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ABSTRACT

The tomato moth (Tuta absoluta Meyrick; Lepidoptera:
Gelechiidae) is the most devastating insect pest of
tomato (Lycopersicon esculentum Mill.) crops in Chile,
producing losses from 60 to 100% in non-insecticide
treated fields. Because pests are evolving to resistance
levels to convencional insecticides, there is interest
for alternative strategies including the use of
biopesticides. Inthiswork theinsecticidal potential of
native Bacillus thuringiensis (Bt) strains against this
plague was studied. Bt isolates were collected from
soil samples of the VII Region of Chile, and
characterized using different criteria: colony and
parasporal inclusion morphologies, SDS-PAGE,
western blotting analysis and bioassays against T.
absolutalarvae. Using the Polymerase Chain Reaction
(PCR) technique, a genotype classification was
performed using specific primers. All the native strains
had genes belonging to cry/ family. Two isolates
displayed a relevant toxic activity against 7. absoluta
larvae and could constitute an alternative for controlling
this pest. These strains proved to be more effective
than the isolate obtained from the commercial Dipel
Bt formulation (B. thuringiensis var. kurstaki).
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RESUMEN

La polilla del tomate (Tuta absoluta Meyrick;
Lepidoptera: Gelechiidae) es la plaga mas devastadora
del cultivo del tomate (Lycopersicon esculentum Mill.)
en Chile, produciendo pérdidas del 60 al 100% en
campos no tratados con insecticidas. Puesto que las
plagas de insectos estdn desarrollando niveles de
resistencia a los insecticidas convencionales, existe
interés por estrategias de control que incluyen el
empleo de biopesticidas. En el presente trabajo se
estudi6 el potencial de aislados nativos de Bacillus
thuringiensis (Bt) con actividad toxica contra esta
plaga. Los aislados de Bt fueron colectados de muestras
de suelo provenientes de la VII Region del pais, y
fueron caracterizados empleando diferentes criterios:
morfologia de la coloniay de la inclusion paraesporal,
electroforesis en condiciones desnaturantes, analisis
Western y bioensayos contra larvas de 7. absoluta.
Usando latécnica Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR) se obtuvo una clasificacion del contenido génico
utilizando partidores especificos. Todas las cepas
nativas seleccionadas poseian genes de la familia
cryl. Dos aislados mostraron una actividad toxica
relevante contra la larva de 7. absoluta y podrian
constituir una alternativa para el control de esta plaga.
Estas cepas resultaron ser mas efectivas que el aislado
obtenido desde el producto comercial Dipel (B.
thuringiensis var. kurstaki).
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INTRODUCCION

El tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) es una
de las principales especies horticolas cultivadas en
Chile. La superficie destinada a este cultivo es
aproximadamente de 21.756 ha, con una produc-
cién cercana al millon de toneladas (ODEPA, 2005).

La polilla del tomate (Tuta absoluta Meyrick) es
considerada una de las principales plagas endémi-
cas de los paises sudamericanos, ocasionando da-
fos que se estiman del orden del 60 al 100% en
aquellos cultivos sin proteccion contra esta plaga
(Larrain, 1986; Giustolin et al., 2001).

El empleo de diversas combinaciones de insectici-
das, y en dosis cada vez mas crecientes, estaria
provocando un incremento de la tasa de aparicion
de insectos resistentes. En efecto, existen antece-
dentes acerca del desarrollo de resistencia a insec-
ticidas clorados y fosforados, e incluso hacia los
piretroides deltametrina y esfenvalerato (Salazar y
Araya, 1997).

Como alternativa al empleo de plaguicidas sintéti-
cos o se ha dirigido la atencién a las propiedades
insecticidas de ciertos microorganismos o produc-
tos microbianos secundarios. El mayor nimero de
especies con propiedades insecticidas pertenece al
género Bacillus, en especial a la especie Bacillus
thuringiensis (Bt) (Theoduloz ef al., 2003).

El Bt es una bacteria Gram (+) formadora de espo-
ras, que se caracteriza por poseer una variedad de
plasmidos que contienen genes que codifican para
proteinas insecticidas. Entre éstas, las mas estudia-
das corresponden a las d-endotoxinas o también
llamadas proteinas Cry (Crickmore et al., 1998).
Estas proteinas son sintetizadas y ensambladas en
cuerpos de inclusion paraesporales durante la fase
estacionaria de su ciclo de crecimiento (Hofte y
Whiteley, 1989).

