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ABSTRACT

El uso de Bacillus thuringiensis como biolarvicida es una alternativa
viable para el control de insectos, por lo que el nimero de cepas
activas contra diptera esta en ascenso. En el presente trabajo se
realizd la caracterizacion de cepas de esta bacteria aisladas de las
diferentes regiones de Cuba, la cual se baso en la actividad insecti-
cida contra Drosophila melanogaster, observacion al microscopio elec-
tronico de la mezcla de esporas y cristales, y electroforesis en gel de
poliacrilamida con duodecil sulfato de sodio de la suspension de
esporas-cristales. Las cepas LBT-63 y LBT-87 mostraron similitudes
con el B. thuringiensis subsp. israelensis usado en este estudio, en
relacion con el perfil proteico y la morfologia de las inclusiones cris-
talinas. Estas cepas mostraron proteinas de 130, 70 y 27 kDa y cris-
tales amorfos; sin embargo, solamente la cepa LBT-87 mostré activi-
dad contra D. melanogaster, aunque mas baja que el B. thuringiensis
subs. israelensis control.
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The use of Bacillus thuringiensis as biolarvicide is a viable alternative
for insect control so the number of known Bacillus thuringiensis strains
active on diptera is growing. The characterization of strains of this
bacterium isolated from different regions of Cuba is presented.
Characterization was based on their insecticidal activity against
Drosophila melanogaster, electron microscopy observation of the
spores and crystal mixtures and sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) of spore-crystal
suspensions. Strains LBT-63 and LBT-87 displayed similarities with
the B. thuringiensis subs. israelensis used in this study with regard
profile protein and morphology of crystal inclusions. These strains
had major proteins of 130, 70 and 27 kDa and amorphous crystal;
however, the strain LBT-87 only showed insecticidal activity against D.
melanogaster but lower than B. thuringiensis subs. israelensis control.
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INTRODUCCION

El uso constante y creciente de los productos que se
obtienen a partir de Bacillus thuringiensis se debe fun-
damentalmente a su alta especificidad, asi como a su
inocuidad para insectos benéficos, plantas y mamife-
ros, incluidos los humanos [Tamez et al., 2007]. Dadas
sus propiedades, esta bacteria representa una alterna-
tiva util y complementaria a los insecticidas quimicos
actuales para el control de algunos insectos fitéfagos
[Kwang-Boy Cote, 2002].

El uso de B. thuringiensis como biolarvicida es una al-
ternativa viable para el control de insectos. La toxici-
dad hacia dipteros esta reportada principalmente ha-
cia larvas de mosquitos (72 especies) y moscas negras
(22 especies) [Regis et al., 2001]. La toxicidad,
especificamente hacia larvas de Drosophila melanogaster
Maengi se reporté por Saadoun et al. (2001) y por Al-
Momani et al. (2004). Este pequefio organismo es en

extremo prolifico y facil de mantener, se alimenta de
cualquier materia vegetal fermentada y no necesita
cuidados especiales.

Drosophila transmite diversos microorganismos, en
particular levaduras de los géneros Kloeckera y
Saccharomyces, y bacterias del género Acetobacter,
capaces de provocar una podredumbre &cida de las fru-
tas, caracterizada por su fuerte olor acido parecido al
del vinagre. Los piretroides resultan muy eficaces, aun-
que precisarian tratamientos repetidos a pequefios in-
tervalos y debe tenerse en cuenta el posible efecto favo-
recedor de la proliferacion de &caros.

Las gran mayoria de las cepas de B. thuringiensis que
conforman la coleccion del Laboratorio de Bacterias
Entomopatogenas del Instituto de Investigaciones de
Sanidad Vegetal (Inisav) presentan patogenicidad, ge-
neralmente hacia lepidopteros (Plutella xyllostela, Mocis
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latipes y Spodoptera frugiperda), coledpteros (Cylas
formicarius), acaros (Polyphagotarsonemus latus,
Tetranichus tumidus y Phylocoptruta oleivora) y
nematodos (Meloidogyne incognita) [Fernandez-Larrea,
1998, 1999; Méarquez, 2005]. Hasta el momento no se
ha reportado la accion de ninguna cepa hacia dipteros,
por lo que el objetivo del presente trabajo fue la eva-
luacién patogénica de cuatro cepas nativas de B. thu-
ringiensis hacia el diptero D. melanogaster.

MATERIALES Y METODOS

Las cepas de Bacillus thuringiensis utilizadas fueron
B. thuringiensis subsp. israelensis HD567 (Bti) y
Bacillus thuringiensis var. kurstaki (HD-1), del Bacillus
Genetic Stock Center (Columbus, Ohio); cepas LBT-62
y LBT-63 aisladas en Ciudad de La Habana del Insti-
tuto del Arroz de Cuba, semillas de linea 8013 y varie-
dad 1A-Cuba 30, respectivamente; cepa LBT-87 aisla-
da en Palma Soriano, provincia de Santiago de Cuba,
ensuelo de cultivo de tabaco, y cepa LBT-99 aislada en
Sancti Spiritus, en raiz de tabaco de la variedad H1392.

