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RESUMEN 

Con el objetivo de analizar el posible papel de algunos plásmidos en diversas cepas de 
Bacillus íhuringiensis (Bt), éstas se sometieron a varios procesos de curado de plásmidos 
mismos que se relacionaron con la capacidad de sintetizar el cristal paraesporal, la 
morfología colonial y el peso molecular de las proteínas cristal insecticidas (PCI). Se 
analizaron cepas de la var. kurstaki (cepa HD-73); var. aizawai (cepas GM-7 y GM-10); y 
var. monterrey cepa (cepa GM-33). Como era de esperarse, las cepas silvestres variaron en 
el contenido y talla molecular de los plásmidos. La cepa silvestre de HD-73 posee, al menos, 
cuatro plásmidos de ca. 10.5, 11.9, 18.2 y 26.7 Md. A partir de la cepa silvestre, se 
obtuvieron un total de cinco derivadas, tres Cry+, productoras del cristal paraesporal, y 
dos Cry* , acristalíferas. Las cepas Cry+ variaron en cuanto al tipo de plásmido perdido, 
pero en ningún caso presentaron cambios en la morfología colonial ni del cristal 
paraesporal, ni tampoco en los niveles de toxicidad de las PCL Las dos cepas Cry' 
presentaron cambios en la morfología colonial. La cepa silvestre de GM-7 mostró poseer al 
menos cinco plásmidos de ca. 6.8, 10.5, 11.6, 19.8 y 33.8 Md. Se obtuvieron dos cepas 
curadas productoras del cristal, el cual está presente con la misma morfología y niveles de 
toxicidad que el producido por la cepa silvestre. Para la cepa GM-10, se estableció que 
cuenta con al menos cuatro plásmidos de ca. 5.3, 14.7, 19.0 y 37.6 Md. De esta cepa se 
lograron obtener dos curadas que producen un cristal con la misma morfología y toxicidad 
que el producido por la cepa nativa. La cepa GM-33 reveló poseer al menos dos plásmidos 
con tallas moleculares aproximadas de 20.7 y 52.8 Md, de esta cepa se obtuvieron tres 
derivadas que producen un cristal paraesporal de peso molecular inferior al producido por 
la cepa nativa. Las cepas Cry+ seleccionadas fueron sometidas a ensayos de 
inmunodetección utilizando anticuerpos poli anti-CrylA para las cepas HD-73, GM-7 y 
GM-10 y el poli anti-Cry7Aa para la cepa GM-33. Los resultados de estos ensayos 
mostraron que no existió cambio en la especificidad del anticuerpo por las PCI, lo que 
sugiere que ninguno de los plásmidos perdidos esta involucrado en la síntesis del cristal en 
las cepas HD-73, GM-7 y GM-10. Sin embargo, para la cepa GM-33, se presentaron 
cambios en la talla molecular de la proteína reconocida por el antisuero, ya que ésta 
disminuyó el peso molecular pasando de ca. 129 kDa (cepa silvestre) a ca. 103.2 kDa en las 
cepas seleccionadas. Este hallazgo es importante, porque no existe un reporte previo de 
que, sin variar la morfología del cristal, la talla molecular de las PCI, sea sustancialmente 
diferente. Los resultados de los bioensayos contra larvas neonatas de Trichoplusia ni 
revelaron que no existió variación en la actividad biológica de las cepas curadas con 
respecto a las silvestres cuando se probaron dosis de 0.1 y 1 |ig/cm2 de dieta para las cepas 
HD-73, GM-7 y GM-10 y 1.0 y 10 jtg/cm2 para GM-33. 



INTRODUCCION 

El control de insectos plaga de importancia agrícola, forestal y salud pública es un 

problema que involucra a diversos sectores de la sociedad y la compatibiliad de los métodos de 

control con la ecología y preservación del medio ambiente . Tradicionalmente, el control de este 

tipo de organismos se realiza mediante la aplicación de insecticidas químicos. Sin embargo, éstos 

presentan baja o nula especificidad por lo que resultan tóxicos contra insectos benéficos, animales 

no blanco y para el hombre; presentan alta residualidad, además de ocasionar contaminación del 

medio ambiente y mantos freáticos. Una alternativa para este tipo de procedimientos lo representa 

el Control Biológico o BiocontroL El Biocontrol se define como la utilización de organismos 

naturales o modificados genéticamente o al uso del producto del (de los) gen(es) para reducir el 

efecto nocivo de un organismo en favor de un organismo benéfico. Con un antecedente de 

práctica de al rededor de 1700 años en algunos países de Asia, y más de cien años en Europa y los 

Estados Unidos de América; este método, por las ventajas que ofrece, se perfila como una 

solución a muchos de los grandes problemas ocasionados por la excesiva liberación de plaguicidas 

de tipo químico al medioambiente (Frust y Sullivan, 1990; Gabriel, 1990; Galán-Wong et al, 

1993). 

Los insectos son susceptibles al ataque de un gran número de organismos entomófagos 

(predadores) y entomopatógenos. Dentro de los entomopatógenos se encuentra una gran variedad 

de microorganismos donde destacan virus, bacterias y hongos (Rajnchapel-Mesaü, 1993). Los 

microorganismos con mayor actividad entomopatógena pertenecen al grupo de bacterias 

formadoras de esporas, especialmente Bacillus thuringiensis (Bt). Bt es un bacilo Gram positivo, 

esporulado, con flagelos perítricos y productor de un cuerpo paraesporal, cristal, de naturaleza 

proteica que puede ser tóxico para diversos ordenes de insectos en sus estadios larvarios. En 

comparación con los insecticidas químicos, del tipo de los organoclorados y organofosforados, las 

cepas de Bt producen toxinas con mecanismos de acción altamente específicos, de tal manera que 

la actividad tóxica de un preparado en particular resulta activo para un cierto grupo de insectos 

plaga, y no para insectos benéficos u otros organismos incluyendo al hombre. Otra ventaja de 

estos bioinsecticidas sobre los plaguicidas químicos, es la baja residualidad en en el 

medioambiente, asegurando un nulo impacto sobre los ecosistemas. Esto avala el que Bt se haya 



utilizado extensamente como bioinsecticida en agricultura y para combatir algunos insectos 

vectores de enfermedades (Wiwat eí al, 1990; Koziel eí al, 1993). 

El cristal de Bt pude estar formado por una o varias protemas cristal insecticidas (PCI) 

también llamadas 5-endotoxinas. Este cristal es sintetizado durante la fase de esporulación. Las 

6-endotoxinas son sintetizadas en forma de protoxinas, que al ser ingeridas por el insecto blanco 

son solubilizadas en su intestino y procesadas a péptidos tóxicos por la acción de proteasas, las 

cuales liberan el fragmento amino terminal generando asi la toxina verdadera. La toxina provoca 

lisis de las células del epitelio intestinal de las larvas y consecuentemente su muerte. Las 

5-endotoxinas presentan, de manera general, actividad tóxica contra larvas de lepidópteros, 

dípteros y coleópteros, aunque recientemente se han reportado cepas que muestran ser activas de 

manera específica contra protozoarios patógenos, ácaros y algunos tremátodos (Whiteley y 

Schnepfj 1986; Carlson y Kolsto, 1993). Las 5-endotoxinas pueden estar compuestas por una o 

varias proteínas, mismas que son codificadas por genes localizados comunmente en plásmidos. 

Sin embargo, este tipo de genes también pueden estar presentes en el cromosoma bacteriano. 

Además, se ha establecido que cada cepa de Bt puede contener diferente número de plásmidos, 

habiendo diferencias inclusive dentro de una misma variedad y serotipo (Gonzalaz eí al, 1982; 

Krostand et al, 1983). 

El estudio de la genética del gen que codifica para la 5-endotoxina se ha basado en el 

"curado" (eliminación) de diferentes plásmidos, lográndose establecer una relación entre los 

plásmidos específicos involucrados en la producción de bacteriocmas, inclusiones proteicas 

cristalinas y partículas fagolíticas. Por consiguiente, se puede establecer con certeza en qué 

plásmido se localiza el gen que codifica para una función en particualr. De esta manera, González, 

Dulmage y Carlton, en 1980, obtuvieron mutantes acristalíferas de Bt, las cuales fueron sometidas 

a un análisis de su perfil de plásmidos y comparados con los perfiles de las cepas nativas 

correspondientes. Los resultados obtenidos son evidencia de la relación que existe estre estos 

elementos de ADN extracromosómico y la producción de la 5-endotoxina en Bt (Gonzalaz et al, 

1980). 



De acuerdo con lo anteriormente señalado, se presentan las siguientes interrogantes: ¿Qué 

efecto tiene la pérdida de uno o varios plásmidos sobre la morfología del cristal, los niveles de 

producción de los cristales y la toxicidad de éstos?, ¿existe algún efecto sobre las características 

de morfológicas una cepa como resultado de la pérdida de algún tipo especial de plásmidos?. 

