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RESUMEN 

Epilachna varivestis, es un insecto fitófago del orden Coleoptera, plaga 

de frijol que se controla con varias aplicaciones de insecticidas químicos, lo que 

elimina la entomofauna benéfica. Epilachna varivestis ha desarrollado 

resistencia  hacia algunos productos químicos. Una alternativa para su control 

pueden ser las proteínas producidas por Bacillus  thuringiensis (Bt). Por lo que 

en este trabajo se evaluaron cepas de Bt de dos colecciones y además se 

aislaron cepas de Bt de cadáveres de E. varivestis. Se probaron 241 cepas 

nativas de B. thuringiensis contra larvas neonatas de E. varivestis a dosis de 

100 y 1000 ng/cm2, además de cepas de Bt control; 10 tipos diferentes de 

toxinas Cry1 contra lepidópteros, 5 tipos diferentes de toxinas Cry3 y Cry7 

contra coleópteros y 4 tipos diferentes de toxinas Cry4 contra dípteros. Ocho 

cepas produjeron mortalidades menores al 50% a dosis de 100ng/cm2 y solo 

una causo 80% de mortalidad a 1000ng/cm2 de follaje. Se buscó una cepa más 

virulenta, se aislaron cuatro cepas directamente de un cadáver de larvas de E. 

varivestis, todas producen una proteína de 100 kDa. Una cepa fue 

seleccionada se le nombró GP1. Se calculó la Concentración Letal cincuenta 

(CL50) con esporas-cristales y cristales puros (14.1 y 8.6ng/cm2, 

respectivamente), también se evaluó contra Spodoptera frugiperda, Manduca 

sexta y Aedes aegypti, sin causar ninguna mortalidad a  éstas especies. La 

cepa GP1 se caracterizó por PCR con oligonucleótidos generales,  todas las 

reacciones de PCR fueron negativas, por lo que se asumió que se trataba de 

un gene nuevo.  

La proteína fue purificada, se secuenció el N-terminal 

(AGKSFPDVPAGH), también de un fragmento interno de 50 kDa  

(KLPVTFVTTDQYGDPYGAN), el análisis de Blast resultó en que ambas 

secuencias concuerdan con las proteínas de superficie de B. lechiniformis OlpA 

y de B. anthracis EA1. Se diseño un total de tres pares de oligonucleótidos para 

obtener la secuencia completa del gene gp1.  

El gene completo sl-gp1 se clonó en el vector pHT315 y se transformó 

en la cepa acristalífera 407 de Bt, amplificando tres productos por PCR (BSLX-

1 y BSLN-5; BSLN-6 y BSLP-8; BSLP-7 y EAGB-4) que sobrelapan en los sitios 
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de restricción NcoI y PstI, respectivamente. Se evaluó la toxicidad de un cultivo 

esporulado de una clona y produjo un 100% de mortalidad de larvas del primer 

estadio de E. varivestis a una concentración de 1000 ng/cm2. La CL50 se 

determinó utilizando cristales puros y fue de 12.65 ng/cm2. 

La proteína SL-GP1 se expresa durante la fase vegetativa y también 

durante la esporulación. Durante la fase vegetativa la proteína está asociada a 

la bacteria ya que toda la proteína detectada por Western blot se encontró en la  

pastilla que se obtuvo después de la centrifugación del cultivo. Durante la fase 

de esporulación la proteína se observa asociada a la bacteria y también se 

encontró en el sobrenadante del cultivo centrifugado. 

El alineamiento de aminoácidos de 32 diferentes proteínas de superficie 

se utilizó para analizar la relación filogenética de estas proteínas. Este análisis 

muestra que las proteínas de superficie es una familia compuesta de grupos de 

proteínas altamente variables entre los diferentes grupos independientes. Las 

proteínas de superficie de Bacillus cereus, B. sphaericus, B. anthracis, B. 

licheniformis y  B. thuringiensis están agrupadas en una misma rama principal 

(Grupo 1). Las proteínas de superficie de otras bacterias están agrupadas 

juntas en ramas separadas indicando la relación entre los miembros de cada 

rama durante su  evolución. La proteína de superficie GP1 está altamente 

relacionada a la proteína EA1 de B. anthracis y a la proteína CTC reportada de 

B. thuringiensis con un 92% de identidad en la secuencia primaria. La proteína 

de superficie GP1 tiene un 63% de identidad con la proteína OlpA de B. 

licheniformis (U38842). Con relación al resto de las proteínas de superficie 

encontradas en el grupo Bacillus, su relación es bastante baja ya que varía de 

un 27 a solo 2% de identidad 

Se encontró por primera vez que una proteína S-Layer de B. 

thuringiensis es tóxica para un insecto plaga, lo cual amplia los grupos de 

proteínas producidas por Bt con propiedades insecticidas. 
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ABSTRACT 

“The mexican bean beetle” Epilachna varivestis is a key pest of beans in 

México, its control is with several applications of chemical insecticides, but 

these also kill beneficial insects and this pest has developed resistance to some 

insecticides. An alternative to control this pest could be the use of proteins 

produced by Bacillus thuringiensis (Bt). In this work, we evaluated 241 native Bt 

strains belonging to two collections against neonate larvae of E. varivestis, two 

dosis were evaluated, 100 y 100ng/cm2, also 10 different Cry1 toxins, five 

different toxins Cry3 and Cry 7 active against Coleoptera and four Cry4 toxins 

active against Diptera. Eight strains caused mortalities below 50% with 100 

ng/cm2 and only one above 80% with 1000 ng/cm2. We look by more virulent 

strains, this was achieve isolating them from a E. varivestis larvae cadaver 

collected at bean fields. Four strains were isolated, all produced a 100kDa 

protein, one was selected and named GP1. The lethal concentration 50 LC50 

was calculated with spores-crystals and pure crystals (14.1 and 8.6 ng/cm2, 

respectively). This strain also was evaluated against Spodoptera frugiperda, 

Manduca sexta and Aedes aegypti, but it was not toxic to these insects. The 

GP1 strain was characterized with general oligonucleotides, all the reactions 

were negative and we assumed that is was a new gene. 

The protein was purified, and the N-terminal sequence was performed 

(AGKSFPDVPAGH), an 50 kDa internal fragment was also sequenced 

(KLPVTFVTTDQYGDPYGAN), Blast analysis showed that both sequences are 

similar to S-layer proteins of B. lechiniformis OlpA and de B. anthracis EA1. 

Three pairs of oligonucleotides were designed to obtain the complete sequence 

of the gene gp1.  

The complete sl-gp1 gene was cloned in pHT315 vector and transformed 

in acrystaliferous Bt 407 strain, amplifying three PCR products (BSLX-1 and 

BSLN-5; BSLN-6 and BSLP-8; BSLP-7 and EAGB-4), that overlap at restriction 

sites Ncol and Pstl, respectively. A clone produced 100% mortality to neonate 

larvae of E. varivestis at 1000 ng/cm2. The lethal concentration 50 was 

performed with pure crystals and was 12.65 ng/cm2. 



xi 

 

The SL-GP1 protein is expressed during the vegetative stage and also 

on sporulation stage. During the vegetative stage the protein is associated with 

the bacteria because all protein was detected by western blot on the pellet that 

was obtain after centrifugation. On the sporulation stage the protein is 

associated with the bacteria and also on the supernatant. 

The alignment of amino acids of 32 different proteins was used to 

phylogenetic analysis. This analysis shows that the s-layer proteins are family 

composed of groups of proteins highly different. The s-layer proteins of Bacillus 

cereus, B. sphaericus, B. anthracis, B. licheniformis and  B. thuringiensis are grouped 

in the same branch (group 1). The s-layer proteins of other bacteria are group 

together on separated branches showing evolutionary relationship among the 

members. The s-layer protein GP1 is highly related to EA1 protein of B. 

anthracis and to the CTC protein of B. thuringiensis with 92% of identity of the 

primary sequence, and 63% of identity with the OlpA protein of B. lecheniformis. 

In relationship with others s-layer proteins of the Bacillus group is quite low, 27 

to 2% of identity. 

This is the first report that shows that an s-layer protein of B. 

thuringiensis is toxic to an insect pest, increasing the groups of proteins 

produced by Bt with insecticidal properties.  
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INTRODUCCIÓN 

El problema de las plagas  

 

 El crecimiento de la población mundial ha transformado una proporción 

grande de la superficie terrestre provocando disturbios ambientales, ya que el 

hombre al concentrarse en grandes ciudades altera los ecosistemas para cubrir 

sus necesidades de habitación, vestido y alimentación, desforestando selvas 

tropicales, practicando la agricultura de subsistencia e intensiva o expandiendo 

las áreas urbanas (Caldas de Castro et al., 2006; Foley et al., 2005; Otsuka, 

2003; Parris y Kates, 2003; Thomson, 2003; Vitousek et al., 1997; Western 

2001). Para la producción de alimentos se han modificado grandes extensiones 

de tierra, dónde se cultivan pocas especies de plantas en grandes superficies  

generando el desarrollo de plagas (insectos, bacterias, nemátodos, hongos, 

virus y malezas) (Foley et al., 2005; Godfray et al., 2010; Heller y Keoleian, 

2003; Matson et al., 1997; Tilman, 1999). Las plagas pueden causar 

destrucciones masivas de cultivos importantes y estas pérdidas causa grandes 

efectos socioeconómicos (National Academy of Sciences, 2000). 

 

 Las plagas se alimentan de las plantas cultivadas o compiten por 

nutrientes, agua y luz, por lo que se requiere eliminarlos, se han utilizado 

pesticidas para proteger los cultivos, de lo contrario podrían causar la pérdida 

total de la producción o causar enfermedades ya que son vectores de 

microorganismos patógenos a humanos y de sus animales domésticos (Caldas 

de Castro et al., 2006; Gratz, 1999; Margni et al., 2002; Thomas, 1999; Zaim y 

Guillet, 2002). Dependiendo solamente del uso intensivo de agroquímicos para 

el control de estas plagas (Lewis et al., 1997; Rocha et al., 1990; Thomas, 

1999). Estudios reportan que, aún con el uso de plaguicidas se tienen pérdidas 

de cultivos (Palumbi, 2001) y desarrollo de resistencia por parte de las plagas 

(National Academy of Sciences, 2000; Whalon et al., 2007). Aunado a lo 

anterior existe una demanda por parte de los consumidores de productos cada 

vez de mayor calidad (Broadhurst, 1998; Frank et al., 2004; Rossing y Heong 

1997). 
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Las plagas de insectos y los problemas causados por los insecticidas 

químicos 

 

 Los insectos si no se controlan pueden causar la pérdida total, tanto del 

cultivo como de la cosecha en almacén, o causar enfermedades. Para reducir 

los efectos negativos de los insectos plaga se emplean insecticidas químicos 

sintéticos a gran escala en la agricultura desde 1939, reduciendo las pérdidas. 

Sin embargo estos beneficios implican costos ambientales y sociales como 

son: la contaminación de suelos, agua, presencia de residuos en productos 

vegetales para consumo animal y humano, efectos adversos a organismos no 

blancos, por ejemplo insectos benéficos, aves, peces, entre otros (Broadhurst, 

1998; Margni et al., 2002; Mullin et al., 2010; Paoletti y Pimentel, 2000; 

Williamson, 1998).  

 

En años recientes las políticas reguladoras sobre el uso de pesticidas de 

Estados Unidos de Norteamérica y la Comunidad Europa han sufrido cambios 

radicales, lo que ha propiciado la cancelación o restricción de más del 50% de 

los ingredientes activos utilizados para la formulación de insecticidas, como los 

pertenecientes a los grupos de los Organofosforados y Carbamatos (Whalon y 

Wingerd, 2003). En las últimas décadas se han visto efectos adversos directos 

e indirectos en el hombre, causados por el uso inadecuado de estos productos, 

ya que se encuentran presentes como residuos en los alimentos, agua para 

beber (Tait, 2001), lagos (Peters et al., 2001), lluvia (Suzuki et al., 2003), aire, 

casas, suelos o superficies contaminadas, además de que se está en contacto 

permanente con ellos.  

 

Por ejemplo en un estudio realizado en Estados Unidos de Norteamérica 

por los Centros para el Control y Prevención de Enfermedades reportan que en 

el monitoreo de 116 productos químicos, incluyendo 34 plaguicidas en sangre y 

orina en humanos; la población muestreada tenía 23 plaguicidas de los 34 

estudiados. El 99% de la población tenía concentraciones detectables de DDT 

aún cuando este insecticida no se usa desde 1970. Al 93% se le encontraron 
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residuos de Clorpyrifos, insecticida ampliamente utilizado en la agricultura y 

para el control de plagas urbanas, resultando los niños con las más altas 

concentraciones (hasta cuatro veces los límites permitidos). En promedio en la 

población muestreada se le detectaron 13 plaguicidas (Schaffer et al., 2004). 

Además la exposición continua a estos productos está relacionada con el 

desarrollo de ciertas enfermedades como algunos tipos de cáncer y otras 

enfermedades crónicas como la de Parkinson´s y Alzheimer’s (Dich et al., 

1997; Frank et al., 2004; Schaffer et al., 2004; Schecter et al., 1997). 

 

Otro problema es el rápido desarrollo de resistencia por los insectos 

hacia los diferentes grupos de insecticidas químicos, generalmente surge en un 

tiempo no mayor de 10 años después de la aparición en el mercado de un 

nuevo insecticida. Actualmente se reportan más de 500 especies de insectos 

plaga que han desarrollado resistencia a uno o más grupos de insecticidas 

químicos (Casida y Quistad, 1998; Georghiu y Lagunas-Tejeda, 1991; Guicherit 

et al., 1999; Hoy, 1998; McCaffery, 1998; Pittendrigh y Gaffney, 2001; Whalon 

et al., 2007). Lo que hace necesario 1) el incremento de las dosis, 2) uso de 

mezclas de dos o más productos y 3) realizar aplicaciones frecuentemente. Lo 

anterior mencionado incrementa los costos de producción (Broadhurst, 1998; 

Matsumura, 2004), los problemas de residuos, de contaminación, problemas de 

fitotoxicidad por la aplicación continua de estos productos (Oliveira et al., 2001), 

inclusive en algunos casos el control es difícil o imposible, teniéndose pérdidas 

(de Maag et al., 1999; Palumbi, 2001).  

 

Sin embargo se sigue dependiendo del uso de los químicos para 

proteger nuestros cultivos de las plagas (Urech et al., 1997), por lo que se 

requiere del desarrollo de alternativas para el control de las plagas que no sean 

perjudiciales para el hombre o ambiente. El control biológico es una alternativa 

que se utiliza frecuentemente para el control de plagas, incluye el uso de 

parasitoides y depredadores y el control microbiano que es el uso de 

entomopatógenos como hongos, nemátodos, bacterias y virus (Paoletti y 

Pimentel, 2000; Tanada y Kaya, 1993).  
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1. ANTECEDENTES 

 

1.1. Control microbiano de insectos 

 

Actualmente el uso de insecticidas biológicos (entomopatógenos) está 

teniendo un gran auge ya que su desarrollo y registro es barato, además de que 

el tiempo para desarrollar un nuevo producto es relativamente corto en 

comparación con los insecticidas químicos (Watkinson, 1994). Los 

microorganismos que son patógenos de insectos son muy diversos y entre 

estos tenemos una gran variedad de especies de virus, bacterias y hongos. 

Cada uno de estos subgrupos está integrado por un amplio espectro de 

organismos que varían en su modo de acción, sitio de reproducción y 

mecanismo de patogenocidad. Mientras que algunos entomopatogenos exhiben 

amplio rango de hospederos, muchos son específicos, así como selectivos 

hacia las larvas o adultos. Este rango probablemente refleja la relación en los 

medios naturales de algunos microorganismos en particular y los insectos, de 

su mecanismo de patogenocidad y las necesidades del patógeno (Aronson et 

al., 1986; Ibarra et al., 2006). 

 

La comparación entre los entomopatógenos y los insecticidas químicos 

convencionales normalmente se basa en su eficacia y control de las plagas. 

Cuando se consideran los beneficios ambientales incluyendo seguridad para los 

humanos, otros organismos no blanco, reducción de residuos en alimento, 

aumento de actividad de otros enemigos naturales e incremento de la 

biodiversidad en los ecosistemas, sus ventajas son numerosas (Lacey et al., 

2001; Steinhaus, 1956). Actualmente existe un gran interés sobre el impacto de 

los entomopatógenos en los efectos sobre la dinámica poblacional de los 

insectos. Parte del incremento en el interés se debe a los avances tecnológicos 

en patología de insectos que han permitido descubrirlos en infecciones de 

insectos por virus, bacterias y hongos.  
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La importancia de los entomopatógenos ha sido enfatizada por los 

modelos de dinámica de poblaciones, los cuales han mostrado en cierto grado 

que las poblaciones de insectos pueden ser influenciadas y aún reguladas por 

los entomopatógenos (Briggs y Godfray, 1996; Lacey et al., 2001; Lord, 2005). 

Además de que se pueden manipular genéticamente para mejorar sus efectos. 

 

Las bacterias son los microorganismos más utilizadas en el control de 

insectos. Las bacterias Gram positivas han mostrado ser los patógenos más 

usados con propósitos de control biológico y son la base de la industria de los 

insecticidas microbianos (Priest, 2000). La mayoría de las especies son 

capaces de infectar y matar insectos sanos y otras son oportunistas, se 

multiplican rápidamente y tienen acceso a la hemolinfa del insecto huésped 

estresado a través de heridas o después de la infección. Un gran número de las 

especies de bacterias son capaces de infectar y matar insectos sanos, son 

bacilos formadoras de esporas. Para estas especies la hemolinfa de la larva 

insecto es un excelente medio nutritivo para su multiplicación y en algunos 

casos para la esporulación (Aronson et al., 1986).  

 

1.1.1. Bacillus thuringiensis 

 

Entre los bacilos formadoras de esporas, la especie Bacillus thuringiensis 

(Bt) es la más empleada a nivel mundial para el control de insectos plaga 

(Aronson et al., 1986; Federici, 2005; Schnepf et al., 1998). La bacteria B. 

thuringiensis se encuentra naturalmente asociada a insectos muertos o 

enfermos (de Maagd, 2002); varias subespecies o serotipos (kurstaki, 

israelensis, tenebrionis, etc.) han sido aisladas de cadáveres de insectos, 

aunque las epizootias son poco frecuentes (de Maagd et al., 2003; Schnepf et 

al., 1998). Generalmente la cepa aislada de un determinado insecto es tóxica 

hacia ese organismo, sin embargo existen excepciones (Damgaard, 2000). 
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El microorganismo bioinsecticida más ampliamente usado a nivel 

mundial y de mayor éxito es la bacteria Bacillus thuringiensis (Bt), para el 

control de insectos plaga de plantas cultivadas, de zonas forestales o para 

combatir vectores de enfermedades (Crickmore, 2005; de Maagd et al., 2003; 

Nester et al., 2002; Schnepf et al., 1998); representa una pequeña fracción del 

mercado de los bioplaguicidas (Porter et al., 1993), con ventas anuales de 

alrededor de 140 millones de dólares norteamericanos, con más del 40% de las 

ventas en Estados Unidos de Norteamérica (National Academy of Sciences, 

2003). El uso de Bt se está incrementado rápidamente debido a que no causa 

efectos adversos al hombre,  ambiente, o a los organismos no blancos (Joung y 

Côté, 2000; Porcar et al., 2010). Además, se puede combinar con otras técnicas 

de control de insectos plaga y es un componente fundamental en el Manejo 

Integrado de Plagas (Lacey y Shapiro-Ilan, 2008). Ha sustituido a insecticidas 

químicos que han sido prohibidos por causar problemas ambientales o de 

salud, que su uso está siendo eliminado progresivamente en áreas sensitivas 

del medio ambiente; en productos para consumo humano, de exportación, en 

los cuales se requiere que estén libres o con bajos niveles de residuos 

químicos. En la agricultura orgánica Bt es el principal bioinsecticida que utilizan 

los productores para el control de plagas de especies de Lepidoptera (Ferré y 

Van Rie, 2002; Forrester, 1994; Lacey et el., 2001; National Academy of 

Sciences, 2003; Schnepf et al., 1998; Whalon y Wingerd 2003; Zehnder et al., 

2007). 

 

En México Bt es el bioinsecticida de mayor aceptación y empleo, se 

calcula que se aplica anualmente a 100 000 ha de maíz, 174 000 ha de algodón 

y 200 000 ha de hortalizas, sin embargo en el caso del maíz solo se utiliza en 

un 5% de la superficie total cultivada bajo condiciones de riego. Se estima que 

el empleo de Bt para el control de plagas oscila entre un 4 a 10% del total de 

insecticidas químicos empleados, por lo que se considera que es un mercado 

incipiente de bioinsecticidas (Benbrook, 2009b; Tamez-Guerra et al., 2001).  
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Bacillus thuringiensis es un miembro del grupo Bacillus cereus que 

incluye las especies B. cereus, B. anthracis y B. mycoides, la característica que 

distingue a B. thuringiensis de los otros miembros del grupo B. cereus son sus 

propiedades entomopatógenas (Bravo et al., 2005). Esta bacteria produce una o 

más inclusiones paraesporales, también llamados cristales, durante la fase 

estacionaria, en cantidades que pueden ser hasta del 30% de la proteína total 

de la célula, son liberadas al medio con las esporas cuando la célula se lisa. 

Las inclusiones contienen varios tipos de protoxinas llamadas δ-endotoxinas (de 

Maagd, 2002; Koziel et al., 1993; Li, et al., 1996).  

 

Las δ-endotoxinas son los factores mas significativos que determinan la 

toxicidad de esta bacteria hacia un  amplio rango de especies de insectos e 

inclusive otros organismos como los nemátodos (de Maagd et al., 2003). Las 

inclusiones pueden ser de forma bipiramidal, rectangular y plana, cuadrada, 

esférica, amorfa, etc., son visibles utilizando un microscopio compuesto (Figura 

1). Los cristales poseen propiedades insecticidas, las cuales son específicas, 

aunque la bacteria puede producir otras proteínas insecticidas durante las 

diferentes fases de su desarrollo y compuestos extracelulares como: 

enterotoxinas, fosfolipasas, haemolisinas, proteinasas, proteínas insecticidas 

vegetativas, β-exotoxinas, bacteriocinas, proteínas de superficie y antibióticos 

que pueden contribuir a su patogenocidad (Aronson y Shai, 2001; Dulmage, 

1981; Fast, 1981; Fedhila et al., 2004; Hansen y Salamitou, 2000; Kubota et al., 

2006; Milner, 1994; Schnepf et al., 1998) y además pueden funcionar como 

receptor, como es el caso de la proteína Cyt1Aa (Pérez et al., 2005). 

 

Bacillus thuringiensis fue aislada por primera vez en 1901 por S. Ishiwata 

de larvas enfermas de Bombix mori (L.), quien le dio el nombre de B. sotto, 

haciendo una descripción muy breve e incompleta. Diez años después Ernst 

Berliner aisló el mismo microorganismo de larvas enfermas de Anagasta 

kuehniella (Zeller) en Thuringia, Alemania, dándole en nombre de Bacillus 

thuringiensis,  que  es  aceptado  como  el  nombre  científico  original (Beegle y  
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Figura 1. Diversas formas y tamaños de cristales producidos por B. 
thuringiensis: C, cristal. Tomado de Bravo et al., 1998. 

 

 

Yamamoto, 1992; Milner 1994). En 1915 Aoki y Chigasaki infectaron 

experimentalmente larvas de B. mori reproduciendo los síntomas de la 

enfermedad. Mattes en 1927 reaisló una cepa de Bt de Ephestia y realizó 

pruebas subsecuentes de campo de esta cepa sobre “El Barrenador Europeo 

del maíz”, dando resultados prometedores. Este trabajo llevó al desarrollo del 

primer producto comercial llamado “Sporine”, producido en Francia en 1938 

(Milner, 1994).  

 

La historia moderna de Bt inicia con la investigación pionera de 

Steinhaus en Estados Unidos de Norteamérica en 1950, quien creció la cepa 

Mattes en agar nutritivo y dejó que se secara a temperatura ambiente, luego 

resuspendió las esporas en agua  y la aplicó en campo a bloques de alfalfa para 

el control de larvas del “Gusano de la Alfalfa” (Colias eurytheme Boisduval). En 

siete de los nueve bloques Bt redujo las poblaciones de las larvas, abajo del 

umbral económico en pocos días y las larvas enfermas presentaban síntomas 

C

C

C

C

C

C

C

C
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similares a las larvas infectadas artificialmente en laboratorio (Milner, 1994). 

Steinhaus determinó que Bt tenía potencial económico y poco después se 

encontró que el cristal era tóxico (Starnes et al., 1993).  

 

En 1959 se comercializó Bt por primera vez en Estados Unidos de 

Norteamérica, sin embargo la cepa utilizada no era muy patogénica (subespecie 

thuringiensis) y los resultados obtenidos fueron muy variados, no pudiendo 

competir con los insecticidas químicos. Pero Dulmage en 1970 aisló una cepa 

de Bt de una larva enferma de Pectinophora gossypiella (Saunders) que 

constituyó una nueva subespecie (kurstaki) conocida como HD1, la cual es 

base de una gran cantidad de productos comerciales contra lepidópteros. Esta 

cepa compite con los insecticidas químicos en eficacia y costo para el control de 

los insectos plaga, es de 20 a 200 veces más potente que las cepas 

comerciales existentes. La subespecie kurstaki es la que se comercializa en la 

actualidad y es tóxica a más de 90 especies de insectos plaga pertenecientes al 

orden Lepidoptera.  

 

Otra subespecie B. thuringiensis israelensis es activa contra mosquitos y 

moscas negras, fue descubierta en 1977 por Margalit y Goldberg en Israel, es la 

cepa que se utiliza en todo el mundo para el control de mosquitos vectores de 

enfermedades.  

 

En 1983 Krieg y colaboradores aislaron una cepa de Bt de Tenebrio 

molitor (L.) que es activa contra coleópteros, la cual es conocida como B. 

thuringiensis subespecie tenebrionis, produce un cristal cuadrado y delgado, la 

toxina es activa contra insectos de la familia Chrysomelidae, particularmente a 

Leptinotarsa decemlineata que es una de las principales plagas del cultivo de la 

papa en campo (Beegle y Yamamoto, 1992).  

 

El descubrimiento de B. thuringiensis tenebrionis propició la búsqueda de 

nuevas cepas de Bt por diversos grupos a nivel mundial. Actualmente se han 
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reportado cepas de Bt que son activas a insectos de los órdenes Lepidoptera, 

Diptera, Coleoptera, Hymenoptera, Homoptera, Orthoptera y Mallophaga e 

inclusive de otros organismos como nemátodos, ácaros y protozoarios (de 

Maagd et al., 2003; Feitelson et al., 1992; Starnes et al., 1993; Wei et al., 2003). 

