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INTRODUCCION

En general, los agentes bioldgicos empleados para establecer el control
bioldgico de las plagas corresponden a microorganismos que se

.encuentran distribuidos en la naturaleza, e incluyen virus y bacterias.

Desde el punto de vista comercial, el bioinsecticida mas importante es
el género bacteriano Bacillus, del cual solamente se han estudiado
cuatro especies: Bacillus thuringlensis, B. popilliel, B. leutimorblus y B.
Sphaericus; no obstante, entre ellas, 8. thuringiensis es la mas utllizada
industrialmente, va que las demds Involucran probiemas técnicos para

reproducirse a gran escala.

B. thuringlensis es una bacteria Gram positiva del suelo que produce
Inclusiones proteicas cristalinas durante su proceso de esporulacion;
dichas proteinas se denominan és-endotoxinas, y poseen una alta
actividad biocida contra larvas de diferentes insectos. A 1a fecha se han
Identificado una gran cantidad de cepas de B, thuringiensis, con
diferentes rangos de accién insecticida, en contra de dipteros,

coledpteros, y lepiddpteros.
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Recientemente, 1a clonacidn de los genes s-enhdotoxina ha permitido el

planteamiento de nuevas estrategias para proteger a los cuitivos del

dafo causado por insectos.

El presente trabajo intenta resumir los principales aspectos asociados a

B. thurlnglensis y a su aplicaclén como bloinsecticida.



OBJETIVOS

- Describir Ias caracterfsticas de B. thuringiensls, Involucradas en el

empleo de este microorganismo como bioinsecticida.

- Enumerar los insectos susceptibles a la accion de 1a s-toxina de B.

thuringliensis.

-Menclonar las expectativas estratégicas para elevar el poder insecticida

refacionado con B. thuringlens’s.



|. GENERALIDADES

i. Antecedentes histdricos

En 1901-1902, el japonés Ishiwata aisl6 a una bacterla relacionada con un
padecimiento del gusano de seda Bombix mori, a la cual denomind
Baclllus de 1a enfermedad de Sotto. Posteriormente, en 1911, Berilnes -
detectd a la especie 8. thuringiensis en la larva de la palomilla de harina
y Hannay observo cristales con forma de diamante en preparaciones de
cuitivos esporulados del mismo microorganismo, sugiriendo gue dichos
cristales podrian representar una sustancla téxica que indujera

trastornos sanguineos en 1as larvas de los insectos (2, 9).

Més tarde, Angus encontré que el mesenterdn del gusano de seda
eliminaba una sustancla t6xica, producto de la esporulacién de B.
thuringiensis; en concreto, observd Ia Inclusion cristalina en las células
del hospedero, mediante microscopio de contraste de fases y, ademas,

comprobd la toxicidad de esa particular estructura (1, 8).

En 1951 y 1954 -respectivamente-, Stein Hans y Hall aislaron a 8.

thuringlensis en agar nufrltlvo, obteniendo material esporulado seco,



5

con el cual provocaron un 96.8 % de mortalidad a diversas plagas

conformadas por lepiddpteros (6).

En 1959, Mc Connel y Richards descubrieron una sustancia téxica
contenida en el liquido de los medios en que se cultivaba a B.
thuringiensis vy, secuenclaimente, demostraron su toxicidad,

Inyectdndela en el homocele del gusano de seda (2).

En la actualidad, el nombre comercial de esa sustancia es sporeine;
aunque éste fue producido por primera vez en Francia -durante los afios

30-, lo clerto es gque se registré hasta 1958 en los Estados Unidos (11).

il. Caracteristicas microbiclégicas de B, thuringlensls

Esta bacteria es uno de ios miembros del grupo | dentro del género
Bacillus, mismo que ademds incluye a B. subtills, B. licheniformis, B.
cereus y B. anthracis. Estd muy relacionada con B. cereus y solo se
diferencia de ésta por la presencia de un cuerpo paraesporal y por sus
antigenos flagelares (3, 6, 7).