Estos cuestionamientos nos llevan a plantear la siguiente hipótesis: La eliminación de ciertos 

plásmidos podrían generar cepas con diferencias en la producción de la 5-endotoxina, ya sea por 

la eliminación del plasmido específico que contiene el gen o bien que el plásmido involucrado 

pudiése participar en algún otro evento metabólico. 

Objetivo General: 

Establecer la relación que existe entre plásmidos específicos y la actividad de la 

6-endotoxina de Bacillus thuringiensis, haciendo énfasis en Toxicidad, Morfología y Producción. 

Objetivos Particulares: 

1.- Establecer un sistema de curado de plásmidos. 

2.- Análisis macro y microscópico de las colonias, cristales y células seleccionadas. 

3.- Determinación del perfil de plásmidos de las cepas seleccionadas. 

4.- Determinación del perfil de proteínas y toxicidad de los cristales de las cepas selccionadas. 



ANTECEDENTES 

L- Control biológico. 

El uso de insecticidas químicos sintéticos ha sido, por décadas, la base para el control de 

insectos plaga. Desde su aparición hacia finales de los años cuarenta, este tipo de sustancias junto 

con muchos otros productos de tipo agroquímico; han contribuido para que los rendimientos en 

producción agrícola a nivel mundial sean notoriamente más extensos que en los tiempos en los 

que se carecía de ellos. Además, los plaguicidas químicos han jugado un papel primordial en la 

eliminación de insectos cosiderados como vectores de enfermedades importantes como malaria, 

dengue, filariasis, entre otras (Luck eí al,. 1977). 

Sin embargo, el extenso uso de insecticidas químicos, principalmente del tipo de los 

organoclorados y organofosforados han llevado a esta estrategia de control unilateral a revelar 

aspectos, hoy en día considerados desventajas, tales como: efectos de bioacumulacón y 

biomagnificación, efecto residual en productos agrícolas, desarrollo de resistencia por parte del 

insecto plaga, entre otros. Lo cual ha llevado a reconsiderar la relación que ella misma ofrece en 

cuanto a riesgo-beneficio se refiere (Wigglesworth, 1945; Picket, 1949). 

Como alternativa a toda esta problemática, sin duda, producto del limitado conocimiento de 

los efectos de sustancias químicas en otros componentes del ecosistema de la plaga; nace al 

rededor del año 1959 el término "Control Biológico". En un principio definido como la acción de 

parásitos, predadores o patógenos sobre una población de hospederos o presas, los cuales 

provocan una posición en su equilibrio generalmente más baja que la que prevalecería en ausencia 

de estos agentes (Stem et al, 1959). Es hacia 1987, cuando integrado con aspectos tecnológicos 

más recientes, el concepto se redefine como el uso de un organismo natural o modificado 

genéticamente, genes o el producto de estos mismos con el propósito de reducir los efectos 

causados por la presencia de organismos plaga (Frust y Sullivan, 1990; Gabriel, 1990). 

Existe una gran variedad de microorganismos que presentan patogenicidad hacia insectos, 

entre los que se pueden contar virus, bacterias y hongos (Tabla 1). Sin embargo, cada uno de 

ellos difieren entre si en la forma de infección, sitio de replicación y mecanismo de patogenicidad. 



Mientras unos presentan un amplio espectro de actividad, otros exiben preferencia hacia 

ciertas especies en particular, o bien; son selectivos para estadios larvarios o insectos en la etapa 

adulta. En particualr, en el grupo de las bacterias entomopatógenas se incluyen especies con 

capacidad de infectar insectos sanos, pero también está presente un gran número de patógenos 

oportunistas que se muntiplican rápidamente al tener contacto con el hemocele a través de daños 

provocados previamente por los primeros (Aronson et al,. 1986). 

Tabla 1.- Algunos microorganismos utilizados en el control de insectos plaga 

Tipo de microorganismo Nombre científico Insectos blanco 

Hongos Verticillium lecanii Pulgón de invernadero 
Bauveria bassiana Lepidópteros 
Metarhizium anisopliae Homópteros, coleópteros, 

dípteros, himenópteros 
Protozoarios Nosemafumiferanae Lepidópteros 

Vairimorpha necatrix Lepidópteros 
Bacterias Bacillus poliUae Coleópteros 

Bacillus lentimorbus Coleópteros 
Bacillus sphaericus Mosquitos 
Bacillus thuringiensis Lepidópteros, coleópteros, 

dípteros, ácaros, nemátodos, 
platelmintos, protozoarios 

Clostridium malacosome Malacosoma sp. 
Pseudomonas aeruginosa Patógeno oportunista de insectos 
Xenorhabdus nematopholus Insectos susceptibles a Steinerma 

feltia 
Rickettsiella melolontha Coleópteros, dípteros, ortópteros 

Virus NPV y GV Lepidópteros, coleópteros, 
himenópteros, dípteros 

Adaptado de A. Aronson el aí-, 1986 y Rijnchipel-Mestl, 1990. 

El mayor grupo de microorganismos con mecanismos para infectar y provocar la muerte 

de insectos es el grupo de las bacterias formadoras de esporas. Para estas especies, la hemolinfa 

de larvas de insectos es un ambiente muy propicio que proporciona nutrientes para su 

proliferación. Dentro de este grupo de bacterias se distingue a Bacillus thuringiensis, el cual a 



cobrado un gran interés tanto científico como económico debido a la producción de una toxina 

altamente específica sobre una gran variedad de insectos, y por la utilización de la misma en la 

eliminación de insectos de interés agrícola y de salud pública (Aronson et aL 1986; Galán-Wong, 

1993). 

JL- Bacitlus thuringiensis. 

1.- Desarrollo. 

El descubrimiento de Bacillus thuringiensis se le atribuye al científico japonés S. Ishiwata, 

quien en 1901, reporta el aislamineto de una bacteria a partir de larvas de Bombix mori enfermas, 

a la cual denomina Bacillus sotto (Ishiwata, 1901). Este hecho marca el inicio de un importante 

cambio tanto en el desarrollo científico como en el del uso y producción de insecticidas 

biológicos. Una década más tarde, en 1911, Berliner aisla este mismo microorganismo de 

palomillas de la harina (Ephestia kuhniellá) enfermas; lo describe como un bacilo esporulado, 

Gram positivo, con flagelos perítricos; que al final de su crecimiento vegetativo produce, además 

de la espora, una inclusión a la cual denomina cuerpo de desecho o "Restkorper". Sugiere que 

este cuerpo de inclusión está formado por material que no se utiliza en el proceso de esporulación 

y que al inicio de su formación es esférico y más tarde adquiere una forma bipiramidal En 1915, 

lo denomina Bacillus thuringiensis y en este mismo año Aoki y Chagasaki demuestran que 

cultivos viejos de esta bacteria contienen una sustancia tóxica que provoca la muerte de algunos 

insectos (Aizawa, 1972; Dulmage y Aizawa, 1980). 

B. thuringiensis es descrito como una variedad de B. cereus por Smith y col., en 1946, pues 

resultaba indistinguible de este último, con excepción de su patogenicidad hacia insectos y la 

forma oblicua de su espora (Nonis, 1978). 

Hannay, en 1953, al examinar el proceso de esporulación redescubre este cuerpo 

confirmando así las observaciones hechas anteriormente en torno al mismo. En su reporte 

describe cristales en forma de diamantes separados completamente de la espora, haciendo 

referencia a estos mismos como cuerpos paraesp orales. También sugiere que estos cristales al ser 

ingeridos por el insecto, están relacionados con la formación de una toxina que induce a una 



septicemia en larvas de algunos insectos (Hannay, 1953; Heimpel y Angus, 1963; Faust y Bulla, 

1982). 

Las primeras observaciones hechas sobre la relación del cristal con la actividad tóxica del 

mismo sobre larvas de insectos es confirmada por Angus, en 1954, quien demuestra que el efecto 

tóxico en el insecto está asociado con el cuerpo cristalino producido por el bacilo, y que es 

necesario sea solubilizado en el jugo intestinal de la larva, o bien; en álcali diluido para que sea 

activo (Angus. 1954; Burges. 1986). Es en 1955, cuando Hannay reporta que la inclusión 

cristalina producida por B. turingiensis es de naturaleza proteica y que su ingestión resulta 

efectiva para causar la muerte a larvas de lepidópteros susceptibles (Hannay, 1955). Este cuerpo 

de inclusión es denominado como 5-endotoxina por Heimpel, en 1967, y es así que se conoce a 

esta toxina en la actualidad (Dulmage y Aizawa. 19S2). 

La clasificación de B. thuringiensis con el fin de establecer claramente diferencias entre 

variedades y serotipos, es propuesta por primera vez por H. de Baijac y A. Bonnefoi del Instituto 

Pasteur de París, en 1962. Ellos proponen una clasificación serológica en base a los antígenos 

flagelares. Esta clasificación permanece vigente en la actualidad y ha sido aumentada año tras año 

con nuevas variedades y serotipos de reciente descubrimiento (de Barjac y Bonnefoi, 1963). 