Por lo que en años recientes se han encontrado cepas activas con rango más 

amplio de toxicidad hacia otras especies de plagas que amplía el uso de Bt más 

allá de los mercados tradicionales, además de la disponibilidad de nuevas 

toxinas para el uso de los agricultores y que podría reducir el riesgo de 

desarrollo de resistencia por las plagas (Bravo et al., 2005; Feitelson, et al., 

1992).  

 

A la fecha se han clonado y determinado la  secuencia de más de 400 

genes cry y estas proteínas han sido clasificadas en 51 familias y diferentes 

subclases (Figura 2). Los genes se han expresado en otros microorganismos y 

varias especies de plantas cultivadas (Crickmore et al., 2010, 

http:www.biols.susx.ac.uk/Home/Neil Crickmore/Bt/index.html).  

 

1.1.1.1. Plantas transgénicas 

 

 Sin lugar a dudas algunos de los mayores cambios, experimentados, 

actualmente en la agricultura, son: el control de insectos plaga, el desarrollo de 

plantas transgénicas de especies cultivadas resistentes a plagas y su 

introducción comercial en 1995 (Ferry et al., 2004; Federici, 2005; Peferoen, 

1997). Se han comercializado variedades de maíz, algodón, arroz resistentes a 

algunas especies de larvas de lepidópteros (Perlak et al., 1990;  Wu et al., 

2003) y papa a coleópteros, entre otros, que expresan una o dos toxinas Cry 

diferentes de Bt, lo cual ha beneficiado tanto a pequeños como a grandes 

agricultores (de Maadg et al., 1999; Delmer, 2005; Ferry et al., 2004; Zhao et 

al., 2005). Se han cultivado de 1996 a 2008, 357 285 380 millones de acres en 

todo el mundo de plantas que expresan una o más toxinas de Bt (Benbrook, 

2009a; Benbrook, 2009b). 
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Figura 2. Proteínas Cry de tres dominios (Crickmore et al., 2010. 
http:www.biols.susx.ac.uk/Home/Neil Crickmore/Bt/index.html). 
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 Mezclas de Bt se han aplicado como aspersiones foliares sobre plantas 

desde hace más de 50 años, pero la toxina generalmente pierde su actividad 

insecticida en el medio ambiente en pocos días y no es sistémica. Algunas 

veces se requieren de aplicaciones continuas para controlar las plagas o bien 

las toxinas no entran en contacto directo con insectos de diferentes hábitos 

alimenticios como: chupadores, raspadores o barrenadores (de Maadg et al., 

1999). 

 

 En los cultivos transgénicos la toxina es producida continuamente por la 

planta, evitando la aplicación frecuente de productos a base de Bt. Por lo tanto 

la proteína está protegida de la acción de los elementos del medio ambiente, 

manteniendo su actividad insecticida durante todo el tiempo que dura el cultivo, 

protegiéndola en las etapas de desarrollo que es susceptible. Lo cual permite 

que el estadio más sensitivo de la plaga comience a alimentarse desde un 

principio. La plaga al alimentarse ingiere la toxina, la que le causa la muerte o 

incrementa el tiempo de desarrollo, pudiendo ser más susceptible al ataque de 

parasitoides y depredadores (Perlak et al., 1990). Inclusive, la toxina es 

generalmente expresada en todas las partes de la planta, incluyendo tejidos 

internos, que difícilmente serían protegidos por los insecticidas químicos. La 

producción interna de la toxina protege a la planta del daño causado por 

insectos barrenadores. Las primeras plantas transgénicas que expresan toxinas 

Cry para el control de ciertas especies de insectos plaga se cultivaron en 1995 

en Estados Unidos de Norteamérica, desde entonces la superficie y los países 

donde actualmente se cultivan se han incrementado año con año, como 

resultado de los beneficios obtenidos por los agricultores. 

 

 Muchos agricultores están cultivando plantas transgénicas porque tienen 

un mejor control de las plagas y/o porque los costos de control son más bajos 

que con los métodos convencionales (insecticidas químicos). También se han 

reducido las cantidades de insecticidas químicos previamente utilizados en 

estos cultivos. Lo cual produjo beneficios adicionales; como menor exposición 
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por parte del hombre y otros organismos a éstos productos, menos 

contaminación de aire y agua e incremento en las poblaciones de los insectos 

benéficos (Benbrook, 2009a; Delmer, 2005; Duan et al., 2008; Federici, 2005; 

National Academy of Sciences, 2003; Pretty, 2001;  Romeis et al., 2006). 

 

Desde hace 10 años en la República Mexicana, se cultiva algodón que 

expresa proteínas Cry activas a Helicoverpa zea, Heliothis virescens y 

Spodoptera frugiperda, especies de lepidópteros presentes en las regiones 

donde se siembra algodón. Antes de la introducción del algodón transgénico se 

aplicaban 14 kg de ingrediente activo de insecticidas químicos por hectárea 

para el control de las plagas antes mencionadas, actualmente se aplican 

alrededor de 2 kg de ingrediente activo por hectárea, reduciendo el uso de 

insecticidas químicos en un 80%. El área cultivada es de alrededor del 30% de 

la superficie total, se siembra en los estados de Sonora, Chihuahua, Baja 

California, Coahuila, Durango, Tamaulipas y Sinaloa (James, 2005). 

 

 Sin embargo aún con los beneficios generados por esta nueva tecnología 

para mejorar la calidad y disponibilidad de productos agrícolas, existe 

preocupación por parte del público en general y de científicos, sobre posibles 

efectos adversos al ambiente, organismos no blanco, salud del hombre (Conner 

et al., 2003; Morin, 2008; Nap et al., 2003; Pretty, 2001; Serageldin, 1999; 

Spiroux de Vendômois et al., 2009), economía de los agricultores (Benbrook, 

2009b) y resurgimiento de plagas secundarias (Lu et al., 2010). Lo cual hace 

necesario la aplicación de insecticidas químicos para su control (Shelton et al., 

2002).  

 

 Algunos autores consideran que la reducción en el uso de insecticidas 

químicos sólo se ha manifestado en algodón (Benbrook, 2004; Cattaneo et al., 

2006; Shelton et al., 2002; Wu et al., 2003). Por ejemplo para el control de 

larvas de lepidópteros del complejo Helicoverpa zea y Heliothis virescens, en 

China, con el cultivo de algodón transgénico redujo hasta en un 60%-80% el 
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número de aplicaciones foliares y en Estados Unidos de Norteamérica de 4.1 

aplicaciones que se realizaban en los años 1992 a 1995 se redujeron a 0.8 en 

el período 1999-2001 (Romeis et al., 2006) y en maíz ha tenido poco o ningún 

impacto. Sin embargo según Benbrook (2004) la reducción en el uso de 

insecticidas químicos durante los primeros tres años de la introducción de 

variedades de plantas que expresan toxinas de Bt, si lo hicieron, pero, a partir 

de 1999 ya no se generó tal disminución. Debido al resurgimiento de plagas 

secundarias, generalmente insectos chupadores, que antes eran controladas 

con la aplicación de insecticidas para el control de larvas de lepidópteros 

(Cattaneo et al., 2006; Lu et al., 2010). 

 

 También se ha observado bajo condiciones de laboratorio que larvas de 

una colonia de P. xylostella resistentes a la toxina Cry1Ac, pueden usar esta 

proteína como suplemento alimenticio y esto se manifestó en un desarrollo mas 

rápido (dos días) en presencia de la proteína, en relación al control (Sayyed et 

al., 2003). 

 

 Se cree que la presencia continua de la toxina de Bt en las plantas y por 

lo tanto la exposición permanente de la plaga podría generar rápidamente el 

desarrollo de insectos resistentes a Bt, además de que pudiese tener efectos 

adversos en organismos no blanco (de Maagd, 2002; Mckeon, 2003; Pretty, 

2001). Sin embargo existen pocos reportes sobre la aparición en campo de 

especies de insectos plaga resistentes a las proteínas aún cuando ya han 

pasado 15 años desde que se cultivaron las primeras plantas que expresan 

proteínas Cry (Bagla, 2010; Ferre y Van Rie, 2002; Mahon et al., 2008; 

Tabashnik et al., 2009). Esto puede ser debido a las medidas tomadas en 

campo, es decir el uso de cultivos refugio, para evitar el desarrollo de 

poblaciones de insectos heterocigotos resistentes (Frutos et al., 1999; 

Tabashnik, 2007; Tabashnik et al., 2009). 
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1.1.1. 2. Resistencia de insectos plaga a δ-endotoxinas de B. thuringiensis 

 

 Actualmente las proteínas Cry se aplican en grandes cantidades para 

combatir los insectos plaga principalmente en los cultivos de algodón, maíz, 

crucíferas, para el control de vectores de enfermedades como mosquitos y 

moscas negras, en varios países (Bravo et al., 2005; Schnepf et al., 1998).  

 

Los bioinsecticidas a base de B. thuringiensis se han aplicado en campo 

desde principios de 1960 y a la fecha sólo la “Palomilla del dorso de diamante” 

Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae) ha desarrollado resistencia en 

campo, en diferentes partes del mundo (Tabashnik et al., 1990; Tabashnik, 

1994; Tabashnik et al., 1997).  

 

Poblaciones de “El falso medidor” Trichoplusia ni (Lepidoptera: 

Noctuidae) que son plaga de vegetales cultivados bajo  invernadero en 

Columbia Británica en Canadá, desarrollaron resistencia debido al uso excesivo 

de Bt y a la presencia de múltiples generaciones que se traslapan durante todo 

el año (Janmaat y Myers, 2003). 

 

 La forma en que el organismo puede evitar la acción de la toxina 

probablemente se debe a los siguientes factores: solubilización defectuosa, 

activación proteolítica deficiente, demasiada proteólisis (degradación de la 

toxina), atracción de las moléculas de la toxina hacia sitios de unión no 

funcionales, formación defectuosa del poro y reparación rápida de las células 

(Griffitts y Aroian, 2005). 

 

Cambios en el procesamiento proteolítico 

 

La  activación  de  la proteína por las proteasas es el primer paso para la  

activación de la toxina. En varios casos, la parte media del C terminal de la 

protoxina es indispensable para una activación completa y se ha demostrado 
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que cortes específicos en el N-terminal  son necesarios para la actividad de la 

toxina (Bravo et al., 2002)   

 

Modificación de los sitios de unión 

  

El primer reporte que demostró sobre un cambio bioquímico de una 

población de insectos resistente fue de Plodia interpunctella, seleccionaron la 

población resistente en laboratorio, la afinidad de unión de la toxina Cry1Ab se 

afectó hasta 50 veces. Los resultados también mostraron que esta población 

era resistente a la toxina Cry1Ca y se unía con alta afinidad a un sitio distinto de 

unión. Estos resultados demostraron una conexión entre la unión al receptor y 

la resistencia. En 1991 Ferré y colaboradores, de una población de la “Palomilla 

del dorso de diamante” (P. xylostella) reportada como resistente a Bt comercial 

(Dipel) encontraron que era hasta 200 veces más resistentes a la toxina 

Cry1Ab, que la población susceptible criada en laboratorio.  Lo cual es debido a 

la baja capacidad de unión de la toxina a su receptor, pudiendo deberse a una 

disminución en la concentración del receptor, disminución por la afinidad al 

receptor o a ambos. Los receptores que se han determinado son 

aminopeptidasas, fosfatasa alcalina, caderinas, glicolípidos y una glicoproteína 

glicolisada de alto peso molecular. 

 

1.1.1.3. Protoxinas de B. thuringiensis 

  

Las δ-endotoxinas 

 

 La mayoría de los genes que codifican las δ-endotoxinas se encuentran 

en plásmidos, existen cientos de subespecies de Bt y la mayoría produce, 

principalmente durante la esporulación, uno o más inclusiones paraesporales, 

pudiendo tener una o varias protoxinas insecticidas, cada una de estas 

protoxinas es activa a un grupo de larvas de al menos tres órdenes de insectos 

(Aronson y Shai, 2001; Schnepf et al., 1998). Debido a su especificidad las 
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subespecies de Bt son generalmente activas a un amplio rango de especies, 

normalmente dentro del mismo orden (Aronson y Shai, 2001). . 

  

Nomenclatura de las δ-endotoxinas 

 

  Según Hofte y Whiteley  para 1989 se habían reportado la secuencia de 

nucleótidos de 42 genes de proteínas Cry, varias secuencias eran idénticas o 

casi idénticas y por lo tanto representaban el mismo gene o ligeras variantes del 

mismo. Propusieron un esquema de clasificación de las proteínas Cry de B. 

thuringiensis basado en una combinación de su secuencia deducida de 

aminoácidos y la actividad biológica. En esta clasificación 38 toxinas fueron 

colocadas en 14 clases distintas.  

 

 En 1998 Crickmore y colaboradores propusieron una nueva 

nomenclatura de los genes cry y cyt (Crickmore et al., 1998; Crickmore, 2000) 

basada solamente sobre la relación de la secuencia entre las toxinas. El nuevo 

sistema de nomenclatura se basa en la asignación de nombres a los miembros 

de superfamilias de genes de acuerdo a su grado de divergencia evolutiva 

estimada por árboles filogenéticos. Este cambio de una nomenclatura 

sustentada en secuencia y actividad, a una basada en la secuencia  permite 

que proteínas relacionadas cercanamente se agrupen y evita la necesidad de 

los investigadores de realizar bioensayos con cada proteína nueva contra un 

gran número de especies blanco antes de asignarle un nombre. En esta nueva 

nomenclatura los números arábigos en el primer rango, es dado a una proteína 

si comparte menos del 45% de identidad con todas las demás proteínas Cry. La 

letra mayúscula (segundo rango) se asigna a las proteínas que comparten 

menos del 78%, pero más del 45% de identidad con un grupo particular de 

proteínas Cry. El tercer rango es una letra minúscula es dado para distinguir las 

proteínas que comparten mas del 78% pero menos 95% de identidad. 

Finalmente un número es asignado a proteínas que comparten más del 95% de 
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identidad, pero que no son idénticas y que deben ser consideradas variantes de 

la misma proteína (Crickmore et al., 1998; Crickmore et al., 2000).  

 

 Las proteínas Cry se definen como una inclusión paraesporal (cristal) 

proteica de B. thuringiensis que muestra alguna actividad tóxica al organismo 

blanco y que es experimentalmente comprobable o cualquier proteína que 

posee una secuencia similar a una proteína Cry conocida. En el caso de las Cyt 

se les define como una inclusión paraesporal proteica (cristal) de B. 

thuringiensis que muestra actividad hemolítica o cualquier proteína que tenga 

una secuencia parecida a alguna proteína Cyt conocida (de Maagd et al., 2003).  

 

1.1.1.4. Modo de acción de las toxinas Cry1 

 

 Los insectos deben de ingerir los cristales junto con el alimento, lo cual 

es una desventaja, comparado con los insecticidas de contacto. Los cristales 

son disueltos por  el pH alcalino y el ambiente reductor del jugo del intestino del 

insecto. Los polipéptidos liberados del cristal representan las protoxinas y no 

tienen ninguna actividad biológica. El peso molecular de las protoxinas puede 

ser de 70 o 130 kDa. Luego, el paso más decisivo es la activación proteolítica 

de la protoxina (Bravo et al., 2002). En el caso de las toxinas activas a 

lepidópteros la activación incluye las serina proteasas, siendo una de sus 

funciones principales la digestión de los alimentos en el intestino medio de la 

larva. Las serina proteasas cortan aproximadamente 600 aminoácidos de las 

protoxinas en C-terminal en un polipéptido bien definido a casi la mitad de su 

tamaño original (60 kDa). Además 29 aminoácidos son removidos del N-

terminal. La toxina activada (monómero) muestra considerable estabilidad a la 

degradación proteolítica posterior (Luthy y Wolfersberger, 2000).   

 

El monómero de la toxina se une con los receptores anclados por GPI 

fosfatasa alcalina y aminopeptidasa, luego se une a caderina, lo cual causa un 

cambio conformacional de la toxina y facilita un corte proteolítico de la hélice α-
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1, por una proteasa de membrana, lo que permite la formación del oligómero de 

la toxina, lo que conlleva cambios conformacionales, aumentando su afinidad 

por aminopeptidasa y fosfatasa alcalina y receptores anclados por GPI. Las 

toxinas se insertan irreversiblemente sobre la membrana plasmática de la 

célula. Se forma un poro, lo cual rompe la permeabilidad de la membrana, entra 

agua, iones, entre otros, la célula se hincha y se rompe (Figura 3). La hemolinfa 

fluye hacia el intestino medio, las esporas germinan y finalmente el insecto 

muere por hambre o septicemia (Arenas, 2010; Bravo et al., 2004; Knowles y 

Dow, 1993; Pacheco et al., 2010).  

 

 

 

 

Figura 3. Modo de acción de las toxinas Cr1. 1) El insecto ingiere las esporas y 
cristales; 2) Los cristales son solubilizados; 3) Activación proteolítica de la 
toxina, el monómero se une a los receptores anclados por GPI Aminopeptidasa 
o Fosfatasa alcalina; 4) La toxina se une al receptor Caderina y sufre un corte 
proteolítico de la α hélice 1; 5) Lo que permite la formación del oligómero que 
sufre cambios conformacionales; 6) El oligómero se une con una alta afinidad a 
los receptores  Aminopeptidasa o Fosfatasa Alcalina anclados a GPI; 7) la 
toxina se inserta, se forma el poro; 8) Ocurre un desbalance osmótico; 9) La 
célula muere y se rompe, las esporas entran en contacto con la hemolinfa, 
germinan y el insecto muere ( Pacheco et al., 2009).    
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Los síntomas externos después de la ingestión de los cristales por parte 

de la larva es que deja de alimentarse, luego la excreción del contenido 

intestinal, después una parálisis general la cual puede durar varias horas e 

inclusive días. La larva pierde peso y comienza a encogerse debido a la pérdida 

de líquidos. Con frecuencia la infección de la hemolinfa por la bacteria inicia 

después de la muerte del insecto (Whalon y Wingerd, 2003). 

 
 
1.1.1.5. Estructura tridimensional 

 

Las proteínas de tres dominios incluyen las que son tóxicas a especies 

de los órdenes Lepidoptera, Diptera, Coleoptera e Hymenoptera, así como a 

nemátodos. Estas proteínas Cry generalmente tienen dos longitudes 

(aproximadamente 130 o 70 kDa). El alineamiento de las secuencias de las 

toxinas activas muestra la presencia de hasta 5 bloques conservados. Se ha 

propuesto que las proteínas Cry que poseen estos bloques pudieran compartir 

estructuras similares (de Maagd et al., 2001).  

 

 Las estructuras cristalinas de las toxinas activadas Cry1Aa (Figura 4) 

(Grochulski et al., 1995), Cry3Aa (Li et al., 1991), Cry3Bb1 (Galitsky et al., 

2001), Cry4Ba (Boonserm et al., 2006), Cry8AEa1 (Gou et al., 2009) y una 

protoxina corta (Cry2Aa) (Morse et al., 2001) se han determinado y confirmado 

su estructura de tres dominios bastante conservadas estructuralmente, aun 

cuando su secuencia es poco parecida. El dominio I, es un grupo de 7 α-hélices 

donde la hélice α-5 está completamente rodeada por seis hélices anfipáticas 

externas. A este dominio se le ha relacionado con la formación del poro. El 

dominio II consiste de tres hojas β antiparalelas, comparten una topología con 

una conformación de una  llave Griega, formando un prisma β. Este dominio 

juega un papel importante con la interacción con el receptor. Finalmente el 

dominio III es un β sanwich de dos hojas β antiparalelas en una conformación 

de una formación de jellyroll y está implicado con la unión al receptor y 
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adicionalmente tiene implicación en la formación del poro (de Maagd et al., 

2003; Li et al., 1991). 

 

 

 

 

 

  

 DOMINIO I 

 
 
 

 
 
 
Figura 4. Estructura tridimensional de la toxina Cry1Aa  (Grochulski et al., 
1995). 
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1.1.1.6. Las toxinas citolíticas de B. thuringiensis 

 

Las toxinas citolíticas (Cyt) son un subgrupo (Figura 5) de las toxinas del cristal 

de B. thuringiensis, se les conoce así porque éstas poseen una actividad 

citolítica general in vitro, aunque muestran actividad específica in vivo contra 

dípteros. No tienen analogía en la secuencia de aminoácidos con la familia de 

las δ-endotoxinas de las proteínas Cry (Butko, 2003). La estructura de uno de 

los miembros (Cyt2Aa) se ha resuelto y muestra un dominio único de tres capas 

α-β proteína con un sólo plegamiento. Actualmente se proponen dos 

mecanismos de acción para estas toxinas: interacción directa con lípidos de 

membrana, insertándose en la membrana y formando poros destruyendo la 

membrana por una interacción parecida a la de detergente menos específica. 

Sin embargo se conoce bien su actividad sinérgica a otras toxinas contra otros 

insectos, en la cual se facilita la unión y quizás la internalización de las 

proteínas que sinergiza (de Maagd at al., 2003). Además, Pérez y 

colaboradores (2005) demostraron que Cyt1Aa funciona como receptor de 

Cry11Aa  utilizando  vesículas de membrana de Aedes aegypti. Lo cual sugiere  

que es por esto que ninguna especie de mosquito  ha  desarrollado  resistencia  

a  las  toxinas  de B. thuringiensis subespecie israelensis en campo, aún 

cuando esta cepa se ha aplicado por más de 20 años para el control de 

mosquitos en diferentes partes del mundo. 

 

1.1.1.7. Proteínas insecticidas vegetativas 

 

 Las proteínas insecticidas vegetativas (vip, siglas en inglés) son 

producidas durante la fase vegetativa, son solubles y no tienen homología con 

las proteínas de cristal y citolíticas. Han mostrado amplio espectro insecticida 

hacia especies plaga de Lepidoptera y Coleoptera. La actividad es a nivel del 

intestino medio, donde se unen a las células epiteliales, seguido de una 

degeneración progresiva de la cubierta epitelial. Lo cual se observa como un 

aclaramiento del intestino y hay interrupción en la alimentación (Lee et al., 
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2003). Las proteínas insecticidas vegetativas se clasifican en tres familias: Vip1, 

Vip2 y Vip3. La Vip1 y 2 son componentes de una proteína binaria producidas 

por B. cereus y son activas contra coleópteros de la familia Chrysomelidae, 

particularmente a Diabrotica virgifera virgifera y a D. longicornis (Rang et al., 

2005) y las Vip3A a lepidópteros como Agrotis ipsilon, S. frugiperda, S. exigua, 

Heliothis virescens y Helicoverpa zea (Lepidoptera: Noctuidae) (Estruch et al., 

1996; Yu et al., 1997). 

 

1.1.1.8. Proteínas binarias 

 

 Las familias Cry34 (14kDa) y Cry35 (44kDa) fueron aisladas de cepas de 

Bt activas a D. virgifera virgifera (Ellis et al., 2002). Las proteínas de cada 

familia son necesarias para que tengan efectos letales y por eso se les conoce 

como proteínas binarias insecticidas de cristal (Figura 5). Los síntomas que se 

visualizan en las larvas de D. virgifera virgifera se observan en el epitelium del 

intestino medio. Las proteínas Cry34 no está relacionada con otras proteínas 

Cry, sin embargo, las Cry35 son homólogas con las proteínas binarias de B. 

sphaericus con un 26 a 29% de identidad a la mayoría de la secuencia, así 

como poseen varios de los elementos de secuencia conservados (de Maagd et 

al., 2003). 

 

1.1.1.9. Proteínas relacionadas a Mtx2/3 

 

 La proteína  Cry 15Aa de  B. thuringiensis subespecie thompsoni  tiene 

una homología significante a las Mtx2 y Mtx3 de B. sphaericus. Es tóxica a 

larvas de Manduca sexta (Lepidoptera: Sphingidae) y se encuentra en cristales 

asociada a una segunda proteína aparentemente no relacionada de un peso 

molécular de 40 kDa. La proteína de 40 kDa no tiene actividad y tampoco afecta 

la toxicidad  de  la Cry15A hacia M. sexta, pero sinergíza la actividad de Cry15A 

hacia Cydia pomonella. De B. thuringiensis subespecie dakota se aislaron dos 

proteínas con un 37% de identidad a la Cry15A y a la proteína de 40 kDa. Los 
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genes que codifican estas dos proteínas, cry33Aa y cryNT32 se encuentran en 

un operón. La proteína Cry35 se aisló de la cepa B. thuringiensis subespecie 

cameroum, también pertenece al grupo homólogo de las Mtx2/Mtx3 junto con la 

Cry35, la cual es homóloga a la de 40 kDa y la CryNT32. La Cry38, de la que no 

se le conoce actividad, cuyo gene se encuentra asociado con los que codifican 

las Cry34 y Cry35 y la Cry23A, también producidas por Bt. La proteína Cry23A 

tiene un peso de 29kDa y es activa a ciertas especies de coleóptera como 

Anthonomus grandis, sólo en asociación con la proteína Cry37 de 13-14kDa (de 

Maagd et al., 2003) (Figura 5). 

 

1.1.1.10. Proteínas de superficie (S-layer) 

 

 Las proteínas de superficie (S-layer) son unas estructuras ordenadas de 

partículas cristalinas proteicas, las cuales cubren completamente la superficie 

de muchas archaea y eubacteria (Beveridge et al., 1997; Sara y Sleytr, 2000) y 

constituyen del 5 al 10% de la proteína total de la célula. La función de estas 

proteínas  de  la  cubierta de la superficie no se ha definido  completamente, se 

ha propuesto que estas proteínas están envueltas en la integridad de la célula y 

el mantenimiento de la forma (Beveridge et al., 1997). También, se ha 

hipotetizado que pueden estar involucradas con el intercambio de 

macromoléculas con el medio ambiente debido a que éstas son la capa más 

externa de la cubierta de la célula. En algunas bacterias patógenas, se les ha 

asociado con la virulencia (Beveridge et al., 1997; Pei y Blazer, 1990).  

