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Resumen

Bacillus thuringiensis (Bt) se ha convertido mundialmente en uno de los
principales microorganismos controladores bioldgicos, especialmente debido a la
capacidad de produccién de cristales proteicos con alta actividad insecticida. En el
Uruguay en la ultima década se ha producido un aumento exponencial en el sector
agricola, principalmente del cultivo de soja, el cual demanda una gran cantidad de
insecticidas quimicos para el control de plagas. Su uso irracional ha llevado a
contaminaciones de ecosistemas y a la presencia de residuos toxicos en los alimentos.
Es por este motivo que resulta crucial la busqueda de alternativas amigables con el
medio ambiente que permitan el control de dichos insectos. Es por esta razon el
interés existente de contar con un insecticida biolégico a base de Bt. Para ello se
propuso aislar a partir de muestras de diferentes ecosistemas (suelo, hojas) cepas
autoctonas de Bacillus thuringiensis. Debido a que Bt forma parte de un grupo
denominado Bacillus cereus sensu lato, la utilizacién de la secuencia del gen de ARNr
16S, comunmente utilizada para la identificacion de microorganismos no resulta util en
este caso ya que todos los miembros constituyentes de dicho grupo se encuentran
muy relacionados genéticamente. Es por esto que para su identificacion se pusieron a
punto diferentes metodologias, tanto moleculares como fenotipicas tratando de lograr
una identificacion lo mas precisa posible. Algunos de los métodos fenotipicos
empleados fueron la deteccion de la enzima a-amilasa y la observacion de cristales al
microscopio Optico de contraste de fases. Finalmente, dentro de los métodos
moleculares se hallan reacciones de PCR con tres sets de primers (los cuales
detectarian diferentes grupos de genes cry) y estudio de perfiles REP, lo que permitio
agrupar a los aislamientos segun sus perfiles. En cuanto a los resultados conseguidos,
de los 65 aislamientos obtenidos a partir de las diferentes muestras, solamente 2 se

identificaron como Bacillus thuringiensis mientras que otros 2 serian presuntos Bt.

Palabras claves: Bioplaguicida / Bacillus thuringiensis / genes cry / Rep-PCR
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1. INTRODUCCION

En el Uruguay, el sector agricola ha mostrado un crecimiento exponencial en los
ultimos 10 anos. El cultivo mayormente responsable es la soja, que pasdé de 15.000
hectareas en 2002 a 1.050.000 en 2012 (MGAP-DIEA, 2013). Esta, al igual que el maiz,
el sorgo, el tomate y el morrén entre otros, son particularmente sensibles al ataque
por insectos. El mismo es causante de pérdidas significativas de las cosechas llevando a

una importante reduccion de los rendimientos.

Los insecticidas quimicos se han convertido en el principal método de control
de estas plagas lo que permitio el gran incremento en la productividad mundial. Su uso
irracional y masivo ha originado grandes problemas principalmente de orden
ambiental y fitosanitario, entre los que se encuentran la resistencia de los insectos a
plaguicidas, la eliminacion de poblaciones de fauna benéfica, la contaminacién de los
ecosistemas y la presencia de residuos toxicos en los alimentos (Hernandez et al.,
1997). Por lo tanto, existe una necesidad critica de contar con herramientas seguras y
efectivas para el control de plagas que sean alternativas a los insecticidas quimicos
(Sauka et al., 2008). Es por esta razdn que se ha dirigido la atencién a las propiedades
insecticidas de ciertos microorganismos o productos microbianos secundarios

(Niedmann Lolas et al., 2006).

El mercado global de pesticidas (herbicidas, insecticidas, fungicidas vy
nematicidas) estd valorado aproximadamente en 25.000 millones de délares. Cerca del
2.5 % de ese mercado corresponde a biopesticidas (Ibrahim et al., 2010). Estos derivan
de materiales naturales tales como plantas, animales, bacterias y ciertos minerales,
controlando plagas mediante mecanismos no toxicos. Presentan un importante rol en
la proteccion de los cultivos, principalmente en combinacién con otras herramientas
de control tales como agroquimicos formando parte del manejo integrado de plagas

(Canan, 2013).
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1.1. Control Biologico

El control biolégico puede definirse como el uso de organismos benéficos
(enemigos naturales) para el control de aquellos que causan dafio (plaga). Este tipo de
control busca reducir la poblacién de la plaga a un nivel en el cual no cause dafo
econdémico. Los microorganismos causantes de enfermedades en los insectos,
normalmente bacterias, virus u hongos, se denominan entomopatdgenos vy
representan una alternativa en el manejo integrado de plagas de importancia
econdmica en la agricultura. Este tipo de control tiene un menor impacto ecolégico

que el uso de plaguicidas quimicos (Hernandez et al., 1997).

El mayor numero de especies con propiedades insecticidas pertenece al género
Bacillus, particularmente a Bacillus thuringiensis (Niedmann Lolas et al., 2006). Bacillus
thuringiensis es considerado como el principal agente promisorio de control biolégico
de dipteros, lepidopteros y coledpteros, ocupando casi el 97% del mercado de
biopesticidas a nivel mundial (Brar et al., 2006). Las proteinas entomopatogénicas
liberadas por estas bacterias durante su desarrollo son altamente especificas para
algunas de las principales plagas agricolas y no tienen efecto sobre otros insectos
benéficos, plantas o animales domésticos (Abad Flores et al., 2011). Hasta el momento
se han registrado en el mercado mundial mas de 400 formulaciones a base de Bacillus
thuringiensis, siendo las marcas mas utilizadas Dipel y Thuricide. Es importante tener
en cuenta que en el Uruguay actualmente no se encuentran registrados productos a
base de Bacillus thuringiensis y seria una gran innovacion la producciéon de un

bioinsecticida nacional.
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1.2. Generalidades de Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis (Bt) es una bacteria Gram-positiva la cual se caracteriza por la
habilidad de producir inclusiones paraesporales durante la fase estacionaria de
crecimiento (Liu et al., 2013; Gémez et al., 2007). Estas inclusiones generalmente se
acumulan en la célula madre, formando una inclusidon proteica que puede alcanzar
entre el 20 — 30 % del peso seco de la célula esporulada (Schnepf et al., 1998) (figura

1).

Figura 1. Micrografia de una célula de Bacillus
thuringiensis esporulando, obtenida con microscopio
electrénico de transmision. Las inclusiones
paraesporales (PB: protein body) son producidas al
margen de la espora (SP). La célula mostrada presenta
un tamafo de aproximadamente 2 um de longitud (de
Maagd et al., 2001).

Es un microorganismo anaerobio facultativo, quimioorganétrofo y con actividad
catalasa. Posee la capacidad de fermentar glucosa, fructosa, trealosa, maltosa, ribosa y
de hidrolizar gelatina, almidén y glucégeno (Sauka et al., 2008). Por otra parte, Bt es
considerada una bacteria ubicua, ya que puede ser aislada de diversos ambientes tales
como suelo, rizésfera, filoplano e insectos. (Raymond et al., 2010; Schnepf et al., 1998;

Cinar et al., 2008)
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1.3. Inclusiones paraesporales

Las inclusiones paraesporales estan formadas por uno o mas cuerpos cristalinos de
naturaleza proteica denominadas Cry y Cyt (Cry, del inglés Crystal y Cyt del inglés
Cytolitic), perteneciendo ambas al grupo de las &-endotoxinas (Sauka et al., 2008;
Noguera et al., 2010). Por un lado, las Cry presentan un efecto téxico demostrado
sobre el organismo blanco, mientras que las Cyt presentan actividad hemolitica
(citolitica). Estas toxinas son altamente especificas para con el organismo blanco, pero
al mismo tiempo inocuas para humanos, vertebrados y plantas (Veloorvalappil et al.,
2013). Adicionalmente, las proteinas Cyt presentan un efecto sinérgico con las Cry, lo
gue conduce a un aumento en la toxicidad hacia los insectos (Vachon et al., 2012). Los
cristales Cry estan codificadas por los genes cry localizados mayoritariamente en

megaplasmidos (Crickmore et al., 1998).

1.3.1. Nomenclatura

En cuanto a su nomenclatura, las toxinas Cry pueden ser descritas en términos
de su secuencia aminoacidica, estructura proteica o por su modo de accion (Crickmore
et al., 1998). Actualmente son clasificadas segin la nomenclatura propuesta por
Crickmore (1998) la cual se basa en la homologia de la secuencia aminoacidica. Cada
toxina adquiere un nombre que consiste del prefijo Cry, seguido por cuatro rangos
jerarquicos, los cuales consisten en un numero, una letra mayuscula, una letra
minuscula y finalmente otro nimero (por ejemplo Cry25Aal). Proteinas con menos de
un 45% en la identidad de la secuencia aminoacidica difieren en el rango primario, con
menos de un 78% en la identidad difieren en el rango secundario y finalmente con

menos de un 95% de identidad difieren en el rango terciario (Roh et al., 2007).
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1.3.2. Especificidad

Las toxinas Cry presentan individualmente un espectro de acciéon acotado,
usualmente restringido a pocas especies o hacia un orden en particular de insectos
(Ben-Dov et al., 1997). A modo de ejemplo, las proteinas dentro de los grupos Cryl,
Cry2 y Cry9 son particularmente toxicas para lepidopteros, Cry3, Cry7, y Cry8 para
coledpteros y finalmente Cry2, Cry4, Cry10, Cry11, Cryl6, Cryl7, Cry19 son especificas
para dipteros (Bravo et al., 1998). Solamente unas pocas toxinas presentan un
espectro que abarca 2 6 3 érdenes de insectos, por ejemplo Cry2 siendo tdxica para
lepidopteros y asimismo para dipteros (Roh et al, 2007). Cada cepa de Bacillus
thuringiensis puede sintetizar mas de una toxina, por lo que la combinacién de éstas
define el espectro de accion de la cepa (Sanahuja et al., 2011). Ese acotado espectro de
accion le confiere gran especificidad y a su vez aporta seguridad en el momento de uso

de las esporas de Bt.