Las células vegetativas de esta especie son Gram positivas, en forma de
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bastén, esporégenas y entomopatdgenas facultativas; su tamario

promedio es de 2 a 5 » por 1 u, poseen flagelos peritricos y se dividen
por fision binaria, manifestandose frecuentemente en cadena; ademds,
durante su proceso de esporulacién, numerosas variedades forman un
cristal proteinaceo biplramidal que se localiza fuera de la membrana
parabasal v lo liberan al término de la esporogénesis, previa ruptura de
la membrana plasmatica. Dicho cristal paraesporal, por cierto, es el que

resulta toxico para las larvas de diversos insectos.

La actual clasificacidon taxondmica de B. thuringlensis se resume a

continuacién {8):

Orden: .......... Eubacterfales
Suborden: ......... Eubacterineae
Familia: .......... Bacillaceae
Genero: .......... Bacllius

Especle: .......... thuringiensis
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En 1962, H. de Barjac y A. Bonnefol llevaron a cabo estudios biogufmicos
y seroldgicos de las cepas de bacterias cristaidgenas, proponiendo por
primera vez una clasificacién basada en los antigenos flagelares
{antigeno H) de las formas vegetativas, si bien ésta debfa
complementarse principalmente con pruebas bloguimicas; de esta
manera, hasta 1987 se habian descrito un total de 33 variedades. No
obstante, en 1988 se disefi6 otra clasificacién mas tll y aplicativa, la cual
se basa en el tipo de hospedador al que infectan las distintas cepas de

B. thuringiensis; 1as varledades reconocidas actualmente son (8):

a) La diptero-especifica

b) La lepldéptero-especifica

¢) La coledptero-especifica

d) La lepidéptero vy dl‘ptefo-especffica

€) La de actividad insecticida desconocida



lil. Insectos plaga susceptibles a B. thuringiensis (10).

1. Orden Coledptera. Es el que menos dafios agricolas produce, sf blen

destacan las siguientes especies

Nombre cientifico Nombre comtin Plantaala

que infecta

Calaspidema atrum ' cuca alfalfa
Phytono mus variabilis gusano verde alfalfa
Scolytidae sp barrenillos olivo y frutales
Melolontha gusano blanco roble
Leptinotarsa decemiineata escarabajo colorado papa

de la papa
Haltica ampelophaga pulgén de Ia vid vid

2, Orden Diptera. Incluye unas 75,000 especles, algunas de fas cuales
resuitan muy nocivas, no sélo para las plantas, sino también para el
humano v los animales, puesto que transmite padecimientos muy
graves tales como paludismo, fiebres tificas, enfermedad del suefio,
etc. Entre las especies de mavyor importancia agricola figuran las

siguientes:



Nombre cientifico

Tipula oleracea y paludosa
Cecidomyidae
Mayetiola destructor

Contarinia pyrivora

Perrisia affinis

Dacus oleae

Ceratitis capitata
Rhagoletis cerasl
Lonchaea aristella
Liriomyza cicerina
Pegamyia betae
Chortophila brassicae
Chortophila antiqua

Nombre comtin

mosquito
mosquito
maosquito

mosquito

mosquito
maosca
mosca
mosca
mosca
mosca
maosca
maosca
maosca

9

Planta ala que

Infecta

dafios en raices
trigo
flores y frutos de

perales
flores y frutos de

perales
violeta
aceituna
frutas
cerezas
higo
garbanzo
remolacha
col
cebolia

3.0rden Lepiddptera. Constituye una de las drdenes mas numerosas que

ocasionan dafios agricolas, destacando las sigulentes especies:



Nombre cientifico

cossus

Agrotis segetis
Phthorimaea operculella
Platyedra gosyplella .
Hyponomeuta malinellus
Sparganothis pilleriana
Chifo suppressalis
Pyrausta nubilalis
Aglapoe Infausta

