2.124 - - 0,0002 0.0002 0,0004
inicio de la esporulacién para cada cu21 A e 0,0065 0,017 0,02
una de las cepas. Cu22 - - 0,00000 | 0,00000 | 0,00000
OT4b.31(-) - - 0,00000 0,00000 0,00000
El menor tiempo fue de nueve 0T4b.48(-) - = 0,000005 | 0,00004 0,00003
. ., B s 2362(+) - ESPO 0,00043 0,01 0,005
horas de incubacion. Los porcenta- B.t HD2 5 | 0.000015 | 0,0001 0.0001
jes de esporulacion alcanzados para . ] ; :
; - = Por microscopia se observan células vegetativas.
"Oqas las cepas e;tuyleron por de- | = Por microscopia se observan células iniciando esporulacion.
bajo del 1%, lo que indica que el pro- ESPO= Por microscopia se observan células en diferentes estados de esporulacion.
ceso de esporulacion es muy demo- * = Porcentajes de esporulacién determinados por recuentos en placa de la pobla-
rado bajo las condiciones de cultivo cion totai antes, y de la poplgcién de esporas después del choque térmico.
utilizadas, y que el oxigeno disuelto (3= coniiol ngativo-de-taxicidad.
. (+)= control positivo de toxicidad.
es un factor importante para el cre-

cimiento del bacilo y es probable que

evite la esporulacion. Se comienzan a obtener espo-
ras maduras a las 32 horas de incubacion; este resul-
tado muestra la necesidad de utilizar un inductor en el
medio de cultivo; sin embargo se observaron diferen-
cias entre las cepas con respecto al tiempo en que
empiezan a esporular. Al utilizar el medio NYSM, el
proceso de esporulacion fue mas eficiente, observan-
dose esporas maduras a las 24 horas, y se obtuvo
diez veces mas produccion de biomasa y de esporas
cuando fue incubado sin agitacion por cinco dias a
37°C con respecto al cultivo agitado en este mismo
medio; se presentaron titulos finales de 10%-10° UFC/
ml, y el 26% de la poblacién presentd porcentajes de
esporulacién mayores o iguales al 90%.

Bioensayos. La cepa Bs 2362 fue utilizada como
control positivo de patogenicidad, puesto que es una
cepa de referencia con la cual se ha evaluado la acti-

vidad toxigénica y se ha reportado un LD, aproxima-
do de 102-10* células por mililitro (Burges, 1982; Lord
etal.,, 1990; Sun et al., 1996; W.H.O., 1985). En este
ensayo, el LD_, de Bs 2362 fue de 7X10* UFC/ml.
De acuerdo con las curvas de patogenicidad (figura
3), el comportamiento general de dosis respuesta
en los bioensayos realizados fue exponencial y se
presentaron diferencias entre las cepas evaluadas,
las cuales se pueden agrupar como cepas de baja
patogenicidad (figura 3C), de patogenicidad media
(figura 3B) y de alta patogenicidad (figura 3A). Las
cepas OT4b.20, OT4b.25, OT4b.26, OT4b.28,
OT4b.32, OT4b.35, OT4b.39, OT4b.49 y OT4b.56
fueron altamente toxigénicas.

Estas cepas presentan porcentajes de mortalidad

iguales o mayores al 50% con dosis iguales o0 menores
a 10° UFC/ml, de acuerdo con el andlisis Probit.
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Figura 3. Curvas de patogenicidad de las cepas nativas de Bs en larvas de C. quiquefasciatus.
A: Altamente patogenas. B: Patogenicidad media. C: Baja patogenicidad.

Para ensayos en campo seria interesante reali-
zar ensayos de produccion en medios de cultivo eco-
némicos, en los cuales se obtenga una alta produc-
cion de esporas de estas cepas en corto tiempo y
pruebas de actividad larvicida con diferentes dosis
de esporas maduras.