En 1969, H.T. Dulmage aisla una cepa de B. thuringiensis a la cual denomina HD-1. Esta 

cepa presenta una potencia entre 20 y 200 veces mayor que cualquiera otra ya conocida. Es en 

base a esta cepa (B. thuringiensis var. kurstaki, cepa HD-l) que actualmente se preparan la 

mayoría de los productos comerciales disponibles contra lepidópteros plaga de importancia 

agrícola (Dulmage, 1970;1973). 

El espectro de actividad de B. thuringiensis se amplía en 1977 cuando Goldenberg y 

Margalit aislan una cepa activa contra larvas de mosquito y otras especies de dípteros. De igual 

manera, Krieg y col., en 1983, reportan una nueva variedad efectiva contra larvas de coleópteros. 

En la actualidad se cuenta con toxinas activas contra protozoarios patógenos, ácaros y algunos 

tremátodos que parasitan en hígado de animales. Un aspecto desconocido de la 5-endotoxina de 

B. thuringiensis que se excluye del contexto del control biológico de insectos, pero que ha 



cobrado un gran interés en los últimos años, es el efecto lítico sobre células neoplásicas observado 

por Prasad y Shetna (Goldberg y Margalit, 1977; Carlson y Kolsto, 1993). 

2- Tipos de toxinas. 

Actualmente se conocen siete tipos de toxinas diferentes producidas por B. thuringiensis. 

Estas se denominan: a-exotoxina, (5-exotoxina, 5-endotoxina, dos inhibidores de la respuesta 

inmune en insectos denominados InA e InB, una bacteríocina y otra sustancia más conocida como 

"factor piojo" (Faust y Bulla, 1982; Whiteley y Schnept 1986). De estas toxinas se describen a 

continuación las más importantes: 

a-exotoxina: Esta toxina conocida también como fosfolipasa C o lecitinasa, tiene la 

capacidad de lisar difererntes tipos de células. Su mecanismo de acción involucra el ataque a 

lecitina en membrana celular con la formación de un diglicérido y fosforilcolina, provocando así 

un efecto lítico o necrosante. En estudios de esta lecitinasa se demostró que aparece en la fase 

logarítmica de crecimiento aproximadamente diez horas después de la inoculación. Esta toxina ha 

resultado activa contra Gallería mellonella y Plutella maculipennis (Faust y Bulla, 1982; 

Galán-Wong etal, 1993). 

P-exotoxina: Esta toxina es producida solo por algunas variedades de B. thuringiensis 

durante la fase exponencial de su crecimiento. Químicamente es un derivado nucleotídico de 

adenina unido por una molécula de glucosa a otra de ácido fosfoalárico. Si bien, el mecanismo de 

acción de esta toxina no ha sido del todo establecido, se ha demostrado que bloquea el proceso de 

mitosis inhibiendo la ARN polímerasa dependiente de ADN en células de mamíferos y bacterias. 

Aunque presenta toxicidad contra moscas y otros insectos, a causa de sus efectos mutagénicos, su 

uso como insecticida no está permitido en Norteamérica y Europa. Sin embargo, su uso y 

producción es común en países del antiguo bloque socialista (Farkas, 1976). 

5-endotoxina: De las toxinas producidas por B. thuringiensis la 5-endotoxina es la más 

ampliamente estudiada. Esta toxina de naturaleza proteica, termolábil y soluble en soluciones 

alcalinas se encuentra contenida en el cuerpo de inclusión cristalino, el cual se produce después 



que la bacteria inicia el proceso de esporulación. La síntesis es detectada primeramente en la fase 

II del ciclo de esporulación, pero el mayor crecimiento ocurre durante las fases m y IV. 

Generalmente el cristal presenta forma bipiramidal, aunque existen cepas productoras de cueipos 

paraesporales con distintas formas. De tal manera que los cristales de diferentes serotipos difieren 

en composición y cantidad de cadenas polipeptídicas. La efectividad de la mayoría de las 

formulaciones comerciales a base de B. thuringiensis está basada en la actividad de la 

S-endotoxina. Esta toxina es altamente efectiva contra una gran variedad de insectos en sus 

estadios larvarios, razón por la cual se le considera la toxina más importante producida por este 

microorganismo (Luthy, 1980;DulmageyAizawa, 1982). 

En cuanto al mecanismo de acción de esta toxina, se ha observado que es sintetizada en 

forma de protoxina; la cual requiere primeramente ser solubilizada en el medio alcalino del 

intestino del hospedero, para posteriormente ser hidrolizada por proteasas intestinales las cuales 

liberan fragmentos tóxicos y no tóxicos. Es la fracción amino terminal la que se une a receptores 

específicos en las células epiteliales del intestino de las larvas, de tal manera que causa una 

disminución de la permeabilidad en membranas celulares de este epitelio por un rompimiento en la 

regulación del ion potasio. Este y otros cambios fisiológicos conducen a la formación de poros en 

el intestino de la larva ocasionando que su contenido se vierta hacia la hemolinfa provocando así 

la muerte del insecto. El efecto letal de la toxina se ve incrementado por la septicemia provocada 

por la germinación de las esporas y la presencia de microorganismos patógenos oportunistas. 

Una vez ingerida la toxina los primeros efectos del envenenamiento comienzan a aparecer, 

primero la larva deja de alimentarse, hay parálisis del tracto alimenticio; posteriormente se 

presentan vómito, dianea, parálisis total y finalmente la larva muere (Whiteley y Schnepf, 1986; 

Bravo et al 1992; Honée y Visser, 1993). 

HL- Plásmidos de B. thuringiensis. 

1.- Plásmidos de Bacillus thuringiensis. 

Los primeros trabajos sobre la genética de B. thuringiensis describen que el gen que 

codifica para la 5-endotoxina se encuentra en plásmidos. Sin embargo, el plásmido involucrado 

en la producción del crsital puede variar de una cepa a otra, aunque pertenezcan a la misma 



variedad y serotipo (González y Carhon, 1980, 1984; Lereclus, 1983; Kronstad, Schnepf y 

Whiteley, 1983). Como se ha mencionado anteriormente, existe variación tanto en la cantidad 

como en el tamaño de los plásmidos entre los diversos serotipos de B. thuringiensis, reportándose 

desde cero plásmidos (el gen que codifica para la toxina se localiza en el cromosoma bacteriano) 

para la variedad entomocidus; hasta once plásmidos para la variedad kurstaki (Tabla 2). 

(González y Carlton, 1980; González et al., 1982; Tan et al., 1987; Lereclus et ai, 1984). 

Tabla 2.- Cepas de Bacillus thuringiensis y sus plásmidos 

Cepa y variedad Serotipo No. de plásmidos Masas de plásmidos 
(Md) 

HD2 B. thuringiensis 
var. thuringiensis 

1 10 5.2;6.2,7.2;7.6;32;37; 
54;57;75,~150 

HD42 B. thuringiensis 
var. thuringiensis 
(acristalífera) 

1 5 ~3.5;5.2;7.1;9.6,52 

HD1 B. thuringiensis 
var. kurstaki 

3 7 1.5;5.2;5.6;9.3;30,47, 
54 

HD1 B. thuringiensis 
var. kurstaki 

3ab 11 —1.4,4.9;5.2;5.4,9.3, 
~10;29;44;52,~110, 
-120 

HD31 B. thuringiensis 
var. kurstaki 
(acristalífera) 

3 ab 3 5.2;9.3;46 

HD73 B. thuringiensis 
var. kurstaki 

3 ab 6 4.9;5.2;5.4;7.5,50;50 

HD263 B. thuringiensis 
var. kurstaki 

3ab 11 —1.4;4.9;5.0;5.2;5.4, 
7.5;43,44;60,~115; 
-130 

Bacillus thuringiensis 
var. entomocidus 

6 0 

HD4 B. thuringiensis 
var. galleriae 

5ab 4 5.2;8;7;10.3;~130 

Adáptalo de González y Cadton, 1980; González« a¡ .. 1982; Tmtúl., 1982; Lcredut «ra/., 1983. 

Iizuka y col., en 1981, realizaron una comparación del ADN extracromosómico de diversas 

cepas de B. thuringiensis var. kurstaki, reafirmando que cepas del mismo serotipo pueden 



presentar diferencias en su perfil de plásmidos. También, en 1983, Iizuka y coL, realizaron un 

estudio comparativo de perfiles de plásmidos y morfología del cristal de B.thuringiensis subsp. 

dramstadiensis, encontrando diferencias signidicativas tanto en el perfil de plásmidos como en la 

morfología del cristal (Iizuka eí al, 1981; 1983). 

2.- Curado de plásmidos. 

En 1952, J. Lederberg acuñó el término "plásmido" como designación genérica para todos 

los determinantes extracromosómicos hereditarios. Hoy sabemos que los plásmidos son 

moléculas de ADN bicatenario circular, capaces de replicarse de manera independiente del 

cromosoma bacteriano. En muchos casos portan también genes que confieren nuevas 

propiedades a la célula hospedera, como por ejemplo; la resistencia a antibióticos, drogas o la 

producción de toxinas. Además, muchos plásmidos llevan genes que dirigen el proceso de 

conjugación (Bemhard, 1978;Hardy, 1981; Stanier etal., 1986). 