Nombre comiin

gusano tafadro
gusano gris
polilla de la papa
gusano rosado
arafiuelo
piral

gusano barrenador

gusano taladro
gusano barrenador

10

Planta a la que

infecta

arboles frutales
almendro
papa
algodén
manzano
la vid
arroz
maiz
almendro
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Il. TOXINAS PRODUCIDAS POR B. thuringiensis

A la fecha se han descrito slete diferentes toxinas en las distintas cepas

de 8. thuringiensis (19);

a) Fosfolipasa C-lecitinasa (a-exotoxina)

b) Exotoxina termoestable (g-exotoxina)

0) Enzima no identificada, que podrfa no ser téxica (y-endotoxina)
d Protoxina del cristal paraesporal (s-endotoxina)

€) Toxina ldbi)

f) Toxina soluble en agua

g) Exotoxina "factor raton"

Entre dichas toxinas, la g-exotoxina vy la d-endotoxina son las mds
estudiadas, debido a sus propledades antagonicas hacla diversas larvas

de insectos.

A-exotoxina, también conocida como "factor mosca”, es termoestable y
altamente téxica para moscas y algunos otros insectos; de hecho, es un
inhihidor potente de la RNA polimerasa de otras bacterias y de células

animales, aunque también ocasiona mutaciones cromosomales a los
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eritrocitos humanos (26).

Por su parte, la s-endotoxina se encuentra incluida en la protefna del
cristal paraesporal, es soluble en soluclones alcalinas y se forma en las

células vegetativas, al mismo tiempo gue se.produce la espora.

El cristal paraesporal se compone por subunidades glicoproteicas cuyo
peso molecular es de 134,000 Da. Mlentras la masa de una espora
madura corresponde al 15 % de a céluia vegetativa, el cristal alcanza un

12.5 2 17 % de la misma (6).

Por lo que respecta a la composicién de aminodcidos de la parte
proteica del cristal, destaca su elevado contenido en dcido glutdmico y

arginina.
Produccién de s-endotoxina

El proceso de produccion de é-endotoxina se basa en una
"fermentacién” batch, utllizindose un medio enriquecido y el indculo
de B. thuringiensis; al agotarse 10s nutrientes éste empleza a esporular

y a formar los cristales de s-endotoxina (26).
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Es muy importante subrayar que diversas cepas de B. thuringiensis

producen distintas s-endotoxinas, con diferente especificidad y
potencla; por ello, la seleccidn de [a cepa a utilizar constituye un punto

critico en la produccion del bicinsecticida efectivo.
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{ Preparacion del medio de cultivo ’

Esterilizacion

Preparacion del Enfriamiento
inéculo

Inoculacién

Fermentacion

Cribado

Centrifugacion

Lavado

Secado

L Mezclado (formulacion) I

Esquema de la Produccion del bioinsecticide de Bacillus
thuringiensis (26).
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Posterlormente, seseparan las células, esporasy cristales, generaimente

por centrifugaclén o extraccion. La corriente que contiene at cristal se
lava y se seca, y la formulacion del producto final se concreta agregando
un soporte v algunos otros aditivos, tales como leche en poivo,
tensoactivos, tlerra de diatomeas y taico mineral. La concentracién final
del bioinsecticida varia entre 3 y 10 % (p/p) v, aunque la mayor(a de las
presentaclones son en polvo, también existen algunas en solucton (19,
26).

Mecanismo de accién de la s-endotoxina

Una vez que la larva inglere la -endotoxing, 3 protoxina es digerlda en
el Intestino medio del ‘insecto, via 1as condiciones alcalinas y fas
proteasas presentes; de esta manera, se libera un péptido toxico de

menor tamafio, mismo que fluctda entre los 60 a Jos 70 KDa (18, 26).