En las cepas altamente patégenas, el nimero
maximo de células/ml alcanzado es variable, pero
mayor que el de las cepas de baja toxicidad y algunas
de toxicidad mediana; ademas, presentaron un ma-
yor porcentaje de esporulacién. A nivel fisiologico, las
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cepas nativas de Bs con potencial de ser utilizadas en
control biolégico, de acuerdo con su alta patogenicidad,
mayor numero de células viables o produccion de es-
poras son la OT4b.2, OT4b.28, OT4b.30, OT4b.32,
OT4b.34, 0T4b.35y OT4b.49. Sin embargo, para prue-
bas piloto no se deben dejar de lado las cepas
OT4b.20, OT4b.25, OT4b.26, OT4b.35, OT4b.39 y
OT4b.56, las cuales son altamente patogénicas para
larvas de C. quinquefasciatus.

Andlisis de las proteinas del cristal
paraesporal. Para esta fase se seleccionaron, de
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acuerdo con sus caracteristicas fisioldgicas y
toxigénicas, las cepas de Bs CH2.17, OT4b.20,
OT4b.25, OT4b.31, OT4b.39, OT4b.48, OT4b.56
y 2362.

Los primeros ensayos de extraccion se realizaron
con 30 ml de cultivo. Sin embargo, se obtuvieron mejo-
res resultados con 100 ml de cultivo. El andlisis de pro-
teinas se realizd teniendo en cuenta el nimero de es-
poras viables para obtener una mayor concentracién
de proteinas, la cantidad de proteinas totales, la pre-
sencia de las proteinas que componen la toxina y la
actividad larvicida (véase tabla 3). En el medio NSYM
se obtuvieron 107 esporas/ml a excepcion de B. apiarus
(CU2.1) con 10° esporas/ml, el cual se utilizo en este
estudio como un control negativo de especie para la
presencia de las toxinas; a pesar de esta cantidad ho-
mogeénea de esporas se obtuvieron diferencias en la
concentracion de proteinas entre las cepas evaluadas.
Las cepas nativas que presentaron valores iguales o
mayores a 0,5 mg/ml de proteinas fueron OT4b.25,
OT4b.56 y OT4b.20; las cepas no patogénicas OT4b.48
y CU 2.1 registraron las menores concentraciones, a
excepcion de la cepa OT4b.31, la cual habia sido clasi-
ficada como no patogénica. El bandeo obtenido en el
gel (datos no mostrados) evidencio la presencia de las
proteinas de 42y 51 kDa en los aislamientos patégenos,
como se ha reportado en estudios anteriores con Bs
2362y 1593 (Baumann et al., 1987; Berry et al., 1991).
La falta de estas bandas en las cepas OT4b.48 y CU
2.1 corrobor6 que las bandas de 42 y 51 kDa obtenidas
correspondian a proteinas exclusivas de Bs patégenos
a larvas de mosquitos; de otra parte, la cepa OT4b.31
present6 dos bandas a la misma altura de las detecta-
das en las cepas toxigénicas; sin embargo, en
bioensayos anteriores este aislamiento no habia sido
patégeno a larvas de Culex quinquefasciatus. Se hallo
una proteina de 30 kDa exclusiva en las cepas
patégenas nativas, lo cual podria sugerir la presencia
de una nueva toxina insecticida. Es importante analizar
esta proteina para establecer su funcién y su expresion
durante la esporulacion, asi como evaluar las proteinas
que sean detectadas en los demas aislamientos
(Thanabalu et al., 1996; Liu et al., 1996).

Aislamiento y analisis de la region codificante
del cristal paraesporal. Los resultados de los ensa-
yos de PCR revelaron como producto de amplificacion
una banda especifica de 3 - 4 Kb en las cepas de Bs
CH2.17, OT4b.20, OT4b.25, OT4b.31, OT4b.39,
OT4b.56 y 2362, lo cual indicé la presencia en la region

Tabla 3. Parametros evaluados para el analisis de la
toxina binaria en las cepas de B.s patdgenas y no
patégenas para larvas de mosquitos.