Las d-endotoxinas son insecticidas naturales para
un gran niumero de plagas de insectos de importan-
cia agronoémica (Aronson y Shai, 2001). Se consi-
dera que estos bioinsecticidas son ambientalmente
seguros e inocuos para aves, peces y mamiferos,
incluyendo al hombre. Dadas sus notables propie-
dades, el Bt representa una alternativa util y com-
plementaria a los insecticidas quimicos actuales
para el control de algunos insectos fitofagos
(Kwang-Bo y Cote, 2002).
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Las etapas de accion de este bioinsecticida pueden
resumirse en los siguientes eventos: 1) ingesta del
cristal proteico; 2) solubilizacion del cristal en un
medio alcalino del intestino; 3) procesamiento pro-
teolitico de la protoxina mediante la accion de
proteasas endogenas; 4) unién de la toxina a recep-
tores especificos del epitelio intestinal; y 5) forma-
cién de poros y lisis de las células epiteliales (Gill
etal., 1992). El insecto hospedero detiene su inges-
ta de alimento y muere en un plazo de 2 a 6 dias
(Maagd et al., 2001).

La mayoria de las subespecies de Bt encontradas
difieren en su toxicidad y en la gama del insecto
hospedero (Yamamoto y Powell, 1993). El conoci-
miento actual es resultado de intensos programas de
busqueda de nuevas variedades que produzcan pro-
teinas insecticidas con mayores niveles de toxici-
dad que los descritos. Actualmente, las cepas aisla-
das muestran un amplio rango de especificidad
contra insectos de diferente orden (Lepidoptera,
Diptera, Coleoptera, Hymenoptera, Homoptera,
Phthiraptera y Acari) y otros invertebrados (Nema-
thelminthes y Platyhelminthes) (Feitelson, 1993).
El hallazgo de nuevas cepas de Bt que presentan
actividades toxicas duales, hacia mas de un insecto
hospedero, motivo la actualizacion de la clasifica-
cién de las proteinas larvicidas (Crickmore ef al.,
1995).

El proceso de caracterizacidon de cepas de Bt puede
ser muy diverso, sin embargo, el criterio mas utili-
zado corresponde a la observacion morfologica del
cristal paraesporal, como también el perfil de pro-
teinas conseguido mediante electroforesis en geles
de poliacrilamida.

Los objetivos principales de este trabajo fueron: 1)
aislamiento y caracterizacion de nuevas cepas de Bt
en los suelos de la VII Region, y 2) evaluacion de su
accion insecticida contra la larva de la polilla del
tomate, Tuta absoluta Meyrick.

MATERIALES Y METODOS

Este trabajo se desarrolld en el Laboratorio de
Bioquimica Vegetal, Instituto de Biologia Vegetal y
Biotecnologia, Universidad de Talca, Talca, Chile,
entre el ano 2002 y el afio 2003. Se cultivaron plantas
de tomate del hibrido SSC445, bajo condiciones
controladas de luz, temperatura y con un fotoperiodo
16:8 (luz:oscuridad) a una temperatura de 25°C.
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Lacrianzade lalarva se efectud en las dependencias
del Laboratorio de Entomologia de la Universidad
de Talca, bajo condiciones controladas. Las larvas
se desarrollaron sobre plantas de tomate del hibrido
SSC445. El inéculo inicial provenia desde inverna-
deros ubicados en la comuna de Pencahue (35° 23°
lat. Sur, 71°50° long. Oeste), VII Region del Maule.

Aislamiento de las cepas de Bt

Las cepas de Bt se aislaron de muestras de suelo
extraidas desde diferentes sistemas agroecoldgicos
de la VII Region del pais (Vasquez et al., 1995). El
procesamiento de estas muestras se realizd de la
siguiente manera: un g de suelo se mezclo con 10
mL de agua destilada estéril y se pasteurizo a bafio
mariaa 65°C por 30 min. Luego, se dejo en hielo por
igual tiempo y de éstos s6lo 10 uL se aforaron con
agua destilada estéril a un volumen final de 200 uL.
Esta suspension se depositd en placas con agar LB
(Luria Bertani) (10 g triptona, 5 g extracto levadura,
10 g NaCl, por litro) y se dejaron crecer en una
camara a 28°C.

Las cepas que crecieron en el medio LB con carac-
teristicas morfologicas similares a Bt se cultivaron
aisladamente en un agar nutritivo hasta su autolisis
a una temperatura de 28°C. Con el cultivo autolisa-
do se preparo un frotis delgado sobre un portaobje-
to. El material fijado se cubri6 con una solucién de
azul de Coomasie R-250 al 0,25% en 50% de etanol
y 7% de 4cido acético durante 10 min. Se lavo el
exceso de colorante con aguay se dejo secar el frotis
a temperatura ambiente. Los cuerpos paraesporales
se observaron con microscopio 6ptico (Nikon E-
4000, Tokio, Japoén) con 1250X de aumento.

Como cepa control se utiliz6 la cepa B. thuringien-
sis var. kurstaki que se regenero a partir del produc-
to comercial Dipel® 2X (Laboratorios Abbott, Chi-
cago, EE.UU.). Este procedimiento consistié en
tomar una cantidad pequefia del producto para res-
tablecer su crecimiento en una placa con medio LB.