Hasta la fecha se han caracterizado mas de 500 proteinas Cry presentandose en
diversas combinaciones en las diferentes cepas conocidas (Ruiz de Escudero et al.,

2004; Seifinejad et al., 2008; Ye et al., 2012).

1.3.3. Estructura de los cristales Cry

A pesar de la gran variabilidad entre las proteinas Cry existentes, todas
comparten una estructura terciaria similar, lo que se corresponde con 5 regiones
conservadas en la estructura primaria (De Maagd et al., 2001; Sanahuja et al., 2011). La
region C-terminal esta involucrada en el proceso de formacién del cristal pero no
forma parte de la toxina activa. Por otro lado, la porciéon N-terminal es la toxina en si,
comprendiendo 3 dominios (figura 2). El dominio | es un conjunto de siete a-hélices,
en donde seis son anfipaticas y rodean a la séptima, la cual es hidrofébica. El dominio Il
consiste de tres hojas B antiparalelas, y finalmente el dominio Ill es un sandwich de dos

hojas B antiparalelas (Boonserm et al., 2006).
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(a) Domain|  Domain Il  Domain IIl (b)
Block 1 2 3 4 5
Cry1 [ 1§ BN ]
Crytt [ 1 1 Y T )
Cry2 [ | ]
Cry3 [ | 4 -
Cry4 [ ;3 I § - )
Crys [ ;3 | — ]
Cry6 | —
Cry7 [ K I 0 ]
Cry8 [ 1 | B - ]
Cry9 [ X BN ] |
cryto [ 1§ 1=
Crytt [ i 1 | ]
Cry12 [ B | - ]
Cry13 [ | i | ! | J
Cryt4 [ X | — ]
(o L S—
Cry16 [ 1 I W | ]
(U LA s—— — i S—
Cry18 [ ;1 } —
cry19 [ ] I § -
Cry20 [ 1 BN ¥ ]
Cry21 1 1 X | ]
Cry22 [ J
(&7 R S—
Cry24 [ X Y1)
Ccry2s [ | 1 |
Cry26 [ X | W . ]
Cry27 [ | i ]
Cry28 [ 5 1 N | ]
Cry29 [ ! | =
Cry30 [ | -]
Cry31 [ X ]
100 amino acids TRENDS in Genetics
| —]

Figura 2. Estructura de los tres dominios conservados de los cristales proteicos. (a) Estructura primaria,
mostrando la organizacién de los dominios. (b) Estructura terciaria conservada, mostrando la ubicacion
de los tres dominios (de Maagd et al., 2001).

1.3.4. Modo de accidn

Luego de varios afios de investigacidon, en donde se analizaron intestinos de
orugas alimentadas con comida contaminada con cristales, se arribé a un modelo que
explicaria cdmo actuan los cristales Cry. Una de las principales observaciones que se
desprendieron de estos experimentos fue que existia una disrupcion de las células
epiteliales al poco tiempo de la ingestion de los cristales, evento seguido de un
hinchamiento de las células y posterior lisis (Sanahuja et al., 2011). Al mismo tiempo se
descubrié que se debia contar con factores de activacién de los cristales una vez
ingresados al intestino. Luego de varios intentos, se llegd a la conclusién de que el pH
alcalino y la presencia de proteasas especificas eran cruciales para la activacion de las
protoxinas (Sanahuja et al., 2011). Por otro lado, se conocia que la actividad téxica de
los cristales estaba relacionada con los tres dominios conservados presentes en la

estructura de éstos (Wu et al., 2007).

En términos generales, el mecanismo de accién de los cristales involucra la

ingestion de los mismos como protoxinas, la solubilizacion y protedlisis en el intestino

10
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medio, la unién a receptores especificos presentes en las células epiteliales, insercidon
de la toxina en la membrana vy finalmente la formacion de poros (Hofmann et al.,
1988). Es por esta razén que las proteinas Cry, al igual que las Cyt, pertenecen a la
clase de toxinas bacterianas conocidas como pore-forming toxins (PFT). Estos poros
son permeables a moléculas pequefias, tales como iones inorganicos, aminodcidos y
azucares (Carroll & Ellar, 1993; Kirouac et al., 2002; Vachon et al., 2012). El ingreso de
estas moléculas junto con todo el contenido intestinal, incluyendo las esporas, trae

como consecuencia la muerte del insecto.

Las inclusiones cristalinas de aproximadamente 130 KDa ingeridas por las larvas
son primeramente disueltas en el ambiente alcalino del intestino (etapa a de la figura
3). Distintos grados de solubilizacidon estan asociados con las diferencias de toxicidad
entre los diferentes cristales hacia los insectos (Aronson et al., 1991; Du et al.,1994). La
protoxina inactiva solubilizada es clivada por las proteasas intestinales (etapa b de
figura 2) dando como resultado una proteina toxica de aproximadamente 60-70 KDa
(Bravo et al., 2008). La activacidon de la toxina implica la eliminacién del extremo C-
terminal (regién de color violeta en figura 3) asi como también un pequeno péptido del
extremo N-terminal (estructura de color amarillo en figura 3). La longitud de dicho
péptido puede variar entre 25 a 60 aminodcidos dependiendo del Cry en cuestién.
Posteriormente, la toxina activada resultante se une a los receptores en la membrana
de las células epiteliales (figura 3, etapa c), proceso en el cual el dominio Il y Il estan
involucrados. En la etapa d se puede observar un cambio estructural del dominio | el
cual permite que una horquilla de dos a-hélices se introduzca en la membrana. Dicha
insercion de la toxina lleva a la formacion de poros en la membrana de las células
epiteliales (etapa e de la figura 3), finalmente produciendo la lisis celular y disrupcién
del epitelio intestinal provocando la liberacion de los contenidos celulares. (Aronson et

al., 2001; Bravo et al., 2005).

11
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TRERE O

Figura 3. Esquema representativo del modo de accién de las toxinas Cry (de Maagd et al., 2001).

Paralelamente al proceso descripto anteriormente, una vez en el intestino del
insecto, las esporas son capaces de germinar generando la produccidon de otros
factores de virulencia (Salamitou et al., 2000; Du & Nickerson, 1996) que le permiten a
Bt infectar a sus blancos con mayor eficiencia. Por ejemplo, ciertas cepas producen
compuestos extracelulares como fosfolipasas, B-exotoxinas, proteasas, quitinasas y
proteinas VIP (vegetative insecticidal proteins) (Zhang et al., 1993; Estruch et al., 1996).
También se han reportado compuestos con actividad anti-fungica(Stabb et al., 1994). A
pesar de todos estos compuestos extracelulares liberados, las toxinas Cry son las mas

efectivas en cuanto a toxicidad (Schnepf et al., 1998).

1.4. Identificacion de Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis, con un genoma cuyo tamafio varia de 2.4 a 5.7 Mb (Carlson
et al., 1994), se encuentra clasificado dentro del grupo denominado Bacillus cereus
sensu lato, el cual esta compuesto por siete miembros: Bacillus anthracis, Bacillus

cereus, Bacillus mycoides, Bacillus pseudomycoides, Bacillus weihenstephanensis,

12
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Bacillus thuringiensis (Kuwana et al.,, 2012) y el recientemente incorporado Bacillus
gaemokensis (Jung et al., 2010). Algunos autores (Ash et al., 1991; Carlson et al., 1994)
sugieren que las especies constituyentes de dicho grupo deben considerarse una Unica

especie debido al alto grado de similitud de sus genomas.

Adicionalmente, Bacillus thuringiensis se clasifica en 84 serovares mediante
serologia del antigeno flagelar H. Mediante diferentes experimentos se intentd
establecer relaciones entre los serovares y su actividad insecticida o la presencia de
algun tipo de cristal en particular, pero no se tuvo éxito por lo que su significado

biolégico aun no esta claro (Sauka & Benintende, 2008; Nakamura, 1994).

A lo largo del tiempo se han implementado diversos métodos para diferenciar
Bacillus thuringiensis de Bacillus cereus. En uno de los primeros métodos propuesto
por Baumann y col (1984) se intenté discriminar entre estas dos especies basados en la
capacidad de degradar diferentes compuestos organicos. Los resultados obtenidos en
este ensayo fueron poco utiles para la diferenciacién entre las dos especies ya que
éstas presentaron un perfil practicamente idéntico. Otros autores (Niskanen et
al.,1978; Black et al., 1997) han estudiado el perfil de acidos grasos entre ambas
especies de manera de poder diferenciarlas. Al igual que Baumann y col. (1984) se

obtuvieron perfiles practicamente idénticos, por lo que dicha técnica no fue util.