Cepa | Concentracion | Presencia | Actividad
de proteinas de toxina | larvicida
mg/mi 42 kDa
51 kDa
CuU 2.1 0,103 - - -
CH2.17 0,405 + + +
OT4b.20 0,500 + + +
OT4b.25 0,715 + + +
0OT4b.31 0,329 + + -
OT4b.39 0,263 + + +
0T4b.48 0,246 - - -
0OT4b.56 0,609 + + +
2362 0,281 + + -

de 3.5 Kb, correspondiente a la secuencia codificante
de las toxinas en Bs. Igualmente, se observo la ausen-
cia de estas bandas en las cepas no patogenas OT4b.48
y CU 2.1; estos resultados apoyaron los encontrados
en la electroforesis de proteinas.

Los amplificados obtenidos fueron clonados en el
vector script pCR 2.1 y posteriormente se transforma-
ron en E. coli DH5a.. Por otra parte, se clono el inserto
de 3.5 Kb en el vector de expresion pDMLI95 con el fin
de transformar la cepa no patogénica OT4b.48. Sin
embargo, estos ensayos no mostraron los resultados
esperados ya que en ninguno de los ensayos de
electroporacion se obtuvieron clones recombinantes, lo
gue se podria explicar por el sistema de restriccion-
modificacion presente en este bacilo. Los clones positi-
vos para el fragmento de 3,5 Kb, detectados por a-
complementacion de lac Z en E. coli DH5a por
amplificacion del vector script pCR 2.1, fueron
secuenciados utilizando los cebadores universales UP,
RP, marcados con una particula fluorescente CY5 en el
extremo 5'. Las secuencias obtenidas fueron alineadas
con el programa BLAST y comparadas con las regis-
tradas en la base de datos. Los resultados de los
alineamientos indicaron un porcentaje de homologia
mayor del 97% con respecto a las secuencias de la
toxina binaria de cepas entomopatdgenas de referen-
cia de Bs, lo cual indica que estas cepas nativas son
altamente toxigénicas. Con los cebadores Tox UP, Tox
RP, Cry UP, Cry DW, Spo UP y Spo DW se obtuvo la
secuencia completa de la region codificante para la toxi-
na binaria de las cepas OT4b.25 por ser altamente
toxigénica, y OT4b.31 para aclarar la pérdida de su
patogenicidad; ademas, se compararon las secuencias
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peptidicas consenso con respecto a la cepa de referen-
cia 2362 (Baumann et al., 1988).

Las secuencias peptidicas obtenidas fueron in-
troducidas en el sistema OWL PROTEIN SEQUEN-
SE DATABASE (http:77bmbsgi11.leeds.ac.uk) para
predecir la estructura secundaria de cada proteina y
determinar si el cambio de un aminoacido conlleva a
cambios conformacionales importantes; para la cepa
OT4b.25 se determinaron tres mutaciones puntuales
en la region nucleotidica de la proteina de 51 kDa:
(Ta>C, aa,,,: Serina, T>C, aa,,: Glicinay A>T, aa,
Prolina). Estas mutaciones fueron silenciosas, mien-
tras que para la proteina de 42 kDa se detectaron dos
mutaciones de las cuales una fue silenciosa (T->C,
aa,,: Cisteina y A->G, aa,,,: Isoleucina->Valina). El
cambio de amino&cidos en esta

proteina provoco una alteracion

Extraccion y curaje de ADN plasmidico. El
peso molecular se calcul6 utilizando como patrones
ADN de: fago Lambda, LambdaD39, ADN lambda
digerido con Hindlll y los plasmidos de alto peso
molecular de Pseudomonas putida OUS82, WWQO y
B. thuringiensis HD2. Fue necesario utilizar menor
porcentaje de agarosa (0,4%) y realizar la corrida
electroforética a 10 mAmp durante 24 horas aproxi-
madamente para lograr una mejor separacion.