Estudios histopatoléaicos realizados con células del epitetio interno,
demuestran degeneracidn de lasmicroveltosidades aplcales, hipertrofia
de las células Goblet y columnares, vacualizacion del citoplasma vy lisis

celular (19).
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Una vez que [a larva ha Ingerido la protoxina, ésta es solubilizada en el
amblente alcalino del interior del intestino y es procesada a la forma
toxica, por accién de las proteasas. El siguiente paso consiste en la unién
de Ja toxina al receptor presente en la membrana de Jas células

susceptibies del insecto.

Experimentos realizados con diferentes toxinas y diversos insectos
"blanco”, han demostrado gue existe una correlacion estricta entre la
unién de las toxinas al receptor del Insecto blanco y la toxicidad de las
primeras, ya que este evento es necesario para que ocurra la accién
insecticida; no obstante, también se ha comprobado que, en algunos
casos, ello no es suficiente para que muera el insecto, lo que suglere
que existen otros factores involucrados en el mecanismo de accién de

la toxina de B. thuringiensis (17, 21, 34, 36).

Légicamente, se ha encohtrado que los receptores son diferentes en
cada tipo de insecto, lo mismo que su abundancia v la eficiencia de la
unién con la toxina, Hasta el momento se conoce muy POco acerca de
la naturaleza blogufmica de los receptores y de su papel fisiolGgico
dentro del intestino larvario. El modelo mas aceptado plantea que, en

la membrana de as células del hospedor, existen diferentes proteinas
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que pueden funcionar como receptores de las toxinas de B

thuringlensis, y aue diferentes insectos pueden tener varios receptores
gue son reconocidos por diferentes toxinas. De esta manera, se explica
la razén del amplio rango de especificidad de las diferentes -

endotoxinas.

Estudios inmunocitoguimicos sobre 12 localizacién de 1a -endotoxina
dentro det intestino de larvas alimentadas con diferentes toxinas, han
demostrado guela toxina se une eficazmente a fa microvellosidad apica!
y hunca, durante todo el sindrome patoldgico, penetra al citoplasma

cetular o se disemina hacia otros drganos (5, 18),

En cuanto al efecto de la stoxina sobre la membrana celular, existen
varias teorfas: experimentos realizados por Wolfersberger v cols, en los
cuales se emplearon vesfeulas formadas por microvellosidades aistadas
del epitelio intestinal de Trichoplusia, se observé que dicha toxina
alteraba fa permeabilidad de! potasio. En este sentido, tos autores
proponen la existencia de una interaccién entre esta Gltima v el
receptor, para alterar los canales mediante los cuales se desplazan ios
iones potasio. Por otro lado, estudios realizados con vesiculas formadas

por las microvellosidades del epitelio de Manduca sexta, demostraron



18

que la entrada de clertos aminodcidos al intestino medio es
dependiente de un gradiente de potasio, mismo gue es inhibido por Ia

é-endotoxina (15, 27).

De cualquier manera, ocurre un consensoe acerca de que la é-endotoxina
altera la permeabilidad de sodio y potasio en estas vesiculas, aunque
también se ha encontrado que toxinas casl idénticas solamente
modifican la permeablidad del potasio, puesto que los iones sodio

requieren de poros mas grandes.

De hecho, Wolfersberger sugiere que el tamafio de los poros inducidos
por la ¢endotoxina puede variar, generdndose algunos pPOros mas

selectivos que otros (36).

Recientemente se ha establecido que el efecto de 1a toxina puede
bloquearse si las membranas se tratan con el inhibidor de canales de
sodio (tetrodoxina) v que, en contraste, aquél se potencia cuando se

emplea un inhibidor de canales de potasio (d-aminopiridina).

Otro trabajo realizado con Manduca sexta ha mostrado que la 4~

endotoxina es capaz de inhibir el transporte activo de potasio en el
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Intestino medio de las larvas, resumiéndose que su accion afecta la

permeablidad del epitelio. Por Gttimo, cabe mencionar que Slatin et al
(1990) reportaron que dos diferentes s-endotoxinas Cry | (A)y Cry lil (A),
forman canales iénicos selectivos en bicapas lipfdicas planas, 10s cuales

resultan altamente especificos para cationes (29).