Purificacion de cristales (0-endotoxinas)

Las cepas se cultivaron en leche peptonizada (PMB)
(10 g leche peptonizada; 10 g dextrosa; 2 g extracto
levadura; 0,3 g MgSO,x 7H,0; 0,02 ug mL"' FeSO,
x 7H,0; 0,02 ug mL™' ZnSO, x 7H,0; 0,020 ug mL"!
MnSO, x 7H,O en un volumen final de un litro), con
agitacion constante de 300 rpm a 28°C, hasta su
completa autolisis. Posteriormente, el sedimento se
colectd por centrifugaciona 10.000 rpm por 10 min,

y se lavd tres veces con agua destilada estéril,
eliminandose el sobrenadante en cada oportunidad.
El sedimento resultante se resuspendio en NaCl 0,5
M a 30°C por 15 min. Enseguida, el sedimento se
resuspendié en un volumen de PMSF (fenilmetil-
sulfonil fluoruro) 1 mM y la suspension se sometid
aun gradiente lineal de NaBr, preformado entre 30
y 60% (Vasquez et al., 1995). La centrifugacion se
realiz6 a 10.000 rpm por 2 h a 4°C, utilizando una
centrifuga refrigerada (Sorvall, modelo RC-5B,
Wilmington, Delaware, USA). Al término de la
centrifugacion, la banda de cristales se extrajo con
una pipeta Pasteur, se diluy6 con agua destilada, y
se concentro por centrifugacion. Luego los cristales
se lavaron dos veces con agua destilada estéril y se
recuperaron, en cada ocasion, por centrifugacion.
Finalmente, los cristales se congelaron a -80°C para
luego ser liofilizados y almacenados a4°C, hasta su
utilizacion.

Tincién del cuerpo paraesporal

Se preparo un frotis delgado sobre un vidrio porta-
objeto, secandolo a temperatura ambiente y luego,
exponiéndolo suavemente a la llama del mechero.
Elmaterial fijado se cubri6é con una solucién de azul
de Coomassie R-250 al 0,25% en 50% de etanol y
7% de acido acético durante 10 min. Se lavo el
exceso de colorante con aguay se dejo secar el frotis
a temperatura ambiente. Los cuerpos paraesporales
se observaron al microscopio optico (Nikon E-
4000) con 1250X de aumento.

Microscopia electrénica de los cristales proteicos
Una identificaciéon mas fina del cuerpo paraesporal
se efectué mediante observacién al microscopio
electronico de barrido (MEB) (Philips, Modelo XL-
30-ESEM, Irapuato, México), gentilmente facilita-
do por el Centro de Investigacion de Estudios Avan-
zados Querétaro, México.

Se tomaron alicuotas de 10 uL a partir de suspensio-
nes de esporas y cristales. Estas se distribuyeron en
la superficie de portaobjetos cilindricos de alumi-
nio, disefiados especialmente para observar en el
MEB.

Una vez que las muestras se secaron, se llevaron a
sombrear con oro por 4 min en un sombreador de
oro (E.F. Fullam, Modelo EMS-76M, California,
USA), utilizando una corriente de 10 A y unabomba
de vacio de alto poder conectada al sombreador,
hasta alcanzar un vacio de 200 uTorr.
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Después de concluir el sombreado, se tomaron los
portaobjetos con unas pinzas de plastico y se colo-
caron en una caja de Petri que contenia cinta adhe-
siva, para transportar asi las muestras hasta el MEB.

Electroforesis de proteinas paraesporales
Laelectroforesis analitica de proteinas se realizé en
geles de poliacrilamida en condiciones desnaturan-
tes, segin el procedimiento descrito por Laemmli
(1970).

Obtencién de ADN y amplificacién mediante
PCR

El aislamiento de ADN de células vegetativas de Bt
se realiz6 mediante la técnica descrita por Ceron et
al. (1994, 1995). En ésta, las cepas de Bt aisladas se
cultivaron durante 12 h en placas con agar nutritivo
23 g L'l. Posteriormente, una asada de colonia se
transfirio a un tubo Eppendorf con 0,1 mL de H,O,
y el tubo con la muestra se mantuvo a—75°C por 15
min. Luego, el tubo se calent6 a 100°C por 10 min,
al término de los cuales las muestras se sometieron
a centrifugacion a 10.000 rpm por 10 s (Eppendorf,
modelo 5415 C, Berlin, Alemania). Se extrajo una
alicuota de 10 uL del sobrenadante y una fraccion
de esta alicuota se empled como ADN molde para el
analisis de PCR.

Las secuencias especificas de ADN se amplificaron
mediante la técnica de PCR (Mullis y Faloona,
1987), utilizando partidores especialmente disefia-
dos (Ceron et al., 1994, 1995). Los ADNs moldes
analizados se aislaron de las cepas nativas LM-011,
LM-012,LM-14y LM-033. Ademas, se analizd una
cepa de B. thuringiensis var. kurstaki del Instituto
Pasteur, Francia, y una cepa de B. thuringiensis var.
tenebrionis gentilmente cedida por el Dr. Jorge
Ibarra, Instituto de Investigacion y Estudios Avan-
zados (CINVESTAV), Unidad Irapuato, México.
Estas dos lltimas cepas se utilizaron como contro-
les de amplificacion y ensayo bioldgico.