 

En B. cereus, la cubierta de superficie promueve las interacciones con 

los leucocitos humanos con el huésped, contribuyendo a la patogenicidad 

(Kotiranta et al., 1998). En B. anthracis se propuso que la cubierta de superficie 

proteica y la cápsula pueden cooperar en la interacción con el huésped (Mignot 

et al., 2002). 
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Figura 5. Otras proteínas insecticidas producidas por B. thuringiensis (Tomado 
de Crickmore et al., 2010. http:www.biols.susx.ac.uk/Home/Neil 
Crickmore/Bt/index.html). 
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 Se clonaron varios genes que codifican para las proteínas de superficie y 

la secuencia de sus aminoácidos reveló baja similitud excepto en el dominio de 

anclaje a la pared celular (SLH: S-Layer Homology), el cual está implicado en la 

unión de estas proteínas al peptidogliclano unido al polisacárido (Sara y Sleytr, 

2000). Por lo tanto diferentes tipos de proteínas de superficie pueden tener 

diferentes funciones. Las proteínas de superficie de las especies de Bacillus 

poseen un peso molecular entre 66 y 225 kDa. En B. anthracis se han descrito 

dos proteínas de superficie diferentes, Sap y EA1 (Mignot et al., 2002). La 

presencia de estas proteínas no es requisito para la encapsulación normal del 

Bacilo (Mensnaje et al., 1998). Estas proteínas aparecen secuencialmente en el 

crecimiento de la bacteria, de manera dependiente de la fase de crecimiento. La 

síntesis de Sap se presenta en la fase vegetativa, y la de EA1 durante la fase 

de esporulación (Mignot et al., 2002).  

 

En B. thuringiensis subespecie galleria se ha descrito una proteína de 

superficie (SlpA), la cual es similar a la Sap de B. anthracis. Se construyó una 

mutante interrumpiendo el gene correspondiente y se vio que no se expresa 

ningún otro tipo de proteína de superficie en esta bacteria (Mensnage et al., 

2001). Una proteína de superficie diferente nombrada CTC fue descrita de B. 

thuringiensis subespecie finitimus (número de acceso AY460125), esta proteína 

es similar a EA1 de B. anthracis (Sun et al., 2001). El peso molecular de la 

proteína CTC es de 100 kDa y forma cuerpos de inclusión esféricos durante la 

fase de crecimiento de la esporulación. La función de las proteínas de superficie 

de B. thuringiensis sobre la virulencia contra insectos plaga no se ha descrito. 

 

1.1.2. Importancia de la búsqueda de  nuevas toxinas 

 

 Se han secuenciado más de 400 genes cry y cada proteína es activa solo 

a una o pocas especies de insectos plaga. Es necesario continuar con la 

búsqueda de nuevas proteínas de Bt con mayor actividad insecticida 

(Yamamoto y Dean, 2000). Existen cepas de Bt activas contra ácaros, 
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nemátodos, protozoarios y tremátodos, sin embargo poco se sabe de su uso 

práctico, además muchas especies de insectos no son susceptibles a las 

proteínas Cry, como pulgones (Homoptera: Aphididae) y mosquitas blancas 

(Homoptera: Aleyroridae) que son especies plaga de importancia mundial, y que 

son vectores de enfermedades causadas por virus y han desarrollado 

resistencia a la mayoría de los insecticidas químicos (de Maagd et al., 1999). 

También, para evitar el desarrollo de resistencia con el uso alternativo de 

toxinas o para controlar las especies que han desarrollado resistencia a algunas 

toxinas de Bt.  

 

1.2. Epilachna varivestis Muls. (Coleoptera: Coccinellidae) una plaga de 

fríjol importante 

 

El frijol es uno de los cultivos más importantes en México, es un alimento 

básico en la dieta diaria por el aporte de proteínas. Sin embargo durante su 

desarrollo la planta, es atacada por plagas, siendo la más perjudicial la 

“Conchuela del fríjol” (Epilachna varivestis). Este coleóptero posee 

metamorfosis completa, huevo, larva, pupa y adulto (Figura 6), la hembra 

oviposita de 500 a 600 huevecillos en toda su vida, en el envés de las hojas en 

grupos de entre 30 y 40. Las larvas y adultos se alimentan del follaje, dejando 

solo las nervaduras, llegando a defoliar completamente las plantas y en 

ocasiones las flores y las vainas, causando pérdidas totales sino se controla 

esta plaga (de la Paz et al., 1975; Michels y Burkhardt, 1981). Además, de que 

los adultos son capaces de transmitir virus que causan enfermedad en las 

plantas como “El virus del mosaico del sureste” y “El virus del moteado de la 

vaina” que los adquieren los adultos cuando se alimentan de plantas enfermas. 

Las partículas virales son retenidas en el intestino anterior del insecto, no entran 

en la hemolinfa y no se reproducen en él. Sin embargo el adulto infecta plantas 

sanas con los virus cuando se alimenta y regurgita (Musser et al., 2003).  
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Figura 6. Ciclo biológico de Epilachna varivestis. A adultos; B huevos; C larva y 
D pupas. 

 

 

“La conchuela del fríjol” se originó en México y se encuentra distribuida 

desde Honduras hasta el oeste de Estados Unidos de Norteamérica. También, 

se  introdujo en Japón y África, sobrevive la época de secas en forma de adulto, 

el cual entra en dormancia y en verano con el inicio de la temporada de lluvias 

el adulto emerge. Su control se basa en el uso de insecticidas químicos (Dobrin 

y Hammond, 1983; Tenorio y Carrillo, 1987). Sin embargo, éstos afectan a la 

entomofauna benéfica, propiciando el resurgimiento de plagas secundarias y 

puede haber una reinfestación hacia los campos tratados con insecticidas por 

adultos inmigrantes de otros campos, ya que los efectos residuales de los 

insecticidas duran en promedio  21 días (Dobrin y Hammond, 1983). La mayoría 

de los insecticidas tienen poco efecto sobre los huevos y pupas por lo que la 

población de insectos puede seguir creciendo y necesitarse otras aplicaciones, 
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incrementándose los costos de producción y daños a la entomofauna benéfica 

(Bor, 1997; Dobrin y Hammond, 1983), por lo que el uso de la bacteria 

entomopatógena B. thuringiensis puede ser una alternativa de control para esta 

plaga. 

 

1.3. Uso de B. thuringiensis en el control de E. varivestis 

 

 Cantwell y Cantello (1982) reportan la actividad de B. thuringiensis 

Berliner en larvas neonatas de E. varivestis, de pruebas de laboratorio y de 

campo.  La cepa de Bt que evaluaron produce β-exotoxina, crecieron la cepa en 

medio de cultivo líquido, centrifugaron las esporas y cristales, recuperaron el 

sobrenadante, el cual lo esterilizaron a 120o C durante 15 minutos. Con el 

producto estéril hicieron bioensayos, para lo cual utilizaron diluciones de 10-1 a 

10-5 que se aplicaron a hojas de fríjol. Se pusieron 20 larvas neonatas de la 

conchuela del fríjol para que se alimentaran y como control utilizaron agua 

asperjada  sobre  el  follaje. Las  esporas  se aplicaron sobre las hojas de fríjol a  

una concentración de 36X109 unidades, se dejó que se secaran y luego se 

pusieron 20 larvas  neonatas de E. varivestis. Las mismas diluciones de la β-

exotoxina, pero incluyendo las esporas y cristales se evaluaron en campo, 

realizando aplicaciones cada siete días. Los resultados que obtuvieron en las 

pruebas de laboratorio fueron que con la dilución de 10-2 a los 7 días se tuvo un 

100% de mortalidad. En campo con la dilución  10-2  se produjo el 100% de 

mortalidad de las larvas a los siete días y con las diluciones de 10-2  y 10-3  se 

incremento el rendimiento de grano en forma substancial en comparación con el 

testigo.  Concluyen que la β-exotoxina es la causante de la muerte de las larvas 

neonatas de E. varivestis en laboratorio y campo.  

 

Chilcott y Wigley (1994) citan que Slaney y colaboradores en 1991 

reportan que una cepa de B. thuringiesis var. kumamotoensis es tóxica a la 

conchuela del fríjol, sin hacer mención del tipo de proteína que causa esta 

toxicidad.  
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La β-exotoxina también es tóxica a vertebrados y al hombre, ya que es 

análoga del ATP estructural (Sebesta et al., 1981), por lo cual sería deseable 

contar con una proteína tóxica a E. varivestis e inocua a otros organismos no 

blanco, incluyendo al hombre. 
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2. HIPOTESIS:  

 

Existen cepas de Bt productoras de proteínas tóxicas a Epilachna varivestis, las 

cuales afectan las células epiteliales del intestino medio. A partir de una 

colección grande de cepas nativas de Bt o de insectos muertos pudiéramos 

encontrar las cepas tóxicas hacia este insecto. 

 

3. OBJETIVOS:  

 

-Establecer métodos para evaluar el efecto tóxico de cepas de Bacillus 

thuringiensis (Bt). 

-Seleccionar cepas de Bt patógenas a E. varivestis.  

 

4. METAS:  

 

-Realizar bioensayos con toxinas Cry1, Cry2, Cry3, Cry 4  y toxinas raras contra  

E. varivestis. 

-Aislamiento de cepas de Bt a partir de cadáveres de insectos  

-Purificación de las toxinas con actividad hacia esta plaga y caracterización 

bioquímica de las mismas. Clonación de los genes de interés para su expresión 

en bacterias acristalíferas.  
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5. MATERIALES Y METODOS 

 

5.1. Cría de E. varivestis.  

 

El pie de cría se inició de huevecillos y adultos colectados en campo, de 

poblaciones que se encontraron alimentándose de fríjol silvestre. Tanto las 

larvas como los adultos se alimentaron de plantas de fríjol variedad “Jamapa”. 

Las plantas de fríjol (Phaseolus vulgaris) se cultivaron en invernadero sobre 

charolas germinadoras, usando como sustrato Peat moss y vermiculita en una 

proporción de 1:1, se regaron dos veces por semana y una fertilización foliar 

cada 8 días empleando 2 ml/litro de agua, (Bayfolan, Bayer: Nitrógeno 11.47%; 

Fósforo 8:00%; Potasio 6%; Boro 0.036%; Cobre 0.040%; Fierro 0:050; 

Molibdeno 0.005%; Zínc 0.080%). Cuando alcanzaron un tamaño de 20 cm o 

más se infestaron con larvas o adultos de la “Conchuela del fríjol”, los que al 

terminarse el follaje se pasaron a charolas con plantas nuevas para que 

siguieran alimentándose.  

 

Las larvas, adultos y las charolas se colocaron dentro de una jaula, 

cubierta con malla antiáfidos, de un tamaño de 50x50x50 cm para evitar la fuga 

de los adultos. La cría de E. varivestis se mantuvo en un invernadero, a una 

temperatura de ±28oC, Humedad Relativa de ~60% y en los meses de octubre a 

febrero con 24 h luz para evitar que los adultos entraran al estado de 

dormancia. Las hembras ovipositan en el envés de las hojas, se colectaron los 

huevecillos cada 24 horas y se pusieron en cajas de Petri donde eclosionaron, 

con un algodón húmedo para evitar la deshidratación de los mismos. Las larvas 

neonatas se pasaron a las plantas para que se alimentaran hasta completar su 

ciclo para mantener el píe de cría, y el resto se emplearon para realizar 

bioensayos. 
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5.2. Origen de las cepas de B. thuringiensis evaluadas 

 

 Las 144 cepas de B. thuringiensis que se evaluaron fueron obtenidas de 

la colección del Instituto de Biotecnología/UNAM ubicado en Cuernavaca, Mor. 

Esta colección cuenta con 2000 cepas aisladas de suelos de diferentes partes 

de la República Mexicana. Estas cepas se caracterizaron por diferentes 

metodologías: a) geles SDS-PAGE para conocer el número y tamaño de las 

proteínas Cry; b) por ELISA, usando diferentes anticuerpos policlonales contra 

toxinas Cry1, Cry2, Cry3 y Cry4 y c) por PCR que permite la identificación de 

los diferentes grupos de genes cry (Ceron et al., 1994; Ceron et al., 1995). Las 

144 cepas de Bt seleccionadas expresan proteínas activas contra coleópteros 

(Cry3, Cry7 o Cry8) o proteínas no conocidas porque no cruzaron con ningún 

anticuerpo o no reaccionaron con ningún oligonucleótido de PCR y por lo tanto 

podrían representar toxinas completamente nuevas con diferente espectro de 

acción. La segunda colección de las cepas de Bt que utilizamos fueron 97 

cepas de la colección de Bayer BioScience, que también producen proteínas 

Cry no conocidas. También se evaluaron cepas de Bt control de cada uno de 

los grupos descritos (10 tipos diferentes de toxinas Cry1 contra lepidópteros 

(Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac, Cry1B, Cry1C, Cry1D, Cry1E, Cry1F y Cry1H), 5 

tipos diferentes de toxinas Cry3 y Cry7 contra coleópteros y 4 tipos diferentes 

de toxinas Cry4 contra dípteros). También se probaron cepas de una colección 

de Bélgica (Apéndice VII) y cuatro cepas nuevas que fueron aisladas de 

cadáveres de insectos (Epilachna, 3 2o,  6 1o y  8 1o).   

 

5.2.1. Producción de esporas-cristales de las cepas de B. thuringiensis 

evaluadas 

 

 Las cepas se crecieron en medio SP sólido, una caja de Petri por cepa, 

hasta esporulación y la producción de cristales se observó por medio de 

microscopio óptico utilizando el ocular 100X. Las esporas y cristales de cada 

cepa se recuperó en un mililitro de agua estéril en un tubo Eppendorf de 1.5 ml 



 

34 

 

y se le agregó 1 µl de PMSF (fenil metanosulfonil fluoruro), posteriormente se 

cuantificó la proteína total por medio de la técnica de Bradford.  

  

5.2.2. Bioensayos preliminares y su estandarización con larvas neonatas 

de E. varivestis 

 

 Los bioensayos preliminares se realizaron para poder seleccionar las 

cepas patógenas empleando dos dosis de cada cepa; 100 y 1000 ng/cm2 de 

follaje, para lo cual se cortó un cuadrado de hoja de fríjol, previamente lavada 

con agua estéril y secada con papel absorbente, de 4 cm por lado, teniendo una 

superficie total de follaje de 16 cm2. Las esporas y cristales se impregnaron con 

la ayuda de un pincel, cubriendo toda la superficie sobre el haz y envés del 

follaje, utilizando un volumen total de 60µl mas 3 µl de adherente comercial por 

cada ml de la mezcla (Agrex F, Agroenzímas, S. A. de C. V.). Los cuadros de 

follaje se colocaron en cajas de Petri en cuyo interior se le agregó una capa de 

agar bacteriológico, cubierta con papel absorbente para evitar el contacto 

directo de la hoja con el agar.  

 

 Las hojas se secaron en una campana de flujo laminar y finalmente se 

colocaron 5 larvas neonatas con la ayuda de un pincel, se hicieron dos 

repeticiones por tratamiento. En el caso del control al follaje solo se le impregnó 

de agua más adherente. Después de 7 días se contabilizó el número de larvas 

vivas y muertas. Los bioensayos se repitieron al menos tres veces. 

 

5.3. Aislamiento de cepas de B. thuringiensis a partir de cadáveres de 

larvas de E. varivestis 

 

 Se colectaron cuatro larvas muertas de E. varivestis sobre plantas de 

frijol asociadas a maíz. Las larvas se colocaron en tubos Eppendorff estériles de 

1.5 ml, se les adicionó 500 µl de agua destilada y estéril. Las larvas se 

maceraron con la ayuda de una punta de plástico estéril y se le dio un choque 
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térmico a 60oC/60 minutos para eliminar otras bacterias y hongos 

termosensibles. Se tomó una azada de este sobrenadante y se estrió sobre 

medio SP sólido en una caja de Petri, para obtener colonias únicas. De las 

colonias crecidas de cada caja de Petri se tomaron 10 colonias y se sembraron 

individualmente en medio SP hasta esporulación. Se checó el patrón proteico 

de cada cepa en gel de SDS-PAGE al 10%. Se seleccionó una cepa de cada 

muestra y se evaluó contra larvas neonatas de E. varivestis, utilizando 100 y 

1000 ng/cm2 de follaje.  

 

5.4. Postulados de Koch 

 

 Los postulados de Koch son los siguientes: 

1. El mismo patógeno debe de estar presente en todos los casos de 

enfermedad. 

 

2. El patógeno debe de ser aislado del huésped enfermo en cultivo puro. 

 

3. El patógeno del cultivo puro es inoculado a un huésped sano y debe de 

causar la enfermedad. 

 

4. El patógeno debe de ser aislado del animal inoculado y debe de ser igual al 

organismo inicial (Tortora et al., 1998) 

 

De los bioensayos preliminares de las cuatro cepas aisladas de larvas 

muertas de E. varivestis que mostraron alta toxicidad (100% a una dosis de 100 

ng/cm2) se seleccionaron cinco larvas muertas al azar, se lavaron 

perfectamente con agua estéril, las maceramos por separado en un tubo 

Eppendorff estéril de 1.5 ml más 300µl de agua estéril, se le dio un choque 

térmico a 600C/60 min. Se tomó una azada y se estrió sobre medio SP sólido 

para obtener colonias únicas, de cada muestra, una colonia se creció de nuevo 

en SP hasta esporulación. El patrón de proteína total de cada cultivo se verificó 
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en gel de SDS-PAGE al 10%, para visualizar la proteína. Estos cultivos se 

utilizaron para repetir los bioensayos preliminares. 

 

5.5. Bioensayos para determinar la CL50 de las cepas de B. thuringiensis 

aisladas E. varivestis usando esporas-cristal y de la cepa seleccionada 

con cristal puro 

 

 Primero se calculó la CL50 para la mezcla de esporas y cristales 

empleando dosis de 5, 10, 15, 20, 25 y 30 ng/cm2 de follaje, utilizando cuatro 

repeticiones por tratamiento, cinco larvas neonatas por repetición y realizando 

cada bioensayo al menos tres veces. La toma de datos se realizó a los siete 

días. 

  

 La metodología de bioensayo empleada para calcular la Concentración 

Letal 50 con cristales fue igual a la utilizada en los preliminares. Sin embargo 

para poder purificar los cristales se tuvo qué desarrollar una nueva técnica, ya 

que los cristales que producen las cepas activas son muy pequeños por lo que 

la purificación de cristales por medio de gradientes de sacarosa no funcionó.  

 

 Las cepas se crecieron en medio SP sólido durante 48 horas, cada cepa 

se creció en cuatro cajas de Petri y se recuperaron en 20 ml de agua estéril 

más PMSF (fenilmetilsulfonil fluoruro) a una concentración final de 1mM, en un 

tubo de plástico estéril de un volumen de 40 ml. Las esporas y cristales se 

resuspendieron completamente. Las muestras se centrifugaron a 10 000 rpm 

durante 10 minutos (Beckman J2-HS, rotor JA-20). Los sobrenadantes se 

recuperaron y la pastilla se resuspendió de nuevo, utilizando el volumen de 

agua y PMSF mencionados anteriormente, guardando nuevamente los 

sobrenadantes. Los sobrenadantes se centrifugaron a 19 000 rpm por 30 

minutos, en las pastillas obtenidas se encontraban los cristales, cada una se 

recuperó en un tubo Eppendorff de 1.5 ml en 1 ml de agua destilada estéril y 
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PMSF a una concentración final de 1 mM. Se cuantificó y se visualizó la 

proteína en un gel de SDS-PAGE al 10%. 

 

5.6. Bioensayos contra Manduca sexta, Spodoptera frugiperada y Aedes 

aegypti 

 

 Se   realizaron   bioensayos   empleando   esporas-cristales  de  la  cepa 

seleccionada (GP1) contra “El gusano del cuerno” M. sexta (Lepidoptera: 

Sphinguidae), la cual es una plaga de importancia económica de cultivos como 

jitomate y tabaco, entre otros. Se utilizó una dieta merídica (Apéndice III) con la 

cual se llenaron 24 pozos con 2 ml de dieta en una placa de poliestireno (Cell 

Wells, Corning Glass Works, Corning New Cork 14831), con una superficie de 2 

cm2. Se utilizaron dos dosis: 100 y 1000 ng/cm2 en un volumen de 30 µl, el cual 

es suficiente para impregnar la superficie de un pozo. Para cada dosis se 

hicieron 4 repeticiones (6 pozos por repetición y una larva por pozo). En el 

control se utilizó agua estéril, la mortalidad se cuantificó siete días después. 

 

Además, se realizaron bioensayos contra otra especie de lepidóptero, “El 

gusano cogollero” S. frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae), esta especie es una 

plaga polífaga, es considerada como una plaga primaria de los cultivos sobre 

los que se alimenta. Se evaluó la actividad tóxica de esporas-cristales de la 

cepa seleccionada (GP1) hacia larvas neonatas de esta especie de insecto. Se 

utilizó una dieta merídica (Apéndice IV) con la cual se llenaron 24 pozos de una 

caja de poliestireno con 2 ml de dieta (Cell Wells, Corning Glass Works, Corning 

New Cork 14831) con una superficie de 2 cm2 por pozo. Se utilizaron dos dosis: 

100 y 1000 ng/cm2 en un volumen de 30 µl, el cual es suficiente para impregnar 

la superficie de un pozo. Para cada dosis se hicieron 4 repeticiones (6 pozos) 

con 6 larvas neonatas. En el control se utilizó agua estéril, empleando el mismo 

número de larvas. La toma de datos se realizó a los siete días. 
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 En los bioensayos contra Ae. aegypti (Diptera: Culicidae) se utilizaron 

larvas de 4to. estadio, empleando esporas-cristales de la cepa seleccionada. 

Esta especie es de importancia médica ya que es vector de enfermedades 

humanas. Las pruebas se realizaron utilizando vasos de plástico transparente 

de un volumen de 100 ml. Se evaluaron tres dosis: 10, 100 y 1000 ng/ml de 

agua estéril en un volumen total de 50 ml. El control fue solo agua, 24 horas 

después se observaron los resultados. 

 

5.7. Corroboración de la especie B. thuringiensis 

  

Con la finalidad de confirmar si la cepa GP1 pertenece a la especie B. 

thuringiensis se amplificó el gene 16S del rRNA utilizando los oligonucleótidos 

diseñados por Aguino de Muro y Priest (1993) (Oligo BSH1 GCG CAA GCT 

TAG AGT TTG ATC CTG GCT CAG GAC G y el Oligo BSB2 GCG GAT CCT 

ACC TTG TTA CGA CTT CAC CCC AG). El producto de PCR se mandó a 

secuenciar en las instalaciones de secuenciación automática del Instituto de 

Biotecnología-UNAM. La secuencia obtenida se utilizó para hacer una 

búsqueda en bases de datos usando BLAST n. 

 

5.8. Caracterización de la cepa GP1 

 

 La cepa GP1 se caracterizó por medio de la técnica de la Reacción en 

Cadena de la Polimerasa (PCR), utilizando oligonucleótidos generales que 

amplifican los genes que codifican para diferentes proteínas Cry: cry1, cry2, 

cry3, cry4, cry7, cry8, cry9, cry11, cry13,  cytA, cytB y nematodos. 

 

5.9. Purificación de la proteína solubilizada por medio de cromatografía de 

intercambio iónico 

  

Para caracterizar la proteína de 100kDa se procedió a crecer la cepa 

GP1 en medio sólido SP hasta esporulación, en 24 cajas de Petri. La 
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purificación de los cristales se llevó a cabo utilizando la metodología antes 

mencionada, solo que en tubos de plástico de una capacidad de 40 ml. En cada 

tubo se recuperaron las esporas-cristal de cuatro cajas de Petri, en un volumen 

de 20 ml de agua, más Tritón al 0.01% se agregó un inhibidor de proteasas 

(PMSF) a una concentración final de 1 mM, para evitar que la proteína se 

degradara.  

 

Las pastillas del primer sobrenadante se resuspendieron en un volumen 

de 4 ml de agua + 1ml de Buffer de Carbonatos 0.05M (Stock de Na2CO3 y 

NaHCO3 de 0.5 M pH 10.5) + 30 µl de Cloruro de Sodio 5 M + 0.02% de β-

Mercaptoetanol, las del segundo sobrenadante se solubilizaron igual que las 

primeras. Las mezclas se incubaron durante 2 horas a una temperatura de 37oC 

y con una agitación de 250 rpm. El solubilizado se centrifugó a 19 000rpm 

durante 30 minutos. Los sobrenadantes se recuperaron, se cuantificó el 

contenido de proteína, generalmente se obtenían 30 mg de proteína 

solubilizada y se visualizó en gel de SDS-PAGE.  

 

La proteína se purificó por intercambio iónico, los 10 ml  en los cuales se 

encontraba la proteína solubilizada, se utilizaron dos tipos de buffers: A (Buffer 

de carbonatos 10 mM) y B Buffer de carbonatos más Cloruro de Sodio 1 M), se 

empleó una columna de HiTrap Q (Amersham Pharmacia Biotech, Upsala, 

Sweden), se recuperó la elusión en fracciones de 5 ml, en tubos de ensaye de 

10 ml, de cada muestra se tomaron 30 µl, para correrla en gel SDS-PAGE y ver 

en cuál tubo se encontraba la proteína de nuestro interés.  

 

5.10. Bioensayos con la proteína solubilizada y purificada por intercambio 

iónico 

 

 La proteína purificada se cuantificó y se hicieron los bioensayos, 

utilizando la técnica antes mencionada y cantidades de proteína de 100 y 1000 

ng/cm2 de follaje. 
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5.11. Producción de anticuerpos 

 

 Se inmunizó subcutáneamente un conejo blanco de Nueva Zelanda con 

la proteína purificada por intercambio iónico. Se inyectó el conejo tres veces, en 

cinco sitios en el dorso del animal, cada 15 días, utilizando 1 mg de proteína. La 

proteína se mezcló con adyuvante de Freund incompleto. Antes de cada  

inyección se tomó una muestra de 0.5 ml sangre después de cada inyección se 

tomaron también muestras de sangre, con la finalidad de observar la producción 

de anticuerpos. Las muestras se dejaron reposar durante una hora a 

temperatura ambiente y luego se centrifugaron 4 min/5000 rpm. Cinco días 

después de la tercera inmunización se desangró el conejo. La sangre se dejó 

una hora a temperatura ambiente, se centrifugó 5 min a 2000 rpm, se recuperó 

el suero, el volumen total se dividió y guardaron 300 µl de suero en tubos 

eppendorff de 0.5 ml.  

 

5.12. Western blot 

 

  Se hizo una electroforesis cargando 3 µg por pozo en un gel SDS-PAGE 

al 10%. El gel se marca y se sumerge en el buffer de transferencia durante 15 

minutos. La membrana de nitrocelulosa se corta, se marca y se sumerge 

durante 15 min en buffer de transferencia. La membrana y el gel se montan, 

utilizando las fibras, papel whatman y los soportes. Se agrega el buffer de 

trasferencia cubriendo completamente el montaje. Se monta la cámara de 

transferencia y se llena con el buffer de transferencia hasta cubrir el soporte con 

el gel hacia el lado – y el papel hacia el +. Se deja correr dos horas a 350 mA. 