Los plásmidos pueden identificarse mediante técnicas genéticas y físicas. Genéticamente, se 

revela la presencia de un plásmido si se puede demostrar que un gen (o conjunto de genes) que 

dirige una o más propiedades del hospedador no está ligado al cromosoma bacteriano, es decir; 

que se replica de manera autónoma. Esta autonomía normalmente ha sido inferida a partir de la 

transferencia independiente del plásmido y el cromosoma durante la conjugación, o a partir de la 

eliminación irreversible del plásmido, sea espontáneamente o provocado por agentes como el 

calor, los colorantes de acridina, luz ultravioleta y otros. Estos agentes interfieren el proceso de 

replicación del plásmido, de tal forma que el plásmido en cuestión no puede ya ser mantenido de 

manera eficiente para ser transferido a otras células durante el crecimiento del microorganismo 

(Hardy, 1983; Stanier et al, 1986). 

Bajo circunstancias ordinarias, la pérdida irreversible de una función genética pudiera 

también interpretarse fácilmente como una mutación no reversible en un gen localizado en el 

cromosoma. Sin embargo, la inducción de esta pérdida debida a los agentes mencionados es 

característica de plásmidos. De esta forma, en los casos en los que no tiene lugar la transferencia, 

la eliminación inducida a elevada frecuencia se considera prueba evidente del estado plasmídico. 



En la eliminación de plásmidos por aplicación de agentes mutágenos se refleja la capacidad 

de estos últimos para inhibir la replicación plasmídica a concentraciones que no afectan al 

cromosoma. De esta manera, en el momento de la división celular se originan segregantes libres 

de plásmidos. Este proceso ha sido denominado "Curado de plásmidos". El criterio de 

eliminación implica que los plásmidos portan solamente genes de los que la célula puede 

prescindir, es decir; los plásmidos se definen como elementos autónomos no esenciales (Hardy, 

1983; Stanier et al., 1986). En el caso particular de B. thuringiensis, tanto los plásmidos que 

contienen el gen o los genes que codifican para la 5-endotoxina, como el resto de ellos contenidos 

en cada célula, son susceptibles de ser eliminados mediante métodos especialmente diseñados para 

este fin. De tal manera que, al realizar ensayos de las propiedades características de una cepa 

ordenadas genéticamente en un plásmido, después de someter un cultivo a un proceso de curado; 

pueden establecerse correlaciones entre los plásmidos eliminados y las propiedades específicas de 

la cepa (González et al, 1980). 

En 1980, González, Dulmage y Carlton obtuvieron cinco mutantes acristalíferas de B. 

thuringiensis (var. thuringiensis, HD-2; var. kurstaki, HD-1 y HD-73; var. ales ti, HD-4; y var. 

galleriae, HD-8). Estas mutantes fueron sometidas a un análisis de su perfil de plásmidos y 

comparadas con los de las cepas nativas correspondientes. Se logró establecer e identificar el 

plásmido involucrado en la producción de la 5-endotoxina para cada una de las cepas estudiadas. 

Esto es evidencia de la relación que hay entre elementos de ADN extracromosómico y la 

producción de 6-endotoxinas en B. thuringiensis. 

Lereclus y col., en 1988, realizaron estudios con dos plásmidos de B. thuringiensis var. 

thuringiensis de 8.6 y 15 kb respectivamentede, los cuales no portan genes para la S-endotoxina; 

establecieron una relación entre estabilidad y termosensibilidad de estos plásmidos al ser clonados 

en E. cotí y B. subtilis. Los resultados de dichos estudios indican que la estabilidad del plásmido 

es inversamente proporcional a la temperatura a la cual se desarrolla el cultivo, siendo el intervalo 

de 42°-51°C la temperatura crítica para la pérdida de los mismos. Esto es una prueba clara del 

efecto de agentes externos sobre las funciones de replicación de plásmidos. 



Después de esta revisión sobre la función y características de los plásmidos de Bacillus 

thuringiensis se puede establecer la importancia de estos rasgos tanto en biotecnología, para la 

obtención de nuevas cepas de B. thuringiensis que produzcan variantes en la composición y 

morfología del cristal; como en el estudio a nivel genético de este importante microorganismo. 



MATERIALES Y METODOS 

L- Selección de cepas. 

Las cepas de B. thuringiensis seleccionadas para la realización del presente trabajo fueron 

obtenidas de la Colección Internacional de Bacilos Entomopatógenos depositada en la Facultad de 

Ciencias Biológicas de la U.A.N.L. Se utilizaron cepas de B. thuringiensis var. kurstaki, cepa 

HD-73; var. aizawai, cepas GM-7 y GM-10; y var. monterrey, cepa GM-33. Las cepas kurstaki y 

aizawai son tóxicas hacia Trichoplusia ni, la cepa GM-33 es atóxica contra lepidópteros. 

IL- Desarrollo del proceso de curado de plásmidos. 

a) Preparación del inoculo. 

1.- Reactivación de las cepas. Las cepas, conservadas en aceite mineral, fueron reactivadas 

por resiembra en placas de agar nutritivo, se efectuaron hasta tres resiembras para cada una de las 

cepas incubando a 28-30°C por 24 horas. 

2.- Preparación del inoculo. A partir de una colonia aislada de la última resiembra se 

inocularon 3 tubos con 5 mi. de caldo nutritivo para cada una de las cepas. Los tubos fueron 

incubados a 28-30°C, con agitación constante a 250 rpm durante 10 horas. 

b) Proceso de curado de plásmidos. Las cepas HD-73, GM-7 y GM-33 fueron inoculadas, con el 

contenido de los tubos de inoculo correspondiente a cada una de ellas, en matraces de 250 mi 

conteniendo 50 mi de caldo nutritivo con SDS al 0.002, 0.02 y 0.1 % respectivamente. Los 

matraces se incubaron con agitación constante a 250 ipm durante 10 horas a una temperatura de 

28-30°C. La cepa GM-10 fue inoculada en matraces de 250 mi conteniendo 50 mi caldo nutritivo 

e incubada a 42-45°C durante 18 horas con agitación constante a 250 ipm. 

c) Selección de cepas curadas. 

1.- Siembra en placa. Después de someter las cepas al proceso de curado se prepararon 

series de diluciones de cada uno de los matraces utilizando solución salina de NaCl al 0.85 %. Se 



inocularon placas de agar LB con 0.1 mi de la dilución más alta y se extendió sobre la superficie 

del medio con varilla de vidrio. 

2.- Selección de cepas. Las placas inoculadas fueron llevadas a incubación a 28-30°C por un 

máximo de 5 días. Al término de este período de incubación se seleccionaron un número de 

colonias para cada una de las cepas. £1 criterio de selección se basó en dos aspectos principales; 

la apariencia y morfología de la colonia, y la producción del cuerpo paraesporal. Para lo anterior 

se evaluaron las características morfológicas de las colonias seleccionadas y se compararon con 

las de su cepa nativa correspondiente. Además, se realizaron tinciones con cristal violeta para 

evidenciar la prersencia o ausencia del cueipo paraesporal mediante microscopía directa. 

Las colonias seleccionadas se ordenaron en cajas con agar nutritivo asignándoseles un 

número para su identificación. También se prepararon cultivos puros de todas las colonias 

seleccionadas con el fin de contar con cultivos de respaldo. Tanto las cepas seleccionadas como 

los cultivos de respaldo fueron almacenados en refrigeración como cultivos esporulados. 

IIL- Obtención de los perfiles de plásmidos de cepas nativas y curadas. 

a) Obtención del paquete celular. Cada una de las cepas y sus curadas correspondientes fueron 

reactivadas a partir de los cultivos esporulados en placas con agar LB e incubadas durante 12-14 

horas a 2S-30°C. Se inocularon tubos con 3 mi de caldo LB para cada una de ellas e incubaron 

con agitación constante a 250 ipm por 18-20 horas y a una temperatura de 28-30°C. El contenido 

de cada uno de los tubos se centrifugó a 12,000 rpm durante 2 minutos utilizando tubos 

Eppendorf de 1.5 mi. El paquete celular obtenido se sometió a dos lavados consecutivos con 

solución salina de NaCl al 0.85 %. 

b) Electroforésis de plásmidos de cepas nativas y curadas. 

1.- Lisado de células. El paquete celular fue sometido a lisis resuspendiendolo en 50 ¿il de 

mezcla de lisozima e incubando a 37°C por espacio de 2 horas, monitoreandose la formación de 

protoplastos. 



2.- Electroforésis de plásmidos en geles de agarosa. Se prepararon geles de agarosa al 0.5 

% en buffer Tris-Biratos lx, con 3 mm de espesor y 15 carriles cada uno. Se utilizó Tris-Boratos 

lx como buffer de corrida para el desarrollo de la electroforésis y para evitar efectos de 

deslizamiento de los geles, estos fueron preparados con una base de agarosa al 2 %. 