Desarrolio de resistencia hacia la s-endotoxina

El rango de accién de una é-endotoxina especifica puede variar por
influencia de diferentes factores; de hecho, se considera gue la larva
puede afectar la solubilizacién y/o el procesamiento proteolitico de la

protoxina, para transformarse en toxina (17, 37).

Adicionalmente, la toxina de B. thuringiensis tlene un tiempo de

permanencia muy corto en el medio amblente.

Lo antes mencionado, aunado a que la sendotoxina es altamente
especifica, ha permitido gue se generen pocos insectos resistentes a su
accion insecticida; sin embargo, el uso masivo y constante de este

bioinsecticida podria originar el desarrolio de insectos resistentes. Por
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tal motivo, se deben disefiar estrategias que impidan o disminuyan esta

posibilidad, cuya viabilidad se ha comprobado plenamente: en 1985,
Mac Gaughey encontré que Plodia interpuctella Gesarroll6 resistencia a
productos endotdxicos en unas cuantas generaciones, concluyéndose

que la resistencia se hereda en forma recesiva (20),

A nivel molecular, el mecanismo de resistencia aparenta deberse a
alteraciones en el receptor de a toxina. NO obstante, en un mismo
Insecto existen diferentes receptores y, por ende, puede aparecer
resistencia contra una determinada varledad de toxina y que el insecto
contintie siendo igualmente o mas sensible a una segunda o tercera

endotoxina (14, 33).

Como va se ha sefialado, los bloinsecticidas derivados de 8. thuringfensis
deben su efecto toxico especifico (para clertos tipos de insectos) a la
proteina de!l cristal denominada ¢-endotoxina, producida durante fa
fase de esporulacion de la bacteria. A la fecha se han realizado intensas
busquedas de cepas de B, thuringlensis, con la finalidad de encontrar &
endotoxinas con un rango de accién diferente. El diagrama 2 muestra
un esquema del procedimiento utilizado para aislar cepas de [a especle

mencionada a partir de muestras de suelo (5).
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Mycogen, Ecogen, Plant Genetic Systems y el Departamento de

Agricultura de EUA, figuran entre las organizaciones que cuentan con las
colecciones mds grandes de cepas de B. thuringiensis (alrededor de
40,000) v sus equipos de investigadores han observado gue una gran
cantidad de ellas manifiestan actividad biocida especifica contraclertos
insectos clasificados como leplddpteros, coledpteros, dipteros o dcaros

(13).

De hecho, mucheos de los genes asoclados a la produccién de &
endotoxinas han sido clonados en otras bacterias y en plantas, con lo .
cual no s6lo se han logrado verdaderos avances en cuanto a la
produccidn de bioinsecticidas o en |a defensa directa sino que, ademds,
se han Iniclado estudios mds exitosos sobre su secuencia nucleotidica,
mecanismos de regulacién transcripcional y su relacién estructural con

otras protefnas.



Crecimiento de
muestra de suelo en
medio selectivo

!

Pasteurizacion
1 hr 60°C

!

Recuperacion en medio

rico
i

Seleccion de Bt por
morfologia colonial

]

Crecimiento hasta
esporufacian

!

Visualizacion det cristal
al microscopio

!

Aislamiento de cepas de
Bt productoras de
cristal insecticida

Esquema del procedimiento utilizado para aislar cepas de
Bacillus thuringiensis a partir de muestras de suelo (26).
Elmedio sclectivo cs un medio sico que provocs la germigacién de difcrentes esporas, pero que

impide la gertninacion de las esporas de Bt, por cjemplo en presencia de acetalo de sodio,

Ia pasteurizacién climina todas las bacterias vegetativas asf como los hongos

22



23
A la fecha los genes d-endotoxina que se han clonado, se denominan
Cry v se clasifican en cinco grupos principales (Cry i, Cry I, Cry i, Cry Iv,
Cry V) y varias subclases. En total, se ha disefiado una familia con 26
genes diferentes que codifican para esta protema, cada uno de los

cuales resulta especifico para un "bilanco" determinado (16).