El procedimiento de amplificaciéon del ADN se
realiz6 en tubos Eppendorfde 100 uL. La mezcla de
reaccion, en un volumen final de 25 uL, estuvo
constituida por los siguientes componentes: 2,5 uL
de tampon 10X (121 g TAE 50 X =trizma base; 28,6
mL 4cido acético glacial; EDTA 0,5 M, pH 8,0 y
agua ultra pura, por litro), 2,5 uL MgCl, 2 mM, una
solucion de desoxinucleodtidos trifosfato (dATP,
dTTP, dCTP, dGTP) en una concentracion indivi-
dual final de 0,2 mM; partidores generales y espe-
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cificos a una concentracion de 0,2 uM y 1,25 U de
Taq polimerasa. Por ensayo se utilizaron 100 ng de
ADN purificado por el procedimiento descrito ante-
riormente. La amplificacion se efectud utilizando
dos programas, ambos descritos por Ceron et al.
(1994, 1995).

Los productos de amplificacion se analizaron me-
diante electroforesis en geles de agarosa (Garcia,
2000) al 3% p/v en solucién amortiguadora TAE
1X.

Analisis Western

El analisis inmunologico de las 8-endotoxinas de
las cepas de Bt se realizd utilizando anticuerpos
policlonales contra la toxina de 130 kDa de la cepa
de referencia var. kurstaki HD-1, desarrollados en
conejo (Meza-Basso ef al., 1993). Las proteinas
separadas en geles de poliacrilamida se transfirie-
ron a membranas de nitrocelulosa y se procesaron
de acuerdo al procedimiento descrito por Tsang et
al. (1983).

Bioensayos

Se prepararon placas Petri (6 cm didametro) con una
hoja de tomate en su interior fenol6gicamente igua-
les y sin previa aplicacion de plaguicida. Las hojas
se lavaron con agua y Tween 20 al 0,3% y luego se
secaron con papel absorbente. Cada hoja se sumer-
gi0 y agitd suavemente por 2 min en las diferentes
concentraciones de protoxina aislada del Bt en estu-
dio, se secaron sobre una superficie no absorbente
y se transfirieron al interior de una placa Petri. Para
evitar la deshidratacion, se colocd un algodén hu-
medecido con agua destilada al peciolo de cada
hoja.

Los insectos para el bioensayo fueron larvas neona-
tas de Tuta absoluta. Se analizaron cinco dosis por
tratamiento (1,56; 3,12; 6,25; 12,5 y 25 ug mL™")
con 10 larvas cada una. En todos los ensayos se
empled un insecto por placa Petri, por lo tanto, en
los andlisis cada unidad experimental correspondid
a una larva (Jonhson ez al., 1991).

Los controles correspondieron a hojas sumergidas
en agua destilada estéril ajustada a pH 10,5. Las
condiciones del ensayo fueron 25°C, con un fotope-
riodo de 16:8 (luz:oscuridad). Las cepas evaluadas
fueron las siguientes: LM-011, LM-012, LM-14,
LM-033 y B. thuringiensis var. kurstaki (Dipel),
esta ultima empleada como control. Cada dosis se
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prepar6 con la proteina liofilizada en 25 mL de agua
destilada estéril ajustada a pH 10,5. Se mezcld
mecanicamente por 2 hy se incubdé a 37°C por 15 h
(Theoduloz et al., 2003).

El diseflo experimental utilizado fue completamen-
te al azar, con 5 tratamientos y diez repeticiones; la
unidad experimental consisti6 en una larva de Tuta
absoluta.

La mortalidad se evaludé cada 24 h, siendo la
duracion del bioensayo 144 h. Los porcentajes de
mortalidad se corrigieron de acuerdo a la férmula
de Abbott (Abbott, 1925) y los valores de CL,;
(concentracion letal 50) y TL, (tiempo letal 50) se
analizaron con el andlisis Probit (Moermans y
Hecke, 1995), utilizando el programa computacio-
nal SPSS 7.0 (SPSS, 1996). Los porcentajes obte-
nidos de mortalidad para cada cepa se analizaron
con el programa computacional NCSS (NCSS,
1997).

RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento de cepas nativas

Se aislaron colonias de Bt a partir de muestras de
suelo en medio s6lido LB. Las colonias rescatadas
fueron grandes, de bordes irregulares, opacas, ru-
gosas y sobrelevantadas, propiedades que son ca-
racteristicas del género Bacillus.

Se logrd esporulacién completa en medio liquido
(leche peptonizada) entre 6 y 8 dias de cultivo. Al
cabo de este tiempo se logré la liberacion del cristal
toxico para cada una de las cepas en estudio.