Debido a que las técnicas anteriormente mencionadas no fueron capaces de
diferenciar las dos especies, se implementaron técnicas de biologia molecular. La
utilizacion de la secuencia del gen de ARNr 16S, comunmente utilizada para la
identificacion de microorganismos, tampoco permitido discriminar entre ambas
especies debido a que éstas presentan un alto grado de similitud en dicho gen;
Unicamente se diferencian en unos pocos nucledtidos (Ash et al., 1991). Por lo tanto,
dado que la utilizacidn de la secuenciacion del gen de ARNr 16S solamente permite la
identificacion de estos microorganismos a nivel de género (Bacillus) y no al nivel de
especie, se han implementado métodos de fingerprinting (Freitas et al., 2008). Dentro
de estos métodos se encuentran aquellos en los cuales se secuencian varios genes,
como por ejemplo Multilocus Sequence Typing (MLST), (Hoffmaster et al., 2008). Por

otro lado, otros métodos utilizados son Ribosomal DNA Restriction Fragment Length

13
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polymorphism (RFLP) (Priest et al., 1994), Amplified Fragment Length Polymorphism
(AFLP) y Rep-PCR, Repetitive Extragenic Palindromic Sequence (Freitas et al., 2008;
Reyes-Ramirez et al., 2005). En el presente trabajo se optd por utilizar este ultimo
método de fingerprinting, debido a que es una técnica sencilla y al mismo tiempo los
autores que la emplearon obtuvieron excelentes resultados (Freitas et al., 2008; Reyes-

Ramirez et al., 2005).

Rep-PCR es una técnica de fingerprinting originalmente basada en el disefio de
primers para secuencias REP encontradas en los genomas de Escherichia coli y
Salmonella typhimurium (Versalovic et al., 1994). Los amplicones obtenidos a partir de
secuencias REP contiguas generan un patrén de bandas caracteristico para cada cepa
(figura 4). La presencia de secuencias REP en procariotas es comun y han sido
utilizadas para el disefio de primers especie-especificos o grupo-especificos. Se han
encontrado secuencias REP de 26 pares de bases que son comunes a los siete
miembros del grupo de Bacillus cereus sensu lato (Reyes-Ramirez et al., 2005). Estas
secuencias REP (Bc-REP) permitieron el disefio de 2 primers especificos para el grupo
anteriormente mencionado. Su especificidad fue corroborada en una cepa de Bacillus
subtilis, la cual mostré bandas muy tenues y un patron indefinido, el cual puede ser
causado por la homologia parcial con las secuencias REP del grupo de Bacillus cereus

sensu lato (Reyes-Ramirez et al., 2005).

i
R &

i

Figura 4. Esquema representativo de Rep-PCR, en donde se puede ver la posicion de las
secuencias REP en el genoma. Las flechas indican los primers que hibridan con dichas secuencias y las
lineas con numeros los amplicones que se obtendrian a partir de secuencias REP contiguas.

Otra metodologia desarrollada para la identificacion de nuevas cepas de
Bacillus thuringiensis se basa en la utilizacién de tres sets de primers dirigidos a los

blogues conservados dentro de los genes Cry representados en la figura 2 (Noguera &
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Ibarra, 2010). Dichos primers fueron disefiados para cuatro de esos cinco bloques
conservados; el set de primers 1 amplificaria las regiones comprendidas entre el block
1y5, el set 2 la region entre el block 2 y 5 y finalmente el set 3 la region entre 1y 4.
Segun el analisis in silico, el 100% de las secuencias de genes cry podrian ser

amplificadas por estos sets de primers (Noguera & Ibarra, 2010).

En el presente trabajo nos enfocamos en el aislamiento de cepas nativas de Bt y su
caracterizacion fenotipica y molecular con miras al desarrollo de un biopesticida. Para
ello se aislaron 65 cepas de diferentes ecosistemas, las cuales se caracterizaron
fenotipicamente y mediante técnicas de biologia molecular utilizando el sistema de
primers descrito por Noguera e Ibarra (2010), la secuencia del gen de ARNr 16S y Rep-
PCR. Se lograron identificar 2 cepas de Bt y 2 como presuntas Bt las cuales se

continuaran caracterizando.
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2. OBJETIVOS DE TRABAJO

2.1. Objetivo general

Este trabajo tuvo como principal objetivo el aislamiento y caracterizacién
fenotipica, bioquimica y molecular de cepas autdctonas de Bacillus thuringiensis,

las cuales serian empleadas para el desarrollo de un bioinsecticida de uso agricola.

2.2. Objetivos especificos

e Aislamiento e identificacidon fenotipica y bioquimica de cepas autéctonas

potenciales Bacillus thuringiensis.

e Desarrollo de un sistema basado en amplificacién de genes cry por PCR

para la rapida deteccidén de cepas de Bt.

e Caracterizacion molecular de cepas potenciales de Bt: secuenciacion del

gen de ARNr 16S y perfiles REP.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Recoleccion de muestras

La toma de muestras se realizd de diferentes ecosistemas tales como suelos con
cultivo de soja, maiz, sorgo, avena, hojas de maiz y soja, entre otros. En la tabla 1 se
pueden observar los detalles de cada una de estas muestras mientras que en la figura
5 se representan las diferentes areas geograficas de las cuales se obtuvieron. Las
muestras de suelo fueron extraidas con espatula a no mas de 10 cm de profundidad
(Cinar et al., 2008). Una vez recibidas, fueron almacenadas a 42C hasta su analisis. La
numeracion utilizada en la tabla 1 para cada muestra fue asignada de acuerdo al orden
de llegada al laboratorio. De acuerdo a dicha tabla, de las 51 muestras recibidas

pertenecientes a distintos cultivos, 28 fueron de suelo, mientras que 23 de hojas.

Tabla 1. Detalle de cada una de las muestras recolectadas.

N2 de muestra Tipo Cultivo Ubicacion geografica
1 Suelo Soja -
2 Suelo Soja -
3 Hojas Tomate organico San Jacinto
4 Hojas Tomate Las Brujas
5 Hojas Soja -
6 Suelo Soja -
7 Hojas Sorgo granifero Sauce
8 Hojas Sorgo San José
9 Hojas Maiz Ruta 12 km 66
10 Suelo - Ruta 5 km 32
11 Suelo - Ruta 12 km 48
12 Suelo Sorgo San Carlos
13 Hojas Avena Ruta 1 km 22
14 Suelo Inverndculo 1 Rio Negro
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15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45

Suelo
Suelo
Hojas
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Hojas
Suelo
Suelo
Suelo
Hojas
Hojas
Hojas
Hojas
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Hojas
Suelo
Suelo
Suelo
Hojas
Hojas
Hojas
Hojas
Hojas

Hojas

Rastrojo Soja
Lotus
Inverndaculo 2
Alfalfa
Colza
Soja
Soja
Campo natural
Rastrojo Maiz
Pradera
Pasto
Lotus
MioMio
Avena
Trigo
Rastrojo Sorgo
Rastrojo Soja
Rastrojo Maiz
Raigras
Campo natural 1
Campo natural 2
Campo natural 3
Soja
Soja
Soja
Soja
Soja

Soja

Nueva Helvecia
Ruta 96 km 50
Ruta 21

Rio Negro

Bafiado de Medina
Young
Ruta 5 km 305
Young
Young

Ruta 60 km 40

La Torcaza
La Torcaza
El Aguard
Ruta 96 km 40
Ruta 54y 12
Ruta 3 km 290
Minas
Minas
Minas
Ruta 3 km 170

San Jacinto

San Jacinto
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46 Hojas Soja -

47 Hojas Soja San Jacinto
48 Hojas Soja -

49 Suelo Soja San Jacinto
50 Suelo Soja Carlos Palma
51 Suelo Maiz Polanco

(-) No fue posible determinar la ubicacién geogréfica de las muestras. Los invernaculos 1y 2
(muestra 14 y 18, respectivamente) presentaban cultivos de Eucaliptus.

Figura 5. Ubicacidon geografica de algunas de las muestras
recolectadas.

3.2. Aislamiento de cepas

La metodologia utilizada para el aislamiento fue la propuesta por Travers y col.
(1987) la cual se basa en la inhibicién de la germinacién de esporas de Bt con acetato.
Se suspendié un gramo de suelo en 10 ml de medio Luria Bertari (LB) suplementado

con 0,25 M de acetato de sodio pH 6.8 (ver composicion del medio en apéndice) y se
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agito durante 4 horas a 250 rpm a 30 °C. Mediante este procedimiento se logra inhibir
la germinacion de esporas de Bt mientras que otras bacterias esporuladas presentes
en la muestra germinan pasando al estado vegetativo. Posteriormente se realizé un
shock térmico, sometiendo la muestra a 80°C durante 10 minutos y enfriando
posteriormente 10 minutos a 0°C. De este modo se eliminan la mayoria de los
microorganismos que se encuentren en su estado vegetativo, quedando viables
principalmente las esporas de Bt. Al tubo conteniendo la muestra de suelo se lo
denomind dilucidn -1; a partir de éste se realizé una dilucion al décimo de la mezcla,
denominandose dilucién -2. Finalmente 100 ul de la dilucién -1 y de la dilucién -2
fueron sembrados en superficie en placas con LB-agar e incubadas a 28 °C durante 24
horas. Posteriormente, las colonias morfoldégicamente similares a Bacillus thuringiensis

fueron aisladas nuevamente en medio LB-agar.