La tabla 1 muestra la familia de genes Cry clonados hasta la fecha, asi
como el porcentaje de homologia que existe entre ellos, al compararse

sus secuencias de aminodcidos.

Los genes Cry | son especificos contra insectos lepidépteros, son los méds
estudiados y se han clasificado en siete subgrupos, donde el subgrupo
A -a su vez- tiene cuatro subdivisiones. Todos 1os genes Cry | codifican
para una proteina de 130 a 140 KDa, que cristaliza formando cuerpos
bipiramidates. Los cristales implicados son protoxinas que se solubiiizan
en el ambiente alcalino del intestino del insecto y la protedlisis
correspondiente genera fragmen‘tos toxicos de 60 a 70 KDa. La parte o
dominio toxico de la protoxina estd localizada en la mitad
correspondiente a Ia regién aminoterminal, que contiene a las regiones
que confieren especificidad y toxicidad a la moiécula, La otra mitad -

carboxilo- resulta irrelevante para fa actividad tdxica, aungue es muy
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posible que se encuentre involucrada en la formacién del cristal y, por
ende, en su establildad, ya que contiene casi todos los residuos de

cistelna, que generan 10s puentes disulfuro (16).



TABLA 1

CLASIFICACION DE LAS § - ENDOTOXINAS SEGUN SU ESPECIFICIDAD ¥
PORCENTAJE DE HOMOLOGIA EN LA SECUENCIA DE AMINOACIDOS - -

ENTRE ELLAS

i

" Porcentaje  de _hnmnlagi:. enlre toxinas

TR Ty
L b

ve

Lepidéptare CryJA ~ °
(s b,0d) -
C B
crylc
CryID

;45742
76142 :25]
"60 42" 25;
782 42-.25
1007427 25",
{100 7257

100 .

tep-Dip .|

™ Colebptaro

Dlﬁmn:

v

SCrylyD’
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Los genes Cry Ii codifican para una proteina de 65 KDa, asociada a ia

formacién de cristales de forma cuboigal, Se dividen en dos subgrupos,
en donde el subgrupo Cry IlA es Ia proteina con actividad téxica, tanto
para lepidépteros como para dipteros; por su parte, el subgrupo Cry I1B
es téxico s6lo para lepidépteros, Cabe sefialar que las protefnas Cry Il
muestran una homologia muy limitada con el resto de la familia de

proteinas Cry de B. thuringiensis (16, 28).

En cuanto a los genes Cry I, éstos codifican para proteinas especificas
contra coledpteros, 10s cuales se estructuran en forma de cristaies
romboldales. Y se dividen en cuatro subgrupcs. La protoxina tiene un
tamafio de 72 KDa, con excepcidn de la Cry I1IC cuyo peso alcanza los 129
KDa v su fraccién téxica liberada después de Ia protedlisis es de 66 KDa.
Los genes de proteinas tipo Cry Il presentan cierta homologia con los

genes Cry 1y Cry IV en el dominio téxico (16).

Los genes Cry IV codifican para proteinas especificas contra dipteros y
se han dividido en cuatro subclases: la A y B tienen dominios similares
a los genes Cry | y codifican para proteinas de 135 y 128 KDa,
respectivamente, mismas que son proteoliticamente convertidas a

péptidos tdxicos de 53 a 78 KDa. Los genes del subgrupo Cry WC
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codifican para proteinas de 78 KDa y los genes del subgrupo Cry IVD se

relacionan con protefnas de 72 KDa, Una protelna Cry IV, se convierte
generaimente en un péptido de 30 KDa. Y presenta una limitada
homologia con el resto de ias 4-endotoxinas, ademas de estructurarse