Se tiñe la membrana con rojo de Ponceau S 0.1% (Sigma, St. Louis, MO) pocos 

segundos para visualizar que la proteína se haya transferido, se quita el exceso 

de colorante con agua destilada y estéril. Se bloquea con leche descremada al 

5% en PBS-Tween 0.05% durante una hora. Se quita el exceso de leche 

lavando con agua destilada y estéril. La membrana se lava dos veces con 2% 



 

41 

 

Tween-20 en TBS, durante cinco minutos cada uno. Luego se lava con 0.5% 

Tween-20 TBS, durante tres minutos cada uno.   

 

Se incuba con el primer anticuerpo 1:15 000 en TBS (anti GP1) durante 1 

hora. Se enjuaga con agua miliQ una vez. Lavamos dos veces con 0.05% 

Tween-20 en TBS, 30 ml, durante tres minutos por lavado. Incubamos con el 

segundo anticuerpo  de cabra anti-conejo acoplado a peroxidasa de rábano 

(GAR Sigma, St. Louis, MO) (1:7500) durante una hora. En 30 ml de 0.05% de 

Tween-20 con TBS. Se enjuaga con agua miliQ y lavamos dos veces durante 

tres minutos con 0.05% de tween-20 en TBS. Se lavó con TBS durante 5 

minutos y finalmente se visualizó con el sustrato quimioluminiscente 

SuperSignal (Pierce, Rockford, IL). 

 

5.13. Secuencia del N-terminal 

 

 Para la secuencia del N-terminal se utilizó la proteína solubilizada y 

purificada por intercambio iónico. Se preparó un gel SDS-PAGE (Acrilamida al 

8%) y se le puso la mitad de Persulfato de Amonio. La mezcla utilizada para 

hacer el gel se desgasificó durante 10 minutos. Se dejó 24 horas envuelto en 

papel húmedo para que polimerizara y se dio una corrida con mezcla lítica 1X 

antes de cargar la proteína. Se cargaron 100 µg de proteína por pozo. Después 

se transfirió a una membrana de transferencia de PVDF (Polyvinylidene 

diflouride) Immobilon-PSQ (Apéndice V), utilizando una cámara semiseca de 

transferencia (Modelo EBU-4000, C.B.S. Scientific Co.).  

 

La proteína transferida se visualizó agregando sobre la membrana Rojo 

de Ponceau al 0.5%, el colorante se eliminó lavando la membrana con agua MQ 

estéril. Se cortó la banda de la membrana que contenía  la proteína, la cual se 

utilizó para realizar la secuencia.  
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5.13.1. Secuencia del  N-terminal de un fragmento interno 

  

 La proteína solubilizada y purificada por intercambio iónico se cortó en 

diferentes fragmentos utilizando tripsina (1:50) a 37oC durante 2 horas, la 

reacción se paró utilizando PMSF 100 mM. La proteína se transfirió utilizando la 

técnica antes mencionada y se cortó la banda de la membrana que tenía un 

fragmento de 50 kDa, el cual se utilizó para hacer la secuencia del N-terminal. 

 

5.14. Diseño de oligonucleótidos para obtener la secuencia completa del 

gene 

  

 De la secuencia del N terminal y del N terminal de un fragmento interno 

se diseñaron un par de oligonucleótidos GP1X Der y GP1Xrev que amplifican 

1536 pb. Estos oligonucleótidos contienen sitios de restricción Xba I en sus 

extremos 5’. Las reacciones en cadena de la polimerasa fueron realizados con 

las técnicas estándar (Sanbrook et al., 1989), utilizando la ADN polimerasa Pfu 

(Strategene, La Joya, Ca. USA). Se purificó ADN total de la cepa nativa GP1 y 

fue utilizado como templado en todas las reacciones en cadena de la 

polimerasa. El fragmento de PCR fue digerido con la enzima de restricción XbaI 

(New England BioLabs, Beverly, Ma. USA) y clonado en el vector pBluescrip SK 

(Stratagene, La Jolla, Ca., USA), previamente digerido con la enzima XbaI. El 

producto de ligación se purificó con mezclas de fenol: cloroformo, precipitado 

con etanol y electroporado en células TG1 electrocompetentes de Escherichia 

coli.  

 

Las colonias transformadas se crecieron en cajas de Petri con LB 

(Apéndice VI) mas agar y ampicilina (100 µg/ml) y las colonias seleccionadas se 

guardaron en glicerol al 20% a -70oC. El plásmido se le denominó GP1-SL1. El 

inserto de DNA fue secuenciado en Departamento de Secuenciación del 

Instituto de Biotecnología/UNAM. El análisis BLASTn de la secuencia identificó 

dos secuencias similares de genes S-layer (GenBank números de accesos 
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U38842 y X99724). En el alineamiento de estas secuencias se observa que 

tienen terminaciones 5’ y 3’ iguales. Por lo tanto se diseñaron dos pares de 

oligos utilizando las terminaciones 5’ y 3’ de estos dos genes S-layer y de la 

secuencia interna del fragmento amplificado. Los oligos BSLX-1 y BSLX-4 

amplifican 553 pb en la terminación 5’ y los oligos BSLX-3 y BSLX-2 amplifican 

un fragmento de 1 372 pb en la terminación 3’. Estos dos fragmentos se 

procesaron igual al anterior para obtener clonas en pBluescript. Posteriormente 

se purificaron estos plásmidos y se enviaron a secuenciar en las instalaciones 

del Instituto de Biotecnología/UNAM. De esta manera se obtuvo la secuencia 

completa del gene que codifica la proteína S-layer. 

 

5.15. Diseño de oligonucleótidos para clonar el gene 

 

El gene que codifica la proteína S-layer no se pudo clonar por la técnica 

tradicional de clonación. Es decir, utilizando DNA total de GP1, se purificaron 

fragmentos de 5 000 a 10 000 pb obtenidos de una reacción de restricción Sau 

3. Estos fragmentos se limpiaron con mezclas de fenol: cloroformo y se 

precipitaron con etanol, se clonaron en el Vector Puc19. Con el producto de 

esta ligación se transformaron células electrocompetentes de E. coli, las cuales 

se crecieron en cajas de Petri con LB y ampicilina. Se seleccionaron las 

colonias recombinantes, las cuales se utilizaron para hibridizar utilizando el 

fragmento interno de DNA del gene S-layer de la cepa GP1 amplificado por 

PCR y marcado con DIG Probe Síntesis Kit (Boehringer Mannheim, no. de 

catálogo 1636090) en una reacción de PCR, pero ninguna colonia resultó 

positiva.  

También se intentó utilizar los oligonucleótidos BSL-Xba1 y BSL-Xba2 

para amplificar el gene completo (3 159 pb), pero tampoco fue exitoso. Se logró 

la amplificación del tamaño esperado, pero cuando se intento clonar este 

fragmento en un vector pBluescrip previamente digerido con XbaI, no obtuvimos 

ninguna cepa recombinante. Posteriormente, mediante revisión de literatura 

encontramos reportes que indican que los genes S-layer no se pueden clonar 
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completos con su promotor en células de Escherichia coli. El problema es que 

al expresarse el gene S-layer en E. coli, la proteína mata a la célula huésped. 

Por lo cual se tuvo qué desarrollar una estrategia alternativa para poder clonar 

el gene S-layer. 

 

5.16. Estrategia utilizada para clonar el gene S-layer 

 

Para clonar el gene S-layer se propuso clonar fragmentos contiguos 

directamente en el vector pHT315 para luego transformar Bt sin pasar por E. 

coli. Se diseñaron tres pares de oligonucleótidos: el producto del primer par 

incluye el promotor (BSLX-1 y BSLN-5) y amplifica un fragmento de 300 pb. El 

oligonucleótido BSLX-1 tiene 10 pb extra en la terminación 5’, contiene un sitio 

de restricción XbaI y el oligonucleótido BSLN-5 posee un sitio interno de 

restricción NcoI presente en la región Shine-Delgarno anterior al inicio de 

transcripción. El segundo fragmento se obtuvo con los oligonucleótidos BSLN-6 

y BSLN-8 amplifican un fragmento de 800 pb. El oligonucleotido BSLN-6 incluye 

un sitio de restricción interno de NcoI y el oligonucleótido BSLP-8 posee el sitio 

único de restricción PstI del gene S-layer de la cepa GP1. El tercer fragmento 

se amplificó con los oligonucleótidos  BSL-7 y EAGB-4, los cuales  amplifican 

un fragmento de 2.04 kb. El oligonucleótido BSL-7 incluye el sitio único de 

restricción PstI y el oligonucleotido EAGB-4, el cual es similar a BSLX-I pero 

tiene 8 pb extra que incluyen el sitio de restricción Bam HI en la terminación 5’.  

 

Cada producto de la reacción en cadena de la polimerasa fue purificado 

y digerido con la enzima de restricción correspondiente y subclonado en el 

plasmido pBluescript KS. Los fragmentos de ADN de estos plásmidos se 

purificaron independientemente y se ligaron con el plásmido pH315, el cual fue 

digerido previamente con las enzimas XbaI y Bam HI. El producto de la reacción 

de ligación se transformó directamente en la cepa acristalífera de B. 

thuringiensis 407, la cual se creció a 30oC en LB con 7.5 µg de Eritromicina. El 

plasmido resultante se le denominó pHT-GP1. La cepa recombinante se creció 
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en medio de esporulación sólido, se realizaron bioensayos con esporas y 

cristales y cristales puros. Además se realizó un western blot utilizando el 

anticuerpo policlonal dirigido para la proteína de 100 kD de la cepa GP1. 

 

5.17. Interrupción del gene S-layer en la cepa GP1 

 

 Se trató de interrumpir el gene S-layer, para que la proteína no se 

expresara, lo cual se comprobaría con bioensayos y la proteína de 100kDa no 

se visualizaría en un gel desnaturalizante SDS-PAGE,  con un casete de 

resistencia a Kanamicina introducido en el gene de GP1 por medio de una 

recombinación homóloga. Se amplificaron dos fragmentos utilizando los 

oligonucleótidos EAG-1 y EAG-2 que amplifican 658 pb y EAG-3 y EAG-4 que 

amplifican 715 pb. Además se utilizó un casete de Kanamicina de 1500 pb que 

proviene del vector pDG783 y que contiene el gene aphA3 de Enterococcus 

faecalis. Este casete se extrae del plásmido mediante una digestión XbaI-

EcoRI. Se purificaron todos los fragmentos y se ligaron los tres fragmentos con 

el vector termosensible PRN5110 ApR previamente digerido con la enzima Bam 

HI y el producto de esta ligación se utilizó para transformar células 

electrocompetentes de E. coli cepa DH5α. Las células se platearon en medio 

LB sólido más Kanamicina 10 µg/ml, de las colonias que crecieron se pusieron 

a crecer en LB y Ampicilina 100µg/ml. Se seleccionó una colonia resistente a 

ambos antibióticos y se creció en medio LB líquido durante 12 horas, se purificó 

el plásmido, corroborando la presencia del inserto por medio de una digestión 

con BamHI y se utilizó este plásmido puro para transformar células de E. coli 

GA-81 Dam¯, se seleccionaron las que fueron resistente a Kanamicina y 

Ampicilina.  

 

Se purificó el plásmido de una clona y fue utilizado para transformar 

células de la cepa GP1, una colonia se creció en LB líquido sin antibiótico a 30o 

C, se tomó un microlitro del cultivo y se creció durante 24 h en LB más 

Kanamicina, se diluyó nuevamente el cultivo y se repitió el proceso anterior, 
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aunque la temperatura fue de 37o C, realizamos diferentes diluciones para 

obtener colonias únicas. Cien colonias se crecieron a 30o C durante 10 días y 

cada 24 h se hacían diluciones. De cada cultivo se hicieron diluciones para 

obtener colonias únicas y se tomaron 100 colonias (en total 10 000), cada 

colonia se sembró en LB en dos cajas de Petri, una con Kanamicina 200 µg/ml 

y otra con Eritromicina 100µg/ml. Se buscaban colonias que fueran resistentes 

a Kanamicina y susceptibles a Eritromicina sin embargo no se tuvo éxito. 

También se les dio un choque térmico a 40o C y las colonias se procesaron 

como lo antes mencionado, sólo que se buscó la doble recombinante en 6 300 

colonias. Tampoco obtuvimos ninguna colonia doble recombinante. 

  

5.18. Expresión de la proteína S-layer 

  

 Con la finalidad de determinar en qué estado de desarrolló de Bt se 

expresa la proteína S-layer en las células de la cepa GP1 se realizó una 

cinética de crecimiento, para lo cual se creció la cepa en medio SP sólido en 

cajas de Petri. El crecimiento se inició a partir de esporas, recuperando la mitad  

de un cultivo de una caja de Petri y se disolvió en 1 ml de agua Mili Q estéril y 

se le dio un choque térmico a 60oC/60 min para eliminar todas las células 

vegetativas. Las esporas se estriaron sobre el medio de cultivo cubriendo toda 

la superficie. Se tomó una azada a las 6, 9, 12, 15 18, 21, 24 y 36 horas, la 

muestra colectada se guardó en un tubo Eppendorff de 1.5 ml  en 300 µl de 

agua estéril. 

 

 De cada muestra se tomaron 3 µl para hacer observaciones en un 

microscopio compuesto y determinar en qué fase de desarrollo se encontraba la 

cepa (fase  vegetativa o  fase de  esporulación). Las  muestras  se centrifugaron 

a 10 000 rpm/min, el sobrenadante se recuperó en un tubo Eppendorff y la 

pastilla se resuspendió en 300 µl de agua estéril. A cada muestra se le 

agregaron 30 µl de muestra lítica 4X, se hirvieron durante cuatro minutos y se 

congelaron. De cada muestra se tomaron 30 µl para cargarlos en un gel SDS-
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PAGE al 10% para hacer un Western Blot utilizando un anticuerpo específico 

contra la proteína GP1.  

 

5.19. Detección de proteína S-layer en otras cepas de B. thuringiensis 

 

La  proteína  se  detectó  por  medio  western  blot  utilizando  

anticuerpos específicos para la proteína GP1 Las cepas: B. thuringiensis 

subespecie kurstaki HD1 y HD 73, B. thuringiensis subespecie israelensis 

HD567,  B. thuringiensis subespecie aizawai HD137, B. thuringiensis 

subespecie tolworthi HD125 y B. thuringiensis subespecie morrisoni y B. 

thuringiensis subespecie tenebrionis se crecieron hasta esporulación. Se tomó  

una muestra de cada cepa y se corrió un gel SDS-PAGE, el cual fue transferido 

a una membrana de nitrocelulosa. Además con el ADN total de estas cepas se 

realizó una reacción en cadena de la polimerasa utilizando los oligos GP1Xder y 

GP1Xrev. Para detectar la presencia del gene GP1 en estas cepas.  

 

5.20. Extracción química de la proteína S-layer de la cepa nativa y de la 

recombinante 

 

 Las cepas GP1, B. thuringiensis 407 y la recombinante pHT-GP1, se 

crecieron en 25 ml de medio LB líquido. El crecimiento se inició a una D. O. de 

0.05 y las células se recuperaron cuando el cultivo alcanzó una D. O. de 0.9. Se 

centrifugó el cultivo a 10 000 rpm durante 10 min, el exceso de medio de cultivo 

fue eliminado, la pastilla de cada cepa se dividió en cuatro tubos eppendorff de 

1.5 ml, a dos tubos se le agregaron 500 µl de 2M de cloruro de guanidio y a los 

otros dos 500 µl de PBS. Los tubos con PBS fueron los controles. Todos los 

tubos se incubaron 30 min a -20oC, luego se centrifugaron 10 minutos a 10 000 

rpm, y se recuperó tanto la pastilla como el sobrenadante. Las pastillas fueron 

resuspendidas con 500 ul de PBS. A todas las muestras se les adicionó ácido 

tricloroacético al 10% para precipitar la proteína, se congelaron durante 20 

minutos. Posteriormente las muestras fueron centrifugadas 5 minutos a 10,000 
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rpm y se descartó el sobrenadante. La pastilla fue lavada dos veces con agua 

destilada y finalmente fue resuspendida en 0.03N de hidróxido de sodio. 

 

 La cuantificación de la concentración de proteína se realizó por el método 

Bradford (Bradford, 1976). Se tomó una alícuota de la muestra y se llevó a un 

volúmen final de 800 µl con agua destilada y se le adicionó 200 µl del reactivo 

de Bradford (Protein assay, Bio-Rad) después de mezclar muy bien se midió la 

absorbencia de las muestras a una longitud de onda de 595 nm en un 

espectrofotómetro (Beckman coulter). La curva de referencia se preparó con 

albúmina sérica bovina (BSA). 

 

5.21. Purificación de la proteína GP1 

 

 Se purificó la proteína GP1 por FPLC (Fast Performance Liquid 

Chromatography) utilizando una columna de intercambio iónico mono Q 

(Amersham Pharmacia Biotech), La proteína se purificó mediante un gradiente 

con cloruro de sodio de 0 a 500 mM pH 8.  

 

5.22. Análisis filogenético de la proteína GP1 S-layer y otras proteínas S-

layer 

 

 Se  alinearon  las  secuencias  de aminoácidos  de  33 diferentes 

proteínas  

S-layer, para realizar un análisis filogenético de estas proteínas. Se estimaron 

las filogenias a partir de una matriz de distancia que fue obtenida bajo el modelo 

aditivo, de acuerdo al cual las distancias se espera que sean igual a las sumas 

de las longitudes de las ramas entre las especies. Las filogenias se estimaron 

usando el método de Fitch y Margoliash (1967) y el criterio de mínimos 

cuadrados.  
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 El alineamiento de secuencias de aminoácidos de 33 proteínas S-layer 

de diferentes bacterias Gram+ fue hecho con el programa CLUSTAL W. Con 

este alineamiento se corrió el programa PROTDIST del paquete de Philyp. La 

matriz de distancias que resulta del análisis Prodist se utilizó para correr el 

programa FITCH, el cual nos genera un árbol filogenético de estas 33 

secuencias. 

 

 Para hacer mas sólido este estudio, se repitió todo este proceso 100 

veces utilizando el programa BOOTSTRAP. Este programa re-muestrea los 

datos iniciales para evitar sesgar la información. Al final los 100 árboles que se 

obtienen  se utilizan para obtener un árbol consenso, utilizando el programa 

COSENSE. Con esta información podemos mostrar un árbol filogenético muy 

sólido en donde podemos analizar la distribución de cada rama del árbol en los 

100 árboles obtenidos y así identificar las ramas que estén presentes en todos 

los árboles. 
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6. RESULTADOS 

 

6.1. Cría de E. varivestis 

 

 Para lograr nuestras metas fue fundamental contar con cantidades 

suficientes de larvas neonatas de E. varivestis y plantas de fríjol durante todo 

el desarrollo de la presente investigación, esto se logró con el 

establecimiento de la cría en un invernadero con una temperatura de ±28oC, 

humedad relativa de ±70% y 16 horas de luz controlados automáticamente, 

así como la calendarización de actividades tales como: siembra de 20 

charolas con fríjol cada 10 días; cada 30 días poner a crecer 200 larvas para 

tener 200 adultos de la conchuela del fríjol.  

 

6.2. Producción de esporas-cristal de las cepas evaluadas de B. 

thuringiensis 

 

 Las 241 cepas de Bt que fueron evaluadas en este trabajo se 

crecieron en medio SP y produjeron cristales, en promedio a las 48h. Los 

cristales se visualizaron en microscopio compuesto con el objetivo 100X. El 

tamaño  y patrón proteico de cada cepa se analizó en geles SDS-PAGE.  

 

6.3. Bioensayos preliminares y su estandarización con larvas neonatas 

de E. varivestis 

 

Las primeras evaluaciones del complejo espora-cristal de Bt se 

hicieron sobre hojas completas de fríjol y diluyendo las dosis en 10 ml de 

agua más 30 µl de adherente. Cada hoja se sumergía en la suspensión 

correspondiente, sin embargo no se conocía la cantidad exacta de proteína 

que se impregnaba en la hoja y la superficie de la misma. Se determinó que 

con una superficie de 16 cm2 de follaje eran suficientes para realizar los 

bioensayos y no se necesitaban grandes cantidades de proteína de cada 

cepa. Además se calculó que con un volumen de 60µl, incluyendo 3µl de 

adherente por ml de suspensión, se cubría la superficie total utilizada y 
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usando un pincel del No. 1 de pelos de camello se logró distribuir 

uniformemente el complejo espora-cristal o cristales puros sobre la superficie 

de la hoja. 

 

En un principio las hojas se colocaban en una caja de Petri 

conteniendo papel filtro húmedo, sin embargo, las hojas en menos de 24h se 

deshidrataban y las larvas ya no se alimentaron. Se optó por poner una capa 

de agar en el fondo de la caja de Petri y se utilizó un volumen de 20 ml/caja 

más un pedazo de papel absorbente para evitar el contacto directo de la hoja 

con el agar, así como la acumulación de humedad sobre la tapa de la caja 

de Petri. Este sistema funcionó perfectamente ya que se logró mantener las 

hojas verdes hasta por más de siete días.  

 

6.4. Bioensayos preliminares de las cepas de B. thuringiensis de las 

diferentes colecciones 

 

Las cepas de Bt que expresan toxinas conocidas que son activas 

contra especies de coleópteros (Cry3a, Cry3Bb, Cry3Ca, Cry7Aa y Cry8) 

fueron evaluadas contra larvas neonatas de E. varivestis (Coleoptera: 

Coccinellidae). Ninguna de estas toxinas Cry presentó actividad insecticida 

contra esta plaga. Se evaluó entonces la actividad insecticida de 144 cepas 

de colección del IBT/UNAM y 97 de la compañía Bayer BioSciences 

(Apéndice VII), se seleccionaron ocho de las cuales solo cinco causaron 

mortalidad mayor al 50%, aunque ninguna al 100% con la dosis de 1000 

ng/cm2 (Tabla 1). Tres pertenecen a la colección del IBT/UNAM y dos a la de 

Bayer Bioscience. Cada cepa fue caracterizada por medio de Reacción en 

Cadena de la Polimerasa utilizando oligonucleótidos generales y luego con 

oligonucleótidos específicos para identificar el tipo de genes cry que se 

encuentran presentes en estas cepas. Los resultados obtenidos de estas 

reacciones nos indican que las cepas IB 206, IB 281, IB 293 e IB 476 tienen 

genes que codifican proteínas que son activas a coleópteros; la IB 312 e IB 

477 no amplificaron con los oligonucleótidos utilizados lo que sugiere que 

tienen genes nuevos que codifican proteínas que no han sido reportadas y 
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las cepas 2134N y 306 B tienen genes cry1, los cuales expresan proteínas 

que son tóxicas a larvas de lepidópteros (Tabla 1). Desde el punto de vista 

comercial no es viable la mortalidad producida por estas cepas, ya que se 

requerirían grandes cantidades de la proteína para lograr el control de las 

larvas de  la “Conchuela del fríjol” en campo. 

 

Tabla 1. Cepas de Bacillus thuringiensis de las colecciones de Bt que 
mostraron actividad contra larvas de Epilachna varivestis. 
_____________________________________________________________ 
 
 Cepa  Genes cry %mortalidad  %mortalidad 
      100ng/cm2   1000ng/cm2 

_____________________________________________________________ 
 IB 209     cry 8C        12          50 

 IB 281     cry3B          5          35 

 IB 293     cry8C          8          40 

 IB 306     cry1Aa        10          55 

 IB 312         -         10          60 

 IB 476     cry3A        30          80 

 IB 477       -           5          35 

 2134N cry1Aa, cry1Ac    10          50 
____________________________________________________________ 
 

 

6.5. Aislamiento de cepas de B. thuringiensis a partir de cadáveres de 

larvas de E. varivestis 

 

 Posteriormente se decidió buscar insectos muertos en cultivos de fríjol 

asociado a maíz en la localidad de Chamilpa, Cuernavaca, Mor. La 

búsqueda de larvas muertas se realizó sobre plantas con hojas que 

presentaran daños causados por la alimentación de las larvas, las cuales se 

alimentan sobre el envés de la hoja.   

 

Se evaluó la toxicidad de cuatro cepas seleccionadas de 40 que se 

aislaron de cuatro larvas de E. varivestis que se encontraron muertas en 
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campo. Estas cepas son muy similares ya que todas tienen el mismo patrón 

de proteínas cuando se analiza en geles de SDS-PAGE (Fig.7).  

 
 
  
 
                          

 
 
Figura 7. Patrón de proteínas producidos por las cepas aisladas de 
cadáveres de larvas de Epilachna varivestis colectados en campo.  

 

 

6.6. Postulados de Koch 

  

A las cuatro cepas se les realizó tres veces los postulados de Koch, 

los cuales se cumplieron, es decir de los cadáveres se aislaron colonias 

puras de B. thuringiensis; las cepas se crecieron hasta esporulación y se 

evaluaron nuevamente, de los cadáveres de esta evaluación se aislaron 

nuevamente las cepas puras de Bt. De esta forma pudimos comprobar que 

las cepas de Bt eran las que les causaban la muerte a las larvas neonatas 

de E. varivestis. 
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6.7. Bioensayos para determinar la CL50 de las cepas de B. 

thuringiensis aisladas E. varivestis usando esporas-cristal y de la cepa 

seleccionada con cristal puro 

 

Un cristal pequeño (Fig. 8), compuesto de una proteína de 100 kDa es 

producido por las cepas (Epilachna, 3 2o,  6 1o y  8 1o).  Las cuatro cepas 

produjeron un 100% de mortalidad cuando se evaluaron a dosis 100 y 1000 

ng/cm2. La CL50 fue calculada utilizando esporas-cristal para las cuatro 

cepas (Apéndice VIII), al menos dos veces se repitieron los bioensayos 

(Tabla 2). Finalmente se seleccionó una cepa de las cuatro (Epilachna) y se 

le nombró GP1, la cual fue utilizada para realizar los estudios posteriores.  

 

CRISTAL

CRISTAL

ESPORA

 

Figura 8. Espora y cristal proteico producido por la cepa GP1, observación 
en microscopio óptico con objetivo 100X y prisma de Normarski. 
 
 
 

El promedio de las CL50 para las cuatro cepas sobre larvas neonatas 

de E. varivestis realizados con esporas-cristal fue de 14.1, 9.9,  13.5 y 10.9 

ng/cm2 de follaje para las cepas Epilachna, 6 1°, 3 2˚ y 8 1°, 

respectivamente. Se realizaron tres bioensayos con los cristales puros de la 
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cepa GP1 para calcular la CL50 (Tabla 3), con un promedio de 8.4 ng/cm2 de 

follaje. Lo que confirma que los cristales proteicos son los que tienen la 

actividad bioinsecticida. 