Todas las cepas nativas evaluadas y cepa con-
trol Bs 2362 presentaron un plasmido de 117,76 Kb.
Este plasmido en la cepa de referencia Bs 2362 co-
rresponde al reportado previamente por Baumann et
al. (1991) y Singer (1987), el cual presenta un tamaro

conformacional al Qomparar la Tabla 4. Resumen de las cepas curadas con cada uno de los tratamientos
estructura secundar 1a con la de utilizados y relacién con la toxicidad.
la cepa de referencia; para la Cepa Temperatura| Naranja | Radiacion | Bromuro | *Toxicidad
gi‘:}i 21;?{&1(: if)en :QC;mtt; a:jrgg (41°C-42°C) | de acridina | Ultravioleta | de Etidio | después
: del curaje
;nr;’/izlctja’ccrizcr)on un cambio de SB215 " " . "
’ CH2.17 + + + + +
SB 2.94 - + - + +
En la proteina de 51 kDa se OT4b.2 - _ - - ND
registraron tres sustituciones: OT4b.20 + ) + = +
(A>G, aa,,,: Histidina->Arginina; OT4b.25 - + - - +
G-A, aa,,,: Alanina->Treoninay OT4b.26 + + = + +
A->G, aa,,,: Treonina->Alanina), OT4b.28 - + & a e
y en la de 42 kDa, cinco: (C>A, QOT4b.30 - + : : +
aa,,,: Alanina->Acido glutamico; 832'22 - = + - i
. . ' - + - - +
A->G, aa,,,: Treonina->Alanina; OT4b 35 " . - " "
T-)A aa,,: Acido aspartico> OT 4b.39 N - ; " "
Acido Glutamico; C>A, aa,g,: OT4b.49 + + = _ +
Glutamina->Lisina y GaA, aa,: OT4b.51 5 + + - +
Glicina->Acido glutamico). En la OT4b.56 + - + - +
proteina de 51 kDa estos cam- QOT4b.58 + + + = +
bios no afectaron la estructura se- SB 2.124 # . = : +
cundaria de la proteina mientras CuU 2.1 s -2 = 1 +
que en la de 42 kDa si influyeron o - . T =
notablemente en su conforma- G 2b.ett) - : - -

-~ o OT 4b.48(-) g % - + ;
cion, lo que explicaria la falta de B. s 2362(+) x - A N "
patogericiia de es.t a cgpa por += Cepa curada (No presenta banda de ADN plasmidico).
estar a"e,rada la funC|onaI!dad de -= Cepa no curada (continua con pldsmido después del tratamiento).
la proteina, ya sea a nivel de *=Mortalidad en larvas de tercer instar de C. quinquefasciatus positiva a las 24 h post-
unién con la proteina de 51 kDa inoculacién, o negativa a las 72 h post-inoculacion.
para formar el complejo binario o (-)= Cepa control negativo de toxicidad.

a nivel de su actividad toxigénica (+)=: Cepa coqtrol ppsitivo de toxicidad.
. : 7 2 ND= dato no disponible.
para la internalizacion en las cé-

lulas epiteliales.
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de 75 Mda, lo que equivaldria aproximadamiente a 114
Kb. La cepa CU 2.2 (B. pulvifaciens) present6 otros
dos plasmidos de 11,72 y 5,35 Kb.

La extraccién por lisis in situ fue una modifica-
cion del método descrito previamente para la detec-
cion de plasmidos de gran tamafio en B. Thuringiensis.
Este tipo de extraccion fue eficiente para realizar un
screening mas rapido de la presencia o ausencia de
plasmidos posterior a los tratamientos de curaje.

En la tabla 4 se resumen los resultados obteni-
dos con los diferentes tratamientos. EI mejor trata-
miento de curaje fue con naranja de acridina, que en
este caso presenté un 74% de cepas curadas en com-
paracion a los tratamientos con temperatura (61%),
radiacion ultravioleta (39%) y bromuro de etidio (35%);
el plasmido de la cepa OT4b.2 no se logro eliminar
con ninguno de los tratamientos utilizados. Las ce-
pas curadas conservaron la patogenicidad en larvas
de tercer instar de C. quiquefasciatus.

Este resultado refleja que pueden existir dife-
rencias entre los plasmidos a pesar de presentar un
tamano similar, y que en las cepas no curadas, los
plasmidos son mucho mas estables y podrian ser
necesarios para la sobrevivencia de las mismas
(Norris et al., 1988; Hara et al., 1982).