Para la nomenclatura de los aislamientos se utilizé el siguiente formato: numero,
punto, numero; en donde el primer nimero indica la muestra de la cual proviene,
mientras que el segundo representa qué numero de colonia (tipo Bacillus
thuringiensis) era en la placa de la cual se aisl6. A modo de ejemplo, el aislamiento

14.3 provino de la muestra 14 y fue el tercer tipo de colonia encontrado en la placa.

3.3. Cepas de referencia

Con el objetivo de poner a punto cada una de las técnicas utilizadas se obtuvieron
cepas de referencia aportadas gentilmente por diferentes instituciones. Las cepas
Bacillus thuringiensis var. israelensis y Bacillus thuringiensis var. Kurstaki HD-1 fueron
enviadas por el Dr. Jorge. E. Ibarra del Cinvestav, México, absorbidas en tiras de papel.
Las mismas fueron asépticamente colocadas sobre medio LB-agar y presionadas de
manera que permanezcan en estrecho contacto con el medio. Dichas placas se
incubaron a 28°C durante 24 — 30 horas. A partir de las colonias obtenidas se
realizaron aislamientos en nuevas placas de medio LB-agar de manera de obtener un
respaldo de las cepas. De igual manera, se las conservé a -20°C con glicerol estéril 50%.

Por otra parte, la cepa perteneciente a la especie Bacillus cereus fue aportada por la
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Catedra de Microbiologia de Facultad de Quimica. Esta ultima fue utilizada como

control negativo en cada una de las metodologias utilizadas.

3.4. Identificacion fenotipica de cepas

Para la identificacion de los aislamientos se realizo tincion de Gram y deteccién de
la enzima a-amilasa, la cual esta presente en todos los miembros del grupo Bacillus

cereus sensu lato

3.4.1. Tincion de Gram

A partir de una colonia aislada en medio LB-agar (cultivo de 24 horas) se tomd
con un ansa estéril una pequena cantidad de ésta y se la colocd sobre un portaobjetos.
Luego, con una pequefia gota de agua estéril se la diluyd y se procedid a secarla
colocando el portaobjetos sobre la llama del mechero. De manera de fijar la muestra,
se paso el portaobjetos tres veces a través de la llama. Posteriormente, se procedio a
la tincion; para ello en una primera instancia la muestra se tifid con cristal violeta
durante 1 minuto y se enjuagd con agua para quitar el exceso de colorante. Luego, se
tifid con Lugol durante 1 minuto de manera de fijar el colorante y se enjuagd con agua
para quitar el exceso de éste. Posteriormente, se hicieron lavados con etanol 95% para
quitar el colorante que no hubiera ingresado a las células. Finalmente, la muestra se
tifid con Safranina durante 10 segundos y nuevamente se enjuagod con agua para quitar
el exceso de colorante. Una vez finalizada la tincion se secé al calor de mechero y se

observé al microscopio dptico con un aumento de 100x en aceite de inmersion.

3.4.2. Deteccion de enzima a-amilasa

Basados en el principio de que el iodo se intercala entre las hélices de la
estructura del almidén formando un complejo de color oscuro, se realizd la prueba de
hidrdlisis del almiddn. Con esta prueba se detecta la presencia de la enzima a-amilasa,
encargada de degradar el almiddn, la cual esta presente en Bacillus thuringiensis. Si se
esta en presencia de dicha enzima, el almiddn sera hidrolizado perdiendo su estructura

de hélice. Este hecho provoca que el iodo no pueda formar el complejo mencionado
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anteriormente y por lo tanto se observara una zona clara alrededor del crecimiento del

microorganismo.

Para realizar esta prueba se realizé un estriado del aislamiento en estudio sobre
medio Miller-Hinton (preparado segln instrucciones de fabricante). Luego de

transcurridas 24 horas de incubacién a 28 °C se procedio al revelado con Lugol.

3.5. Puesta a punto de un método para la
deteccion de genes cry

Para el desarrollo de un método molecular simple y rapido de deteccién de Bacillus
thuringiensis a partir de muestras ambientales se utilizaron 3 sets de primers, los
cuales segln Noguera e Ibarra (2010) en su totalidad estarian detectando el 100% de
los genes cry (Tabla 2). EIl método descripto por dichos autores se adapté para la
deteccién de Bt ya que fue desarrollado para la deteccién de nuevos genes cry en

cepas de Bacillus thuringiensis.

En primera instancia se pusieron a punto la condiciones de reaccion de PCR para la
deteccion de genes cry utilizando ADN plasmidico de las cepas de referencia, extraido
por Natalia Scioscia mediante el protocolo descripto por Reyes-Ramirez e lbarra
(2008), de ahora en mas denominada “Extraccién de esferoplastos”. Basados en las
condiciones de reaccién (concentracion de ADN, concentracion de primers y
temperatura de annealing) establecidas por Noguera e Ibarra (2010) se estudiaron
variaciones en éstas de manera de lograr los mejores productos de amplificacion. Para
ello se evaluaron variaciones en la concentracion de ADN (diluciéon 1/100 y 1/10), de
primers (0,4, 0,6 y 0,8 uM) y en el caso del set 1 diferentes temperaturas de annealing
(50 y 53 °C). Para el set 1, se utilizé la cepa de referencia Bacillus thuringiensis serovar
israelensis (Bti), mientras que para el set 2 se utilizé la cepa Bacillus thuringiensis

serovar kurstaki (Btk).

Posteriormente, se puso a punto una metodologia de extraccion de ADN que

permitiera procesar los aislamientos obtenidos de forma rdpida, ya que la extraccién
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de esferoplastos mencionada anteriormente y los protocolos descriptos en la
bibliografia (Noguera & Ibarra, 2010) requerian gran cantidad de tiempo. Para ello se
tomd, con la punta de un tip estéril y a partir de estriado fresco del cultivo en medio
LB-agar, un conjunto de células (aproximadamente una seccién de 0.5 x 0.5 cm?) y se
las resuspendid en 100 ul de agua ultrapura. Dichas células fueron sometidas a 100°C
durante 10 minutos en termoblock, provocando asi la lisis celular. Se evalué un paso
posterior de centrifugacion, con el objetivo de determinar si los restos celulares
procedentes del lisado afectaban las reacciones de PCR a realizarse. De aqui en

adelante, esta metodologia de extraccion de ADN se denominara “colony”.

Finalmente, para determinar si se obtenian los mismos productos de amplificaciéon
cuando se utilizaba ADN plasmidico proveniente de esferoplastos y ADN proveniente
de colony, se realizaron reacciones de PCR utilizando el set de primers 1 y la cepa de

referencia Bti.

Tabla 2. Secuencia de primers utilizados en cada uno de los sets.

Set | Primer Secuencia (5°-37) Tm (°C)
1 1 TATGCWCAAGCWGCCAATYTWCATYT 50
5 GGRATAAATTCAATTYKRTCWA
5 2 TTTAGATATTGTTGCAWTATKKYC 56
5 GGRATAAATTCAATTYKRTCWA
3 1 TATGCWCAAGCWGCCAATYTWCATYT 48
4 CATAACGTAGWYTTAYCTKAWT

Letras W indica que puede ser la base A o T, mientras que Y indica que puede ser Co G.

Se utilizé el siguiente programa de temperaturas: un primer paso de
desnaturalizacién a 94 °C por 5 minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturalizacién (94
°C por 1 minuto), hibridacién (2 minutos) y extensién (72 °C por 1.5 minutos). Por
ultimo se realizé una etapa de extensién a 72 °C por 7 minutos. Las temperaturas de
hibridacién difieren segln el set de primers utilizado: para el set 1 fue de 50 °C, para el

set 2 56 °Cy para el set 3 48 °C.

Todas las reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de 25 ul
conteniendo: 2.5 ul de buffer de PCR 10x (suministrado con la Taq), 2.5 ul de mix de
dNTPs (2.0 mM), 1.5 pl de cada primer (10 uM), 4.0 ul de MgCl, (25 mM), 0.5 ul de Taq
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polimerasa 5,0 U/ul (Fermentas) y 5 pl de lisado obtenido mediante colony o 1 pl de

ADN obtenido mediante esferoplastos.

Luego de la puesta a punto de la metodologia se realizd el procesamiento de
todos los aislamientos, con los tres sets de primers.

3.6. Caracterizacion Molecular

3.6.1. Amplificacién del gen ARNr 16S

Paralelamente a la deteccidon de genes cry se realizé la amplificacion del gen de
ARNr 16S con el objetivo de determinar si los aislamientos pertenecian al grupo
Bacillus cereus sensu lato y al mismo tiempo determinar si el lisado celular de cada uno
de éstos, obtenido mediante la metodologia de colony, estaba en condiciones de ser
amplificado. De esta manera, podriamos decir que si un aislamiento presenta
resultados negativos con los sets de primers es por no contener genes cry y no debido
a que el lisado celular presenta inhibidores de la reaccién de PCR. Para ello se
utilizaron primers universales para el Dominio Bacteria (tabla 3) complementarios a

secuencias conservadas ubicadas en los extremos 5’ y 3’ del gen (Eden et al., 1991).

Tabla 3. Secuencia de primers utilizados para la amplificacion del gen de ARNr 16S.