Se colocaron 40 ¿il de mezcla de SDS en cada uno de los carriles y se dejó reposar durante 

20 minutos. Transcurrido este tiempo se colocaron 25 |il de cada uno de los Usados celulares por 

debajo de la mezcla de SDS y reposó por espacio de 15 minutos. Se utilizó el plásmido 

pKK-233-3 (3.1 Md) de Escherichia coli como marcador de talla molecular. Tanto el marcador, 

la cepa nativa y sus curadas correspondientes fueron dispuestas en el gel con tal orden, de manera 

que permitieran ser comparados posteriormente. 

El desarrollo de la electroforésis se llevó a cabo con corriente constante a 3.0 mA (10-14 V) 

por 1.5-2.0 horas, seguido por un cambio con voltage constante a 40 V (8-10 mA) por 50 

minutos y finalmente 120 V (25-29 mA) durante 2.5-3.5 horas. Los geles se riñeron con solución 

de bromuro de etidio 0.5 pg/ml y se obtuvieron gráficos mediante fotografía en blanco y negro. 

Las cepas que presentaron un perfil de plásmidos diferente a la de su cepa nativa 

correspondiente fueron seleccionadas y ensayadas nuevamente para verificar la pérdida de 

plásmidos. 

IV.- Obtención de perfiles de proteínas de cepas nativas y curadas. 

a) Obtención de proteína del cristal paraesporaL 

1.- Cultivo de células. Se inocularon cajas con agar LB con cada una de las cepas que 

presentaron un patrón de plásmidos diferente a las de sus cepas nativas correspondientes. Las 

cajas se incubaron a 28-30'C hasta esporulación y se verificó la presencia o ausencia del cristal. 

2.- Obtención de protema del cristal. Se resuspendieron 4-6 asadas de cada una de las cepas 

en agua y se lavaron dos veces con agua bidestilada. El paquete obtenido por centrifugación se 

resuspende en 100 de mezcla de lisis y se calienta en baño de agua a ebullición por 5 minutos. 



b) Electroforésis de proteínas de cepas nativas y curadas. 

1.- Electroforésis de proteínas en geles de poliacrilamida. Se prepararon geles discontinuos 

de poliacrilamida al 10 % con un espesor de 0.75 mm y 10 carriles por gel Se colocaron 10 pl de 

cada una de las soluciones del cristal paraesporal dispuestas de tal manera que permitieran una 

comparación poseterior del perfil proteico de las cepas nativas y sus curadas respectivas. La 

electroforésis se desarrolló a corriente constante de 10 mA en el gel consentrador y 20 mA en el 

gel separador utilizando buffer EP lx. Los geles se revelaron mediante tinción con azul de 

Coomasie. 

2.- Electrotransferencia e inmunodetección de proteínas. Las proteínas separadas en geles 

de poliacrilamida, se electrotransfirieron a filtros de nitro celulosa con corriente constante a 250 

mA durante toda la noche utilizando buffer T lx como buffer de transferencia. Al término de la 

electrotransferencia los filtros de nitrocelulosa se lavan dos veces con PBS+Tween 20 al 0.05 % y 

se bloquean con Tween 20 al 2 % durante 10 minutos. Después se incubaron con el anticuerpo 

Anti Cry correspondiente (HD-73, GM-7 y GM-10: Anti Cry 1A; GM-33: Anti Cry 7Aa) durante 

1 hora. Posteriormente se adiciona el Anti IGg acoplado a fosfátasa alcalina, la cual a su vez se 

hace reaccionar con la solución cromogénica (NBT+BCIP) para detectar las proteínas que 

presentan reacción con el anticuerpo mediante la aparición de bandas color azul violeta. 

V.- Bioensayos. 

Se realizaron bioensayos para evaluar la toxicidad de las cepas nativas y curadas. Para 

esto se utilizaron larvas neonatas de Trichoplusia ni como insecto blanco. Se dispusieron grupos 

de 25 copas para cada cepa con 6 mi de dieta para larvas por copa. Se adicionaron volúmenes del 

complejo espora-cristal a cada copa para obtener concentraciones déla toxina de 1.0 y 0.1 ¿ig/cm2 

para las cepas HD-73, GM-7 y GM-10. Para la cepa GM-33 se utilizaron concentraciones de 

10.0 y 1.0 pg/cm2. Estas concentraciones de toxina fueron calculadas mediante determinaciones 

por el método de Lowry (1974). 

Se colocó una larva por copa y se llevó al mismo tiempo un blanco sin toxina con el 

mismo número de larvas. Las copas se incubaron por separado a 28°C durante 7 días, después de 



los cuales se contaron las larvas vivas y muertas para determinar el porcentage de mortalidad 

cada una de las cepas evaluadas. 



RESULTADOS 

L- Curado de plásmidos. 

a) Curado de plásmidos utilizando SDS. 

De las cepas tratadas con SDS se eligieron 75 colonias de HD-73, 50 colonias de la cepa 

GM-7 y 50 colonias de GM-33. Después de obtener los perfiles de plásmidos en geles de agarosa 

para cada una de ellas se seleccionaron 5 cepas de HD-73, dos de las cuales no producen cristal; 2 

cepas de GM-7 y 3 cepas de GM-33. Esta última selección es en base a las diferencias en los 

patrones de plásmidos que muestran estas cepas seleccionadas respecto de sus cepas nativas 

correspondientes. 

1.- Perfiles de plásmidos de B. thuringiensis HD-73 y cepas curadas. De las cepas de B. 

thuringiensis utilizadas en este estudio, la cepa HD-73 proporcionó el mayor número de 

mutantes. En total se obtuvieron cinco derivadas de esta cepa, dos de las cuales son aciistalíferas 

(Ciy); las tres restantes aún cuando presentan un perfil de plásmidos diferente al de la cepa 

nativa, siguen produciendo el cueipo de inclusión (Ciy+). Las cepas Cry- presentan una 

morfología colonial diferente a la de la cepa nativa, estas cepas tienen un aspecto translúcido y 

una coloración amarillo-blanquecina, a diferencia de la cepa nativa que se presenta con un aspecto 

de mayor opacidad y de color más claro. 

En la figura 1 se muestra el patrón de plásmidos de HD-73 nativa, la cual presenta al 

menos cuatro plásmidos con tallas moleculares aproximadas de 10.5, 11.9, 18.2y26.7Md. En la 

figura 1 se muestran también los perfiles de plásmidos de las cinco cepas curadas, estas son 

denominadas: HD73-4 Cry ,̂ la cual presenta la pérdida de los plásmidos de -11.9, -18.2 y -26.7 

Md, acompañada por la aparición de una nueva banda de plásmido de -29.1 Md; HD73-24 Cry+, 

que ha sido curada del plásmido de -26.7 Md; HD73-35 Cry+, la cual muestra haber perdido los 

plásmidos de-18 .2 y -26.7, y además presenta la aparición de un nuevo plásmido de-29 .1 

Md; HD73-44a Cry+, en cuyo perfil de plásmidos desaparece el correspondiente a -26.7 Md para 

ser sustituido por una nueva señal de plásmido a -29.1 Md y otro nuevo plásmido más de -16.0 



Fig. 1. Gel de agarosa 0.5% mostrando perfiles de plásmidos de HD-73. Los 
números de serie son como sigue: 1, HD73 nativa; 2, 73-4; 73-24; 3, 
73-35; 4, 73-44a y 5, 73-44b. El signo (-) índica ausencia de cristal. M 
corresponde al marcador de talla molecular pKK 233-3. 

Md; y por último una mutante espontánea Cry- derivada de HD73-44a, misma que no revela 

bandas de plásmidos en geles de agarosa. Las cepas curadas Cry+ de HD-73 producen cristales 

de igual morfología que la cepa silvestre, además; no presentan cambios en cuanto a aspecto y 

morfología colonial se refiere. Los resultados del curado de plásmidos en HD-73 se resumen en 

en la tabla I. 

Tabla I. B. thuringiensis HD-73 nativa y cepas curadas. 
Cepa Espora Cristal Morf. cristal Plásmidos 

(Md) 

HD-73 + + bipiramidal -10.5; -11.9; 
-18.2; -26.7 

HD73-4 + - - -10.5; -29.1* 

HD73-24 + + bipiramidal -10.5; -11.9; 
-18.2 

HD73-35 + + bipiramidal -10.5;-11.9; 
-29.1* 

HD73-44a + + bipiramidal -10.5;-11.9; 
-16.0*;-29.1* 

HD73-44b + - -

B indica valor de talla molecular aproximado, (*) nuevo plásmido con respecto a la cepa nativa.(+) positivo, (-) 
negativo. 



2.- Perfiles de plásmidos de B. thuringiensis GM-7 y cepas curadas. 

Con respecro a la cepa GM-7, se lograron obtener dos cepas Cry+ con perfiles de 

plásmidos diferentes al patrón de la cepa silvestre. La cepa GM-7 nativa muestra al menos cinco 

plásmidos de tamaños moleculares aproximados de 6.8, 10.5, 11.6, 19.8 y 33.8 Md. En la figura 

2 se presenta el patrón de plásmidos en gel de agarosa de la cepa GM-7 nativa y estas dos 

derivadas. Las cepas curadas de GM-7 son: GM7-14, la cual muestra haber perdido los 

plásmidos de -10.5 y -11.6 Md, además de que los plásmidos de -19.8 y -33.8 Md son 

sustituidos por dos nuevas señales de plásmidos con tallas molecularas aproximadas de 16.9 y 

30.3 Md; la segunda derivada de GM-7 ha sido denominada GM7-42, y esta cepa presenta la 

pérdida de los plásmidos de -6.8 y -19.8 Md, además; la banda del plásmido que en la cepa nativa 

aparece a -33.8 Md, en esta cepa es sustituida por una nueva señal de plásmido de -37.6 Md. 