RAPD a partir de extractos crudos del ADN

total. Bs es genéticamente heterogéneo y ha sido -

clasificado en seis grupos de homologia de ADN (I,
IIA, 1IB, lll, IV y V). Las cepas que pertenecen al gru-
po IIA son patdgenas para larvas de mosquito
(Abadjieva, 1990; Priest et al., 1994; Zahner et al.,
1994; Woodburn et al., 1995).

Para la caracterizacion genética por RAPD se tra-
baj6é con cepas control correspondientes a los grupos
de homologia I, llA, 1B, Ill, IV 'y V y con aislamientos de
Bs previamente caracterizados como no patogénicos a
larvas que habian sido aislados de suelo de bosque del
parque natural Chicaque (Dussan et al., 1998).

Cinco cebadores de los 26 probados fueron se-
leccionados para las amplificaciones azarosas: OPA
08, OPA 17, OPA 19 OPF 04 y OPO 09; se elaboraron
los respectivos dendogramas para cada cebador (da-
tos no mostrados) y un dendograma unificando los
patrones de amplificacién obtenido con todos los
cebadores (figura 4). En los perfiles moleculares en-

09 08 07 06 0.5 04 03 02 01
Disimilitud

Figura 4. Dendograma de los RAPD obtenidos de las cepas Bs
patdgenas y no patdgenas con los cebadores OPA 08, OPA 17,
OPA 19, OPF 04 y OPO 09.

contrados, las cepas patdgenas y no patégenas de Bs
conforman dos grupos independientes con una simili-
tud del 5% entre ellos. Los aislamientos patogénicos
conforman un grupo homogéneo con una similitud
entre el 90 y 100%, y se encuentran relacionados con
las cepas de referencia del grupo de homologia IIA
(Bs 1593 y 2362). Las cepas no patogénicas presen-
taron un polimorfismo genético que las agrupé en pe-
quefos clusters diferentes con similitudes que varia-
ron entre el 12 y 80%; estos resultados concuerdan con
la diversidad genética que se ha reportado para B.
sphaericus con diferentes métodos, tales como
fagotipificacion, serotipificacion, electroforesis de
enzimas multilocus e hibridacion del ADN (Abadjieva et
al., 1990; Priest et al., 1994; Zahner et al., 1994).

Las cepas patogenas de este estudio muestran ser

un grupo diferente a los bacilos no entomopatdgenos, lo
cual concuerda con algunos autores de considerarlo como
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una poblacion clonal distinta (Bauman et al., 1991; Priest
etal., 1994; Woodburn et al., 1995).

CONCLUSIONES

Es importante anotar el hecho de haber aislado ce-
pas nativas de Bs con plasmidos muy estables y
con actividad larvicida contra tres especies de mos-
quitos. Estos bacilos conforman un grupo homogé-
neo que diverge de los aislamientos no patogénicos,
por lo que se podria pensar en la caracterizacion de
los marcadores genéticos conservados con el fin de
realizar mas aislamientos a partir de diferentes
habitat. Los resultados obtenidos a nivel de activi-
dad larvicida indican que es promisoria la utilizacion
de estas cepas en zonas endémicas, y para ello es
preciso establecer las condiciones para la produc-
cion a gran escala y pruebas en campo, con el fin
de ser implementadas dentro de un manejo integra-
do de plagas. Las cepas nativas de Bs con poten-
cial para ser utilizadas en control biologico de lar-
vas de C. quinquefasciatus, de acuerdo con su
toxicidad, crecimiento, esporulacion y resistencia a
la luz ultravioleta, son: OT4b.2, CH2.17, OT4b.20,
OT4b.25, OT4b.28, OT4b.30, OT4b.32, OT4b.34,
0OT4b.39, OT4b.49 y OT4b.56. Estas cepas nativas
podrian ser utilizadas en control biolégico de larvas
de mosquitos transmisores de enfermedades huma-
nas, tales como el dengue, la malaria, encefalitis y
filariasis, entre otras.
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