Microscopia éptica y electrénica

La observacion de los cuerpos paraesporales me-
diante microscopia dptica, comprob6 la presencia
de abundantes cristales bipiramidales en los culti-
vos de todas las cepas nativas en estudio (LM-011,
LM-012, LM-14 y LM-033), asi como en la cepa
control Bt var. kurstaki HD-1. La Figura 1 muestra

Figura 1. Microscopia electronica de barrido de Bacillus thuringiensis cepa LM-033, mostrando la morfologia
bipiramidal tipica de las cepas del patotipo I. A = cristal cuadrado; B = espora; C = cristal bipiramidal; D =
posible polihidro-xibutirato (PHB). La barra en cada fotografia representa 2 mm.

Figure 1. Scanning electron micrograph of Bacillus thuringiensis strain LM-033, showing the typical bipiramidal
morphology I pathotype strains. A = square crystal; B = spore; C = bipiramidal crystal; D = a possible
polyhydroxybutyrate polihidro-xibutirato (PHB). Scale bar: 2 mm.
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el resultado de la microscopia electronica de barri-
do efectuada sobre la cepa LM-033. Se aprecian en
gran numero cristales de morfologia bipiramidal y
la presencia de algunas esporas. La flecha indica un
cristal de forma romboidal que podria corresponder
aun cristal proteico Cry3, pero s6lo se observa uno.
Este resultado podria ser explicado por un bajo
nivel de expresién para este gen debido a tres
posibles causas: 1) la existencia en algunos casos de
un solo promotor, 2) por una pobre estabilizaciéon
del ARNm, y 3) por una degradacion de los nacien-
tes polipéptidos. Lo anterior podria ser atribuido al
hecho que estos genes son truncados naturalmente
en su zona 3¢, la cual interviene en la estabilizacion
del ARNm y también facilita la cristalizacion (Park
et al., 1998). Lo anterior explicaria el hallazgo de
solo un cristal de forma romboidal en la microsco-
pia electronica.

1 2 3 4
pb

p
m" | —
350 » —

Figura 2. Analisis electroforético en un gel de agarosa
al 2% de los productos de PCR, usando los
partidores generales CJI-1/CJI-2 y CJIII-20/
CJIII-21. Carril 1, marcador de peso molecular
(50 pb); Carril 2, cepa LM-033 (CJIII-20/CJIII-
21); Carril 3, cepa LM-033 (CJI-1/CJI-2); Carril
4, Bacillus thuringiensis var. kurstaki (CJII120/
CJI1121) (Control negativo).

Figure 2. Electrophoretic analysis of PCR products
in a 2% agarose gel, using the nonspecific primers,
CJI-1/CJI-2 and CJIII-20/CJIII-21. Lane 1, 50 pb
DNA ladder; Lane 2, strain LM-033 (CJIII-20/
CJIII-21); Lane 3, strain LM-033 (CJI-1/CJI-2);
Lane 4, Bacillus thuringiensis var. kurstaki
(CJII20/CJIII21) (Negative control).
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Determinacion del contenido génico mediante la
amplificacion por PCR

A fin de precisar la naturaleza de los genes cry
presentes en las cepas nativas de Bt en estudio, éstas
fueron analizadas mediante la técnica de PCR, em-
pleando partidores generales y especificos.

Enel caso de la cepa LM-033, se observo una banda
cercana a los 300 pares de bases (pb) cuando los
partidores utilizados fueron los generales CJI-1/
CJI-2, y una banda de 700 pb cuando la pareja de
partidores empleados fue CJIII20/CJIII21, que son
especificos para los genes cry3. La existencia de
esta banda indicaria que la cepa LM-033 contendria
un gen de la familia cry3. Sin embargo, el empleo de
estos partidores generales no permitio discriminar a
cudl subfamilia cry3 perteneceria. De acuerdo a la
informacién disponible (Ceron et al., 1995) estos
partidores reconocen secuencias presentes en los
ADNSs de las subfamilias cryllIA hasta crylIIF (en
nomenclatura nueva cry3dal-cry3Cal; cry7A4al-
cry84al, respectivamente). Con la pareja de parti-
dores mencionada, los productos de amplificacion
esperados para estas subfamilias fluctiian entre los
652 pb y los 718 pb. Estas diferencias de tamafio
fueron imposibles de resolver mediante el analisis
electroforético. Por lo tanto, esta cepa contaria con
dos genes cry. El primero de éstos podria codificar
para toxinas activas contra el Orden Lepidoptera
(cryl), en tanto, el segundo podria codificar para
toxinas activas contra el Orden Coledptera (cry3).
Al analizar la cepa B. thuringiensis var. kurstaki
con los partidores CJIII20/CJIII21, no se observo
amplificacion alguna. Este resultado era esperable,
pues esta cepano posee genes de la familia cry3, por
tal razon fue ocupada como control negativo (Figu-
ra 2).