 
 
Tabla 2. CL50 de las cepas de Bacillus thuringiensis aisladas de cadáveres 
de larvas de Epilachna varivestis colectadas en campo.  
_____________________________________________________________ 
Cepa      CL50       Límite inferior   Límite superior

     ng/cm2 de follaje 

Epilachna 10.4                             

12.6                         7.97164         19.17852 

      13.4                         8.47271         20.49967 

        20.3                       12.02071         35.20724 

3 2°                                          7.5                         4.45655         11.72368   

                                               15.8                        9.18579         27.28283 

                                               17.2                      10.05401         29.82148 

61°         5.6     11.35275         35.48268 

                                                6.4                         3.15706         11.78579 

                                              17.9                       11.35275         35.48268 

8 1°                                          8.6                         4.46074         15.95289 

                                              13.3                         7.10751          24.74586 

 

 

 

Tabla 3. Concentración Letal 50 empleando cristal puro de la cepa GP1 con 
larvas neonatas de Epilachna  varivestis. 
_____________________________________________________________ 

Cepa    Concentración Letal 50   Promedio 

GP1         4.8            8.4 

       10.0 

       10.4 

_____________________________________________________________ 
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6.8. Bioensayos contra M. sexta, S. frugiperda y Ae. aegypti 

 

 Para determinar si la actividad de la cepa GP1 es específica para E. 

varivestis se probó su toxicidad en bioensayos contra M. sexta, S. 

frugiperda y Ae. aegypti. La mezcla de esporas-cristal de la cepa GP1 

produjo poca mortalidad a larvas de primer  estadio  de  los insectos  

lepidópteros  M. sexta y S. frugiperda,  a  dosis  de 100 y 1000 ng/cm2 de  

dieta  merídica. Las larvas de cuarto estadio del díptero Ae. aegypti  no 

fueron afectadas por la proteína a dosis de 10, 100 y 1000 ng/ml de agua. 

Estos resultados sugieren que esta proteína es específica hacia larvas de E. 

varivestis (Tabla 4). 

 

Tabla 4. Porciento de mortalidad causada  por espora-cristal de la cepa GP1 sobre 
larvas neonatas de M. sexta, S. frugiperda y Ae. Aegypti. 

 

 

6.9. Corroboración de la especie Bacillus thuringiensis  

 El gene 16S rARN de la cepa GP1 se amplifico usando los 

oligonucleótidos reportados por Aguino de Muro y Priest (1993). El producto 

de PCR que se obtuvo se envió a secuenciar a las instalaciones del Instituto 

de Biotecnología/UNAM. El análisis de BLAST de la secuencia de ADN del 

gene 16S confirmó que la cepa GP1 pertenece a la especie B. thuringiensis. 

 

dosis 

% de mortalidad 

M. sexta*          S. frugiperda*            Ae. Aegypti** 

0 

10 

100 

1000 

               0.0                        8.4                              0.0 

                 -                            -                                 0.0 

              0.0                       12.5                              0.0 

              8.34                    20.84                             0.0 
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6.10 caracterización de la cepa GP1 

 La cepa GP1 se caracterizó por PCR con oligonucleótidos generales 

cry1, cy3, cry5, cry7, cry8, cry9, cr11, cry13, cr14, y cytA (Bravo et al., 1998; 

Cerón et al., 1994; Cerón et al., 1995). Todas las reacciones de PCR fueron 

negativas, por lo que se asumió que se trataba de un gene nuevo. 

 

6.11. Purificación de la proteína por intercambio iónico 

 

 La inclusión de la cepa GP1 se purificó por centrifugaciones 

sucesivas, seguida por su solubilización y purificación por cromatografía de 

intercambio iónico (Figura 9), utilizando una columna Hitrap Q (Amersham 

Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden). La proteína de 100 kDa eluyó en 250 

mM de Cloruro de Sodio. 

1       2          3         4        5        6         7      8        9

100 kD

 

Figura 9. Proteína purificada por intercambio iónico. Carril 1 marcador de 
peso molecular; Carriles 7, 8 y 9 proteína de 100kDa con actividad a E. 
varivestis. 
 

 

 



 

58 

 

6.12. Bioensayos con la proteína solubilizada y purificada por 

intercambio iónico 

  

La proteína pura se dializó con agua y se evaluó a dosis de 100 y 

1000 ng/cm2 de follaje contra larvas neonatas de E. varivestis para 

comprobar su toxicidad (Tabla 5). Como se puede observar la proteína de 

100 kD tiene actividad insecticida a larvas neonatas de E. varivestis. 

 

Tabla 5. Porciento de mortalidad causada por la proteína producida por la 
cepa GP1 de B. thuringiensis solubilizada y purificada por intercambio iónico 
a larvas neonatas de E. varivestis. 
Dosis   Total larvas     % de mortalidad 

100 ng/cm2          20       100 

1000 ng/cm2          20       100 

Control (agua)         20        0.0 

_____________________________________________________________ 

 

 

6.13. Secuencia del N-terminal 

 

Para identificar la proteína de 100 kDa producida por la cepa GP1 se 

purificó por cromatografía de intercambio iónico y se transfirió a una 

membrana (Immobilon PSQ) y la secuencia del amino terminal de la proteína 

se determinó en las instalaciones de Departamento de Microquímica de la 

Universidad de Harvard (Cambridge, Massachusetts, E.E.U.U.). La 

secuencia obtenida de aminoácidos (AGKSFPDVPAGH) corresponde a los 

primeros 12 aminoácidos después del péptido señal de la proteína de 

superficie de B. licheniformis OlpA (u38842) y de B. anthracis EA1 (x99724) 

(Tabla 6), determinada mediante análisis BLAST.  

 

6.14. Secuencia del N-terminal de un fragmento interno 

 

Se realizó una digestión con tripsina de la proteína pura y soluble de 

100kDa de la cepa GP1 y se purificó un fragmento de 50 kDa por 
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cromatografía de intercambio iónico a partir de la cual se obtuvo una 

secuencia interna de 19 aminoácidos (KLPVTFVTTDQYGDPYGAN), la cual 

también se encontró en las mismas proteínas de superficie OlpA y EA1 

(Tabla 6).  

 

Tabla 6. Localización de las secuencias de fragmentos de GP1 en proteínas 
homólogas OlpA de Bacillus lechiniformis (u38842) y de Bacillus anthracis 
EA1(x99724). 
____________________________________________________________ 
 
CLUSTAL W (1.81) multiple sequence alignment 
x99724      MAKTNSYKKVIAGTMTAAMVAGIVSPVAAAAGGKKSSFFPPDDVVPPAAGGHHWAEGSINYLVDKGAITGKP 60 
u38842      MAKTNSYKKVIAGTMTAAMVAGVVSPVAAAAGGKKSSFFPPDDVVPPAAGGHHWAEDSINYLVDKGAIVGKP 60 
            **********************:*********************.***********.*** 
GP1                                      AGKSFPDVPAGH 
x99724      DGTYGPTESIDRASAAVIFTKILNLPVDENAQPSFKDAKNIWSSKYIAAVEKAGVVKGDG 120 
u38842      DGTYGPTESIDRASAAVIFTKILNLPVDENAQPSFKDAKNLWSSKYIAAVEKAGVVKGDG 120 
            ****************************************:******************* 
 
x99724      KENFYPEGKIDRASFASMLVSAYNLKDKVNGELVTTFEDLLDHWGEEKANILINLGISVG 180 
u38842      KDNFYPEGKIDRASFASMLVGAYNLKEKVDGTLVTKFDDLRGHWGEEKANILVNLGISVG 180 
            *:******************.*****:**:* ***.*:** .**********:******* 
 
x99724      TGGKWEPNKSVSRAEAAQFIALTDKKYGKKDNAQAYVTDVKVSEPTKLTLTGTGLDKLSA 240 
u38842      TGGKWEPNKSVSRAEAAQFIALTDKKYAKPENSDAKVTNVAATEPTQLTLTGTGLNKLTA 240 
            ***************************.* :*::* **:* .:***:********:**:* 
 
x99724      DDVTLEGDKAVAIEASTDGTSAVVTLGGKVAPNKDLTVKVKNQSFVTKFVYEVKKLAVEK 300 
u38842      EDVTLEGNKAIALEASKDGKSAVVTLSGKIAPNKELPVKVKGNTFIVKYVYEVKKLRVEQ 300 
            :******:**:*:***.**.******.**:****:*.****.::*:.*:******* **: 
 
x99724      LTFDDDRAGQAIAFKLNDEKGNADVEYLNLANHDVKFVANNLDGSPANIFEGGEATSTTG 360 
u38842      LTFDDDRADQAVVFKLNDEKGNADIEYLDIAGHDVKFVANNLDGTPANIFEGGTAESTTG 360 
            ********.**:.***********:***::*.************:******** * **** 
 
x99724      KLAVGIKQGDYKVEVQVTKRGGLTVSNTGIITVKNLDTPASAIKNVVFALDADNDGVVNY 420 
u38842      KLAVGIAEGKYKVEVQVTKRGGITVSNTGIIEVKNLDAEATAIKDVVFAVDTDKAG-VNY 419 
            ****** :*.************:******** *****: *:***:****:*:*: * *** 
 
x99724      GSKLSGKDFALNSQNLVVGEKASLNKLVATIAGEDKVVDPGSISIKSSNHGIISVVNNYI 480 
u38842      AKPLSGTDFTLNSKTLVAGEKAGIHKVVAQINKENKVVDPSAISLKSSNPGVISVKNGEI 479 
            .. ***.**:***:.**.****.::*:** *  *:*****.:**:**** *:*** *. * 
 
x99724      TAEAAGEATLTIKVGDVTKDVKFKVTTDSRKLVSVKANPDKLQVVQNKKTTLLPPVVTTFFVVTTTTDDQQYY 540 
u38842      KAEAAGSATLTVKVGDVTKTFDFVVKTDTRKLTTVKANPDQLKVVDGKKEELLPPVVTTFFVVTTTTDDQQYY 539 
            .*****.****:******* ..* *.**:***.:******:*:**:.* *********** 
GP1                                                          LPVTFVTTDQY  
x99724      GGDDPPFFGGAANNTAAIKEVLPKTGVVAEGGLDVVTTDSGSIGTKTIGVTGNDVGEGTVHFQN--G 598 
u38842      GGDDPPFFGGAANNSGAIKEVFPQTGVVKV--LDVTTTNEGSIGTSSIKVKGENVGAGTIHFQNPNA 597 
            *******:.*****:*:****    ***.**:.*****.:* *.*::** **:****  . 
GP1         GDPYGAN 
x99724      NGATLGSLYVNVTEGNVAFKN--FELVSKVGQYGQSPDTKLDLNVSTTVEYQLSKYTSDR 656 
u38842      SGEGYGSLHVEVTKSNIGHEAPRLELVSKAGQKGEAADTTLG--AGNTVAYQLSNYTTEG 655 
            .*   ***:*:**:.*:..:   :*****.** *::.**.*.  ...** ****:**::  
 
x99724      VYSDPENLEGYEVESKNLAVADAKIVGNKVVVTGKTPGKVDIHLTKNGATAGKATVEIVQ 716 
u38842      VYADAADLAGYEFRVGNDKIASAKIEGKTLKVTGKTAGVTDVILTKDGATAGHATITVTQ 715 
            **:*. :* ***..  *  :*.*** *:.: *****.* .*: ***:*****:**: :.* 
 
x99724      ETIAIKSVNFKPVQTENFVEKKINIGTVLELEKSNLDDIVKGINLTKETQHKVRVVKSGA 776 
u38842      ENIQITSVKFKDVEVEQFENRKVNIDRVLDVVKSDKDDVLNGIKLNISTEHKVRIVDEGT 775 
               *.* *.**:** *:.*:* ::*:**. **:: **: **:::**:*. .*:****:*..*: 
x99724      EQGKLYLDRNGDAVFNAGDVKLGDVTVSQTSDSALPN--------------FKADLYDTL 822 
u38842      EQGKVYLDRNDNATFDGNDVALGYVTAVKSNDTVSKEGNDLFKFLTDETATNKNDVFKGV 835 
            ****:*****.:*.*:..** ** **. ::.*:.  :               * *::. : 
 
x99724          TTKYTDKGTLVFKVLKDKDVITSEIGSQAVHVNVLNNPNL 862 
u38842          TTAFGDKGTVIFKVMKDRVAPTTEYGTKAVTINVIKEEI- 874 



 

60 

 

 continua Tabla 6 
               ** : ****::***:**: . *:* *::** :**:::. 

 

 

6.15. Diseño de oligonucleótidos y estrategia para obtener la secuencia 

completa del gene 

 

 Se diseñaron dos oligonucleótidos (GP1der y GP1rev) a partir de las 

dos secuencias del amino terminal obtenidas de esta proteína. Los 

oligonucleótidos se utilizaron para amplificar un fragmento interno de 1495 

pb que fue secuenciado. El análisis de BLAST de la secuencia resultante 

mostró un alto porcentaje de similitud (Tabla 7) con la secuencia de los 

genes olpA y eag de B. anthracis (89 y 60%) que codifican para proteínas de 

superficie (número de acceso x99724 y AE01119), así como para B. 

licheniformis (72%, número de acceso u38842) y un 65% para una proteína 

producida por una cepa de B. thuringiensis (con un número de acceso 

AJ249446). La Figura 10 nos muestra la estrategia que se empleó para 

obtener la secuencia completa del gene S-layer de la cepa GP1. 

 

Tabla 7. Por ciento de identidad de la secuencia de 1495 pb del gene S-layer 
de la cepa GP1 y otros genes S-layer de otras especies de Bacillus. 
 
 
PROTEINA IDENTIFICADA ESPECIE DE BACTERIA         
%IDENTIDAD 
COMPONENTE S-LAYER  Bacillus anthracis X99724         89 

PROTEINA S-LAYER  Bacillus licheniformis U38842        72 

PROTEINA S-LAYER  Bacillus anthracis AEO11191        60 

PROTEINA S-LAYER  Bacillus thuringiensis AJ249446        37 

 

 
Usando esta información y la secuencia del alineamiento del DNA de 

estos genes que muestran alta similitud en sus extremos 5’ y 3’, se 

diseñaron nuevos oligonucleótidos para amplificar dos fragmentos con un 

sitio de restricción XbaI que da extremos cohesivos (Tabla 8). Un par 

amplifica 500 pb adelante del codón ATG para obtener el promotor putativo y 



 

61 

 

el otro par incluye 200 pb después el codón putativo de terminación TTA 

(Figura 11). La secuencia completa del gen gp1 de la proteína de superficie 

se obtuvo mediante la secuencia de los tres fragmentos sobrelapantes (Gen 

Bank Acession No. AY956311). El gene está compuesto de 2,589 

nucleótidos, antecedida por la secuencia de Shine-Dalgarno (AGGAGG). Se 

observó una estructura palindrómica de 22 nucleótidos debajo del codón de 

terminación. La comparación de la secuencia del amino terminal de la 

proteína y la secuencia de aminoácidos deducida por la secuencia de 

nucleótidos confirma que la proteína es también sintetizada como un pre-

polipéptido con un péptido señal de 29 aminoácidos.  

 

Tabla 8. Oligonucleótidos utilizados para obtener la secuencia completa del 
gene S-layer de la cepa GP1 de Bacillus thuringiensis. 
Nombre      Secuencia          POSICIÓN 5´   SITIO DE 
                      
RESTRICCIÓN 
 
GP1Xder   ACGCTCTAGATAGCAGGTAAATCATTCCCAGACG         411          XbaI 

GP1rev     ACGCTCTAGATCGCCGTATTGGTCAGTTGTTAC          1,951          XbaI 

BSLX-1     GCTCTAGATGAGAGTGCTTTATAGGAAAAT                     -21          XbaI 

BSLX-2     GCTCTAGATCCTCGACCTGCGTCACTATCA                 3,386          XbaI 

BSLX-3     GCTCTAGATACTGCTGAGGCTGCTGGTGAGG             1,766          XbaI 

BSLX-4     GCTCTAGATCTTCAGCCGGAGCGTATGTACC                 530          XbaI 

_____________________________________________________________ 
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Figura. 10. Estrategia empleada para obtener la secuencia completa del 
gene que codifica la proteína GP1. 
 

 

6.16. Detección de proteína S-layer en otras cepas de B. thuringiensis 

 

Con la finalidad de determinar si esta proteína también se expresa en 

otras subespecies de B. thuringiensis se realizó un western blot utilizando el 

anticuerpo policlonal anti-GP1 preparada previamente como se detallo en 

Materiales y Métodos para la inmunodetección de la proteína GP1 en otras 9 

cepas de B. thuringiensis como las subespecies kurstaki HD1 y HD73, la 

subespecie israelensis HD567, la subespecie aizawai HD137, la subespecie 

tolworthi HD125, la subespecie morrisoni  y tenebrionis, en ninguna de las 

cuales se detectó (Figura 11). El análisis por PCR de estas cepas utilizando 

los oligonucleótidos GP1der y GP1rev, confirmó que estas cepas no tienen 

el gene que expresa la proteína de superficie GP1. 

BSLX-4 

3000 2000 1000pb 

BSLX-2 

BSLX-3 

GP1rev 

GP1der 

BSLX-1 

Proteína Terminador Promotor 
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1. AGUA

2. GP1

3. HD125

4. HD137

5. NH1411G

6. B.t. galleria

7. B.t. 916

8. HD1

9. HD37

10. B.t.tenebrionis

11. GP91

12. ALBUMINA

CARRIL  MUESTRA

Figura 11. Análisis de la presencia de la proteína S-layer en diferentes
subespecies de B. thuringiensis y otras cepas de Bt, por medio de la
técnica de Western blot.

100kDa

 

 

6.17. Mutagenesis por interrupción del gene S-layer con casete de 

resistencia a kanamicina 

 

 Nuestro objetivo con esta técnica fue el de encontrar una cepa doble 

recombinante que tuviese insertado un casete de kanamicina (km) dentro del 

gene de GP1 y que no se presentara en el resto del plásmido y por eso 

buscamos que fuese susceptible a eritromicina (erm) y resistente a 

kanamicina, ya que km es el antibiótico del casete que interrumpe el gene y 

Erm es el antibiótico cuya resistencia se codifica en el plásmido. Al 

transformar la cepa GP1 se obtuvieron ocho colonias resistentes a 

eritromicina y kanamicina, se tomó una colonia y se le dio un choque térmico 

a 37oC, se crecieron 100 colonias durante 10 días a 30oC, haciendo 

diluciones de cada una cada 24 horas. De cada cultivo se tomó una muestra, 

se plaqueó y se tomaron 100 colonias (total 10 000 colonias) para crecerlas 
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en LB con eritromicina y kanamicina, algunas perdieron la resistencia a 

kanamicina.  

 

 Se tomó otra colonia y le dimos un choque térmico a 40oC de la cual 

tomamos 100 colonias; 50 colonias se crecieron durante 10 días a 30oC y 

cincuenta colonias se crecieron durante 20 días a 30oC. Se plaqueron un 

total de 6300 colonias de ambos tiempos de crecimiento, el 50% de las 

colonias perdió la resistencia a ambos antibióticos y el resto a kanamicina, 

no se encontró ninguna que fuera susceptible a eritromicina y resistente a 

kanamicina. 

 

6.18. Diseño de oligonucleótidos para clonar el gene 

 

 Finalmente, el gene completo sl-GP1 se clonó directamente en el 

vector pHT315 y se transformo en la cepa 407 acristalífera de B. 

thuringiensis (Figura 12), amplificando tres fragmentos por PCR con sitios de 

restricción diferentes respectivamente (Tabla 9). No fue posible obtener 

células transformantes de E. coli con esta construcción, sugiriendo que la 

proteína de superficie es tóxica a E. coli como se había reportado 

previamente para la proteína Olp de B. anthracis, ya que al expresarse la 

proteína en las células    de E. coli, las mata (Mensnage et al., 2001;  Sun et 

al., 2001).  

 
Tabla 9. Oligonucleótidos utilizados para clonar el gene S-layer de la cepa 
GP1 de Bacillus thuringiensis. 
Nombre      Secuencia                   POSICIÓN 5´    SITIO DE 

                               
RESTRICCIÓN 

 
BSLX-1     GCTCTAGATGAGAGTGCTTTATAGGAAAAT                     -21          XbaI 

BSLN-5     TCTTTGCCATGGTATAAATTTCCTCCTTC                        335          NcoI 

BSLN-6     TTATACCATGGCAAAGACTAACTCTTAC                          317          NcoI 

BSLP-7     AACGCTGCAGTTGTAACACTTGGTGGTAAAG               1,108           PstI 

BSLP-8     AAAACTGCAGAAGTACCGTCAGCACTTGCTTC             1,114           PstI 

EAGB-4    CGGGATCCTCCTCGACCTGCGTCACTATCA                  3,150       BamHI 

_____________________________________________________________ 
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PROMOTOR 300 pb

Xba I              Nco I

BSL1         PGR1B

NH3 TERMINAL 800 pb

Nco I                                            Pst I

PGR 14                                        BSL 8

C TERMINAL + TERMINADOR  2.04 kb

Pst I                                                              Bam H I

BSL7                                                            EAG4

pHT 315

Bt 407
11 CLONAS

Xba I Bam H I

 
Figura 12. Estrategia utilizada para clonar el gene S-layer de la cepa GP1 en 
una cepa acristalifera de B. thuringiensis.  
 

 

Sin embargo sí pudimos obtener células transformantes de Bt. La 

cepa resultante de Bt expresa la proteína de superficie GP1 en bajas 

cantidades, como lo muestra la inmunodetección usando anticuerpos 

policlonales producidos contra la proteína pura GP1 (Figura 13).  

 

6.19. Bioensayos con la proteína recombinante 

 

Se evaluó la toxicidad de un cultivo esporulado de esta clona y 

produjo un 100% de mortalidad de larvas del primer estadio de E. varivestis 

a una concentración de 1000 ng/cm2 en contraste con el control que fue la 

cepa de Bt acristalífera transformada con el vector pHT315 que no expresa 

la proteína de superficie GP1 y no causó mortalidad a las larvas de E. 
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varivestis. La CL50 se determinó utilizando cristal puro  utilizando dosis de 0, 

5, 10, 15, 20 ng/cm2 de follaje y  fue de 12.65 ng/cm2, con un límite inferior 

de 7.03 y el superior de 19.65.  

 

1      2      3      4      5

1- Marcador de Peso Molecular. 2-

2- 2µg de proteína total de 

Bt 407: pHT315 a 48 horas de

crecimiento.

3- 2 µg de proteína total de 

Bt 407: pHTGP1 a 24 horas de 

crecimiento.

4- 2 µg de proteína total de 

Bt 407: pHTGP1 a 48 horas de 

crecimiento.

5- 0.5 µg de una preparación de es-

poras + cristales de la cepa GP1

silvestre.

100 kDa

 Figura 13. Western blot con el anticuerpo policlonal anti-GP1; 1. Marcador 
de Peso Molecular; 2. Proteína total Bt 407:pHT315; 3. B t 407:pHTGP1; 4. 
Bt 407:pHTGP1 48h; 5. Esporas–cristales GP1.  
 

 

6.20. Expresión de la proteína S-layer 

 

 Se analizó el patrón de la expresión de la proteína de superficie GP1 

durante el crecimiento de la cepa en medio de esporulación SP. La proteína 

Sl-GP1 es expresada durante la fase vegetativa y también durante la 

esporulación. Durante la fase vegetativa la proteína está asociada a la 

bacteria ya que toda la proteína detectada por Western blot se encontró en 

la  pastilla que se obtuvo después de la centrifugación del cultivo. Durante la 

fase de esporulación la proteína se observa asociada a la bacteria pero 

también se le encontró en el sobrenadante del cultivo (Figura 14). 
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1      2      3      4      5       6      7       8

A

1      2      3      4      5       6      7       8
B

100 kDa

100 kDa

A 
1- CELULAS 6 HORAS
2- CELULAS 9 HORAS
3- CELULAS + ESPORAS 12 HORAS
4- ESPORAS 15 HORAS
5- ESPORAS 18 HORAS
7- ESPORAS 21 HORAS
8- ESPORAS+ CELULAS 24 HORAS

B SOBRENADANTE

1- CELULAS 6 HORAS
2- CELULAS 9 HORAS
3- CELULAS + ESPORAS 12 HORAS
4- ESPORAS 15 HORAS
5- ESPORAS 18 HORAS
7- ESPORAS 21 HORAS
8- ESPORAS+ CELULAS 24 HORAS

Figura 14. Expresión de la proteína S-layer durante diferentes fases de 

desarrollo. 
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6.21. Purificación química de la proteína S-layer de las cepas nativa y 

recombinante 

 

 Se extrajo químicamente la proteína S-layer de células vegetativas de 

la cepa nativa (GP1) y de la recombinante (pHT-GP1) (Figura 15) y no se 

detectó en la cepa acristalífera Bt 407, la presencia de la proteína se 

determinó por gel SDS-PAGE 10% y Western blot. 

 

 

Figura 15. Extracción química de la proteína S-layer. Panel A: M Marcador 
de peso molecular; carriles 1, 3, 5, visualización de la proteína S-layer en las 
células de las diferentes cepas después de la extracción química; carriles 2, 
4 y 6 proteína S-layer extraída químicamente. Panel B detección de la 
proteína por Western blot en las diferentes cepas, sobre las células y 
proteína extraída químicamente. 
 

 

A B 
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6.22. Relación filogenética de la proteína de superficie GP1 con otras 

proteínas de superficie  

 

El alineamiento de aminoácidos de 32 diferentes proteínas de 

superficie se utilizó para analizar la relación filogenética de estas proteínas 

(Tabla 10). Se estimaron las filogenias de datos de matriz de la distancia 

bajo el modelo del árbol aditivo, por lo que de acuerdo con este modelo se 

espera que las distancias sean igual a las sumas de los largos de las ramas 

entre las especies usando el método de Fitch y Margoliash (1967) y el 

criterio de mínimos cuadrados. En este análisis se encircularon algunas 

ramas  que muestran una topología sólida, debido a que fueron encontradas 

en más del 95% de los árboles obtenidos. Este análisis muestra que las 

proteínas de superficie es una familia compuesta de grupos de proteínas 

altamente variables entre los diferentes grupos independientes. Las 

proteínas de superficie de Bacillus cereus, B. sphaericus, B. anthracis, B. 

licheniformis y  B. thuringiensis están agrupadas en una misma rama 

principal (Grupo 1). Las proteínas de superficie de otras bacterias están 

agrupadas juntas en ramas separadas indicando la relación entre los 

miembros de cada rama durante su  evolución (Figura 16). 