Las cepas se pusieron a crecer en caldo Luria Bertani
(LB) [Sambrook et al., 1989] a 28-30°C con agitacion a
240 rpm hasta esporulacion. La presencia del cristal se
determind mediante tincion simple con violeta cristal
0,5% y observacion al microscopio 6ptico 1000 X.

Los precipitados de cultivos celulares de B. thuringiensis
se fijaron en glutaraldehido al 5% en solucién
amortiguadora de fosfato de sodio 0,1 My pH 7,4; se
posfijaron en tetréxido de osmio al 2% en la misma
solucion amortiguadora, se deshidrataron en unaserie
de disoluciones de etanol de gradacion creciente desde
20 hasta 100% y se infiltraron en mezclas de 6xido de
propileno y resina Supr. Con aumento gradual de la
concentracion de Supr se incluyeron finalmente en esta.
Se obtuvieron cortes ultrafinos que se contrastaron con
acetato de uranilo y citrato de plomo. Las muestras se
observaron en un microscopio electronico de transmi-
sion, y para la observacion se utilizaron dos réplicas de
cada muestra.

La electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS (SDS-
PAGE) se realiz6 como describieron previamente
Schagger y von Jagow (1987). Suspensiones concentra-
das de esporas y cristales disueltos en buffer de lisis
4X se hirvieron durante 5 min. Se empled como refe-
rencia una suspension del marcador de peso molecular
comercial Novagen 10-225 kDa.
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El primer paso para el ensayo bioldgico se baso en ob-
tener individuos adultos de D. melanogaster Meingen
de la propia zona de trabajo. EI método descrito por
Guerrero (2003) consistié en ofrecer un medio de pues-
ta de huevos a las moscas salvajes, y con esto se dispu-
so de individuos adultos listos para elaborar los culti-
vos caseros. EI medio de puesta consistié en tomar unos
trozos de tomates bien maduros macerados. El olor
avinagrado que produjo la fermentacion resulté un
poderoso atrayente para estos insectos. Se cubrid el
fondo de unos recipientes plasticos con el alimento y se
colocaron en un lugar cercano soleado durante dos o
tres dias, hasta que la multitud de estos insectos po-
blaron los alrededores del recipiente y comenzaron a
depositar los huevos sobre la pasta de tomates madu-
ros fermentados. Una vez que la pasta se poblo de lar-
vas se retiraron para establecer la cria.

Los ensayos se hicieron con 20 larvas por cepa a pro-
bar. Se realizaron tres repeticiones con tres réplicas cada
una. En una placa de Petri con medio nutriente que
contenia un cultivo totalmente esporulado y cristalifero
de la bacteria se colocaron 20 larvas, se sellaron con
parafilmy se incubaron a 25°C.

Se realiz6 el mismo procedimiento con una placa de Petri
con medio nutriente sin cultivo de B. thuringiensis, el
que se consideré como control negativo. Las placas se
observaron durante 10 dias cada 24 h, y se determina-
ron los parametros de mortalidad de las larvas, forma-
cion de pupas y emergencia de adultos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las cepas LBT-63 y LBT-87 mostraron cristales
amorfos muy similares a los encontrados en B. thu-
ringiensis subs. israelensis; sin embargo, las cepas
LBT-62 y LBT-99 manifestaron inclusiones muy pe-
quefas adheridas a las esporas.

La SDS-PAGE de las suspensiones de esporas y crista-
les muestra que las cepas LBT-63y LBT-87 tuvieron
un patron proteico similar al informado para B. thu-
ringiensis subs. israelensis, con proteinas de 130, 70 y
27 kDa. Las cepas LBT-62 y LBT-99 presentaron una
proteina de 27 kDa.

Las Figs. 1y 2 muestran la observacion de los crista-
les al microscopio electrénico de transmision, y el pa-
tron proteico obtenido por SDS-PGE de las cepas LBT-87
y LBT-99.
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Figural. Microfotografia al microscopio electronico de transmision [30000 X] de las cepas de B. thuringiensis: A) Bti, se observan
cristales amorfos [a] con inclusiones en forma de barra [ib]; B) LBT-87, se observan cristales amorfos e unas inclusiones en forma
de barra, mas pequefias [ib]. Analisis SDS-PAGE 10% de proteinas Cry; C) Carril 1. Bti, 2. carril 2. LBT-87.

70

Figura 2. Microfotografia al microscopio electrénico de transmision [30000 X] de la cepa LBT-99 de B. thuringiensis. Cuerpo
paraesporal de la cepa LBT-99 de B. thuringiensis localizado dentro del exosporio (sefializado por flecha). Analisis SDS-PAGE 10%

de proteinas Cry: carril 1. HD1, 2. carril 2. LBT-99.