La mezcla de partidores CJ1-CJ7 (MixA) fue ensa-
yada con todas las cepas en estudio. Esta combina-
cién de partidores permite discriminar algunos ge-
nes cryl. La Figura 3 muestra que los patrones de
amplificacion de las cepas B. thuringiensis var.
kurstaki, LM-14y cepa LM-012 son muy similares,
generando productos de amplificacion de 250, 216
y 180 pb. La cepa LM-14, ademas de estos produc-
tos de amplificacion, presentd una banda tenue a la
altura de los 400 pb, que no fue posible de capturar
fotograficamente.

Estas tres cepas contendrian genes de la familia
crylA, y mas especificamente los genes crylAa,
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crylAb y crylAc. Para el caso de nuestra cepa de
referencia kurstaki, se esperaba la amplificacion de
estos genes, pues corresponden a su composicion
génica descrita (Ceron ef al., 1994).

Como se observa en la Figura 3, la cepa nativa LM-
011 sélo amplifico una banda a la altura de las 216
pb, lo que indicaria que este aislado contendria un
gen de la subfamilia crylA4b.

La mezcla de partidores CJ8 al CJ13 fue ensayada
con todas las cepas en estudio. Esta combinacion de
partidores permite discriminar otros genes cryl.
Solo la cepa LM-14 amplificé una banda de 290 pb
(crvID) (Figura 4), lo que indicaria la existencia de
genes que codifican para las proteinas CrylAa,
CrylAb, CrylAcy CrylD.

Estos perfiles de amplificacidon que orientan acerca
del contenido génico de cada cepa de Bt en estudio
fueron conseguidos con los partidores anteriormen-
te descritos. Sin embargo, los resultados no signifi-
can que el contenido génico encontrado para estas
cepas sea el definitivo. La amplificacion, utilizando
otros partidores, podria indicar la presencia de ge-

Figura 3 Analisis electroforético en un gel de agarosa
al 3% de los productos de PCR, usando el Mix A
(CJ1 al CJ7). Carril 1, marcador de peso molecular
(100 pb); Carril 2, cepa Bacillus thuringiensis var.
kurstaki; Carril 3, cepa LM-14; Carril 4, cepa LM-
011 y Carril 5, cepa LM-012.

Figure 3. Electrophoretic analysis of PCR products in
a 3% agarose gel, using Mix A (CJ1 to CJ7). Lane
1, 100 pb DNA ladder; Lane 2, strain Bacillus
thuringiensis var. kurstaki; Lane 3, LM-14 strain;
Lane 4, strain LM-011 and Lane 5, strain LM-012.

nes cry adicionales a los encontrados. Esta situa-
cién explicaria el hecho que cepas que aparente-
mente tienen los mismos genes, tengan una respues-
ta diferente ante un mismo insecto blanco. Sin
desmedro de lo anterior, se debe considerar que la
presencia de un gen cry, detectado mediante PCR,
no necesariamente significa que ese gen sea expre-
sable y que pueda conducir a la sintesis de la
proteina correspondiente. Por otra parte, la region
promotora de cada gen individual podria ser mas o
menos eficiente en promover la transcripcion del
mismo, dando como resultado que una cepa en
particular sintetice proteinas insecticidas de la mis-
ma subfamilia o familia, en diferente proporcion.
De esta forma, cepas con igual contenido génico
podrian sintetizar un conjunto de proteinas insecti-
cidas con una composicion relativa diferente. Estas
diferencias eventuales en la composicion relativa
podria explicar la respuesta diferencial de su activi-
dad bioldgica.

Electroforesis de proteinas paraesporales

El analisis electroforético de los cristales de cada
cepa fue otro criterio de seleccidn, pues permitid
visualizar diferencias a nivel del tamafio de las
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Figura 4. Analisis electroforético en un gel de agarosa
al 2% de los productos de PCR, usando el Mix B
(CJ8 al CJ13). Carril 1, marcador de peso
molecular (100 pb); Carril 2, cepa Bacillus
thuringiensis var. kurstaki; Carril 3, cepa LM-14;
Carril 4, cepa LM-011; Carril 5, cepa LM-012 y
Carril 6, control negativo.

Figure 4. Electrophoretic analysis of PCR products in
a 2% agarose gel, using a mix of primers (CJ8 to
CJ13). Lane 1, 100 pb DNA ladder; Lane 2, strain
Bacillus thuringiensis var. kurstaki; Lane 3, LM-
14 strain; Lane 4, strain LM-011; Lane 5, strain
LM-012 and Lane 6, negative control.
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proteinas sintetizadas por la bacteria. De esta for-
ma, se seleccionaron aquellos aislados en que no se
repita su perfil electroforético. La Figura 5 muestra
que todas las cepas en estudio presentan proteinas
que fluctuan entre los 130 a 135 kDa, y se distin-
guen entre si, por la presencia de otras bandas de
tamafios diferentes.