Tamaiio esperado

Primer Nombre Secuencia (5°- 37)
de amplicon (pb)
Forward Eub27F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
1500
Reverse U1492R GGTTACCTTGTTACGACT

Todas las reacciones de PCR para la amplificacion del gen de ARNr 16S se
realizaron en un volumen final de 25 pl conteniendo: 2.5 pl de buffer de PCR 10X
(suministrado con la Taq), 2.5 pl de mix de dNTPs (2.0 mM), 1.0 ul de cada primer (10
uM), 2.5 ul de MgCl, (25 mM), 0.5 ul de Taq polimerasa 5,0 U/ul (fermentas) y 5 pl de

lisado.
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La amplificacion se llevd a cabo en un termociclador Little Genius, Bioer y se
utilizo el siguiente programa de temperaturas: un primer paso de desnaturalizacién a
94°C por 5 minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturalizacién (94°C por 30 seg),
hibridacion (55°C por 30 segundos) y extension (72°C por 2 minutos). Por ultimo se

realiz6 una etapa de extensién a 72°C por 7 minutos.

Se verificd el tamano del producto de amplificacion mediante electroforesis en
gel de agarosa 1,0 % en buffer TAE 1X y tincidn con GoodView Sbs a razén de 0.036

ul/ml, utilizando como marcador de peso molecular HyperLadder | de Bioline.

3.6.2. Secuenciacién y construccién de arbol
filogenético

Con el objetivo de determinar la identidad de los amplicones obtenidos
mediante las reacciones de PCR y conocer si los aislamientos pertenecian al grupo de
Bacillus cereus sensu lato, se secuenciaron los productos de amplificacion. Para ello se
concentraron y purificaron las bandas obtenidas en la amplificacion del gen de ARNr
16S y las bandas obtenidas con las cepas de referencia utilizando los sistemas cry,
utilizando Zymoclean Gel DNA Recovery kit y DNA Clean & Concentrator -5Kit ZYMO
RESEARCH, respectivamente. Posteriormente los productos purificados fueron
enviados a secuenciar al Instituto Pasteur de Montevideo. Una vez recibidas las
secuencias, se compararon mediante el algoritmo BLASTn con secuencias depositadas
en la base de datos GenBank (NCBI) y para las secuencias del gen de ARNr 16S se

construyd un arbol filogenético.

Para la construccidn del arbol a partir de las secuencias del gen de ARNr 16S se
utilizé el programa Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) versién 5.2. Para
ello se descargaron secuencias depositadas en la base de datos RPD (Ribosomal Data
Project) y se alinearon empleando el multiprocesador Muscle junto con las secuencias
obtenidas del gen de ARNr 16S, editadas previamente. Para la construccién del arbol

se aplicd el test Neighbor-Joining Tree y el método de Bootstrap, con un nimero de

25



MATERIALES Y METODOS

replicaciones de 1000. Como grupo externo se utilizd Geobacillus stearotherophilus

(Jung et al., 2010).

3.6.3. Perfil Rep

Se estudiaron los perfiles Rep de los aislamientos que pertenecian al grupo
Bacillus cereus sensu lato. Esta técnica permite determinar la similitud gendmica de los
aislamientos, pudiendo asi diferenciarlos. Para ello se utilizé6 un par de primers
especificos para dicho grupo (Reyes-Ramirez et al., 2005), en donde cada miembro de
este grupo presenta un perfil Rep caracteristico. La secuencia de los primers se detalla

en la tabla 4.

La extraccién de ADN en este caso se realizd mediante la utilizacién del kit DNA
Blood & Tisue kit QUIAGEN, siguiendo las instrucciones de fabricante. Finalmente, una
alicuota de 5 ul del ADN extraido fue utilizada para corroborar el producto de

extraccion mediante un gel de agarosa al 1% en TAE 1X.

Tabla 4. Secuencia de primers utilizados para la amplificacién de secuencias REP.

Primer Nombre Secuencia (5°- 3°) Tm (°C)
Forward Bc-REP-1 ATTAAAGTTTCACTTTAT '
42
Reverse Bc-REP-2 TTTAATCAGTGGGG

Todas las reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de 25 ul
conteniendo: 2.5 ul de buffer de PCR 10X (suministrado con la Taq), 2.5 pl de mix de
dNTPs (2.0 mM), 5.5 pl del primer Forward y 2.3 ul del primer Reverse (10 uM), 0.5 ul
de DreamTagq polimerasa 5,0 U/ul (fermentas) y 2 pl de ADN.

La amplificacion se llevd a cabo en un termociclador Little Genius, Bioer y se
utilizé el siguiente programa de temperaturas: un primer paso de desnaturalizacién a
94°C por 5 minutos, seguida de 34 ciclos de desnaturalizaciéon (94°C por 1 minuto),
hibridacién (42°C por 1 minuto) y extension (72°C por 1.5 minutos). Por ultimo se

realizd una etapa de extension a 72°C por 7 minutos.
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3.7. Observacion de Cristales

A partir de los aislamientos los cuales segun el estudio filogenético se encontraban
dentro del grupo Bacillus cereus sensu lato se realizd la observacion de cristales. Para
ello, a partir de un cultivo esporulado crecido en medio liquido T3 (ver composicién en
apéndice) a 200 rpm durante 7 dias se tomd una muestra y se la observd en
microscopio éptico (Nikon Eclipse 100) de contraste de fases con un aumento de 100x

en aceite de inmersion.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Aislamiento e identificacion fenotipica de
cepas

A partir de las 51 muestras se obtuvieron 65 aislamientos, de los cuales 50

provinieron de muestras de suelo, mientras que los 15 restantes de hojas.

4.1.1. Tincidon de Gram

De esos 65, 13 resultaron bacilos Gram negativos, y los 52 restantes bacilos Gram
positivos. A partir de este resultado ya se puede deducir que la metodologia propuesta
por Travers no es totalmente efectiva, ya que se encontraron microorganismos los
cuales no condicen con las caracteristicas tipicas de Bt. En la figura 6 se observa un

ejemplo de tincidn de Gram correspondiente al aislamiento 33.3.

Figura 6. Fotografia correspondiente a la
tincion de Gram del aislamiento 33.3
observado al microscopio optico con un
aumento de 100x en aceite de inmersion.

4.1.2. Hidrdlisis de Almiddn

Luego de obtenidos los aislamientos bacilos Gram positivos, se procedié a
realizar la deteccion de la enzima a-amilasa sobre medio Miiller-Hinton (ver

composicion en apéndice).
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De los 52 aislamientos bacilos Gram positivos, 30 resultaron positivos en la
hidrélisis de almidon, lo que indicaria la presencia de la enzima a-amilasa. A modo de
ejemplo, en la figura 7 se observan los aislamientos 14.1, 17.2, 18.1 y el control
positivo Bti crecidos sobre placa con medio Miiller-Hinton revelada con Lugol. Se
puede observar notoriamente en dicha figura la zona clara alrededor del crecimiento
celular, producto de la no formacién del complejo entre el iodo con las estructura del

almidon.

Crecimiento
celular

Almidon
hidrolizado

Figura 7. Placa de medio Miller-Hinton revelada con Lugol. Se
representan 3 aislamientos (14.1, 17.2 y 18.1) y control
positivo Bti.

4.2. Desarrollo de un método para la deteccion
de genes cry mediante PCR

Para el desarrollo de un método molecular simple y rapido de deteccion de
Bacillus thuringiensis a partir de muestras ambientales se utilizaron 3 sets de primers,
los cuales segiin Noguera e Ibarra (2010) en su totalidad estarian detectando el 100%

de los genes cry.
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4.2.1. Puesta a punto de las condiciones de reaccion

En primera instancia, utilizando las cepas de referencia, se pusieron a punto las
condiciones de amplificacion tomando como base las descriptas por Noguera e lbarra
(2010). Para ello se evaluaron diferentes factores como la temperatura de annealing,
diferentes concentraciones de ADN y de primers. En el caso de la temperatura de
annealing para el set 1 se evalué aumentar la misma de 50 °C a 53 °C de manera de
evitar la apariciéon de bandas inespecificas. En el caso de los primers se evalud
disminuir a 0,4 uM y aumentar a 0,8 uM la concentracién, tratando de determinar si se
encontraban diferencias en la intensidad de las bandas observadas cuando se utilizaba
0.6 pM, concentracion empleada por los autores (Noguera & lbarra, 2010).
Finalmente, se definié utilizar las temperaturas de annealing (50 °C) y las
concentraciones de primers (0,6 uM) definidas por ellos. Esto es debido a que al
evaluar modificaciones en dichos parametros, no se observaron cambios ni en el
numero de bandas obtenidas ni en la intensidad de las mismas, si las comparabamos
con las que obteniamos utilizado las condiciones definidas por Noguera e lbarra
(2010). En cuanto a las diferentes diluciones de ADN evaluadas (1/10 y 1/100) no se
observaron diferencias en los amplicones obtenidos, por lo que en el caso de
utilizacion de ADN proveniente de la extraccidn de esferoplastos se utilizaria 1 pl de la

dilucién 1/100.

Una vez definidos los factores anteriormente mencionados, se evalud si la
reaccion de colony PCR lograba los mismos productos de amplificacion que la PCR
cuando se utilizaba ADN extraido mediante la metodologia de los esferoplastos. Como
se puede ver en la figura 8, mediante colony PCR se obtuvieron dos bandas, una de
aproximadamente 1500 pb mientras que la otra de 500 pb. Es claro que en la reaccion
de PCR en donde se utilizé6 ADN extraido mediante la metodologia de los esferoplastos
se obtuvieron, ademas de las dos bandas obtenidas con colony, tres bandas mas pero
de menor intensidad.. Las dos bandas (1500 y 500 pb) se secuenciaron y se alinearon
con secuencias depositadas en la bases de datos mediante el algoritmo BLASTn. Los
resultados obtenidos indican que la banda de 1500 pb (figura 8) se corresponde en un
99% de identidad con el gen que codifica para la proteina CRY4A, mientras que la de

500 pb se corresponde con secuencias presentes en el genoma de Bti, lo que
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significaria que es una banda inespecifica. Por lo tanto, considerando que la banda de
importancia es la observada a 1500 pb, se considerd valida la metodologia de colony

PCR.