Las tallas moleculares de estos plásmidos, así como algunos otros aspectos de GM-7 y sus cepas 

curadas se presentan en la tabla II. 

Fig. 2 Gel de agarosa 0.5% mostrando perfiles de plásmidos de GM-7. Los 
números de serie son como sigue: 1, GM-7 nativa; 2, 7-14 y 3, 7-42. 
M indica el marcador de talla molecular pKK-233-3. 



Tabla H B. thuringiensis GM-7 y cepas curadas. 

Cepa Espora Cristal Morf. cristal Plásmidos 
(Md) 

GM-7 + + bipiramidal -6.8; —10.5; 
-11.6; -19.8; 
-33.8 

GM7-14 + + bipiramidal -6.8, -16.9* 
-30.3* 

GM7-42 + + bipiramidal -10.5;-11.6 
-37.6* 

(~) indica valor de talla molecular aproximado, (*) nuevo plásmido con respecto a la cepa nativa, (+) positivo. 

3.- Perfiles de plásmidos de B. thuringiensis GM-33 y cepas curadas. 

En cuanto a B. thuringiensis GM-33, no se lograron obtener cepas con perfiles de 

plásmidos diferentes al patrón de la cepa nativa. Sin embargo, los análisis del perfil de proteínas 

de las cepas de GM-33 que fueron sometidas a curado con SDS, muestran claras diferencias con 

el patrón ofrecido por la cepa silvestre. La cepa nativa presenta al menos dos plásmidos con tallas 

moleculares aproximadas de 20.7 y 52.8 Md. En la figura 3 se presenta el patrón de plásmidos de 

la cepa GM-33 nativa junto a las tres derivadas que fueron tratadas con SDS, las cuales han sido 

denominadas GM33-6, GM33-7 y GM33-13. Las tallas moleculares de estos plásmidos, así como 

los aspectos relacionados con la producción del cristal paraesporal en la cepa GM-33 y sus 

derivadas se presentan en la tabla m. 



Fig. 3. Gel de agarosa 0.5% mostrando perfiles de plásmidos de GM-33. Los 
números de serie son como sigue: 1, GM-33 nativa; 2, 33-6; 3, 33-7 y 
4,33-13. 

Tabla DI. B. thuringiensis GM-33 nativa y cepas curadas. 

Cepa Espora Cristal Morf. cristal Plásmidos 

(Md) 

GM-33 + + bipiramidal -20.7; -52.8 

GM33-6 + + bipiramidal -20.7; -52.8 

GM33-7 + + bipiramidal -20.7; -52.8 

GM33-13 + + bipiramidal -20.7; -52.8 

(~) indica valor de talla molecular aproximado, (+) positivo. 

b) Curado de plásmidos utilizando calor. 

La cepa GM-10 fue inicialmente tratada con SDS como agente de curado, se eligieron 50 

colonias para someterlas a análisis de sus perfiles de plásmidos no encontrándose ninguna cepa 

que presentara diferencias con el patrón de plásmidos de la cepa nativa. Posteriormente esta 



misma cepa fue tratada con calor obteniendose dos cepas con perfiles de plásmidos diferentes al 

de la cepa silvestre. 

1 - Perfil de plásmidos de B. thuringiensis GM-10 y cepas curadas. 

Para la cepa GM-10 de B. thuringiensis se obtuvieron dos cepas Cry+ que presentan 

perfiles de plásmidos diferentes al de la cepa silvestre. La cepa GM-10 nativa revela al menos 

cuatro plásmidos con tallas moleculares aproximadas de 5.3, 14.7, 19.0 y 37.6 Md. En la figura 4 

se presentan los perfiles de plásmidos en geles de agarosa correspondientes a la cepa GM-10 y 

estas dos cepas curadas. Estas derivadas se denominaron: GM10-1, la cual ha sido curada de los 

plásmido de -14.7 y -37.6 Md; y GM10-4, cuyo perfil revela haber perdido el plásmido de -36.7 

Md. Estos resultados y algunos aspectos sobre la producción y morfolgía del cristal se presentan 

en la tabla IV. 

M 1 2 3 

Fig. 4. Gel de agarosa 0.5% mostrando plásmidos perfiles de plásmidos de 
GM-10. Los números de serie son como sigue: 1, 10-1; 2, 10-4 y 3, 
GM-10 nativa. M indica el marcador de talla molecular pKK-233-3. 
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Tabla IV. B. thuringiensis GM-10 nativa y cepas curadas. 

Cepa Espora Cristal Morf. cristal Plásmidos 

(Md) 

GM-10 + + bipiramidal -5.3; -14.7; 19.0; 

-37.6 

GM10-1 + + bipiramidal -5.3,-19.0 

GM10-4 + + bipiramidal -5.3;-14.7; -19.0 

(~) indica valor de talla molecular aproximado, (+) positivo. 

II.- Electroforésis de proteínas e inmunodetección de la 5-endotoxina de B. thuringiensis. 

1.- Perfil de proteínas de B. thuringiensis HD-73 y cepas curadas. Los perfiles de proteínas 

de la cepa HD-73 y sus ccepas curadas se presentan en la figura 5. La banda que se distingue a 

134.4 kDa corresponde a la proteina del cristal, estando ésta presente tanto en HD-73 nativa 

como en las mutantes Ciy+ HD73-24, HD73-35 y HD73-44a. Como era de espererse esta misma 

banda no se presenta en las cepas denominadas Ciy- HD73-4 y HD73-44b. Los resultados de la 

inmunodetección de estas proteínas, mostrados también en la figura 5, confirman la presencia de 

esta proteina al ser reconocida por el anticuerpo AntiCry 1A. Los pesos moleculares de la 

proteína del cristal de HD-73 nativa y las cepas curadas, así como la reacción con el anticuerpo 

AntiCry 1A se resumen en la tabla V. 

2.- Perfil de proteínas de B. thuringiensis GM-7 y cepas curadas. Las dos cepas curadas 

de B. thuringiensis GM-7 siguen produciendo una proteína de 119.8 kDa, la cual migra en un gel 

de poliacrilamida, como se muestra en la figura 6; a la par con la proteina producida por la cepa 

nativa. Al retar este perfil de proteínas contra el anticuerpo AntiCry 1A, en el filtro de 

nitrocelulosa (Fig. 6B), se obtienen señales en forma de bandas, las cuales confirman que la 

protema producida por las cepas curadas posee la misma identidad anitgiénica que la producida 

por la cepa nativa. Los pesos moleculares de la proteína del cristal de la cepas nativa y curadas, 

así como la reacción con el anticuerpo AntiCry 1A se muestran en la tabla VI. 



Fig. 5. A) Gel de poliacrilamida mostrando perfiles de proteínas de HD-73 y 
cepas curadas. B) Inmunodetección de proteínas de cristal en filtro de 
nitrocelulosa. Los números de serie son como sigue: 1, HD-73 nativa; 
2, 73-4; 3, 73-24; 3, 73-35; 4, 73-44a y 5, 73-44b. M indica los 
marcadores de peso molecular. 

Tabla V. Proteínas del cristal de B. thuringiensis HD-73 nativa y cepas curadas. 

Cepa Proteína del cristal (kDa) Reacción con AntiCry 1A 

HD-73 

HD73-4 

HD73-24 

HD73-35 

HD73-44a 

HD73-44b 

(+) positivo, (-) negativo. 

134.4 

134.4 

134.4 

134.4 

+ 

+ 

+ 

+ 



A B 

Fig. 6. A) Gel de poliacrilamida mostrando perfiles de proteínas de GM-7 y 
cepas curadas. B) Inmunodetección de proteína de cristal en filtros de 
mtrocelulosa. Los números de serie son como sigue: 1, G M - 7 
nativa; 2, 7-14 y 3, 7-42. 

Tabla VI. Proteínas del cristal de B. thuringiensis GM-7 y cepas curadas. 

Cepa Proteína del cristal (kDa) Reacción con AntiCry 1A 

GM-7 119.8 + 

GM7-14 119.8 + 

.GM7-42 119.8 + 

(+) positivo. 

3.- Perfil de proteínas de B. thuringiensis GM-33 y cepas curadas. En la figura 7 se 

muestran los perfiles de proteínas correspondientes a GM-33 y sus cepas derivadas. La banda que 

aparece a 128.5 kDa corresponde a la proteína del cristal producida por la cepa GM-33 silvestre. 