Analisis Western

La Figura 6 da cuenta del resultado del reconoci-
miento inmunoldgico positivo de todas las cepas
nativas en la region de los 130 kDa, exceptuando la
muestra proteica proveniente de B. thuringiensis var.
tenebrionis que fue empleada como control negati-
vo. El antisuero reaccioné ademas con polipéptidos
de aproximadamente 65 kDa en el mismo carril.

Adicionalmente, las proteinas cristalinas de la cepa

nativa LM-033 fueron analizadas utilizando anti-
cuerpos contra la proteina Cry3A, dando un resulta-
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Figura 5. Analisis SDS-PAGE. Carril 1, marcador de
peso molecular (SDS-6H): miosina (205 kDa);
B-galactosidasa (116 kDa); fosforilasa (97,4 kDa);
albimina bovina (66 kDa); albiumina huevo (45
kDa) y anhidrasa carbonica (29 kDa); Carril 2,
cepa LM-011; Carril 3, Cepa LM-012; Carril 4;
cepa LM-14; Carril 5, cepa LM-033 y Carril 6,
cepa Bacillus thuringiensis var. tenebrionis.

Figure 5. SDS-PAGE analysis. Lane 1, molecular
weight markers (SDS-6H); myosin (205 kDa);
B-galactosidase (116 kDa); phosphorilase (97,4
kDa); bovine albumin (66 kDa); egg albumin (45
kDa) and carbonic anhydrase (29 kDa); Lane 2,
strain LM-011; Lane 3, strain LM-012, Lane 4,
strain LM-014; Lane 5, strain LM-033 and Lane
6, strain Bacillus thuringiensis var. tenebrionis.
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do negativo. Vale decir, no fue posible observar la
aparicion de una banda que indique que esta cepa
sintetice esta clase de proteina.

Bioensayos

En la Figura 7 se observa que todas las cepas
estudiadas presentaron una mejor actividad biolo-
gica que el control Bt var. kurstaki, ceparegenerada
desde el producto comercial Dipel, en considera-
cién a que los porcentajes de mortalidad obtenidos
fueron superiores. En el caso de la cepa LM-011, la
maxima mortalidad obtenida fue de un 90%, en
contraste a la obtenida por el control que sélo
alcanzé al 40%. Se aprecia que no existio una
correlacidn entre dosis y porcentaje de mortalidad,

+ 1B
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Figura 6. Analisis Western Blot. Carril 1, marcador
peso molecular (SDS-7B): a-macroglobulina (180
kDa); B-galactosidasa (116 kDa); fructosa-6
fosfatasa quinasa (84 kDa); piruvato quinasa (58
kDa); Carril 2, Bacillus thuringiensis var. kurstaki
HD-1; Lane 3, cepa LM-011; Carril 4, cepa LM-
012; Carril 5, cepa LM-14; Carril 6, cepa LM-033
y Carril 7, cepa Bacillus thuringiensis var.
tenebrionis (Control negativo).

Figure 6. Western blot analysis. Lane 1, molecular
weight markers (SDS-7B): a-macroglobulin (180
kDa); B-galactosidase (116 kDa); fructose-6-
phosphate kinase (84 kDa); pyruvate kinase (58
kDa); Lane 2, Bacillus thuringiensis var. kurstaki
HD-1 used as a positive control; Lane 3, strain LM-
011; Lane 4, strain LM-012; Lane 5, strain LM-
14; Lane 6, strain LM-033 and Lane 7, strain
Bacillus thuringiensis var. tenebrionis (Negative
control).
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Figura 7. Actividad insecticida de las cepas en estudio sobre larvas de primer estadio de 7uta absoluta medida a las

144 h.

Figure 7. Insecticidal activity of the strains in study on the firstinstar 7Tuta absoluta measured at 144 h.

debido a que todas las mediciones presentaron
fluctuaciones. Este resultado podria ser explicado
por la forma en que la larva se alimenta, la cual es
bésicamente del mesofilo y también por el hecho
que la solucion asperjada no es translaminar. Por lo
tanto, el unico momento en que la larva puede
ingerir la protoxina es cuando rompe la epidermis
de la hoja, ya sea para ingresar o salir del mesoéfilo.
Debido al método de inmersion y a la anatomia de
las hojas es probable que no se hubiese obtenido una
distribucion homogénea de la protoxina sobre la
superficie de la hoja. Por lo tanto, si la larva ingresa
a la hoja por un sector en donde no haya quedado
protoxina, ésta no sera ingerida, lo que traerd como
consecuencia la sobrevivencia de la larva. Por tal
motivo, es probable que este método no sea el mas
adecuado para el analisis del grado de toxicidad de
las cepas en estudio, pero si permite entregar un
indicio del comportamiento a nivel de campo. No
obstante, es posible diferenciar aquellas cepas que
presentaron claramente una mejor respuesta relati-
va a la cepa control Dipel (kurstaki). De acuerdo a
estos antecedentes, seria aconsejable recurrir al
empleo de plantas transgénicas que expresen el gen
de la toxina en aquel tejido donde se alimenta esta
plaga, con lo cual se lograria un mejor control.