Luego de comprobar que a partir de colony se obtenia la banda de 1500 pb, se
evalud si una etapa de centrifugacion previa a la reaccion de PCR mejoraba los
productos de amplificaciéon. En la figura 9 se pueden observar los productos de las
reacciones de PCR con y sin un paso previo de centrifugacién, carril 2 y 1,
respectivamente. De dicha figura se desprende que independientemente del
centrifugado del lisado celular, la intensidad y la cantidad de bandas observadas no se
modifica. Por lo tanto, teniendo en cuenta este resultado se optd por no incluir el

centrifugado, de manera de simplificar el procedimiento.

1500 pb

500 pb

Figura 8. Gel agarosa 1% en TAE 1x.
Productos de PCR obtenidos con el
set de primers 1 comparando las dos
metodologias. MPM A EcoRI/Hind lIl.
Carril 1: Bti con colony PCR. Carril 2:
Bti con PCR a partir de la extraccion
de esferoplastos. Carril 3: control
negativo.
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Figura 9. Gel agarosa 1% en TAE 1x.
Productos de PCR obtenidos con el set
de primers 1. MPM A EcoRI/Hind IlI.
Carril 1: colony PCR sin centrifugado
previo. Carril 2: colony PCR con
centrifugado previo. Carril 3: control
negativo.
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4.2.2. Andlisis de los aislamientos con los sets de

primers

Una vez que la colony PCR fue puesta a punto, se procedio al procesamiento de
los 30 aislamientos que hubieran resultado positivos para la hidrdlisis del almiddn.
Para ello, a cada uno se le extrajo el ADN mediante la metodologia de colony vy
posteriormente se llevaron a cabo las reacciones de PCR con los 3 sets de primers. Los
resultados se observan en la tabla 5. De los 30 aislamientos, 8 presentaron productos
de amplificacidon con alguno de los 3 sets de primers, indicando la probable presencia
de genes cry en los mismos. Con el set 1 solamente mostraron resultados positivos
14.1 y 18.1, mientras que con el set 2 ademas de los mencionados anteriormente
también amplificé el aislamiento 33.4. Finalmente con el set 3 los aislamientos 17.2,

18.1, 33.3, 39.1 y 43.1 fueron los que mostraron resultados positivos.

Tabla 5.Resultados de las reacciones de colony PCR para cada uno de los aislamientos. El signo (+) significa que
se obtuvieron productos de amplificacién, mientras que el signo (-) representa la ausencia de productos de
amplificacidn.

Aislamiento | Set1l Set2 Set3 | Aislamiento | Setl Set2 Set3

33.3 - z +

w
[
|
|
an

(9
N
'
'
'

| 342 |
| 362
| 363 |
| 382
| 383 |
| 384 |
| 392
| 431 |
L]
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Como se puede ver en la figura 10, los aislamientos 14.1 y 18.1 mostraron dos
bandas muy juntas de aproximadamente 1500 pb, de igual tamafio a la obtenida con
Bti. Con el set 2 (figura 11) nuevamente 14.1 y 18.1 mostraron el mismo tamafio de
banda que Bti de aproximadamente 1100 pb; sin embargo Btk mostré una banda de
500 pb aproximadamente. El aislamiento 33.4 mostré dos bandas tenues, una de

aproximadamente 1600 pb mientras que la otra de 600 pb.

1500 pb

1500 pb 1000 pb

400 pb

Figura 10.Gel agarosa 1% en TAE 1x. Figura 11.Gel agarosa 1% en TAE 1x.

Productos de PCR obtenidos con el set
de primers 1. Carril 1: Bti, carril 2:
aislamiento 14.1, carril 3: aislamiento
18.1, carril 4: aislamiento 33.3, carril 5:

aislamiento 34.2, carril 6: control
negativo. MPM: marcador de peso
molecular (HyperLadder I, BIOLINE).

Productos de PCR obtenidos con el set de
primers 2. Carril 1: Bti, carril 2: Btk, carril
3: aislamiento 14.1, carril 4: aislamiento
18.1, carril 5: aislamiento 33.4, carril 6:

aislamiento  34.2, carril 7: control
negativo. MPM: marcador de peso
molecular (HyperLadder I, BIOLINE).

En el caso del set 3, representado en la figura 12, se observa que Btk mostré
una Unica banda de 1700 pb, Bti dos bandas, una de 1800 pb y otra de 700 pb. Por otro
lado, el aislamiento 17.2 presentd una banda de 1600 pb; 18.1 una banda de 1800 pb;
33.3 tres bandas, una de 2400, 1200 y de 600 pb, siendo la mas grande la mas intensa.
En cuanto al aislamiento 39.1, se obtuvo una banda de 1500 pb; y finalmente el

aislamiento 43.1 presenté una banda de 1600 y otra de 500 pb.
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obtenidos con el set de primers 3. Carril 1: Btk, carril 2: Bti,
carril 3: aislamiento 17.2, carril 4: aislamiento 18.1, carril 5:
aislamiento 20.4, carril 6: aislamiento 33.3, carril 7:
aislamiento 33.4, carril 8: aislamiento 34.2, carril 9: 51.2,
carril 10: aislamiento 39.1, carril 11: 43.1. MPM: marcador
de peso molecular (HyperLadder |, BIOLINE).

Teniendo en cuenta que los sets de primers utilizados estan disefiados para
detectar varios genes cry, es esperable que una cepa que contenga varios de estos
genes (por ejemplo, cryl, cry4 y cryl0) presente varios amplicones, debido a las
diferencias de tamafio existentes entre dichos genes. Considerando esto, también es
esperable que dos cepas que presenten diferentes genes cry, presenten diferentes
amplicones. Por lo tanto, los diferentes patrones de amplificacién observados en
nuestros aislamientos podrian sugerir diferencias en el contenido de genes cry, lo cual

podria reflejarse en diferentes espectros de accién.
4.2.2.1. Secuenciaciéon de los amplicones

Con el objetivo de identificar los productos de amplificacién obtenidos con los
diferentes sets de primers se secuenciaron las siguientes bandas: Bti con set 2 (1100
pb) y 3 (1800 y 700 pb), Btk con set 2 (500 pb) y 3 (1700 pb), 14.1 con set 1 (1500 pb) y
2 (1100 pb), 17.2 con set 3 (1600 pb) y finalmente 18.1 con set 1 (1500 pb) y 2 (1100
pb). Una vez obtenidas las secuencias de dichas bandas se corrigieron manualmente
mediante el programa BioEdit, y se procedi6é a realizar la alineacidon con secuencias

depositadas en la bases de datos mediante el algoritmo BLASTn. La misma reveld que

34



RESULTADOS Y DISCUSION

tanto las bandas de Bti y Btk con el set 3, como las de Btk con el set 2, presentaban un
alto grado de similitud con secuencias presentes en el genoma de esos
microorganismos y no con genes cry especificos. Este resultado estaria indicando que
esas bandas amplificadas corresponderian con productos inespecificos de las
reacciones de PCR. Una posible explicacion a este resultado podria ser que mediante
las metodologias utilizadas para la extraccién de ADN no se estarian recuperando el
100% de los plasmidos contenidos dentro de las células de Bacillus thuringiensis. Tal
vez dentro de esos plasmidos “faltantes” se encuentran los genes que serian
amplificados con el set 2 y 3. Cabe recordar que independientemente de la
metodologia de extraccion de ADN empleada (esferoplastos, colony, Kit), siempre se
obtuvieron los mismos resultados con los sets. En el caso de la banda de 1500 pb de
los aislamientos 14.1 y 18.1 con set 1, las secuencias no permitieron ser alinearlas con
las depositadas en las bases de datos, debido a la mala calidad de las mismas,
observdndose en el cromatograma mds de una secuencia. Esto concuerda con las dos
bandas observadas en la figura 10 para dichos aislamientos (carriles 2 y 3). Debido a la
gran similitud de tamafio de ambas bandas, no fue posible purificarlas por separado.
Finalmente, para las bandas de 14.1 y 18.1 con el set 2 (1100 pb) y la del aislamiento

17.2 con set 3 (1600 pb) no se obtuvieron sefiales al momento de ser secuenciadas.

4.3. Caracterizacion molecular

4.3.1. Amplificacion del gen de ARNr 16Sy
construccion de arbol filogenético

Con el objetivo de determinar si las cepas pertenecen al grupo Bacillus cereus
sensu lato se realizé la amplificacion del gen de ARNr 16S a partir de lisado celular de
cada uno de los aislamietos con primers universales para el Dominio Bacteria, Eub27F y
U1492r. A modo de ejemplo, en la figura 13 se muestran algunos de los amplicones
obtenidos. En todos los casos se obtuvieron productos de amplificacién del tamafo

esperado (1500 pb). De esa manera se confirmd que el lisado celular obtenido era
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amplificable y se encontraba en condiciones de ser utilizado en las reacciones de PCR a

realizarse.

