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RESUMEN

El Bacillus thuringiensis (B.t.) es una bacteria Gram (+)
altamente cosmopolita, que se caracteriza por producir duran-
te la esporulacion, inclusiones cristalinas (d-endotoxinas) con
actividad insecticida contra insectos plaga (lepidépteros,
dipteros y coledpteros).

En este trabajo, se presenta la obtencién, purificacién y
valoracién inmunoquimica de anticuerpos policlonales contra
tres-endotoxinas, Cry I, Cry Il y Cry IV.

Los resultados mostraron que los anticuerpos presentaron
reactividad con -endotoxinas de Bacillus thuringiensis. Me-
diante un andlisis de especificidad de Western Blot, se deter-
mind el péptido de la proteina contra el cual estaba dirigido el
anticuerpo. Las condiciones de trabajo permitieron determinar
parametros experimentales como las concentraciones de
antigeno a usar para predécir, de forma preliminar, la actividad
bioinsecticida de una cepa nativa de Bacillus thuringiensis en
estudio, bajo las diluciones preestablecidas de los sueros
obtenidos, utilizdndose éstos como reactivos de diagnéstico,
permitiendo al investigador proyectar los posteriores ensayos
corroborativos de dicha actividad.

SUMMARY

Bacillus thuringiensis (B.t.) belongs to microorganism
Gram (+) with insecticidal activity. In the sporulation stage
these bacillus generated a crystalline inclusion (-endotoxine)
with insecticide activity against plague insect such as
lepidopters, dipters and coleopters.
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In the present work, obtention, purification and
inmunochemical evaluation of polyclonal antibodies against
three -endotoxins (Cry I, Cry I y Cry IV.) was made.

The results of these investigations point out that antibodies
hadreactivity against d-endotoxins from Bacillus thuringiensis
. The peptide of the protein in front ofthe polyclonal antibodies
was determinated by specificity analysis (Western Blot). The
following parameters antigen concentration and dilustion of
the serum was determinated to foretell the preliminar
bioinsecticidal activity of a wild strain of Bacillus thuringiensis
.These pattern of assaysallow tostablish the furtherexperiments
for the evaluation of bioinsecticidal activity.

INTRODUCCION

Uno de los principales problemas a los que se ven expues-
tos los cultivos de plantas, lo constituye la presencia y ataque
de plagas de origen entomolégico, quienes representan el 15%
o més del costo total de montaje y mantenimiento de un
determinado cultivo, causando perjuicio tanto a productores
como a consumidores (1)

Dentro de los agentes que contribuyen al control de dichas
plagas se encuentran insecticidas quimicos y bioldgicos (2).
Estos udltimos presentan ventajas frente a los primeros ya que
debido a su biodegradabilidad se evitan contaminaciones de
suelos y agua, al mismo tiempo que reduce la posibilidad de
adquisicidénde resistencia de insectossusceptibles, por residuos
en el medio ambiente. Ademds, por su alta especificidad hacia
el insecto blanco, el producto se hace inocuo al hombre y a
insectos benéficos (3,4)

Dentro de los productos bioinsecticidas, el 95% de estos lo
constituyen formulaciones a base de Bacillus thuringiensis
Esta bacteria del suelo se caracteriza por producir, durante la
esporulacion, proteinas llamadas -endotoxinas, que poseen
actividad bioinsecticida contra diferentes grupos de insectos
(lepidépteros, coledpteros y dipteros) segiin el tipo de gen
“Cry” que las codifique, basados en la clasificacion de Hofte
& Whithley (5).
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Con la consecucién de cepas de Bacillus thuringiensis
nacionales, se hace necesaria una caracterizacién que permita
hacer un diagndstico del espectro de actividad bioinsecticida
queposeala-endotoxina de cadacepa de Bacillus thuringiensis
en particular. Dentro de las técnicas de laboratorio utilizadas
para este fin, se encuentran fundamentalmente ensayos de
biologia molecular, como PCR (Reaccién en Cadena de la
Polimerasa) y a nivel de campo los bioensayos.

Aunque los resultados de estos ensayos son determinantes,
el desconocimiento de la actividad de una cepa nativa sugiere
larealizacién de multiples pruebas, lo que implica un aumento
considerable de costos y de tiempo. Por lo tanto, la utilizacién
de una herramienta preliminar que permita predecir una u otra
actividad bioinsecticida, le permitir4 al investigador orientar
sus posteriores ensayos corroborativos de una manera mds
acertada.

La presente investigacion tiene como propdsito contribuir
alacaracterizacién de cepas nativas de Bacillus thuringiensis
mediante el uso de anticuerpos policlonales ebtenidos de
proteinas especificas de Bacillus thuringiensis, que actian
contra un orden de insectos determinado (lepiddpteros,
coledpteros y dipteros) (6,7)

PARTE EXPERIMENTAL

Seleccion de cepas patrén. Con base en la clasificacion de
Hofte & Whithley, se seleccionaron tres cepas de Bacillus
thuringiensis:

1) Cepa HD25, con tipo de gen Cry Ique codifica para una
-endotoxina de 134 Kda con actividad contra lepidépteros.