 

 La proteína de superficie GP1 está altamente relacionada a la 

proteína EA1 de B. anthracis y a la proteína CTC reportada de B. 

thuringiensis con un 92% de identidad en la secuencia primaria. La proteína 

de superficie GP1 tiene un 63% de identidad con la proteína OlpA de B. 

licheniformis (U38842). Con relación al resto de las proteínas de superficie 

encontradas en el grupo Bacillus, su relación es bastante baja ya que varía 

de un 27% a solo 2% de identidad (Tabla 11). 
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Tabla 10. Proteínas de superficie utilizadas en el análisis filogenético 
_________________________________________________________________________ 
 
    Base de Genes 
_________________________________________________________________________ 
 

Especie           Gene       No. De aminoácidos   No. De acceso 

_________________________________________________________________________ 

Bacillus anthracis   sap   814  Z36946 

Bacillus anthracis   eag   862  X99724 

Bacillus cereus    S-layer like              530  AE017000 

Bacillus cereus     S-layer like             486  Eo170006N 

Bacillus licheniformis             olpA             874  U38842 

Bacillus thuringiensis        SL-GP1             863  AY956311 

B. thuringiensis israelensis   slp             393  X62090 

B. thuringiensis galleriae  slpA             821  AJ249446 

B. thuringiensis mexicanensis         cryTKD             823  D86346 

Bacillus thuringiensis    ctc             816  AJ012290 

Bacillus sphaericus              slaP           1,176  M28361 

Bacillus sphaericus   sbpA           1,268  AF211170 

Bacillus stearothermophilus  sbsA           1,228  X71092 

Bacillus stearothermophilus  sbsC           1,099  AF055578 

Brevibacillus brevis   mwp           1,053  M19115 

Brevibacillus brevis   hwp           1,116  D90050 

Campylobacter fetus   sapA2           1,109  S76860 

Campylobacter fetus   sapA   933  J05577 

Campylobacter fetus   sapA1   920  L15800 

Campylobacter fetus   sapB2           1,112  AF048699 

Campylobacter fetus   sapB   936  U25133 

Clostridium thermocellum  sdbA   631  U49980 

Halobacterium                csg   852  J02767 

Haloferax volcanii      827  M62816 

Lactobacillus acidophilus  slpA   444  X89375 

Lactobacillus helveticus             slpH1   439  X91199 

Lactobacillus helveticus            slpH2   439  X92752 

Lactobacillus crispatus            cbsA   440  AF001313 

Rickettsia prowaseki            spaP           1,612  M37647 

Rickettsia rickettsii            p120           1,300  X16353 

Rickettsia typhi              slpT           1,645  L04661 

Serratia marcescens            slaA           1,004  AB00725 

_________________________________________________________________________ 
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Serratia marcescens

Lactobacillus crispatus
Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus helveticus
Lactobacillus helveticus

Rickettsia ricketsii

Rickettsia typhi
Rickettsia prowazekii

C. fetus

C fetus

C.fetus

Campilobacter fetus
Haloferax volcanii

Halobacterium  halobium

Campilobacter fetus

Bacillus stearotermophilus

Clostridium thermocellum

Brevibacillus brevis

Brevibacillus brevis Bacillus sphaericus

Bacillus sphaericus

Bacillus thuringiensis mexicanensis

Bacillus thuringienis galleria
Bacillus cereus 

Bacillus thuringiensis

Bacillus anthracis
Bacillus lechiniformis.GP1

Bacillus thuringiencis finitimus

1

2

3

4

5

6

Bacillus cereusBacillus anthracis

Figura 16. Agrupación de las diferentes proteínas S-layer producidas por las 

diferentes especies de bacterias
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GenBank 

AN /species

Bacillus 

anthracis

eag

100 96 92 66 26 24 23 23 13 13 7 8 3

Bt finitimus ctc2 100 92 65 26 24 23 23 12 13 7 8 3

S-layer GP1 Bt 100 63 27 25 22 23 13 12 8 8 2

B. lecheniformis

olpA
100 24 27 24 23 13 12 7 7 2

Bt galleriae slpA 100 73 25 26 15 13 9 7 3

Bt mexicanensis

cryTKD
100 25 26 15 13 9 7 3

B. anthracis sap 100 87 13 13 9 7 2

Bt ctc 100 14 13 9 7 2

B cereus s-layer 

like
100 21 4 5 5

B. cereus s-layer 

like
100 4 3 5

B. sphaericus

slaP
100 18 2

B. sphericus 

sbpA
100 2

Bt israelensis slp 100
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Tabla 12.- Porcentaje de identidad en la secuencia primaria entre las proteínas S-layer.
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7. DISCUSIÓN 

 

La mortalidad producida por las 8 cepas seleccionadas de 

colecciones de Bt por su actividad hacia larvas neonatas de E. varivestis fue 

bastante baja. En el mejor de los casos (cepa IB 476) se observó 80% de 

mortalidad a una dosis de 1000 ng/cm2. Ninguna de éstas podría ser 

utilizada para desarrollar un producto insecticida ya que desde el punto de 

vista comercial no es viable, debido a que se requerirían grandes cantidades 

de la proteína para lograr el control de las larvas de la “Conchuela del fríjol”.  

 

 Se propuso entonces buscar insectos muertos de E. varivestis con la 

premisa de que sería posible encontrar cepas activas de Bt contra este 

insecto al buscar directamente sobre insectos muertos. Esta hipótesis resultó 

correcta ya que fuimos capaces de aislar una bacteria con una actividad 

extremadamente alta y específica contra E. varivestis. 

 

 De esta manera podemos decir que una conclusión importante de 

este trabajo es proponer que la búsqueda de bacterias de Bt activas para un 

insecto determinado se haga a partir de cadáveres de insectos de esa 

especie (Angus y Norris, 1968; Dulmage, 1970; Hansen et al., 1998; Itoua-

Apoyolo et al., 1995; Lynch et al., 1976; Pinto et al., 2003) y no de muestras 

de suelos (Rosas-García et al., 2008; Mastache-Piña, 2009)). 

 

 Se aisló y caracterizó la cepa GP1 de B. thuringiensis que produce 

una inclusión compuesta de una proteína de superficie de 100 kDa que es 

bastante tóxica a larvas de la especie plaga E. varivestis del orden 

Coleoptera. La proteína pura de esta cepa es responsable de la actividad 

insecticida contra E. varivestis, esta actividad parece ser específica ya que 

esta cepa no es activa a dos especies de lepidópteros y a una especie de 

díptero. Esta es la primera vez en que una proteína de superficie está 

implicada en la virulencia hacia un organismo blanco. Guo et al (2008) 

reportan que de 59 cepas de Bt aisladas de suelo de diferentes localidades 

de China que se analizaron por western blot para determinar la presencia de 

proteínas S-layer, 15 (25.4%) presentaron proteínas S-layer, de las cuales 
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sólo dos mostraron ligera toxicidad; la cepa B22 produjo un 22.22% de 

mortalidad a larvas de Helicoverpa armígera, a una concentración de 1000 

µg/ml-1 y un 3.33% a larvas de tercer estadio de Aedes albopictus Skuse, a 

una concentración de 100 µg/ml-1 y la cepa I13 causo 77.78% de mortalidad 

a larvas de H. armígera a una dosis 1000 µg/ml-1 y 6.67% a larvas de A. 

albopictus a una dosis de 100 µg/ml-1. 

 

La función de las proteínas de superficie es controvertida. Se propone 

que estas proteínas sirvan de protección a la bacteria ya que la cubren por 

completo en su exterior y son la barrera con el medio ambiente. También se 

propone que están involucradas en transporte al interior y también existen 

reportes en donde se propone que están involucradas en la virulencia de 

diferentes especies de bacterias como en Aeromonas salmonidica, 

Campylobacter fetus, B. cereus, B. anthracis, y Rickettsia sp (Claus et al., 

2005). 

 

 Esta controversia en cuanto a la función de las proteínas de superficie 

se debe en gran medida a la gran variabilidad de estas proteínas en su 

secuencia principal. Prácticamente sólo se parecen en la región SHL que 

son tres fragmentos repetidos que caracterizan a estas proteínas y el resto 

de la secuencia es completamente variable en secuencias y tamaños (Claus 

et al., 2005; Schuster y Sleytr, 2009; Upreti et al., 2003). 

 

 Se clonó exitosamente el gen completo sl-GP1 en una cepa 

acristalífera de B. thuringiensis y se demostró que este gen codifica una 

proteína que es activa contra larvas neonatas de E. varivestis. La región 

codificadora encontrada en la secuencia contiene 2589 nucleótidos y está 

antecedida por una secuencia  de Shine-Dalgardo (AGGAGG). Se observó 

una estructura paliandrómica 22 nucleótidos  abajo del codón TTA de 

terminación. La comparación del amino terminal de la secuencia de la 

proteína y la secuencia de aminoácidos deducida de la secuencia de 

nucleótidos confirma que ésta proteína también es sintetizada como un 

propolipéptido con un péptido señal de 29 aminoácidos de largo. En esta 

secuencia tres motivos de dominio homólogos S-layer están presentes; el 
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primero se observó de los residuos 34 al 76 

(FPDVPAGHWGLDSINYLLVDKGAIEGKPDGTYAPAEEIDR-ASAA), el 

segundo de los residuos 95 al 136 (FKDAKNHWASKYIAAVEKA-

GVVRGDGKENFSPDKKIDRASFA) y el tercero de la posición 162 a 198 

(DHWGEEKKANILIHLGLGEGTGGNKWEPNKSVRAEAA). 

 

La baja expresión de la proteína de superficie GP1 en la cepa 407 de 

Bt puede ser debido al sistema complejo de regulación de las proteínas de 

superficie. Se ha reportado que en B. anthracis es dependiente de diferentes 

factores sigma (Mignot et al., 2002). En esta bacteria existen 2 tipos 

diferentes de proteínas S-layer (EA1 y Sap). Específicamente en el caso de 

la expresión de la proteína EA1, la proteína Sap participa para el control 

temporal de EA1, debido a que Sap actúa como un represor transcripsional 

del gen eag que codifica para EA1. El resultado de esta regulación es que el 

gen sap es expresado durante la fase exponencial, mientras que la 

expresión de eag comienza cuando Sap desaparece que es cuando se entra 

a la fase estacionaria. La síntesis de EA1 desplaza a Sap de la membrana, 

por lo que Sap puede ser encontrada en la célula y excretada en el 

sobrenadante del cultivo, en contraste EA1, sólo se encuentra asociada a las 

células de la fase de esporulación (Mignot et al., 2002). Es posible que otros 

factores presentes en la cepa 407 de Bt pueda estar afectando la síntesis de 

la proteína de superficie sl-GP1, se necesitan otros estudios para entender la 

regulación de la proteína de superficie GP1 en Bt. La proteína S-layer de la 

cepa GP1 se empieza a expresar desde la fase vegetativa, se observó sobre 

las células vegetativas y en el sobrenadante, incrementándose en el inicio de 

esporulación. 

 

Las proteínas de superficie comprenden una familia que se localiza en 

la superficie de especies de bacterias muy diferentes que viven en 

condiciones ambientales muy diversas y que tienen variados blancos. Estas 

proteínas están formadas por módulos, consistiendo de dos dominios 

funcionales. 
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En este trabajo, se analizó la relación evolutiva de la familia de 

proteínas de superficie. Debido a que las proteínas de superficie son una de 

las proteínas celulares más abundantes, se ha propuesto que son productos 

metabólicos muy costosos y deben dar al organismo alguna ventaja de 

selección en diferentes hábitats (Beveridge et al., 1997). Los estudios 

filogenéticos reportados en este trabajo muestran que las proteínas de 

superficie están agrupadas en un árbol filogenético y sugiere un origen en 

común. Pero la distribución y gran separación de las diferentes ramas, las 

cuales agrupan las diferentes bacterias analizadas, puede indicar la 

separación de estas proteínas que se fueron adaptando y seleccionando 

para actuar en condiciones particulares de vida. En el caso de B. 

thuringiensis, la actividad insecticida es una ventaja para tener acceso a los 

nutrientes de la hemolinfa de los insectos blanco.  

 

La proteína de superficie aquí reportada presenta una alta identidad 

con la proteína EA1 de B. anthracis (Mensnage et al., 1998) y a la proteína 

CTC encontrada en B. thuringiensis subespecie finitimus (Sun et al., 2001), 

la cual también tiene un peso molecular de 100 kDa y forma cuerpos 

parasporales durante la fase de esporulación. Sin embargo no reportan 

actividad contra alguna especie de insecto, pero esta proteína (CTC) pudiera 

ser tóxica a algún insecto como lo muestran nuestros datos. 

 

 Esta es la primera vez en que se implica directamente a una proteína 

de superficie en la virulencia hacia un insecto. El único dato que liga 

directamente a una proteína de superficie de B. thuringiensis con virulencia 

es el reporte que indica que la expresión de los genes de proteína de 

superficie están controlados por plcR. El activador transcripcional PlcR 

regula la expresión de varios factores extracelulares de virulencia como son 

enzimas líticas y enterotoxinas (Agaisse, 1999). 

 

 Los programas de búsqueda de bacterias de Bt han identificado miles 

de cepas diferentes, las cuales tienen un rango limitado de huéspedes .ya 

que cada cepa presenta sólo algunos genes cry y es activa hacia un número 

muy limitado de insectos. Pero juntas todas estas bacterias cubren un rango 
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muy amplio de órdenes de insectos (Lepidoptera, Diptera, Coleoptera, 

Hymenoptera, Homoptera, Orthoptera y Mallophaga) y aun otros organismos 

como nemátodos, ácaros y protozoarios. 

 

 Las toxinas producidas por Bt pertenecen a diferentes grupos de 

proteínas que no tienen relación alguna filogenética (de Maagd et al., 2003) 

y que por lo tanto pueden ser divididas al menos en 4 o 5 grupos distintos 

(Cry de tres dominios, Vip, Cyt, parecidas a Mtx y parecidas a Bin). Algunas 

de las toxinas producidas por Bt muestran similitudes con las toxinas 

producidas por otras bacterias como es el caso de las proteínas Bin 

producidas por B. sphaericus, las cuales tienen alguna homología con las 

proteínas  Cry 35 y Cry 36 producidas por cepas de Bt a las que también se 

les cataloga como parecidas a Bin. Las proteínas Vip se parecen 

estructuralmente a toxinas que afectan ADP-ribosilación, como la proteína 

de difteria que tiene un dominio muy semejante a nivel de estructura con un 

dominio de Vip. Se propone que Vip pudiera tener esta función, pero aún no 

se ha encontrado una proteína blanco de esta posible ADP-ribosilación.  

 

 Dado que nosotros encontramos que una proteína tipo S-layer es 

capaz de matar un insecto coleóptero será importante evaluar si otras 

proteínas de superficie producidas por Bt tienen actividad contra otras 

especies de insectos plaga. Este conocimiento es muy importante para el 

control futuro de los insectos ya que permitiría tener más herramientas para 

el control de plagas insectiles. El modo de acción de esta proteína de 

superficie GP1 no lo conocemos, será importante diseñar experimentos para 

entender cómo funciona esta proteína, así como su inocuidad hacia otros 

organismos incluyendo el hombre. 
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8. CONCLUSIONES 

 

1. Se aislaron cepas de Bacillus thuringiensis de  cadáveres de larvas de 

Epilachna varivestis, las cuales producen una proteína de 100kDa, la 

proteína es altamente toxica a larvas neonatas de E. varivestis, la proteína 

producida por la cepa GP1 es una S-layer. 

 

2. Esta es la primera proteína S-layer que se comprueba su actividad toxica 

hacia un insecto. 

 

3. La proteína GP1 es altamente específica, no es toxica a larvas de otros 

insectos ya sean lepidópteros o dípteros. 

 

4. La proteína GP1 no se expresa en otras cepas de Bt como B. 

thuringiensis kurstaki, B. thuringiensis aisawai, B. thuringiensis tenebrionis, 

B. thuringiensis israelensis, B. thuringiensis morrisoni. 

 

5. Epilachna varivestis no es susceptible a las proteínas Cry3 y Cry7 activas 

contra  coleópteros. 
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9. PERSPECTIVAS 
 
 
1.- Evaluar la proteína S-layer contra especies de lepidópteros plaga como 

Plutella xylostella, Phthorimaea operculella, Diatraea spp, Trichoplusia ni; 

coleópteros como Leptinotarsa decemlineata, Diabrotica virgifera virgifera, 

Anthonomus grandis, entre otros, para determinar si es tóxica a estas 

especies. 

 

2.- Determinar la inocuidad hacia mamíferos (ratones), insectos benéficos 

como Apis melífera, catarinitas depredadoras y plantas (frijol, maíz). 

 

3. Determinar si la proteína es activa contra adultos de E. varivestis.  

 

4.- Conocer la activación de la proteína, por medio de enzimas como la 

tripsina o de las presentes en el intestino de E. varivestis. 

 

5.- Determinar el modo de acción de la proteína S-layer. 

 

 

 

 



80 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

APÉNDICE I 

Publicación derivada de este proyecto. 

 

A Bacillus thuringiensis S-Layer Protein Involved in Toxicity against 

Epilachna varivestis (Coleoptera: Coccinellidae). 

Guadalupe Peña, Juan Miranda-Ríos, Gustavo de la Riva, Liliana Pardo-

López, Mario Soberón, and Alejandra Bravo. 

Applied and Environmental Microbiology (2006). 72 (1): 353-360 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



81 

 

 



82 

 

 

AfnJffi.vID EN"ItO~IoII'1'T"" MICII:OIIOl.OOv. Jon. ~ p . .!5.!-J60 
0099.22.!W06/SM.OO+O doi: 10.11 WAE M. 72.1 J 5.1-].60.2OO6 

Vol . 72. No. 1 

C"I'yrish' e 2006. An"ri<;an S<:>ci0'Y 101 MicJ<Jbiolo@y. AU Righ" R ... ""d. 

A Bncillus tlll/ringiensis S-Layer Protein Involved in Toxicity aga inst 
Epilachna varivestis (Coleoptera: Coccinellidae) 

Guadalupe Peña, Juan Miranda-Rios, Gustavo de la Riva. Uliaua Pardo-Lópcz. 
Mario Sobcrón, and Alejandra Bravo· 

J,¡JlÜU/O th Bi(J/~. U .... 'irsitWd NaM'DI A~D th Mhico (UNAM J. 
Ap. POJ/DI510-J, CumulIUCD 61150. M_los. Múiro 

'11, • ••• of &rillu, lhurillgierrsis os o biol"',l k l<lo Is. ,·Iabl,· . It.rn~ tlw for Im",,1 co ntrol sl.« I~ . Imo<ll_ 
cklal el) prolol l ' prod u ... ed by 11"",· ba<:torl~ a .... • hl 2hl}" ' 1,..<l Nc; h. rm lo,s lo h"m~us_ ,·. rt .brul.S_ . nd planlo: 
and co mpk'I"ly loivd,,\:r-dO l. bl,·. In od ,lIl lo n lo el)' pr""'l ns_ B. /lwri1lgim:Jil produc.s a nu",bo.·r of c.~l mn·II"IM 
,·o n'llO unds. 1 II,: kld l n~ S- h,y"r pn 'l rl lls (SU '). 1 ~nl ,'o nl riillll ~ lo ,- l n ll" II"~. n . S laY"r 1'1 011 onk'""d ' 11"11,1" "" 
""I'I't .. If I Il~ a p")lclmk:'~' '''' pm·acI)'Sla lll n. "rray "'hld, co n1l'lr l. ly ,' ,)O'HS Ih. Sll rf;k:~S of nJa Il)' 1''' I ~ogcll k 
h ... 1crl • . In t ~ is .. 'ork. "-e I"('p"n the klo lltifi cllli on <of O" S- I¡' l'cr ~ro/cill by t ~. sC rf. lling <>f R. lhurilllitnlil 
Sl ra iB ' f~r ""Ii,-il)' o~" i l .r ril<' co lro pl .non pesl f."pilarll~a varil't$!i.r (M .~ ka n "'OB bN-r",: Colro prera: Cne
dn~lIid",,). \\ '~ ' Crfcllt'd r .. o B. thuringimsi, sl ra lB co lkctlons conlH lnl l~ .nid~nrifit<l CI)' pro l. IB s and also 
slml • • kol . l~d from d.",II. sN"!" So.,.. of Ih . B. thuringifruis ,Ira lm a''''l~d a~~ ln,1 ¡':. varÍ>'tsli, sho .. ·.d 
mvd,·", I. lu _~kk)'. lJu .. ,·.'or, u B. thuringimsis sl .... l. (GI' I) I~ . I .. liS IsoLl l ,~l from • (Ioud Insr .. 1 shu ... d a 
I't·In .rk"bly h l~h 11S ..... lkkl,,1 1\11>11y, n. pnr-"spor;,1 .. 1)·slul prud ll ... ~1 b)' Ih. GI' I Slraln Wl<'l puri ll.d " n(1 
, ho"·. " ~o,'. Ins .. 'llddal ,,,' lh-IIY H~a ln ! t 1:.'. Wlf¡',.,S/;S bMI m~ og;,lns l Ih~ 1~l' kl< ) I"'no. Ma~dura Jura or 
SpodopIera frugipmfa or og;,lm t I ~. dlplcnm Atdts atg)pti. The ~n. cncodl ll~ th b pMcl 1l HU <lo n. ,1 11. ,1 
st~lu .rk:.d. JI comspond. d ro .. S-hl,Wr pro rcill bi ~hl)" sin,il lr ro p",'i ollsl)" d. sc ri b,,1 SLP il 8ociUII1 
anthrori< (U I) Hnd 8ocilhl1/irllmifor",is (OlpA). 'llw p~) l o~erwrk rebrion, hips H "lO n~ SJ.P fro n, dill"'rfnr 
b.ct~ri . , OO .. . ..-1lh. r ril ... p ror~ln, frum &rillu, rn"fIIS. &riUUI S,haerirUS. B. anthroris. B. /irltmifonllis. Hnd 
B./lwri~inrsis ...... HlTll l g,,1 In 11,.. ,"' .. m. ln uro llp. sllug"stln~ . In,ibr orlgln>. Thl, 1. lh,· Nrsl r. porl I~ . I 
d .. ",,,,;trI ICS Ih~ 1 I n S_ II)'H pro/"I n 1:; d l"~' II )" 11"uh',.1 In l u_~ldl)' lu ... ul, ... pI.rl n P' SI. 

Chcm kal insoxti<;idc1; ca~ many cmironmcmal problc",'. 
llleir exhauSI(ve u<e ha, 1\$I.llred in poIlurion oC soil •• ud u"del_ 
grooud water. MOIcQ"cr, a number QC ")mherk insocricidc1; han 
IC<SI IIleir ellirncy ap.insl rffiain pes¡, due IQ lhe ~klplll<'1ll of 
resistanre in 11It"" i=r,. Thc use of &uiJl"s ¡J",ti.og;nlStl '"' a 
t>iopesrki<le ¡, a ,'i,ble all"""'r;.. .. far insccr rornrol in agrkulrure 
and orller arcas (i.e.. di:sca.sc ""ctors) and wilJ irnc""fy crop pro_ 
docrion in an eoJoomicalJy susrainablc aud cmironmemalJy 
friend/)' " .. ~. 1'h" CI)' IOOns ¡xoouced l1y B. ¡J,uri"8Ítt'Jis are 
high/y spcdlic: h:umk!fi 10 huruans. wrlcmales. and pl.:mlS: and 
complele/)' t>iodegradable. SO lhe)' mus<: 00 residual Imio:: prod
UClS 10 accunlul.:lI~ in lile environmcnl (26). To dale. ",,'Cr:nJcry 
gene So.'quences ha'.'C bcen delermincd and d3.'6iflCd illlo 44 fam
ilies lInd dilferenl ~ubcL~ (7). Adlirionally. B. d"lfÍtlgiellStl 
prod~. nunlbel OfeXlr.«lIuI.1rronlpouuds. such ~s pho:Ipho
lip.'ISCS, prolCascs.lOd chilinases. and olller Imilll. such as iJ-cxo
Imin aud wgelalil-e insecticidal proleilll. thal m:,y ronlribulC 10 
virulcnce (26). 

Thc S-liI)1.'T i:s ~n ordcrL'(l ~TrUCIUre of prolcinocCQ{)' ",1m
crysl~lIine nrra)'5 whkh complele/)' ("O'o'C(S lhe surfoce, of many 
arl:haca and h'>Cleria (3. 25) and con"ilulei up lO (5 % oC Ihe 
10lal ,di pIOlein . The funcliQn of S-I3)'Cr p/Olcins (SlP) h." 
nOI becn oc<:uraldy dcfi ncd. 1I was pIOp<!ied 111.11 lhese pro
lein, are inyoh'ed in coll inlcg/ily aud shapc mainlcnaoce (3). 
A1so. il ha, been hypolhcsged Ihal Ihey may be involYed in 

• Cotre>¡><JO>ding ""no.. Moili"@ oddreo~ 1"!liMO de 1lioI<c~ .. 
UNMI. Ap, POOl" 510.3. a..""""""" 62250. ~"".k>s. Mó,ico, 1'Il<ono: 
(52) m J 1916!5. F.: (52) m J 1il.\M. E-m:lÍt: brll"O(!iíbt.Wl:lI'.= 

ma<:rorncle<:ule e.«h.1nge wilh lhe cmironmcnl since lhe)' are 
Ihe OUle,mQSI ccll em'CIQpe romponl'nl (3). In sorne gram
negali,'C palhogcn" Ihey h",'C heen implkaled in ,i/ulenco and 
resislanc. 10 oomplcmcnt_m edialed killing (3. 23). In Baci/hu 
etreus, roo SLP promor", inrcranion, w'irh human leukOC)'r", 
and .,-ilh lhe ha", conrribuling 10 parhogcnidry (14). Ir has 
be.n prD¡JOSCd Ihar in BaciUus a"lhroci" lhe S-Iayer aud Ihe 
ca¡!Sule mighr coorer",,, in rhe il1leracrion wirh Ihe hosr (21). 