En la figrua 7 pueden apereciarse también las bandas de la proteína del cristal de las cepas 

derivadas, que a diferencia con la cepa nativa, estas migran a nivele diferentes en un mismo gel de 

poliacrilamida. Por la tanto, estas revelan pesos moleculares inferiores al de la proteína de la 

cepa silvestre. El peso molecular de estas proteínas calculado en geles de poliacrilamida es de 

103.2 kDa. Sin embargo, aún y cuando estas proteínas presentan esta diferencia en peso, siguen 



siendo reconocidas por el anticuerpo AntiCiy 7Aa. Estos resusltados se presentan de manera 

resumida en la tabla VII. 

Fig. 7. A) Gel de poliacrilamida mostrando perfiles de proteínas de GM-33 y 
cepas curadas. B) Inmunodetección de proteína de cristal en filtros de 
nitrocelulosa. Los números de serie son como sigue: 1, GM-33 
nativa; 2, 33-6; 3, 33-7 y 4, 33-13. M indica los marcadores de peso 
molecular. 

Tabla VIL Proteínas del cristal de B. thringiensis GM-33 y cepas curadas. 

Cepa Proteína del cristal (kDa) Reacción con AntiCry 7Aa 

GM-33 128.5 + 

GM33-6 103.2 + 

GM33-7 103.2 + 

GM33-13 103.2 + 

(+) positivo. 

4.- Perfil de proteínas de B. thuringiensis GM-10 y cepas curadas. 

Como puede apreciarse en la figura 8, la cepa GM-10 nativa muestra una proteína de 

134.3 kDa que está presente también en los perfiles mostrados por las dos cepas curadas. Esto 

revela que aún y cuando los perfiles de plásmidos han variado, las cepas derivadas de GM-10 

continúan produciendo un cristal con las mismas características que la cepa silvestre. Lo anterior 



es confirmado con los resultados del inmunoensayo realizado para estas proteínas, los cuales 

revelan también que las proteínas producidas por las ceps curadas poseen la misma identidad 

antigiènica que la producida por la cepa nativa. Los pesos moleculares de estas proteínas, así 

como la reacción con el anticuerpo AntiCry 1A se resumen en la tabla VIII. 

Fig. 8. A) Gel de poliacrilamida mostrando perfiles de proteínas de GM-10 y 
cepas curadas. B) Inmunodetección de proteína de cristal en filtros de 
nitrocelulosa. Los números de serie son como sigue: 1, GM-10 
nativa; 2, 10-1 y 3, 10-4. M indica los marcadores de peso molecular. 

Tabla V m . Protínas del cristal de B. thuringiensis GM-10 y cepas curadas. 

Cepa Proteína del cristal (kDa) Reacción con AntiCry 1A 

GM-10 134.3 + 

GM-10-1 134.3 + 

GM-10-4 134.3 + 

(+) positivo. 



D3.- Bioensayos. 

Los resultados de los bioensayos realizados contra larvas de Trichoplusia ni se muestran 
en la tabla IX. Los valores reportados están expresados en por cieto de mortalidad. 

Tabla IX. Mortalidad (%) de T. ni frente a cepas de B. thuringiensis nativas y curadas. 
Cepa Dosis (|ig/cm2) % mortalidad 

HD-73 1.0 100 
0.1 100 

HD73-4 1.0 8 
0.1 4 

HD73-24 1.0 100 
0.1 100 

HD73-35 1.0 100 
0.1 100 

HD73-44a 1.0 100 
0.1 100 

HD73-44b 1.0 8 
0.1 8 

GM-7 1.0 100 
0.1 100 

GM7-14 1.0 100 
0.1 100 

GM7-42 1.0 100 
0.1 100 

GM-10 1.0 100 
0.1 100 

GM10-1 1.0 100 
0.1 100 

GM10-4 1.0 100 
0.1 100 

GM-33 10.0 20 
1.0 12 

GM33-6 10.0 12 
1.0 4 

GM33-7 10.0 12 
1.0 8 

GM33-13 10.0 12 
1.0 4 



DISCUSION 

Mediante el sistema de curado de plásmidos establecido en el presente trabajo, se 

obtuvieron resultados que proveen de evidencia suficiente para establecer una correlación entre 

elementos de DNA extracromosomal y la producción de la 5-endotoxina en las cepas de Bacilhts 

thuringiensis utilizadas. 

Si bien el método para curado de plásmidos reportado por González y colaboradores resulta 

eficiente, fue necesario hacer algunas modificaciones a este mismo, que permitieran el alcance de 

los resultados obtenidos. Estas modificaciones se aplicaron de manera general a lo largo de todo 

el proceso. Primeramente, ensayando la exposición de las cepas a una concentración de SDS no 

utilizada en dicho proceso (0.1%), después; aumentando los volúmenes del lisado de células, con 

el propósito de obtener bandas de plásmidos con mayor intensidad; y finalmente, variando los 

tiempos a los voltajes recomendados durante el desarrollo de las electroforésis. Estas 

modificacioes reportaron resultados reproducibles durante la realización de este trabajo de 

investigación. 

Puesto que la presencia de plásmidios confiere a las células propiedades que no son vitales 

para su desarrollo, las cepas de Bacillus thuringiensis producidas mediante curado de plásmidos 

en este trabajo, muestran propiedades diferentes a las de sus cepas nativas correspondientes; 

aunque aún comparten características que las identifican con estas mismas. 

De esta manera, se lograron obtener cepas con perfiles de plásmidos diferentes a los 

patrones presentados por las cepas originales, después de haber sido expuestas a agentes de 

curado como SDS o calor, y que han perdido la capacidad de producir el cristal paraesporal, o 

bien; muestran la pérdida de uno o varios plásmidos y continúan siendo productoras de la 

5-endotoxina. 

La evidencia más extensa de lo anteriormente señalado, proviene de las mutantes obtenidas 

de la cepa HD-73. Esta cepa aportó un total de cinco cepas derivadas, tres de las cuales son 

Cry+, y las dos restantes Cry-. Las cepas Cry- presentan diferencias en cuanto a morfología 

colonial se refiere, con respecto a la cepa HD-73 nativa. Estas cepas muestran colonias de 



aspecto translúcido y de coloración amarillo-blanquecina, lo cual facilitó de manera general su 

identificación y aislamiento. Además, estas cepas no se ven afectadas para desarrollarse en los 

mismos medios de cultivo empleados para las cepas Cry+. Lo anterior confirma que los fenotipos 

conferidos por plásmidos no están involucrados con las funciones vitales básicas en estas cepas. 

En cuanto a la cepa Ciy+ denominada HD73-24, la cual muestra haber perdido el plásmido 

de -26.7 Md, se puede decir que este plásmido en particular no se requiere en la síntesis del 

cristal paraesporal. De manera similar, la pérdida del plásmido de -18.2 Md en la cepa Cry+ 

HD73-35, no parece tener efecto alguno sobre la producción de este cuerpo de inclusión. 

Además, esta cepa exhibe la ausencia del plásmido de -26.7 Md y a la vez la aparición de un 

nuevo plásmido de -29.1 Md. Lo anterior induce a plantear una posible reorganización del 

material genético de plásmidos involucrando al plásmido de -26.7 Md, lo cual confirma las 

observaciones hechas en 1980 por J. González, H. Dulmage y B. Carlton; con respecto a la 

aparición de nuevos plásmidos en cepas curadas de B. thuringiensis. 

Por otro lado, algo similar sucede con la cepa Cry+ HD73-44a, que a diferencia de la cepa 

HD73-35, pierde los plásmidos de -18.2 y -26.7 Md, y estos mismos son sustituidos por dos 

nuevos plásmidos con diferentes tallas moleculares, uno de -16.0 Md y el otro de -29.1 Md. 

Aunque las alteraciones en el arreglo de plásmidos en las cepas Cry+ presentan variaciones 

en cuanto al número de estos mismos, ya sea que hayan sido eliminados, o bien; sean plásmidos de 

nueva aparición, estos eventos parecen no tener efecto alguno sobre la producción, morfología y 

toxicidad del cuerpo paraesporal (5-endotoxina) de la cepa HD-73 de Bacillus thuringiensis var. 

kurstaki. Lo anterior es confirmado con los resultados obtenidos en el análisis del cristal por 

. microscopía, geles de poliacrilamida e inmunodetección, así como los bioensayos realizados con 

Trichoplusi ni. 

En cuanto a B. thuringiensis var. aizawai cepa GM-7, se logró establecer que posee al 

menos cinco plásmidos con tallas moleculares aproximadas de 6.8, 10.5, 11.6, 19.8 y 33.8 Md. 

Las dos cepas Cry+ derivadas de GM-7 presentan cambios en sus perfiles de plásmidos respecto a 



la cepa nativa, pero este evento no tiene ningún efecto sobre la producción, morfología o 

toxicidad del cristal paraesporal. 

De manera particular, la cepa GM7-14 pierde los plásmidos de -10.5 y - 1 1 . 6 Md, y como 

se afirma anteriormente, estos plásmidos no están involucrados en la síntesis del cristal, y por 

consiguiente no impactan sobre su morfología ni tampoco sobre su toxicidad. Además, la 

ausencia de estos plásmidos no provoca cambios en la morfología de la colonia de esta cepa. 