Laevaluacion de la actividad biologica frente a D. me-
lanogaster muestra como la cepa LBT-87 provoco una
mortalidad del 70% en las larvas. De las que lograron
sobrevivir y formar pupas nunca llegaron a la fase de
adulto. Las cepas restantes solamente retrasaron un
poco la formacion de las pupas, pero finalmente se
produjo la emergencia de los adultos. Aunque la cepa
LBT-87 mostro efecto contra D. melanogaster, la viru-
lencia resultd menor que la obtenida con la cepa patron
Bti, especifica para dipteros (mosquitos y jejenes)
[Golberg y Margalit, 1977] (Tabla).

La toxicidad de B. thuringiensis hacia dipteros se atri-
buye a cepas del serotipo israelensis [Goldberg y

Margalit, 1977]. Ademas de esta subespecie existen
otros serotipos que presentan actividad toxica hacia
larvas de dipteros como lo son morrisoni, fukuokaensis,
darmstadiensis, kyushuensis y jegathesan; sin embar-
go, israelensis es considerada la mas tdxica e impor-
tante. De acuerdo con numerosos estudios e informes
ha resultado muy activa contra larvas de mosquitos
(72 especies) y moscas negras (22 especies).

La toxicidad de B. thuringiensis, especificamente ce-
pas de patrén 134, 72 'y 27 kDa hacia larvas de D. me-
lanogaster, se informd por Saadoun et al. (2001) y por
Al-Momani et al. (2004). Estos autores destacan a las
cepas con cristales de morfologia amorfa como las prin-
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cipales responsables de la patogenicidad. Los resulta-
dos de este trabajo no coinciden totalmente, pues aun-
que en el ensayo solo se probaron dos de las cepas que
presentaron este tipo de morfologia, la cepa LBT-63 no
mostro efecto sobre las larvas de D. melanogaster; es
decir, aunque esta cepa presentd una morfologia y pa-
tron Cry informado como el mas efectivo para diptero,
la respuesta frente a D. melanogaster fue negativa. Este

resultado pudiera atribuirse a que la expresion de los
genes que codifican para las proteinas Cry en la cepa
LBT-63 sean més bajos, como informaron Ibarraetal.
(2003) en un ensayo con cepas mosquitocidas de B. thu-
ringiensis. Estos autores plantean que los genes cry
pueden ser idénticos, pero los niveles de expresion de al
menos alguno de ellos pueden ser diferentes, aunque la
cepa tenga la combinacion de proteinas més efectiva.

Actividad de las cepas LBT-62, LBT-63, LBT-87 y LBT-99 frente a Drosophila melanogaster

Cepa Mortalidad de larvas Formacion de pupas Emergencia de adultos
Testigo No 90% (tercer dia) 100% (sexto dia)
LBT-62 No 70% (cuarto dia) 90% (séptimo dia)
LBT-63 No 70% (quinto dia) 90% (octavo dia)
LBT-87 70% (quinto dia) 30% (décimo dia) No
LBT-99 No 70% (tercer dia) 90% (sexto dia)

Bti patron 100% (tercer dia) - -

Otra posible explicacion al no efecto de la cepa LBT-63
hacia larvas de D. melanogaster es la no especificidad a
ese diptero, como informaron Saadoun et al. (2001), al
encontrar cepas de B. thuringiensis de cristales amorfos
con muy baja toxicidad hacia D. melanogaster, pero alta
hacia Culex sp.

Las cepas LBT-62 y LBT-99 presentaron un perfil Cry
caracterizado por una sola proteina de muy bajo peso
molecular, que pudiera considerarse como proteinas Cyt
segun Guerchicoff etal. (2001), o como una proteina Cry
de pequefio tamafio de acuerdo con lo informado por
Rampersad y Ammons (2005). Al no presentar estas
cepas actividad contra D. melanogaster, se pudiera pen-
sar que se trata de una proteina Cry de pequefio tama-
fio, cuya actividad bioldgica no se conoce para dipteros;
0 de una proteina Cyt que al no estar acompafadas de
las Cry de 134y 72 kDa que conforman el patron para
diptero, no mostraron el efecto esperado. Una de las carac-
teristicas de las cepas que muestran actividad contra
dipteros es la presencia de toxinas Cyt, pero estas no
son toxicas por si solas, sino que manifiestan su accion
al potenciar a las Cry y establecer una clara accion
sinérgica [Bravo et al., 2006; Soberon, 2007]. Esto expli-
ca los resultados con las cepas LBT-62y LBT-99.

Se puede considerar que la cepa LBT-87 es promisoria
no solo para el control de plagas de importancia agrico-
la, sino también meédica, al ser D. melanogaster un vector
de enfermedades.
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CONCLUSIONES

* Lascepas LBT-63y LBT-87 mostraron similitudes
con el B. thuringiensis subsp. israelensis en relacion
con el perfil proteico y la morfologia de las inclusio-
nes cristalinas.

» Lacepa LBT-87 solamente mostré actividad contra
Drosophila melanogaster, aunque mas baja que el B. thu-
ringiensis subs. israelensis control.
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