Se,'Cral S-layer g~ne, h",,,, becn doned. " lid lheir a"uno 
acid scq , ~nc", have rc ... ~alcd lhar Ihey ha\'e low si"lilarilY 
ellCepl in lhe ceU waU'largeling S·la)'cr honlology doma in. 
whkh is involved in Ihe anchoring of Ihest proleins 10 Ihe 
pcplldogl~c ... n-linl<ed polysaccharide, (25) . Thus. differenl 
1)'pi.'S of SLP may ha''C differenl funclions. SLP flOm Bnci/l"J 
specie, h.we a mole<:ulllr nla<lS of b,)lw'Cen 66l1nd:!SS kDa. In 
B. nmhm:;,. IWO diffcrellt SlP (S,1p and EA t) h.we be~ n de
scribed pl'e'o'iousJ)' (18. 21). The prescnec of Ihest proleins ~ 
nOI required for oormal cncapsulalion of lhe bacilli (19) . Thest 
protcins appenr Sl'quentially in a grov.'lh phast-drpcndrnt 
manner. "'¡lh Ihe symhcsi, of Sup prL'Ccding 111.11 of EAI (21). 
In B. /huringirnsi.r iubsp. ~lIeriD. an SlP lermed SlpA i¡¡imilar 
10 lhe S,ll of B. Dnlltrocil . The ronslruClion of a null mUlanl 
wilh a mJI81ion in lhe rorre~ding gene rc",aled Ihal Ihe 
mUlanl Slrain docs 001 e.<prc>s anOlher S-Iayer gene (20). A 
patasponl bQdy prolein namcd CTC. desoibed rQ occur in B. 
11".n~gierois ,ubsp. finitimu' (OenBank arc~ .. ion number 
A YJ60I25). sil""" high id,"'iIY ",irh lhe S_layer prolein EA 1 
fro", B. Q,¡hroru (27) . ere has a mol'C\Ilar ¡iLe of 100 kDa 
and fonns a para'poral bod)' during lhe 'porulmion ph.'\SC of 
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PENA ET AL A ...... E'N>1RON. "!JC~OOJOL. 

A 8 SLX·] 
~ SLX· l Of"X"" • , , , • ~ 8SLX·¿ 

BSLX-I GP'X"" , .. ".., 0.'''' -~ 
, , 

Ita 
_".,.t l'G 

,-
W 

,,,," BSL. .. ·5 1151.1'·7 .---. • , 
lISLX·' • IlAGO-l , 

B 

I'ri mer 
OIi¡moclecotid<: S<quence " I{e strictio 

namc positiol1 Si1C 
GPIXd ... ACGCTC.TAGAl"AGCAGGTAAATCATTCCCI'GACG '" "",' 
GP IXrc, ACGCOCTAGATCüCOJTATfGGTCAGTfGIIAC 1.95 1 """ BSLX· I QCTrTAG 1TGAGAG~ATAOGAAAAT ." """ HSLX·2 ~\TCCT((;,\ccroo:rrcACTA TO\ 3.386 "'" llSLX·3 ()(.~TA(.T()(:rGA(j(j(TG<.-"TIj(jTGAGG 1.766 "'"' BSLX-4 OClr:r AG1TCl"I"CAOCCmi\GCG I"A'IGI"ACC 5)0 ""'" HSLN-5 lCíI' rO:; 'O ' I¡;x¡¡'ATAAATlTccrCCITC m Neol 
BS LN-6 ITI\T I\CC\urcAAIIGIICTMCfCITIIC m Nro ' 
HSU '·7 AAcocrc-C'GlTCHAACAcrrOGTOOT AMIG U OS '" IlSU '-8 AAAAC IC"¡:·.!o(¡.t.AGT AU"GTCAGCA(.Tf()(.'"TIC 1.1 14 1'sll 
EAGB-4 CC,(¡(;ATCC I"CC lffiACCrGO:iTCACI',\TCA 3.150 Bamlll 

HG. l. Dioyam,natlC "'p"""''''''" of S_laye, 80"" lragmento .. d PCR pnme". <A) R,p""""'KIO of ,b< S_I.ye' B'"" of the GPI .train 
ond loca'ÍOO> 01 oIip",cI,o'idos .... d as PCR primo" (..,,,,,.): (B) "q""r>Ce' of oIigo"uclroti<le ..... d in PCR IUIlpliticotion. Undt,~n,d 
seq""nces oorr''f'ODJ to ,,,trÍ<1ion .i,,,,. 

growlh. So faro the role of SLP of B. r¡"""",g.,,,.iJ in virulO"oce 
againSl inscet pes" has "",ocr been describcd. 

In this wor k. we repon the screcning of B. /hurillgii'flJis 
strains for oclivily against Ihe ooleopteran pesl EpiW,na 
""ri.~.tiJ (Menean bean t>eellc: Coleoptcn : Coocinellidae). 
Thi, is a seriollS peST in variollS legume c.ops in Norrh America 
and in ot""r erops in Asia and Africa. sueh as eocurbilS. so· 
lana",ae. beans. maize. sorghuru, ri",. wheaT. colton. sesame. 
Icltoc~, SO}·bean. and "OI'>-pea (12) . We found Ihal B. /10,,';', · 
gil'nJis Slrains expres,;ing known Cry loxins octive againSl cole· 
opleran 'pedes (CrrJA Cry3Ba. CrrJBb. Cry3Ca. and 
Cry7 Aa) ""ere not acrive againSl thi:s pesl. Two B. /hu';',gieflSis 
strain oollecrions "ontaining unidenTificd Cry proteins an<l B. 
¡J"""",gim,,, strains isolatcd froo, dcad insecrs "'-ere used lo 
sea",h for insceticide acti"';ly againSl this pest. One B. ¡J,,,,;,,. 
gienJis "rain (G P I) "',., selOCled. an<llhe rarilSp)ral <"f)~laJ 
was characTerized. Our rcsults show that the GP I strains pro· 
doced an SLP Ihal oonfors toxkily to Ihe E. ,·ari,·f.l1ÍS ooleop. 
IOran peST. 

I_.ri., "nU.~ B. t¡'~ su';'" IIl ....... "'" ,be _"'01 cl}'! o<ccry7 
, _ .. re kiocly "'P(fi<I by l . v." Rit. Baytf llioS<it",. N.V., IltI9Um. /1, 

d._'" w ...... Imn ,be Mexi<an """" ... ( . ) IIld from IIle PIao, Geto<ti< 
sp,r-m (_Ilayt, DioSeit"", N.V.) _,m ... " ,¡"' ..... "' IIJj, ""'d)". 
N"",I /1, "'_'" ......... " ,,,, iooI,,«I !roro _ irutr<, Wllf>l" by !lo. 
"'."". ><It<"1ioro ",._ (28). 1be F. ... _ ""'1"" ... " _ ,~"e •• b 

.00;"", b)1lOChlori1t 1'1'0 llXI.;IIl R.ri l< ~1t, be!",. t>omogeo.iza< .... ",d B. 

d.~ .. ";"_'''''. 
11 ... ..,· •. Tht _,.,., >.\IlioR E. _"" .. re p'rtotmed • • b '1"""_ 

,<}'<,¡ "''1'"'''''''''' or . ;IIl put< "}"w.1 pm";,, usi"!! ,Ile lellf di¡> ,,,,i:nj'l"'" 
S<¡oare, of • <1" by . ,m fro<rJ IIl . PIo.""J." .... '" pl"" lr-a", ... " diwe<I jo 
IIl. ,_ di u,"" " llXI_ ., <Ir}". [};IIef". """",o ~ .. _ of eado , _ ~ .• " 

, ........ b _ .......... ,Ile >1m .... 1It Ragt p<' ,,,a,'" ~. FoIor "'1"';_ 
pe< """.o ~._ ~ .• " doot. Mon'¡iry .00 .,Ilf dam'B' ft" dt<e<mioe<Ilfitr 
6 days. - '''Y' ..... m R_"",1It 1 ....... ol MooJoK • ...,., '" ~'" 
¡,..,;".N .... re. dooe "' . , ri/iri'¡ dit, "'''''f' '" d<s:_ p""";""iIy (. ). Ilioao&>ys 
' gainS<h<I<, "'~ , ........ " _ "' lOO mlll,O .. d<s:_¡.-l"Vioooily 
(U). 

P. , IIka, I ... Id •• ~ ... 'In"."¡ .. p .... n' lo , ... GPI .... In. TII. GP , R"'" 
.... .!"'"~ io p<Iri diobe, ""'''",io ll oOOd 0" _' bmb 'I"'"lar .... m«lium 
('5). TI>< spon-<:ys<ol ",mu" ~~, ",11«,«1 iro 5 .. ol R'Ne .... , ,, llXI Cf<I_ 

,rifu~«I1o< 10 _., ,o.ro:orpm. TI>< 1tII"'""".01 _ """".ff<I. ",d <Ir< pelle< 
",r:nJn;"g OIllJ 'p"'es ~~, di....,dN. nu. R'1' .... "pta1td ftve ,jmes", otdtr 
ro elimirl>r. , " '1""'" lrom IIl. "''1'''' ...... F"'->IJy. IIl. 'I}"ol ;,..,1"' .... ' ... " 
,"""",«1 by "'Hrifu~ ..... ., I~,(W '1'''' Ior](l mili. TIr. cl}"oll'""'.ios ~ .• " 

""_ "' 50 mM No,co~ pll lO.'!, ~jIll o,l % 1I--""'''JlI' '''- .00 
purOItd by ""i<co-=:iwlg< -'''8'"'¡ily jo • O-Sep"""", ooIurnn. usq¡ DR 
pro .. io jj;¡" i;J doroma'~y(P!wm><ia) (I '~ 

N." ,mlna' ...... '''' .... N_,ermic>i ""lll<""iogolIll. ,,,,,ol prooeiro p_'" 
by 'M GP , R,..;" .... p'rtom>e<J", ,1Ie Mi:""M_". hcilj , y ot ll:orvard 
U,M....,. (C_I!". M""",b_II.) otr .. .. p"' ..... 0Il7'1ó 1ODd;"", do<k<)f 
.uJlm (SDS) go" llXI , ,.,,,.,, 0010 pay.-io)1id<Il< difloorne ""_ .... 
(Millipot< Co., _ro, MA) iro • """<Ir}" ,,,,,ot,, c:Ioambor '" ""' .... ud by 'M 
=1 ..... "" •. N_,,,,",,",,," _in¡¡"" ol","""';«I <"" 1""" a '1)1""' Ing_ 
meo< ol ,Ile GP, "'}"oll'""''';'' IIl ..... p<!ri!Ie<J by ,ile • __ tolgIl-perlo<_ 

"""". 1i<¡ui;J dorom>r"8'"'PIl)" (1')' 
An'óltOOy ,rod"",;"'. A N .. l.<1llood "'"h;,. ,OIJtOir ~." """,una«l ~i,b 'M 

,<}'<~ 1'""', ;" prodoc«llly IIl. GPI .,,..., by ,""'o, ,,,,,,,,, irljO<"l .... ,. ÜD< 
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TAllLE l. S • ..". .. p'OIcin. uoeJ in ,he phYi<>8"noti< .'''ly>i> 

~" 0.00 ... "" .. ~. .. ~ >«<""'" 110. .w 
&clllu • • "", .. <i, ",' ." ""'" &<111", ./IIh .. ,I, ... "" ",m 
&dll", «""u S.~ Iik., ,~ AEOI7000 
&<Jlu. «""u S.~Iik., .. AEOI70006N 
&clllu.lldrtnifom'l' ... "" U.!8842 
&dllu. ,¡"'ringim,iJ GPl SL "" AY936.l11 
B. "'''"''sinuiJ: gollnin< ... 8U A.l249446 
11. "'~ forlli"'.' '"' 862 AYoI6(ll25 
B. ,huri~ mak"o"""';' cryTKD "" ,.,,~ 

&<Wu. ,¡"'ringim,iJ '" ". AJ01U90 
&clllu. If'hotrlc •• .., 1.176 M!8J61 
&<lIIu. If'hotrlc., .... 1.268 AF2111"Xl 
Gtobacill .. II<!aro<ir<m">phi." .~ 1.2líl X71092 
O",lIacill.,,~ir<mIOf'hil., •. , ,. X9!09S 
O",lIaclll., 'I<!aro<ir<m,ophil., •. , , .... AI'll!5578 
Bmoilw:iII .... mI;' mMp 1.033 M1 9113 
Bl"tI"ilw:illur mol;" .. , 1.116 """~ 
C""~ft"" .".., 1.109 ,,,.,, 
C ... ~fr"" .... '" M~17 
C""~fr"" "",,' •• L151lOO 
C""~ft"" ."" 1.112 AF048699 
C""~~ ft"" .", ." U251ll 
o.>lIridium 1krmoc,lIunl 

_ M 

." U, _ 

Halobdelí"Pium lurlobium 

'" 
85, 102767 

I/a/o{, ... , ""¡"onU 827 M62816 
útc,oo..emus ociJqJlo ¡Ius ... W X8917S 
útc,oo.cJlu. hth~,ic., 'j,:"' '" X91199 
I_tobocillus hth~,icus 1/2 '" X92752 
útc,oo.cillul <"lÚpanu ..... ... AFOOlJll 
Ricknlli<J pro_di; ~, 1.611 M17647 
Rickttll14 rlckttll" pl.'(J UOO XI6lSJ 
RiculII14 "plri .. ' , ... U", .. 
S."",14 "",,,,..,<ml ~ ,~ AllOO7125 

mlligr>m of GP' SLP in pt>ooptoar ... bül!',.... , al .. , .... ,mul,i1i«l .. , o F""" d'. 
'''''''*''' ""I0_r .. d ;'I«,«I.nv. ..... .., rilo " ..... 01 ,110 ,..,.,Io. Tlr. "",",r 
... _" .... tIrr .. ,I"..., ,, ll ... .,. n"tvalo .. ¡tn 1 ""of'IIo OPl SLP mi>f<l d~ 
inoom¡llort F",..d~ "'i"''''''. A ~ of rhe _ .. ~, rol"" .... 010 da)"' alrt, 
", . p!m.uy 1m",",I, • .,. . 

n"" ml ... Ion .{ .h. PN~ ..... u .... . I.ho SLP . . ... j>rodu,..r '" .ho C; p¡ 
""un. _ "" "' . N~,rm"oJ ~,~ 01 ,1>0 ""''' prootio """ of lIll 
"",moJ ")l"~ f~..,.. al "'. ")"~oJ p.,.,in ...... POI primo ... OP1X"" 
• "" 01'IX ... ",. tr». ""~lIy ' ¡J~ PCII f!<OCIu" .... '" <IHIgI«I (F .... 1). 
PCR, .. ". ptrlonn«l by !tOlldor<l'''·ooiqu'' (loI ) .. ' o I'fo DNA poI)mtn .. 
(S"".",. L, JoII .. CA) n.oJ DNA .... OIIn<,td 1""" ,be GPl ",,1Iio (U) 
• "" , ,,",,., ,,~ •• in .. 1 PCR,. n. PCR 1''''''''', .... , rtq ....... «l lo ,n. 
irr·_ ".""",ttd ""l","'ng r""'id .. of ,lit r""~oto (\t lliot~ 
UNAM (C..,,,,,,,,,,,,,. M/Iioo) llI..AST:rnaly>is 01 Ibe rt<Iu ",,~ idto ,iIl,d roro 
rol ..... "'1" ...... 01 s.&o.)'"f lI""" (Gool},ln!< "' ..... .,. 'OO"l>ofl U~ and 
X(¡Q714). AIJst1",,"t 01 t!>tOO "'1""'''' ",""""",fa"" 'Mt '1>o)'!I><l <lml ., l' 
""" l· ,od,. Foo, PCR ¡.;me.., ftre de~ lrom ,1>0 l·· """ l· ·1t""inoI ,ods 
01 ,_ $..1.,." SO"," ",d ff<Cll "" in ,...,..l rt<I U"". 01 ,!lo OI" ... mp 1l1i«l 
1""","1. I'rlm;.. , OSU·l """ IISU-4 omp lillH , ~l""" 1'_ I""","t. """ 
prn.. .. BSI..X·J """ BSU·l ..,,~ilIt<l , t. JlUf J. __ Ir"!!""'at (Fi[¡. 'l. 
E",h PCR Ir"!!""'"' ..... di,!e" ...... ' h X!».I (Nefr &¡l>nd llioLobs. !lewfl)". 
M"¡ and , loo", Iotn pll.\¡",,~ SK (S"'.,'"! .... Lo Iolla. CA) I"~ 
d._'" .. ~h ,lit X~al """"tkror t<Il)llIO. The l"'lotr proW<" ""'. porllltdby 
="",ion "' ''' pl>onol..,_ orm.¡.-t<"i¡>r",,,,, .. im ,"''''''''o ",d _""1"""'" 
10' 0 ,".;rI\lWlllI'" .. t ¡;,,_~ .. """ 001 0:11, (16). T"""',"",,,,"", ,"""'''' 
....... SW", .. LO ... , 1'1.1<""",, .. p~ ..... "' ...... ~h ompl:l ll >o (lOO ~[I;ml~ 
""" oe(oa'" "'""''''' •. ,,., ",;,td .. d ¡¡lprol (.lI'I".) ""d "ott<l .. - 7\J"C. 

11>0 .. ~""'I:l' """ O>mod OPl SU. GPl Sll .• "" GPI SU. ''''' _ ONA 
Io. n, .... '" .... u""" .... 1t ,110 11>-_" "'''Im''''' ..... ""1oS 1",lli", nI ,110 
"""0'0 '" _ "'ndog!a. UNAM. 

0. .. ;., •• ..-1 ........ ; .. ofG Pl .\ LP ;. B. _~,;"p..~. 11>0 """1"'" p"''';" 
5-1")",, 1'''' .... , 'f<OOi!<_"tOd" cIoolog rh"", PCR !ragrt .. " 1"0 \ho pllT"l11 

S·LAYER PROTE1N OF BAOLLUS THURINOIENSIS 355 

pl>.rm'od (16'). n.. tIr>t PCR r """'" rooroiolfl!¡ ,lit proorot" "sIoo .... ' o(). ,IIi"'" .. j'" BSl.X· l ond llSLN· l. Primt."f !lSl.X· l ¡,.,.." '><r. !O bp" ,be l · 
... d 0<111<>101 .. ,n X!>ol ,,,,rlr:tkror ~". and ",!mo' llSLN·l n...." 1",.,.,.. f'II:ol 
""""tkror ,~. (1'1& 1) n. """"'" PCR lf"lgl1O!\t ..... ""tiln", ... ¡", pfht., 
BSLN-6 • .. ·t.i;:h ""', .... "" io"""," Nrol ",,,rir_ sir,.""" prirn" DSI..P-8 • 
.. h~h ..,,,,,,,,.110 U"'l .... 1'1<1 ". rlr:tkror , ir. 01 ,1>0 OPI SI., .... ...... 1)" •• 110 
",Ir<! PCII1"A"""', .... ""p li!lod ... k/l primor DSLP·7. ",,~a 01'" no,,,,,," tilo 
oojqr>' r..l _micer '''. "'" ¡'-""'" EAGll-•. ~bid1 i"jonja, 'a BSI..X· l too r 
¡,., 30m. bp ""'''''ing'!lo Oarnlll ""micer ,ir,,, ", .1 · ''''' (V .. 1). Br<o 

PCR po""""''''. f'JrI!Iod """ d .... '" "'''n tilo "'''"'''I''''''I1nS ..... 1«1or1 "'. 
"""'""" ",t>.·icer'" .. p.ualtly ,, 'o p~"""nl" KS. nr. ONA 'nsJD"''' o(). ,IIi"'" lrom ,I><oe !i>lmlds .. ·,te poriliod. ligar"'. ",d ",''u" itHO rilo r1mll 

pl>.lmlll po...-y di!OA"" .. I'h Xt>ol "''' l},lmlU. 11>0 po"""" nI tilo Ilgotkrn 
,,"".,. .... dilf<<Iy '~tdlo "'. "'rys<III I~,,_B. f~""",,"" "ralo 0107 
(16~ ~hidl ..... tin<ly Jlf"Vi<Iod by Do" L,,,,,"', (P>~'Of ""'' O". F ,....,.) 

""""'.3""" " JO"C " Ul .. ""lo ...... '" .. i:h U """" '1)""0«1)<'10. 11>0 
,,"' "1"11 p'lmlll .... 'lo"'''''' plrr.OPl. 11>0 B. "' ........... "",1" ."" ,o>o1oS 
pHT-CPl .. 2' 8"'" .. p"'ri d;'¡'ts """a..if!iog ",Id 'l"'rul.>r .... tDe<lium '''l'. 
plo""""", .. 11I1 ''l''h""",," lo . Tho spotO"")"" mi""" ..... roIl""", lo 1 .. 
... riIo "" .... a."" lo 1>1",.", 1:4<>1 "'f'''¡'''''''''. Dor",doo .... ""'" .. ~ n 
, ,,,,-CPl SL pd)<looal lUll iOOtly (düurioG. 1I1o,IOJ; l~) .. d '""'->Ii1.td .. Oh , 
1"" .. ,I.t>IXlir >tdooy ""'pltd .. i'" l>otoo,,,,,>It ~ (s,pr.. 5<. Lo"i,. 
MO) (dlutloo. In.m I '). r_ h)' ~~ clrom~"m" ""',. .....,. 
" ,..,. (!'ir",., Ro<tr",,," lL) " ""'_ ~Y"" """ ul""o"", . 

Clo.,",,,.l .......... uf s.r., .. p .... ; .. TIr, GPl R"';O. "',. B. __ '" 

.. ,,'" ,,,,,,,101oS pHT-CP1. ' '''' tilo "'1)" •• Uil ........ B. "' • ...,...,,., .... '" 0101 

... ", lI""'" n ~f"'t ~'''t I<tru!loo l:.«Il _m (Di!"') "' tll .. "I'ti<al ... .,¡t}' 
O< 600 !1m 01 0.9 _ "",""" in ",aer 'o •• vo = 1""",ly vol"O<;" ,..u~ ous 
.... te ptllo'''' h)' ,,'lIif"P"'" (W"" • lO.((lI '1""). 1'011<0."... ....... "" ono) 
ro ... """"", ltr 1I5(1 of 11. n.~ \O;)ju"", 011. lJ . .. 2 M s ... nllllo"m "ya"," 
, n",_ (pU ¡j~ .. ""'_ by LU<t""n """ _,mil" (17~ 'o ,m"" 
""" iI'nIly l!lo « 11 , ,,,;..,,=110,.... p""'ins. Tlr' '''''~ .. ".... «.1trlfugod lo< 
10 mio _ IMOO """ ,na tilo ptllo" """.lnlnS tilo Notorial ,,11, ..,a tilo 
"""""."lO" cootoJrl jog lile ..,,,"','" proo';", ..... ttr"'I"t<"i¡>r"tdlly"""iflS 
,ridr"'",",,,i< .. 1d 10. filial ""'''Otr" ", of nl'l"o (10 min >t - lO"C) 11>0 
p""lj>lt.'" "....ino ..... tl>on ""'trlrull"d lo< 10mlo ", 1O.(OOI'f<I1. ~ """ 
tlm ..... h 1I,o .... Id ,"""","""'" ltr o.ro 1-1 l-loOH. Al! tqu~ "<lIu"," oIl~ 
latmrnli ~ IoodjogOOll".,.., """". _ plts ... re _ 10,1 "'in. """ 
"1",1.-."" 01 "....10 ... ,,,, _ OOtO t". Sl)S-I(J9ó r<"Y"'l)i""ldo lO' 
C!lt<I"'f'I><o""~ (PAGIl) 11'10. Ono fIIH .... Mal"", ... ¡", c-.., .. l"o"l l;'" t:U!. 
""d rl>o ,,"~n,td /;ri .... , '!«<roo"""',rre<l 001. pay.io)lidt'" di_ 
""",",,",,' lo< W ... ,rn _ do''''''' "lin! ,,,'-CPl SI. poI)<""'. ", 'Ibody" ... .,-_ . 

Am'" .rid ... ""." . l;pm, "" .. d "",,", •• ,.~ .... l,..~ All ""i", "'"' "'l"""'. lII iyrnt!ll 01 13 ditt .... SLP (J- 1) .. '" """, .. i:l1 m. a""aj\\· 

1' ......... Tlro .... "k .... "" .. """"" rilo """"" ........... , .... ,"'u[ "¡'h tIlO 
PROTOlST progrunl. l . F.l ...... I. ·, PIlYUP 1.1 p~).kls<""Y n I,,,",,,, 
P'''''''Il ' ~i", ,1>0 D. )I>o. PAM """ri>: (9). lb, pro~nm FITCH ""'" "' ,O 

"""" 'n ."lmotO 1'0)1"8'01 .. 1",", 'o . <Il,,, ... ~ ",,"tri. "' .. un"" .1>0 a <kll,;' • 
treo _1. Th. ¡>/I)"I<'B"''''k """l.'" ".ro " "loG .. t 100 ,im .. Dy .,1Itfi "'. 
boo<""'I'P"'~ 1001 ... ·.d ~tI"ts ",w' i¡>l' d ... "". ;., ",(\t, .a 1" , .. ,'" 

",",t/''''' "". TIr. ""'IO n .... po)i<>!'''''~ ,,..... ", .. ''''''l''' ''''' Il)" ", • 
CONSrNSIl p'<rgr.Im (Q~ 

TABLE l . Sel..~,d &dllul dr.rltr,!"itnril .Ir"'" Ir"", 0011«.1""", 
,h'l """"'d Wi";ly ",0; .. 1 EplllICh~", ,""",~"is l.". •• 

'ló M""""lJ" 
Su", ~ .. lOO.!'""" of IJXlI ""ttn' of 

t,.,>t'" ""r t",,,eal .. 1 

lB181 ,,>" , 
" IIlJ " '" "' IlJ.176 ",U ~ ., 

1B109 - " ~ 

lIlm - " '" mm , 
" llJ4N ay/M cryUe '" '" m ,,>'M '" " 
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FIO. 2. SDS·PAOE .n>lyll', 01 lb<: I,,,,,,ion. 1""" Q&plll'<>OO <h,om.IIl@'orny ol'h. ay,ud indusion procein 01 lb<: OPI >tr. in. lA) Prole;' 
p",fil, 01 'h. '"1"'"'".""'".. .. 1 mi"urc . (13) E1U1i"" prolil .. of OIIi"""",,,, """8' ch,orn;II"8"phy wi'h. li .... 8"dó;on, of SO 'o 400 mM N.a. in SO 
mM No,COj (pH 10.5). 0.29'. p.me'<.":lJI'o<lhaod. l>n .. 1 lo 8. I,,,,",ion •• mple. >Ubjw.d 'o SOS·PAGE .. d "ai""d ,..ilh Úlom ... i . brill i .. , 
bluo: 1""" M. ""''''<111" m ... ", (kD. ) 01 " .. tl.t:d m. rko, prol",,,,. 

~ESULTS 

lso l~ 1 lo . uf IJ. thuringitruj$ slml n:; " ... 11 .... "g~I"'1 Epilaclrna 
wlrit'tsli$. Th. lo:dei.)· of control B. II",ri"K"tolJiJ slrains con· 
laining eoleoplcran~iflC CI)' loxini (Cry3!i and Cry7Aa) 
.... as anal)'Ztd. Thtse slmins showed 00 'o:c:icily aguinst E. 
l"/lri, t sliJ. W •• hen IL"liled 241 Iwive B. rh"ri~gimJÍJ ~Imins Ihal 
are pan of 1"'"0 diff~ren1 SIrain roll""lions. <me (1 44 Slrain,) 
fro", Mexieo (4) and .h. o.he, (97 Slmins) fro", dilJe,enl pans 
01 Ihe .... mld. supplied by Ba)"e, BioSdeoce. Fro., Ihis ""reen· 
ing. onJy modcralel~i loxk Slrains ""ere louftd (Table 2). 