A diferencia de GM7-14, la cepa GM7-42 ofrece una variante con respecto a la primera 

como resultado de la pérdida de plásmidos. Esta diferencia entre las dos cepas curadas es en lo 

referente al aspecto y morfología colonial. Aunque la pérdida de plásmidos en GM7-42 provoca 

cambios en la morfología de la colonia de esta cepa, haciéndola aparecer con bordes irregulares 

muy marcados si se le compara con la cepa nativa, y aún con la otra cepa curada GM7-14; estos 

plásmidos no están involucrados en la síntesis del cristal, por lo que su morfología y toxicidad 

tampoco revelan cambios. Al parecer, el efecto de cambio en la morfología colonial de esta cepa 

está relacionado con la ausencia de los plásmidos de -6.8 y -19.8 Md, puesto que estos míanos 

se conservan en GM7-14, y esta derivada comparte todavía identidad en cuanto a morfología 

colonial se refiere, con la cepa nativa. 

Para la cepa GM-33 de B. thuringiensis var. monterrey, se establece que cuenta con al 

menos dos plásmidos con tallas moleculares aproximadas de -20.7 y -52.8 Md. Las cepas 

derivadas de GM-33, denominadas GM33-6, GM33-7 y GM33-13, no presentaron perfiles de 

plásmidos diferentes al patrón de la cepa silvestre al ser analizados en geles de agarosa. Sin 

embargo, los perfiles de proteínas en geles de poliacrilamida de las cepas derivadas muestran 

diferencias muy claras con respecto al perfil proteico de la cepa nativa. 

Las proteínas del cristal producido por las cepas derivadas de GM-33 poseen pesos 

moleculares inferiores al de la producida por la cepa silvestre. El peso molecular que revela esta 

proteína de GM-33 nativa es de 128.5 kDa, y el de sus cepas derivadas es de 103.2 kDa. Esta 

diferencia en peso de 25.3 kDa en la proteína producida por estas derivadas, se debe 

probablemente a la pérdida de algún elemento génico extracromosomal que presente bandas en un 

gel de agarosa que son enmascaradas por las sefiales de plásmidos en los perfiles revelados por 



estas cepas. Esto es, que una cepa puede poseer plásmidos que contengan genes que codifican 

para diferentes funciones, pero estos plásmidos poseen el mismo tamaño molecular; de manera 

que en un mismo gel de agarosa aparecen como una sola señal. 

Si bien la cepa GM-33 es considerada atóxica para lepidópteros, la actividad de la 

6-endotoxina producida por las derivadas de esta cepa muestra un ligero descenso en sus niveles 

de toxicidad contra T. ni. Lo anterior debido, tal vez, a los cambios moleculares provocados por 

la ausencia de la fracción de 20.3 kDa. 

Para B. thuringiensis var. aizawai cepa GM-10, se establece que posee al menos cuatro 

plásmidos con tallas moleculares aproximadas de 5.3, 14.7, 19.0 y 37.6 Md. Las dos cepas 

curadas obtenidas a partir de GM-10, denominadas GM10-1 y GM10-4, muestran perfiles de 

plásmidos diferentes al presentado por la cepa silvestre al ser analizados en geles de agarosa. 

Estas diferencias son, para la cepa GM10-1; la pérdida de los plásmidos de -14.7 y -37.6 Md, y 

para la otra derivada, la pérdida de un solo plásmido de -37.6 Md. Aunque estas cepas han sido 

curadas de algunos plásmidos, este evento no tiene efecto alguno sobre la producción del cristal 

paraesporal, ni tampoco sobre su morfología o toxicidad. Además, ninguna de estas cepas 

curadas presentan cambios en la morfología o el aspecto de su colonia. 

De acuerdo con los resultados obtenidos, se puede establecer que el proceso de curado de 

plásmidos se desarrolló con éxito mediante los procedimientos aplicados en este estudio. Las 

cepas curadas resultantes ofrecen una gran variedad en cuanto a los cambios en sus perfiles de 

plásmidos se refiere, ya sea en cuanto a la pérdida de alguno(s) de ellos, o bien; a la aparición de 

nuevos plásmidos. Así mismo, el efecto de la eliminación de plásmidos sobre las características de 

las cepas estudiadas, va desde la pérdida total en la capacidad de producción del cristal 

paraesporal, hasta cambios en la morfología colonial de algunas cepas; además de variaciones en 

el peso molecular de la proteína del cristal producida por algunas otras. 

En la búsqueda de nuevas derivadas de B. thuringiensis hemos observado que la pérdida de 

plásmidos muchas veces se acompaña por la aparición de nuevos plásmidos con diferentes 

movilidades electroforéticas, sugiriendo que algunos eventos como deleciones, inserciones, y tal 



vez; hasta recombinaciones, sean relativamente comunes entre estos plásmidos. La combinación 

entre estas alteraciones de plásmidos en una cepa, pudiera revelar en un momento dado, cómo las 

cepas HD-73 y GM-7 tienen en común dos plásmidos, uno de -10.5 y otro de -11.6 Md. Tales 

cambios, pudieran interpretarse también como ejemplos de la evolución en los arreglos de 

plásmidos de estas cepas en condiciones de laboratorio. En ambientes naturales, claro está, el 

intercambio de material genético de piásmidos puede ser un factor de adición que contribuya a la 

evolución de los sistemas de DNA extracromosomal. 



CONCLUSIONES 

De acuerdo a los resultados obtenidos a través de la realización de este estudio, se 

concluye: 

1.- Se estableció un sistema eficaz para curado de plásmidos en las cepas de Bacillus 

thuringiensis. 

2.- La cepa HD-73 de B. thuringiensis var. kurstaki posee al menos cuatro plásmidos con 

tallas moleculares aproximadas de 10.5, 11.9, 18.2 y 26.7 Md. 

3.- La cepa GM-7 de B. thuringiensis var, aizawai posee al menos cinco plásmidos con 

tallas moleculares aproximadas de 6.8, 10.5, 11.6, 19.8 y 33.8 Md. 

4.- La cepa GM-10 de B. thuringiensis var. aizawai posee al menos cuatro plásmidos con 

tallas moleculares aproximadas de 5.3, 14.7, 19.0 y 37.6 Md. 

5.- La cepa GM-33 de B. thuringiensis var. monterrey posee al menos dos plásmidos con 

tallas moleculares de 20.7 y 52.8 Md. 

6.- La pérdida de plásmidos en las cepas Ciy+ estudiadas, no indujo cambios en la 

morfología ni en la toxicidad del cristal paraesporal. 

7.- La eleiminación de plásmdios en las cepas Cry- provoca la pérdida de la capacidad de 

producción de la 5-endotoxina, así como cambios en la morfología de la colonia. 



APENDICE 

L- Medios de cultivo. 

Agar nutritivo (g/1) 

Extracto de carne 3.00 

Peptona 5.00 

Agar 18.00 

Caldo nutritivo (g/1) 

Extracto de carne 3.00 

Peptona 5.00 

Agar LB (g/1) 

Peptona 10.00 

Extracto de levadura 5.00 

NaCl 5.00 

Agar 18.00 

Caldo LB (g/1) 

Peptona 10.00 

Extracto de levadura 5.00 

NaCl 5.00 

TI.- Soluciones. 



Buffer Tris-Boratos 5x 

Tris-base 89 mM 

EDTA-Na2 2.5 mM 

Acido bórico 89 mM 

Buffer EP 

Tris-base 15.0 g/1 

Glicina 72.0 g/1 

SDS 5.0 g/1 

Buffer de T 

Glicina 14.4 g 

Tris-base 3.0 g 

Agua 800 mi 

Metanol 200 mi 

Mezcla SDS 

Buffer Tris-Boratos lx 100 mi 

SDS 2.0 g 

Sacarosa 5.0 g 

Azul de bromofenol 0.05 g 

Mezcla de lisozima 2 

Lisozima de huevo 2 mg/ml 

Sacarosa 0.2 mg/ml 

RNAasa 100 ^ig/ml 



Mezcla de lisis 

Buffer Tris 2.5 mi 

SDS 4.0 mi 

Glicerol 2.0 mi 

2-G-mercaptoetanol 1.0 mi 

Agua 0.5 mi 

Solución de Bromuro de etidio 

Bromuro de etidio 0.5 ng/ml 

Solución de azul de Coomasie 

Azul brillante R 2.0 g 

Metanol 250 mi 

Acido acético 50 mi 

Aforar con agua 500 mi 

Solución cromogénica 

BCIP 5 mg 

NBT 10 mg 

Buffer de sustrato 30 mi 

Cristal violeta 

Etanol 20 mi 

Cristal violeta 2.0 g 

Acetato de amonio 0.8 g 

Agua 80 mi 



Solución fisiológica 

NaCl 0.85 g 

Agua 100 mi 

Nota: Todas las soluciones se preparan con agua bidestilada en los volúmenes especificados 
según se indique. Los buffers Tris se ajustan a pH=8.0 con ácido clorhídrico y se filtran 
en membranas de 0.45 ¿un. 
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