1500 pb

Figura 13. Gel agarosa 1% en TAE 1x. Amplificaciéon del gen del ARNr 16S utilizando los
primers universales Eub27F y U1492r. Carril 1: aislamiento 14.1, carril 2: aislamiento 17.2,
carril 3: aislamiento 18.1, carril 4: aislamiento 20.4, carril 5: aislamiento 33.3, carril 6:
aislamiento 33.4, carril 7: aislamiento 34.2, carril 8: aislamiento 37.3, carril 9: aislamiento
39.1, carril 10: aislamiento 43.1, carril 11: control negativo. MPM: marcador de peso
molecular (HyperLadder I, BIOLINE).

Luego de verificar el tamafio de los amplicones en gel de agarosa, los
productos de amplificacion del gen de ARNr 16S de los aislamientos 1.1,
1.2,2.1,2.2,2.3,12.1, 14.1, 17.2, 18.1, 20.4, 33.3, 34.2, 39.1, 43.1y 51.2,
se enviaron a secuenciar. Una vez recibidas las secuencias se alinearon con
las depositadas en la base de datos, y finalmente se realizé la construccion

de arbol filogenético.

El resultado del Blast de las secuencias del gen de ARNr 16S con las depositadas
en la bases de datos nos permitid determinar cudles cepas pertenecian al grupo
Bacillus cereus sensu lato. Sin embargo, como era de esperarse, no nos permitio
discriminar entre las especies constituyentes de dicho grupo. A modo de ejemplo, para
el aislamiento 14.1 se obtuvo una homologia del 97% con secuencias depositadas en la
base de datos correspondientes a Bacillus thuringiensis y al mismo tiempo a Bacillus
cereus. Este hecho concuerda con lo descrito en la bibliografia, en la cual se establece

gue los microorganismos constituyentes del grupo Bacillus cereus sensu lato presentan
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un alto grado de similitud en dicho gen, diferencidndose Unicamente en unos pocos

nucledtidos (Ash et al., 1991).

Finalmente, con las secuencias del gen de ARNr 16S previamente editadas, se
realizd la construccion del arbol filogenético (figura 14). Se puede observar que los
aislamientos que pertenecen al grupo Bacillus cereus sensu lato (recuadro azul) son
12.1, 14.1, 17.2, 18.1, 43.1 y 51.2. Por otro lado, el aislamiento 1.1 presentd una alta
relacion filogenética con Brevibacterium frigoritolerans; 1.2, 2.2 y 2.3 con el grupo de
Bacillus subtilis; 20.4 con Bacillus flexus; 33.3 y 39.1 con Bacillus megaterium; 34.2 con
Bacillus luciferensis y finalmente 2.1 con Bacillus licheniformis. Estos resultados
estarian demostrando nuevamente que la metodologia propuesta por Travers y col.
(1987) para el aislamiento de Bacillus thuringiensis a partir de muestras ambientales
no es tan efectivo, ya que se aislaron microorganismos diferentes a Bt. Otro punto a
destacar es que con los sets de primers utilizados para identificar Bacillus thuringiensis
se estarian amplificando regiones inespecificas dentro del genoma, lo que lleva a
resultados falsos positivos. Esto queda demostrado por ejemplo con el aislamiento
33.3, con el cual se obtuvieron productos de amplificacion con el set 3; sin embargo el
anadlisis filogenético lo ubica por fuera del grupo Bacillus cereus sensu lato. Es
importante destacar que los 3 falsos positivos se obtuvieron a partir de la utilizacién
del set de primers 3. De acuerdo a lo descrito por Noguera e Ibarra (2010), dicho set
de primers solamente amplificaria un 2% de los genes cry, correspondiente a genes
muy poco frecuentes; por lo que no seria esperable que 6 de los 30 aislamientos
amplificasen con dicho set. Al mismo tiempo, la temperatura de annealing de dichos
primers es relativamente baja, lo que podria llevar a una hibridacion inespecifica de

éstos con regiones del genoma.

Otra puntualizacion a tener en cuenta es que la amplificacién a partir el set 2 no
fue relevante para la identificacion de Bt ya que siempre se presentd junto con la
amplificacion del set 1. Si se observa en la tabla 5, se puede ver claramente que los
aislamientos 14.1 y 18.1, que presentaron resultados positivos con el set 2,
previamente ya habian amplificado con el 1. Este resultado en cierta medida
concuerda con lo esperado, ya que como se describio en la figura 2, el block 2 (regiéon

donde hibrida uno de los primers del set 2) se encuentra dentro de la regién
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comprendida entre el block 1 y 5 (blocks donde hibridan los primers del set 1). Al

mismo tiempo, también concuerda con lo obtenido por Noguera e Ibarra (2010) ya que

segln sus resultados, el set 1 fue el mas exitoso a la hora de la identificacion,

amplificando el 90% de los

genes cry, mientras que el set 2 solamente un 8%. Esto

implicaria que con el set 1 se obtendrian los resultados mas claros.
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431
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Bacillus thuringiensis (T) LAM 12077 D16281
17

62
19141

Bt

Bacillus mycoides (T) ATCC6462 AB021192
E{ Bacillus weihenstephanensis (T) DSM11821 AB021199
Bacillus anthracis (T) ATCC 14578 AB190217
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‘S{- Bacillus cereus (T) ATCC 14579 AE016877
Bacillus gaemokensis

31. Bacillus pseudomycoides
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| Bacillus funiculus (T) NAF001 AB049195
—&){:Bacnllus panaciterrae (T) Gsod 1517 AB245380
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Geobacillus stearothermophius (T) IFO12550 AB02119%6

Figura 14. Arbol filogenético construido a partir de la secuencia del gen de ARNr 16S, utilizando el
método Neighbour Joining (NJ) y el multiprocesador Clustal X. Los valores de bootstraps fueron
calculados a partir de 1000 replicaciones. La barra de escala es el promedio de los nucleétidos

diferentes por sitio.
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En el caso del aislamiento 33.4, el cual mostré resultado positivo con el set 2,
no pudo ser incluido en el arbol filogenético, debido a que el cromatograma de la
secuencia del gen de ARNr 16S obtenido no mostraba claridad. De todas maneras se
pudo obtener un indicio de la identidad de dicho aislamiento al realizar la alineacién
con secuencias depositadas en la bases de datos mediante el algoritmo BLASTn. Esta
indicaria que no pertenece al grupo de Bacillus cereus sensu lato, por lo tanto se podria

catalogar como un “presunto” falso positivo.

4.3.2. Caracterizaciéon de cepas mediante analisis
de su Perfil Rep

Una vez conocidos los aislamientos pertenecientes al grupo Bacillus cereus
sensu lato se procedio al estudio de sus perfiles Rep utilizando primers especificos para
dicho grupo (Reyes-Ramirez et al., 2005). Esta técnica permite comparar las cepas a
nivel gendmico determinando si dos aislamientos son iguales o no y por lo tanto se
podra determinar la diversidad de cepas presentes en nuestra coleccién. De acuerdo a
la figura 15, en la cual se observan los mencionados perfiles Rep, se puede apreciar
claramente que las tres cepas de referencia Bti, Btk y Bc (carriles 1, 2 y 3,
respectivamente) presentan diferentes perfiles. Este resultado concuerda con lo
esperado, ya que distintas cepas presentaran diferentes contenidos de secuencias REP

y por lo tanto diferentes perfiles.

Observando los perfiles en detalle, se puede apreciar que Bti y Btk presentan
en comun una banda de 400 pb, la cual no se encuentra presente en Bc. En cuanto al
perfil de Bti, se observan claramente 5 bandas: 3900, 2100, 1900, 1400 y 400 pb; sin
embargo Btk presenta 3 bandas: 3100, 1600 y 400 pb. En el caso de Bc se pueden ver
claramente 2 bandas: una de 1600 pb mientras que la otra de 1400 pb. Si comparamos
estos resultados con los obtenidos por otros autores, quienes emplearon cepas de
referencia similares, se puede ver que algunos resultados se condicen. A modo de
ejemplo, Reyes-Ramirez y col (2005) utilizaron como cepas de referencia para la
amplificaciéon de secuencias REP a Bacillus thuringiensis serovar israelensis y Bacillus

cereus. En el caso de Bti obtuvieron las mismas bandas que las observadas en la figura
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16 para Bti y ademas 3 bandas tenues adicionales. En el caso de Bacillus cereus las dos
bandas observadas en la figura 16 coinciden con 2 de las 6 obtenidas por dichos
autores. Para el caso de Bacillus thuingiensis serovar kurstaki, utilizado como
referencia por Sauka y col (2010) solamente una de las bandas observadas en la figura

16 para Btk coincide con una de las 5 bandas obtenidas por dichos autores.

4000 pb
3000 pb

2000 pb
1500 pb

1000 pb

400 pb

Figura 15. Gel agarosa 1.2% en TAE 1x. Amplificacion de secuencias Rep utilizando los primers
especificos Bc-REP-1 y Bc-REP-2. Carril 1: cepa referencia Bti, carril 2: cepa referencia Btk, carril
3: cepa referencia Bc, carril 4: aislamiento 12.1, carril 5: aislamiento 14.1, carril 6: aislamiento
17.2, carril 7: aislamiento 18.1, carril 8: aislamiento 43.1, carril 9: control negativo.