2) Cepa BST], con tipo de gen Cry III que codifica para
una -endotoxina de 73.1 Kda que es activa contra coleSpteros.

3)CepaH-14, contipode gen Cry IV que codifica para una
-endotoxina de 72.4 Kda activa contra dipteros.

Obtencion de -endotoxina (antigenos). La fermentacién
de las cepas seleccionadas se llevé a cabo en 500 mL de medio
HCO segiin Abarca et al (8), con la siguiente composicién por
litro: KH2PO4 68¢g; MgSO4 i HZO, 0.12 g; ZnSO4 .7TH,0,
0.014 g; MnSO, . H,0, 0.0016 g; FeSO, .7 H,0, 0.028 g;
CaCl,4 H,0, 0.11 g; bacto triptona, 7.0 g; glucosa, 3.0 g;
ajustando el pH a 7.2 con KOH 3N y esterilizando a 121° por
15 minutos.

Alcanzando el tiempo de esporulacién y liberacién de
cristales, visualizados microscépicamente, se centrifugaron
los cultivos fermentados a 4500 g por 15 minutos a4°C y se
separaron los cristales de las esporas por gradientes

discontinuos de densidad usando colchones de 87%, 67% y
45% de sacarosa (6). Una vez extraida la banda de la interfse
87% -67% que contiene los cristales protéicos, las muestras se
liofilizaron y cuantificaron por el método de Lowry (9).
Efectuando electroforesis en geles de poliacrilamida (7.5%T
-4%T)y SDS, se realizé un andlisis densitométrico colocando
10 pg de proteina por pozo (10, 11). Para obtener los péptidos
en las concentraciones antigénicas de inoculacién, se corrie-
ron geles preparativos de poliacrilamida y SDS.

Obtencién de anticuerpos. Como reactivos biol4gicos se
usaron conejos blancos machos, variedad Nueva Zelanda. Se
realizaron inicialmente 4 inoculaciones a intervalos de 8 dias
entre si, con 100 pg de antigeno cada vez, emulsionado en un
sistemaadyuvante incompleto de Freuden (2a y 4ainoculacién),
con buffer Tris-HCI, pH 7.2 por via subcutdnea (6).

Para detectar y evaluar el titulo de anticuerpos especificos
serealizaron inmunodetecciones por Dot Blot, colocando 2 ug
de antigeno por pozo, solubilizando con Na2C03, 50 mM;
DTT, 10 mM y pH 12, sobre papel de nitrocelulosa (13). Se
evaluaron soluciones de los sueros desde 1/100 hasta 1/8000
frente a suero preinmune usado como control negativo a las
mismas diluciones (12)

Se realizaron otras dos nuevas inoculaciones, con igual
concentracién de antigeno y via de administracién, aboliendo
el uso de adyuvantes. Por los resultados obtenidos’ en
inmunodeteccién se efectuaron dos nuevas inoculaciones,
incrementando a 500 pg la dosis de antigeno a inocular y
usando en la iltima inyeccién la via intraperitoneal para la
administracién del antigeno.

Una vez alcanzados los titulos adecuados de trabajo de los
anticuerpos, se concentraron las inmunoglobulinas de los
sueros por precipitacién con sulfato de amonio hasta 50% de
saturacién de la sal en el suero.

Se centrifugaron los sueros a 3000 g por 30 minutos a 4°C
y los pellets obtenidos se dializaron contra PBS pH 6.3 durante
3 dias, con tres cambios de buffer (10). Finalmente se realiz6
una inmunodeteccidn para evaluar el titulo final del suero.

Analisis de especificidad. Para evaluar laespecificidad de
los sueros se utilizaron las proteinas de las siguiente cepas”

1) Proteinas Cry I: cepas HD25, HD137 y HDI1
2) Proteinas Cry III: cepa BST1
3) Proteinas Cry IV: cepas H14, HD522 y B43

En Dot Blot se analizaron 3 concentraciones de cada uno
de estos antigenos, 10.0, 1.0y 0.1 pg, con cada uno de los tres
sueros, frente a controles negativos de 1.0 pg.

un
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Para verificar el péptido contra el cual se produjeron
los anticuerpos, se realiz6 un andlisis por Western Blot
para el cual se corrieron cuatro geles de poliacrilamida
y SDS, utilizando concentraciones antigénicas de 10.0
pg. Uno de estos geles se empleé como control del
patrén protéico de las cepas usadas (10)

RESULTADOS Y DISCUSION

Los tiempos de fermentacidn para alcanzar laesporulacién
en las tres cepas patrén de Bacillus thuringiensis estudiadas
fueron diferentes. As{ para lacepaBST]1, fueron necesarias 24
horas adicionales para lograr la liberacién de los cristales, en
comparacién con las cepas HD25 y H14, lo cual evidencia la
individualidad de cada cepa de Bacillus thuringiensis aunque
pertenezcan a la misma especie.