LaFigura 8 muestrael efecto de la toxina en funcion
del tiempo. Este resultado se explica por la forma de
actuar de la toxina, debido a que ésta debe ser
ingerida para desencadenar todo el proceso infecti-
vo. La muerte no se produce en forma inmediata,
sino que pasan varias horas o dias para observar los
primeros sintomas.

Ferré y Van Rie (2002) afirman haber encontrado
los primeros indicios de resistencia a Dipel (Baci-
llus thuringiensis var. kurstaki), observando una
disminucién de 100 veces en la susceptibilidad del
insecto (Plodia interpunctella). Estos autores afir-
man que al cambiar la cepa de Bt por una con un
contenido génico diferente a la familia cryl4, el
insecto volvia a ser susceptible. El ensayo biologico
demostr6 que al emplear toxinas de una cepa que
contenia el gen crylCa, se obtuvo una susceptibili-
dad 800 veces superior. Por otra parte, Vasquez et
al. (1995) evaluaron la mortalidad de 7. absoluta
producida por Bt var. kurstaki con dosis similares a
las ensayadas en el presente trabajo, obteniendo
valores de mortalidad superiores a los encontrados
en esta investigacion.

La CL, yel TL ,, no fueron obtenidos para cada
cepa, debido a las fluctuaciones que presentd la
mortalidad en las distintas dosis analizadas. Lo
anterior implicé no encontrar la regresion lineal
necesaria para la interpolacion de dichos valores,
pero si permitieron diferenciar estos porcentajes de
mortalidad obtenidos estadisticamente (Cuadro 1).

De las cepas estudiadas, las que ofrecen mayores
potencialidades serian las cepas LM-11, LM-012y
LM-033, pues con éstas se logro sobre un 50% de
mortalidad con la dosis mas baja.

Las larvas afectadas por la toxina mostraron los
sintomas descritos por Lamborot y Araya (1986).
En las larvas se percibio una disminucion del
apetito hasta dejar de alimentarse, permaneciendo
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Figura 8. Actividad insecticida media de las cepas de Bacillus thuringiensis sobre larvas de primer estadio de 7Tuta
absoluta en funcion del tiempo. Cada tiempo corresponde al promedio obtenido entre todas las observaciones

sin considerar la dosis.

Figure 8. Mean insecticide activity of Bacillus thuringiensis strains on first instar of Tuta absoluta larvae over as a
function of time. Each time corresponds to the average obtained among all the observations without considering

the dose.

Cuadro 1. Analisis estadistico de las cepas evaluadas
en funcién al porcentaje de mortalidad.

Table 1. Statistical analysis of the strains evaluated in
function to percentage of mortality.

Cepa Mortalidad (%)
LM-11 44 ab
LM-12 50 ab
LM-14 40 a
LM-33 56b
Dipel (control comercial) 26 ¢
Control (sin Bacillus thuringiensis) 0d

Letras iguales indican ausencia de diferencias significativas,
segun prueba de Z para proporciones (p > 0,05).

inactivas e inmoviles. La inactividad continud con
descargas liquidas orales y anales, y finalmente, la
muerte del insecto. Ademads, en un porcentaje pe-
quefio (2%) se observaron efectos teratogénicos a
nivel de pupa. Se advirti6 la presencia de adultos
incapaces de salir de la envoltura pupal y extender
sus alas (Figura 9). Un dafio similar fue observado
por Liuetal.(2001), quienes informaron ademas, el
efecto de la toxina CrylAc sobre el peso de la pupa
del lepidoptero Pectinophora gossypiella. Los au-
tores seflalan que con 0,1 ug de toxina por gramo de
dieta, se redujo el peso de la pupadesde 23 29,9 mg.

A B

Figura 9. Apariencia de larvas y pupas de Tuta absoluta. (A, B, C: después de ingerir Bacillus thuringiensis y D:

larva no tratada)

Figura 9. Appearance of larvae and pupae of Tuta absoluta (A, B, C: after ingesting Bacillus thuringiensis and D,

untreated larvae)
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CONCLUSIONES

Parala familia génica cryl4, desde el punto de vista
molecular y serologico, es posible concluir la exis-
tencia de una correlacion entre el contenido génico
y la naturaleza de las proteinas sintetizadas.

Lapresencia de un determinado gen cry en las cepas
evaluadas no siempre estd asociada a su transcrip-
cién y traduccién en su correspondiente proteina.

Todas las cepas estudiadas demostraron ser mas
efectivas que el control sin Bt y el control positivo
Dipel (Producto comercial, Bacillus thuringuiesis
var. kurstaki).

Los bioensayos permiten concluir que bajo estas
condiciones, todas las cepas evaluadas sintetizan
proteinas con actividad insecticida sobre la larva de
la polilla del tomate Tuta absoluta.
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