MPM: marcador de peso molecular (HyperLadder |, BIOLINE).

En cuanto a los aislamientos, claramente 14.1 y 18.1 presentan exactamente el
mismo perfil, bandas a 3900, 2100, 1900, 1400 y 400 pb, el cual es idéntico al perfil
mostrado por Bti. Este resultado podria estar indicando la pertenencia de dichos
aislamientos al serovar israelensis, de acuerdo a las conclusiones obtenidas durante el
desarrollo de esta técnica (Reyes-Ramirez & lIbarra, 2005). La Unica diferencia que
podemos destacar entre estos aislamientos y Bti es la intensidad de la banda de 2100
pb, la cual para los aislamientos es mads intensa que en Bti. De todas maneras, lo
importante es principalmente el perfil y no tanto la intensidad. A modo de ejemplo, en
repeticiones posteriores que se realizaron, nuevamente el perfil entre estos
aislamientos y Bti era el mismo, pero se encontraron bandas que eran mas intensas en
uno que en otro. Continuando con el analisis, el aislamiento 12.1 presentd bandas de

3100, 1400 y 1100 pb, mientras que 43.1 de 2200, 1800, 1600 y 1000 pb
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aproximadamente. Llama la atencion la no amplificacion del aislamiento 17.2, ya que
segun la secuencia del gen de ARNr 16S dicho aislamiento se encuentra dentro del
grupo Bacillus cereus sensu lato. Por lo tanto, dado que los primers empleados fueron
disefiados para dicho grupo, deberia observarse algun perfil. En el caso del aislamiento
51.2 no se realizd Rep-PCR junto con los que se mencionaron anteriormente debido a
gue fue uno de los ultimos en ser secuenciados y por lo tanto no se conocia la
secuencia del gen de ARNr 16S al momento de realizar la Rep-PCR. De todas maneras,

para completar el analisis se estudiara su perfil en reacciones posteriores.

A partir de estos resultados se puede decir que se encontraron tres tipos de
perfiles Rep entre las cepas candidatas a Bt: perfil 1 en el cual estarian los aislamientos
14.1, 18.1 y Bti; un perfil 2 asociado al aislamiento 12.1 y finalmente un tercer perfil

asociado al aislamiento 43.1.

4.4. Observacion de cristales

De manera de completar la caracterizacién de los aislamientos, aquellos que
pertenecian al grupo Bacillus cereus sensu lato se observaron al microscopio éptico de
contraste de fases para determinar la presencia de cristales. Sin embargo, solamente
se pudieron detectar en los aislamientos 14.1, 18.1 y en los dos controles positivos, Bti
y Btk, confirmando asi la correcta identificacion mediante los sistemas de primers. En
el caso de los aislamientos 17.2 y 43.1 resulté dudosa la observacion, detectandose
Unicamente esporas. Esto confirmaria la necesidad de contar con un método molecular

rapido y sencillo que permita la identificacién de cepas de Bt.

Como se puede ver, en la figura 16 se distinguen claramente dos tipos de cristales:
los esféricos, observados en Bti, 14.1 y 18.1 y los romboides observados Unicamente
por Btk. Esta es una caracteristica mas que confirma la semejanza entre los

aislamientos 14.1y 18.1 con Bti.
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< 3 i ~

Figura 16. Fotografia de la observacidn de cristales en microscopio éptico de contraste de
fases. A: Bti, B: Btk, C: aislamiento 14.1, D: asilamiento 18.1. Las flechas negras indican los
cristales, mientas que las rojas las esporas.
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5. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

En el presente trabajo se aislaron y caracterizaron cepas de diversos ecosistemas
tales como suelo y hojas y se puso a punto una técnica molecular de deteccidn rapida
de Bacillus thuringiensis basada en la amplificacién de genes cry, con posterior analisis
del gen de ARNr 16S y analisis de perfiles Rep. La misma permite realizar un monitoreo
rapido de aislamientos ambientales determinando si pertenecen a la especie Bacillus

thuringiensis.

Esto simplifica la identificacion de Bt evitando la observacién de cristales CRY al
microscopio, lo cual requiere tiempo y experiencia. Igualmente cabe destacar que esta
metodologia implementada tiene sus limitaciones, principalmente dando falsos
positivos con el set 3, las cuales deben ser tenidas en cuenta al momento de analizar
los resultados. Es por esta razon que se sugiere la utilizacion principalmente de los sets
1y 2. Igualmente, con estos 2 sets se estaria abarcando el 98% se genes cry, set 1 90%

y set 2 8% (Noguera & lbarra, 2010).

De los 65 aislamientos iniciales obtenidos a partir de las 51 muestras
pertenecientes a diferentes ecosistemas, se identificaron a dos de ellos (14.1 y 18.1)
como Bacillus thuringiensis y otros dos (17.2 y 43.1) como potenciales Bt. Los dos
primeros presentaron un perfil Rep idéntico, lo que indicaria que podria tratarse de la
misma especie y serovar. Hay que recordar que dichos aislamientos provienen del
mismo ecosistema (suelo de Invernaculos en Rio Negro) pero de muestras diferentes.
Al mismo tiempo, estos aislamientos presentaron caracteristicas muy similares a Bti:
mismo perfil Rep, igual tipo de cristales, igual amplicdn con los diferentes sets, lo cual
podria sugerir una alta relacién entre éstos. En cuanto a los dos aislamientos restantes
(17.2 y 43.1) provinieron de muestras de hojas y son clasificados como “presuntos” ya
que, si bien se encuentran dentro del grupo de Bacillus cereus sensu lato y
amplificaron con el set de primers 3, dicho set requiere de ajustes debido a las
amplificaciones de regiones no especificas, por lo que habria que confirmar por otro

método la presencia de genes cry.
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En cuanto a la técnica de Rep-PCR, a pesar de las diferencias observadas con lo
obtenido por otros autores, se destaca que fue reproducible, es decir al repetir la

metodologia se observaron los mismos perfiles de bandas.

Como perspectivas, en el marco del proyecto se seguira profundizando en la
caracterizacion de las cepas hasta el momento identificadas como Bt, principalmente
en el estudio del contenido de genes cry. Para ello se realizaran reacciones de PCR con
primers especificos para los genes cry de interés. Al mismo tiempo se estudiaran los
perfiles de proteinas para cada una de las cepas, y se pondran a punto las condiciones
de crecimiento que permitan una 6ptima produccion de cristales CRY. Todo esto de
cara a la formulacién de un producto a base de Bacillus thuringiensis como alternativa

al empleo de insecticidas de sintesis quimica.
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6. APENDICE

6.1. Medios de cultivo

6.1.1. Luria Bertari — Agar (LB-Agar).

Tabla 6. Composicién del medio de cultivo liquido Luria Bertari (LB)

Triptona 10g
Extracto levadura 5g
NacCl 10g
Agua Destilada 1000 ml

Se pesa cada uno de los componentes descritos en la tabla 6 y se agrega el
correspondiente volumen de agua destilada. Se homogeniza y se ajusta el pH a 6.8.
Posteriormente se agregan 20 g/L de agar y se calienta hasta romper el hervor. Se
esteriliza en autoclave durante 20 minutos a 121 °C y se reparte en placas de Petri de a
15 ml aproximadamente. Luego de solidificado el agar, las placas se secan a 35°Cy se

conservan a 4°C hasta su uso.

6.1.2. Luria Bertari suplementado con Acetato de
Sodio.

Se pesa cada uno de los componentes descritos en la tabla 6, se disuelven en la
minima cantidad de agua destilada y posteriormente se agregan 83,3 ml/L de la
solucion de acetato de sodio 3 M pH 6.8. Se agrega el correspondiente volumen de
agua destilada, se homogeniza y se ajusta el pH a 6,8. Finalmente se reparte en tubos

con tapa rosca de a 10 ml aproximadamente. Se esteriliza en autoclave durante 20

minutos a 121°C.
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6.1.3. Medio de cultivo liquido T3.

Tabla 7. Composicion del medio de cultivo liquido T3.

Triptona 3g
Triptosa 2g
Extracto Levadura 15¢
Cloruro de Manganeso 0.005g
Fosfato de Sodio 89¢g
Agua Destilada 1000

Se pesa cada componente de la tabla 7 y se agrega el correspondiente volumen
de agua destilada. Se homogeniza y se ajusta el pH a 6.8. Se esteriliza en autoclave

durante 20 minutos a 121°C.

6.2. Reactivos

(Sambrook and Russell, 2001)

Acetato de Sodio 3 M, pH 6,8. Disolver 408.3 g de acetato de sodio - 3H,0 en 800 ml
de agua destilada. Ajustar el pH a 6.8 con acido acético diluido. Ajustar el volumen a 1

litro con agua destilada. Esterilizar en autoclave.
Buffer TES. 30 mM Tris base, 5 mM EDTA, 50 mM NaCl; pH 8.0 ajustado con HCI 3N.

Buffer de lisis. Buffer TES suplementado con 20% sacarosa, 2 mg/ml lysozyma, y 1

ul/ml de RNase de la solucidn stock de 10 mg/ml.
TAE 1x. Se realiza la dilucion correspondiente de la solucion stock de TAE 50x.

TAE 50x. En 500 ml de agua destilada disolver 242 g de Tris base, 57,1 ml de acido
acético glacial y 100 ml de EDTA 0,5 M (pH 8). Ajustar el volumen a 1 litro con agua

destilada.
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