Durante el esquema de inmunizacién el andlisis
inmunoquimicode los sueros, después de lacuarta inoculacién,
mostré titulos insipientes de anticuerpos especificos contra
cada -endotoxina inoculada. Esto puso al descubieto que
aplicar el antigeno en.la matriz de poliacrilamida,
concamitantemente conel adyuvante, trae como consecuencia
una no adecuada presentacién del antigeno al sistema inmune.
No obstante, la variacion en el vehiculo de entrega del antigeno
soloimplicé unleve incremento en el titulo del sueropolianticry
I, llegando hasta 1/800, pero para los otros dos sueros se
continué en titulo de 1/100. Al incrementarse la dosis del
antigeno de 100 ug a 500 pg en las inoculaciones, se obtuvie-
ron tftulos 6ptimos de trabajo de 1/8000 para los sueros
polianticry I y polianticry IV y de 1/2000 para el suero
polianticry III (Figura No. 1). Este cambio en los titulos de los
sueros podria ser explicado por la bajainmunogenicidad de las
-endotoxinas, ya que al incrementar la concentracién del
antigeno se observa un incremento en el titulo de los sueros
resultantes. Cabe resaltar que el uso de una via de administra-
cién como la intraperitoneal, contribuyé al incremento de los
titulos, lo cual ocurrié posiblemente debido a la rdpida libera-
cién del antigeno a la linfa y evitando pérdidas del mismo
ocasionadas por el paso a través de miltiples barreras.

El andlisis de especificidad de los sueros frente a las
proteinas analizadas por Dot Blot, permiti6 observar la utili-
dad de los sueros poliantricry Iy polianticry III para determi-
nar en formadirecta, la actividad bioinsecticidade -endotoxinas
contra lepidopteros y coledpteros respectivamente (Figura
No. 2, lineas b, d, e, f)

El suero poliantricry IV reconoce a sus antigenos Cry IV,
pero presenta reaccién cruzada con la proteina Cry III (Figura
No. 2, linea b). Por lo tanto los resultados obtenidos con este
suero, deberan ser confrontados con los resultados obtenidos
al utilizar el suero polianticry III, para as{ lograr discernir si la
actividad bioinsecticida de una determinada cepa de Bacillus
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thuringiensis es contra larvas de cole6pteros o contralarvas de
dipteros.

En cuanto al andlisis de concentracién de antigeno a
utilizar en las inmunodetecciones, se observé que bajo los
controles negativos usados (1pg de antigeno), el intervalo de
10.0 a 1.0 pg, fué el adecuado para determinar el cardcter de
positivo o negativo de una sefial dada. No obstante, con
concentracién antigénicade 0.1 pg, se obtuvieron sefiales mas
limpias, con menor ruido de fondo y reactividades cruzadas,
por lo que se consider6 que esta concentracién de antigeno
puede ser la concentracién de trabajo mds adecuada, si se
emplean controles negativos de la misma cantidad.

El andlisis por Western Blot para determinar el péptido
contra el cual estaba dirigido cada suero mostré, en linea
general, que los tres sueros presentaron reacciones cruzadas
con otras bandas protéicas no usadas como antigenos, lo cual
es de esperarse cuando se trabaja con anticuerpos policlonales,
como en este caso. Sin embargo, como puede observarse en el
andlisis por Dot Blot (Figuras No. 1 y No. 2),dichas reacciones
cruzadas no representan un inconveniente importante en el
momento de determinar la presencia de uno u otro tipo de
péptido asociado al cristal. Para el suero polianticry III, se
observéunainterferenciaconlabandade72.4KDa,delacepa
H14 (Figura No. 3). Estas reacciones cruzadas se pueden
explicar, ademads de los porcentajes de homologia existentes
entre los tres tipos de proteina (entre el 19 y el 30%), por la
caracteristica de los anticuerpos policlonales de reaccionar
s6lo contra un determinante antigénico o epitope, sino contra
varios de ellos que, a la postre, pueden estar contenidos en las
diferentes protefnas, pero que pueden ser mds o menos
inmunogénicos respecto a otros existentes en la molécula,
segiin su composicién aminoacidica.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en esta investigacion, dejaron en
evidencia que los anticuerpos policlonales obtenidos, a partir
de un péptido asociado al cristal de cepas de Bacillus
thuringiensis, pueden ser empleados como prueba de diag-
néstico preliminar para predecir el insecto blanco susceptible
a la actividad insecticida de los productos obtenidos de una
determinada cepa de Bacillus thuringiensis.
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FIGURA No. 2.
Evaluacién inmunoquimica
de los sueros contra -endotoxinas
de cepas control y patrén
de Bacillus thuringiensis.

Controles:
Negativos (-) : antigenos + PBS
Positivos (+) : suero normal de conejo
+ proteina A-fosfatasa alcalina

FIGURA No. 1.
Inmunodeteccion por Dot-Blot,
analisis de sueros precipitados

con sulfato de amonio.

Controles:
Negativos (-) : antigenos + PBS

proteina A- fosfatasa alcalina

Positivos (+) : suero normal de conejo +
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FIGURA No. 3.
Ensayo por Western-Blot para
los péptidos de d-endotoxinas
de cepas control y patron
de Bacillus thuringiensis.

Suero polianticry III
a una dilucién de 1/ 2000
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