formando cristales ovoides, (16, 13),

Estructura del gen Cry

La estructura molecuiar del gen se divide basicamente en dos regiones,
dependiendo del sitio de procesamiento de la protoxina. La regién
aminoterminal (de aproximadamente 650 residuos) es el fragmento
téxico, en tanto que fa regidn carboxiloterminal no esté relacionada con
la toxicidad pero se le ha atribufdo un papel importante en Ia formacién

y estabilidad de la estructura del cristal,

Los resultados de alinreamiento de los diferentes genes Cry I muestran
que existe una alta homologia en (a primera parte de la region terminal
{del 1-280), seguida de una regién hipervariable (residuos 280-650), a la
cual se le ha aceptado un papel importante en la especificidad de

producto del gen. Por Uitimo, varios estudios han demostrado que la
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regién carboxilo terminal estd altamente conservada en los diversos

" genes Cry presentando homologias hasta de un 90%. Figura 1,

Finaimente, Sanchis encontro que en todos los genes de s-endotoxinas
cry I, Cry Il, Cry Il y Cry V), existen cinco regiones muy constantes
dentro del fragmento toxico y propuso que todos los genes

involucrados podrfan manifestar un mismo modo de accion (16, 28, 35).
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Esquema general del gen de &-endotoxina, (16).
Las lineas verticales representan aminoicidos conservados entre los diferentes genes Cry. Los

cuadros enmarcan a los cince bloques altamente conservados entre Jos genes Cry,
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Organismos transformados con genes de J-ehdotoxina

El aislamiento de los genes que codifican para sintesis de s-endotoxina
ha permitido su Introduccién a otros organismos y ello ha
transformado a B. thuringlensis en una pieza importante dentro de la
Ingenierfa Genética, a través de la cual se han obtenido sistemas con

grandes perspectivas, tales comao los siguientes (4):;

a Sistemas en donde la toxina se expresa constante v

especificamente en varlas plantas atacadas por os Insectos.

h)  Sistemas en donde la toxina adquiere proteccién en contra de la
degradacién vy, por o tanto, se aumenta considerablemente su

tiempo de permanencia en el ambiente.

¢)  Sistemas que permiten una mayor distribucién de la toxina en
lugares tales como la raiz y Ia rizosfera, donde es diffcil lograr 1a

proteccién por insecticidas.

d)  Sistemas en 10s cuales se aprovecha la susceptibilidad de diveros

Iinsectos contra el ataque de ciertos virus, para aumentar la
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eficiencia en la actividad insecticida de estos Gltimos.
Plantas transgénicas

El desarrollo de la tecnologia implicada para transferir genes de &
endotoxina al genoma vegetal, ha originado el sistema mas eficiente
para incrementar la distribucion de la toxina de B. thuringiensis en el

medio ambiente (4, 31, 32).

La metodologia utilizada para Insertar genes en plantas, involucrael uso
delabacteria Agrobacterium tumefaclens, un microorganismo delsuelo
que posee la capacidad de movilizar una porcién de su proplo DNA hacia

el genoma del vegetal al gue infecta.

Durante la década pasada, diferentes grupos desarroiiaron la tecnologia
necesaria para introducir diferentes genes en células vegetales v
recuperar plantas transgénicas a partir de células transformadas. Las
plantas transgénicas resultantes incorporan los nuevos genes en su

genoma, como caracteristica estable y hereditarla (12, 31).
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Sin embarao, esta tecnologfa de expresién de genes de B. thuringlensls
en plantas, también presenta alounas desventajas o limitaciones, tal

como se resume a continuacion (12, 23, 31, 32).

Ventajas:

1. Economia

2, Seguridad ambiental
3. Efectlvidad especifica

La econom(a lograda es muy importante, puesto que al expresarse la
toxina constantemente en la planta, no es necesario aplicar insecticidas
y por ello, los costos en el mantenimiento de los cultivos se reducen

considerablemente.

La segunda ventaja consiste en que no ocurre dafio sobre el medio
ambiente, ya gue la toxina estd contenida dentro de la planta y, al no
ser lavada por fa iluvia, no se originan residuos en suelo y rios; ademds,
con este slstema también se protegen partes de la planta gue antes

eran casi imposibles de alcanzar con insecticidas esparcidos.

Finalmente, el sisteéma sélo ataca a los insectos pardsitos de las plantas.
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Desventajas o limitaciones:

1. Existen dificultades en la obtencién de niveles de toxina lo
. sufictentemente altos para matar a diferentes larvas. De hecho, se ha
reportado que no todos los insectos son igualmente susceptibles a
determinadas é-endotoxinas, por lo que una dosis baja podria no
afectar a las plagas mas tolerantes. Adiclonalimente, el bajo espectro de

acclon de clertas toxinas representa una gran desventaja.

2. El potencial desarrollo de insectos resistentes. Ello debe tomarse en
consideracién y estudiarse a mayor profundidad, ya que el futuro de
las s-endotoxinas -como insecticidas- depende primordlaimente de este

aspecto.

3. Los cultivos que expresan sintesls de dJ-endotoxina involucran
organismos transgénicos v, por lo tanto, el proceso de registro de este

material para su comercializacién es muy lento y costoso.

4. Aungue actuaimente existe una gran cantidad de plantas que se
transforman con genes de s-endotoxina, pero ninguna se ha liberado

para su comerciallzacién; se debe probar que la -endotoxina no resuita
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téxica para el hombre o a otros animales,

Bacterias transgénicas receptoras de genes de s-endotoxina

Entre los microorganismos que se han logrado transformar via 1os
genes provententes de B. thuringiensis, destacan las siguientes especles
originarias del suelo: Pseudomonas cepacea, P. fluorescens,
Agrobacterium radiobacter, Bradirhizoblum sp Y la bacteria endofita
Clavibacter xyll subsespecle cynodotis. Sin lugar a duda, el uso de estas
bacterias transgénicas ha permitido extender el rango de distribucién
de la gs-endotoxina en otros nichos ecolégicos. Tal es el caso de
Clavibacter, bacteria endofita que crece en el tejldo vascular del maiz y
de otras plantas, o el de Pseudomonas y Agrobacterium, las cuales
desarrollan en fa zona de la rlzosfera y, €l de Bradirhizobium, que
ademds de reproducirse en esta (Gltima, coloniza las rafces
estableciendo una relacién simblbtica con fa planta, formando nuevas
estructuras denominadas nédulos; es dentro de éstos que la bacterla se
reproduce vy fija nitrégeno. En este sentido, se ha demostrado
ampliamente que las cepas de Bradirhizobium gue se transforman con
el gen de J-endotoxlna,. producen nédulos resistentes al ataque de

larvas de Rivellla angulata, ya que este insecto se alimenta de las zonas



35
noduladas y no del resto de la rafz (12, 22, 30, 35).

El empleo de otras bacterias como vehiculas portadores de la proteina
Insecticida de 8, thuringlensis ha resultado de gran relevancia, puesto
que ademas de proveer constantemente de dicha proteina a 1as plantas,
se obtiene una clara ventaja respecto al uso directo de 8. thuringiensis:
éste no sobrevive con -Tegularidad en el suelo y su cristal suele
Inactivarse rapidamente en el ambiente por efecto de 1a iuz uitravioleta

de 10s rayos solares (24),
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CONCLUSIONES

1. B. thuringlensis ofrece grandes ventajas comao insecticida, ya que no
s610 presenta alta especificidad hacia el insecto " "blanco” y ausencia de
toxicidad para plantas, animales y humanos, sino que ademdas no

contamina el medio amblente,

2. La s toxina de B. thuringiensis es notablemente mds potente que

numerosos pesticidas guimicos.

3, Las plantas transgénicas representan el medio mas efectivo y
econdmico para distribuir [a s-toxina, sl bien deben establecerse normas

y disposiciones precisas para lograr su futura liberacién comercial.
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