FinaUy. Ihe .oxicily of fOUf B. ¡},U,.;r.g;t¡¡s:S mains Ihal ","ere 
i"",laled fron. cor["6CS of E. l'arr'tt srÍJ larvac ~'aS assaycd. Thcse 
slr~ ins produced similar point ~.als co"'ror>ed of ,. 1000kDa 
prolejn and had idcnli<:al lo.al protein pal1crns (dat¡, 001 
sho","n). The four Slrains r.howed 100% morla!ily ","hen leMed 
al 100 and 1.000 nvern' of tremed leaf. 

000 of.he .. lour Slrains was ",Iened and named OPI. and 
Ihe el)'''al iocJusion wa, purific-d by surceS5ive centri fugalion 
followc'\! by solubilil:llion and anion ·exchtnge chrommogra· 
phy (Fig. 2). The bioasS3)1 ltgail1S1 E. I"/IIÍI'WÍJ larv~e per
forrned ",ilh &porlXl)'SlIII mixlurcs of Ihis slmin sh()\ll'ed" SOr:¡, 
IClhal concen!ralion (LC..,) of 16 nglcm' of "eated bean plan! 
Ico f (95% confideoce inle""I, 7 lO 25 ng!cm'). nnd lhe bioas· 
~lys perforrned ","ilh purc <:ryMal prolejn pltSCnTed an LC", of 
8.6 ns/CnI ' of tr.alcd Icaf (95% confideoc. inlerval. 4 10 14 
nVrnl'). In co,u ra" . n";lher lhe pure rry>lal 'K1r lhe sporc· 
cl)~.al mixlure of .ltis Slrain (up 10 IQ.())) ngkm' of artificial 
di~.) sho","cd I<>xi<: aClivily againsllhe firsl·il1S1ar la""e of Ihe 
Icpidoptcmn inseels Mn"d,wl m:l1l and Spodopltm frugipmln. 
and neilher of lhe IO.COJ.nVml mixlures ""ts loxic ¡gaiosl Ih . 
fOllr1h·inslar la,,'ae of.he dipleran AedtJ atg)pli. 

The GPI Slruin ","as chara<:leril:ed by PCRs uloing general 
and specitic pri"ers for .he ''Y1. cryJ, 0)5. ,,,,7, cry~, 0)'9. 
e')·1I. cry·13. C'l)"14. and <)flA genes (4. 5. 6). AlI PCRs ","ere 
ncga.ive (dala 001 »hown). The 16S rRNA ge"" of .he OPI 
slrain ""as Ihen amplifled using lhe primer! cesigne'\! by Aguioo 
de Muro and PrieS1 (2). BJJ.ST an.1lysis of lhe 16S DNA 

S(."qucoce oonfirmed Ihat !he OPI s.min helongs 10 Ihe B. 
Il",ringirrrsis group. 

Chr.creri.(>Hjo n of 11 .. e PI pmlein IOllnd j. Ihe <TyMa l 
indll, io •. The lOO-kDa prolein produced by Ih . OPI Slrain was 
puriftcd by anioo-exchange ctuoma'CJgrapny and .rnnsferred lo 
Immobilon p'OO. and lhe amino-lerminaJ s.cquence of lhe prOldn 
""as oblaincd. So.'qUi.'flCC an:\~~is SUjlgi.'Stcd lhal lhe GPI prOldn 
eould be Iln S·la)·cr prOlcin. as Ihe lln.ioo·lerminal scqueOOl 
(AGKSFPDVPAGII ) corresponded 10 Ih. fint 12 {,mino acids 
. fl er Ih. ~ign,11 peplide of ~n SLP precursor froJn B. lidrt ni. 
jQmrÍJ OlpA (GcnBank arc~S"ijon nu",ber UJ8842) "nd B. 
ar.rhrocis EA I (X99724). Trypsin digeSlion of .h. pUlO GPI 
prolcin was performcd. and a fmgmonT of 50 kDa was purifled 
by sin udu,ion highil<'rfornlartce liquid chronmography. An 
inlcmal sequenc. of 19 amino acids (KlPVl'FVTTDOYGDP 

HO. J. W .. '.rn bIoo . ... I)"'Í. of GPl S~'l"r prOl,in. lano 1.000· 
Irol .Ir>in. B. drllrifr&inr'" 407 Ir.n>f"rmod ,..ith plITll5 pla>mid; lorIe 
2. B. druringimllr 407 uroin I"",f",med "i,h pi rr ·OPl pt.""itJ : ,, ... 
J. GPl ",ain. S.m""" w, .. , ul>joctod lo SOS·PAOE . • nd lb<: OPI SI. 
prOl .. n ..... d<1 ..... d by W .. 'ern bIool i"8 l";lh .n .. ,i·GPI SI. poIy. 
don .. . nlibody. 
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I'IG. 4. Expn">.ion 01 ,he GP I SL protrin in ,he GPl .troirr. (A ""d Il) ARlIIy>l. 01 ,he .xp", .. ion 01 ,he OPI SI.. prot,in durirrg sr"" ,h in SI' 
'I"'rulmion "",di"m do,ormi""d by ""' ... ,m blO!lio~ ",io~ ' opcrilk "",i·OPl SL ""Iibody. (A) D ... ction 01,110 01'1 SI. pr""io nll""hed .. ,he 
bocle,i, in Ih. I"'lIel ofeootrihr#d rollu" , (lO mio'l 10.M '1""). (D) D.I.ction 01 ""Iuhlo prol.in .. "eled inlo Ih. "'1""""1001 01 Ih ... "", 
«n"iluged rol,u'''. [.ano l. 6 h 01 V"",·'h: l.,.. 2 9 h 01 !"",,·'h: l:me 3. 12 h 01 S,,,,,'11; 1.0.4. 15 h 01 V"",·'h: tan, 5. 18 h o¡ Y""'·'h: 1 .... 6. 
11 h 01 ~,,,,,,11; lan, 7. 14 h 01 &,,,,,,·'h: 1 .... 8. 36 h 01 &,,,,,'h . (C ""d D) Extr",",ioo 01 !>.tayfl pro'e'" Irom vege"',,,,, ecU. by ""ng 1 M guarudioc 
bydrochlorido (pI! 2.5). n" prolei .. Ih.1 rcm";""d nU""hed 'o ,110 ""11 .... 11 or ""'t. rcl.: ... d in,o ,he "'¡>t,n'IOO' DÍI" chemic:ll "".'''''n'''"" 
, RlIIy",d by SOS.PAGE. Ih. gel. lo. ~·h~h "'ere fII.incd ",ilh Coom ... i, b,illi'nl bl"" (q. "nU by W ... "n bIot dolCC1i"" U>Ín8 .nli·Gfl SI. 
p<>Iy<lon.1 .nlibody (D). Tho p""cin, In;' rcm.in.d ,uoch.u lo ,he cd ",011 OJo prc .. nl.d in .",n.numboreU tan ..... d ,h. prol.;n, .. I'",",.U 
110m ,he «n. ''''r"",n,.d;n ood""umt:<",u tan ... Lono. 1 onU l . con'rol .. ,oin. B. rlwlilgitruU <07: lan .. 3 and 4. GPI .u>in: 1""", 5 md 6. 
B. /Jrurl~ 4(1 I,onslo,,,,,,u ",ilh pHT .(JPl pI ..... id COII,lining ,110 GPl SI. 8<"". D,. B. lro.ringi""ó,. 

YGAN) tha¡ ",as abo found in OlpA aOO EAI SLP ",as ob

lainOO. 
PCR primOr> (GPIXdor and GPIXrc-v) (Fig. 1) were de

sigm"<l Irom the N·lorminal S<"queoc. of the GPI proldn and 
from the imemal Ir)ptir fragm~ot oflltis prolein. These primo 
trs WCrC used for lhe ampUlication of an imernal fragmem thal 
Wa<! ~qucnc~"<l. BLAST analysis 01 lhe resolting scque ne~ 
showed high SOOffS with S<'quellC1.'S cJ.IWO S·la)"er gel1CS. olpA 
~OO fag. Using this informalion and the DNA scque~ Illig.n· 
ment of thc!;e genes. novel PCR primers wcre designed to 
amplil'y 1WO other ovrrl.pping PCR produm. One included 
500 bp upstrcJm of the ATG (oOOn in order to ha"e the 
pUlat;"" promoler (Fig. 1). and the othcr iocluded 200 bp afler 
lhe put8tive stop<:<Xlon (Hg. 1). The seque~ ofthe(omplete 
GPI SL gone was obtained (GenBank ",,\!Ssion numlre, 
AY956JII). The open rrading frame found in lh;s sequ~nce 
oonTainOO 2.589 nudeOlides; ;1 W3l p,eceded by a Sh;",,· 

DalganJO 5i."qu"""e (AGGAOG). A paJindromic ,truMure WllS 
ol:JS< ..... ed 22 nudeOlides downSTrearn from the ITA stop 
oodon. Comparison of the N '.rmini of the sequcnred prmdn 
and of lhe arnino acid 5i."queoce dOOoc.d from ¡he nudemide 
~qucnce conllrnled that Ihis pr01dn is airo S~othesiz~d as a 
pr~po/)"peplidc Wilh a 2l.kunioo-acid·1oog signal peplidc. "Otroe 
S·Ia)"er homo/ogy donlain mOlifs are prCSCI1\ in lruS scqucn,;:~: thc 
firsl "1\5 OOselVed fronl residu"" 34 to 76 (FI'DVPAGHWOLD 
SINYLVDKGA IEG KPDGTYAPAEEIDRASAA). the sccoOO 
from resido"" 95 to 136 (FKDAKN!lWASKYIAAVEKAGV 
VRGDGKENF"SPDKKIDRASFA). aOO Ihe Ihird from posi· 
lions 162 to 198 (DHWGEEKANILlHLGLSEGTGGNK 
WEPNKSVSRAEAA). 

F;nJIIy. lhe("()lllp!ete GPl SLgcnc wasdoned dircctlyinlO the 
B. ¡J .. ri.og;e.LliJ acr'¡'SIalliferous main 407 by amp~fyi"3 thrc~ 
PCR frngrnnn, that "",rlap in Neol aOO PsII 'l..,TTicTion ,il" 
(Fig. 1). h was 001 I"'"sible to obtlin E. roIi Transfo,manT ceUs 
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HG. S. Unroolod f'hy\l>!onóc lre<: of S~.,..r pro .. in .. quc"",,". 
Encircl.d brancho. ""r..,.pon<! lo branch.. ... -..'i!h ..,Ud !opolosy .. d !o 
di!! •• on! groIIl" af bacleria. Groupo: l. !he n.<iII", .p. youp: 2. 
n,..,i¡'"dll",¡.".,1r. J.Gwb<Jn'I",.SI,~iI"r: 4. C.m~'Iob<>:/<'O" 

fr ..... : S. Rkkmsia ",.: 6. ¡ ... ",}/,,,dIl4' 'JI. Th. numbor. 01 the S.Iay<r 
pro!oi ... oorrespood lo Illoir ><Wi"oo numbo .. in Gcnll.nk. 

with Ihis COtISUUClion. Other aUlhors 1m'. "'POrte<! lhat in nlan}' 
rases, lhe rloning el. lhe S-Iayer g<'Il' in E. roIi rells ",ilh ilS 
reguL1101)' r¡¡ion ("OlIkllead lO problcms (JJ. 21). Thc resullingB. 
murio¡giellSi.I struin cxpresscd the GPl SL protein. ti judgcd ~ 
immunodelection of the prolein using a polydonal antlbody 
raised again'>llhe por" OPl protrin (Fig. 3).A sporubled cullure 
of litiS $Inin sllol'<ed 100% OlOrlalily of E. ""ril"l!$lÚ la""., ",hen 
~ssaycd nI 100 nnd l.OCO ng/rnl' of trealed lear. This "'ti in 
contras! lO ... ·hal was found wilh lhe col11ro1 "ruin trunsformed 
with tile pH111S slmlllc \'c'Clor that does 001 expr<.'!fi tile GPl SL 
prolcin: il did tlOl ~'1{)xidry lO E. ""ñ"""iJ la""..,. Thc CT)~taJ 
indu,ion "'as porificd fl'Otl1lhe trnnsformanl Slrain 407pI-IT ..ePI . 
and bioor..<a)'S agait15l E . • vri.wis L1tvae ,Ilowed a lelh.ll coocen· 
tmtion (Lc..,) of 10 ng,\:m' of treated leaf (95% confideoo'\ in· 
1""'aL S lO 19 t1@.'cm'). 

~:.,p l1'S,io n of tlw (;1'1 SI. pro t. ln In ti", G I' 1 , tmln. The 
e~re,sion of the OPI SL prolcin during gro"'lh in SP sporu· 
lation medium WllS Ihen analy¡:ed. Figurc 4A ~nd B sOOw that 
litis protein ""as exprc,sed during the "cgctntive (lancs I to J) 
and the ¡porulalion (latleS 4 to 8) plk"lS<.'S of g.rOWth. Ouring Ihc 
v<"gelalive phase of growth. lhe pr01dn was a,.,.,nalcd wilh Ihe 
barleria si~ alllhe prolein dell'Clcd ~ Wcslcrn hlol an.11)~is 
was found in the bacterial pellet ohlaint:d after thc centrifu· 
gation of lhe culture (Fig. 4A. latlcs I 10 J). J J"",·cvcr. during 
Ihe sporulation phase, lile OPl SL protdn was found a"od
ated wilh lhe haneria (Fig. 4A. lanes 4 10 8) and also found in 
the ~upemalan1S of oxntrifuged cullUrl'li (Fig. 48). Luckc\ich 
and & .... eridge (17) described a specific extroctioo procedur. 
for the SLP of B. Ih"rillgit>lsiJ subsp. ga/ltria. We us..'d Ihis 
method with lhe purpos.: of teSling wh01Ik'r lhe OPl SL pro. 
lein has the abiliry ID bind lo the cclJ surfoce from Ihe original 
strain and in the transformam strain as other SLP do. Figure 
4C and O sllol'< the trcatment of vegetative cells with 2 M 

Arl'l.. EN>1ROt<. MICJ.06IOL 

ch.10tropic agcm al a 1".,.. pH. ",hkh resulled in lhe ~pedfic 
eXlroction of the GPl SL protcin as judged by the SOS·PAGE 
(Fig. 4C) and WeS1em blot analysis (Fig. 40) of the extmcted 
protein. Thc OPl SL protdn ",as presetll only in 1M OPl 
Slrain and in the B. rhuri>lgifnJi3 407 Ir.",formanl ,lrain: Ihis 
protein "'as absem in Ihe 407 any>1alliferous Mmin thal. in 
contrast. shov .. ed a protein of 37 kO .. (Fig. 4C). Similarl)·. ~s 
rcported ~ Luckevich and BeI'CIidgc (17). lhe GPl SL protein 
waS cxtrocted fronllhe "'g~tali ... e cdls 001)' with Ihe Irealn,enl 
of2 M chaolropk agenl: IrcalmenlS ",il lt lowcr concentralions 
ofthe chaolropk agent (1 to I.S M) did oot c:lCtran lhe protcin 
from the bacterial cells (data 001 !J¡()\II·n) . 

Westem blot dctc.:tion of Ihe O PI SL protein was also 
pcrforrnc"<l in other B. IlwringitnJis "",ins, SlICh as B. ¡J"".;., . 

gie>uiJ subsp. kumaki HDI and HD7J. B. rh,,"¡"gimsis ¡ubsp. 
ilrneln,sis H0S67. B. II",ni,ginISiJ r.ubsp. aizo"Ili HOlJ7. B. 
11 .. "¡I:gimsis SUbsp. lO¡"'oolo¡ H0125. and B. tI",ri"gitnJÍJ subsp. 
morriJooi ItotdJriimis. Thcse "udies showed Ihal this protein is 
n01 produced in IIk'SC "mins (dala nOl ,hown). PCR anal)~is 
of Ihe>e slrains. using primm OP1Xder and GPIXrcv. con· 
firmed Ihatthe>e B. rh"ringitnsis $Imins do 001 harbor the GPl 
SL coding stqucnce (data oor shown). 

1'~) l og'· I ,., t k I'I' lat iohhlps or GI' 1 SL pro t. lns .. 1th oth"r 
S. l~,.~r prol~ln ,. An amioo ocid sequence alignmcm of H 
diferenl SLP was used lO analy¡:e Ihe ph)'logenclic rel~lion~ip 
of these proteins. Wc h¡we ~$Iimutcd too ph)'logenil.\S from the 
distance matrix data under the additive Irce modcl. occording 
tO which Ih~ distanc<.'S ar~ e~ted tO .qual Ihe r.unlS of Ihe 
bmnch lengths be-Iween Ihe sp<....;es. by using lhe Filch and 
M~rgolia,h mcthod (10) and the lea" ¡¡quares criterion. Figure S 
shOVlS the ph)'logen)" of the SLP sequenc~li . The encircled 
branches repr=nl branches ... ·ith a sal id lopology. since Ihey 
wCre found in nlOre Ihan 9S% of Ih<.' oolaill<"<l lrCeS. 11tis 
ana!)'Sis demon,lraled thar SLP arc highl)' variable in fom,ing 
independent clUilcrs. The SLP from 8acill .. , cm .... B. spl,a· 
triCUJ. B. am"mru. B. /ichtuiformiJ. and B. 11",n.,gitnsiJ ~re 

arranged inoOi.' main group (Fig. S. group 1). Thc SLPof otller 
baclerial 'pedes are duslered logclher in sepamle branches. 
indkaling Ihe relalion~ip among Ihe membe-rs of ea,h branch 
in the e\"Olutionary proce!ili. 

The GPI SL protein is highl)" related to the EAl protein 
from B. a,,¡J'rllcis 8nd 10 Ihe CTC2 prot";n reponed for B. 
¡J,,"¡ngi .. ,sjs ,ubsp. finifim" •. wilh 92% ide",il)' al lhe nucleo· 
lide sequence leI"el wilh bolh prolcins. The OPI SL prOlcin 
shov"cd 63% idcmity ",ith th e OlpA proll~n front B. liclomi· 
formil (GetlBank OO.'ession number u38842). In rdarion to Ihe 
rcst of thc SLP found in tM &cilWr group. Ihe sequenoCe 
ide",it)' is quile low, ranging from 27% 10 IS% idemiry. 

IJlSCUSSION 

Wc isalated and characterizcd B. Ihllri"giemis Slrain OPI. 
which produces a para'poral CT)~lal coml""""d of a lOO-kOa 
S·layer prolein 111.11 ili highly active ngJin" the colcopleran pe" 
Epikl(/'I:o .vri,'tJlis. The pure crystal protein prcp;"ation of 
Ihis !113in is rcsponslblc for the instcticidal actil'ity against E. 
.'ario'l'SIis, and Ihis acti\;ly appcars 10 be spedfic since Ihis 
Slrain is nOlloxic 10 the lam.c of the Iwo lepidopleran 'pedes 
and the one dipleran specics c:l<lmined here. h was ,hCNIn for 
the firsr time thar an SLP is direcll)' implicated in ';rulcnc~ 
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againSl Ihe largel organism. The COIllplele GP I SL gene from 
a B. Ihuri,,#nJis main was successfully doned. aOO il ".,,, 
dernonSlraled Ihat Ihi, gene enoodes a prolein OCTiYe againsl 
Ihi, pest 

The GPI SL proTein oflhe GPI 'Irain shows 92% idenlily al 
Ihe primary scqueoce level wilh Ihe EAI prolein of B. anlhro · 
ciJo In B. ""Ihracis. Ihe expre"ion of SLP is depende'" on 
diltúenl sigma faelors (21). In addilion. in Ihe rase of Ihe EA I 
prolein. lhe regulaTory 'yslem i, quile complex. ,iocc Ihe Sap 
prolein (Ihe olher SLp) i, required for lhe lemporal conlrol of 
EA l. as il OCT' a, a Transeriplional repressor of lhe ~al! SMle. 
The resulT of Ihi, regulalion i, Ihal Ihe s"p gene i, expresscd 
durins Ihe COIpone",iaJ phase. wh",eas eal! e",re,sion Slarls in 
lhe Slalionary phase. The s)"11Ihesis of EA I disploces Sap from 
lhe rigid eell " .. 11 layer; Ihus. Sap could be found bolh cell 
a"""";aled and seereled inlO lhe culTure medium. EAI. in con· 
TraSl. is a"""";aled onlywilh lhe sporulaled c.lls (21). In lhe 
case of lhe GPI SL prolein of Ihe GPI Slrain. lhis prolein is 
a"""";aled wilh Ihe bacleria durins bolh growlh phases bUI is 
also fouOO in Ihe medium of sporulaled culTure .. FUrlher slUd · 
ies are needed lo undersland lhe regulalioo of Ihe GPI SL 
prolein in B. ¡J,uringitnsis. 

Tl>e SL P comprise a farnily of proTeins found on lhe surfoces 
of",ry differe'" baaeria] species Ihal liv. uOOer diffe .. '" en· 
vironrne",aJ condilions aOO havo diffe .. '" largelS. These pro· 
leins are modular in 'lrUClure. eonsiSlins of Iwo diffcrenl fune· 
lionaJ oomains. In Ihi, "urk. lhe ",ululionary relalionship of 
lhe SLP family was analyzed. Sioc. SLP represenlS an abun · 
da'" eellular prolein group. il ha, been proposed lhal lhese 
mClabolically exponsive produelS musl prmide organisms Wilh 
some advanlage of .. Icelion in differenl habilals (3). Tl>e phy. 
logenelic Sludies rcporled here showed lhal SLP dislribule in 
diltúenl branche, Ihal g.roup lhe di lfercnl baeleria an:\lyzed. 
Thcse dala SUppor11he divergeoce of lhcse proleins. whkh 
were adapled aOO selCClcd for ocling uOOer panicular living 
condilions. In lhe case of B. Ihurin~nJis. lhe inseclicidal oc· 
li,ilY i, an ad''''''age in gaining acees, lo lhe nUlrienlS of lhe 
hernocoel in a sensilive inseet lñe phyJogenelic sludy showed 
lhallhc SLP deseribed here i, highly relaled 10 lhe EAI pro
Tein from B. a"llo",ciJ (19) and a]so lo Ihe ere prolein found 
in B. ¡J,uringitnsis ,ubsr. ¡;',itimus (27). whkh ha, a molecular 
,ize of 100 kDa and forms a JXIIasporal body durinS lhe sporu· 
lalioo phase of srowlh. Howevcr. lhis is Ihe firST lime Ihal a 
pum;"" SLP has been direaly implicaled in lhe viruleoc. of B. 
¡J"""'gimsiJ sTrains againsT Iheir largels. The only c"Videoc. 
lhal links SLP of B. ¡J"aing.msis wilh viruleoce is lhe reporl 
lhallhe c",ression of S-layer genes is conlrolled by pkR. PIcR 
is a Iranscriplional acTi, .. lor of seYeral eXTroccllular viruleoce 
faclor genes. ,uch as dcg.radati", cnzymes and e"'erol""ins 
(1 ). 

Sercening programs have ide",ified loousands of dilfc'Tenl B. 

¡J""",gimsi, 'Irains. all ofwhich have a limiled hosl range bUI 
logelher sran a wide range of insea orders (LcpidopTera. 
Diplera. Coli,oplera. Hymenoplera. Hornoplera. Onhoplera. 
aOO MaJlophaga) and even olher organisms. s.uch as nema· 
lode .. miles. and prolozoon .. The loxins produced by B. lhu · 
ringiensis belong 10 dilf''TcnT prolein sroups (8) Ihal could be 
di,·ided inlo alleasl four 01 fivc fuOOamenlally disliocl 00m01· 
ogy g.roups (Ihrce e,y domain Imins. Vip. C)1. Mtx ·likc. and 
Bin ·likc). Sorne of Ihe loxins produecd by B. ¡J,u';',gil'flsi, ,hare 
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,imilarilies lo Imins produced by olher bacleria. as in Ihe case 
of lhe binary loxins produced by B. JplllleriCUJ. which have 
some OOmolog)" wilh Ihe ery35 and ery36 proleins produced 
by B. ¡J,uringitnsis Slrains. This work wi[[ add a ncw prolein lo 
Ihe liSl of inseclicidal proleins produeed by B. Ihwin~nsis. 
This work also sh"",·ed Ihat dassical scrcening Slralesies using 
B. Ih..n.,gil'flJis Slrains isolaled from soil samples could be 
laborioos and inellkil'lll al isolaling sTrains higllly a.ctr.-e againsl a 
selccloo pesl. The S1ral~· for i,olaTing B. d,uringieo,sis mai", 
froru dcad insccT bodies secms lo be highly cll"ect;"" al idcmifying 
aclive Slnin,. 

Finally. il would be ,el", .. nl 10 lesl whclher olher S·layer 
proleins produced by B. ¡J"aingil'f,sis ha", sorne inseaicidaJ 
acti,·ilY againsl olher inseel spcdes. This Iulowledge could be 
imponanl for fUlure comrol of inseels. H"",·",,,,. Ihe mecha · 
nism of aclion of Ihis SLP is unk"""'ll. aOO fuTUro work is 
needed lo describe il. 
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APÉNDICE II 

Medio mínimo SP 

Volumen final 1 litro 

Caldo nutritivo    8 g 

MgSO4     0.25 g 

KCL      1 g 

Stock 1      1 ml 

Stock 2     2 ml 

Stock 3     1 ml 

 

Disolver todos los reactivos en un volumen de 950 ml de agua destilada, 

ajustar el pH a 7 con KOH 5M. Aforar a un litro con agua destilada, agregar  

15 g de agar para medio sólido.  

Stocks 

1. Disolver 0.198 g de MnCl2 4H2O en 100 ml de agua. 

2. Disolver 9.15 g de FeSO4 7H2 en 250 ml de agua  

 De un stock 1 N de H2SO4 tomar 7 ml y disolver en 250 ml de agua 

3. Disolver 9.8 g de CaCl2 2H2O en 100 ml de agua 
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APÉNDICE III 

Dieta para Manduca sexta. Ingredientes para preparar 1 litro. 

1.- Kappa carragenina 12.5 g o agar       20.0 g 

2.- Agua destilada      1000 ml 

3.- Germen de trigo          80.0 g 

4.- Caseinato o caseína         36.0 g 

5.- Sacarosa           32.0 g 

6.- Levadura           16.0 g 

7.- Sales Wesson           12.0 g 

8.- Acido sórbico             2.0 g 

9.0 Acido ascórbico            4.0 g 

10.0 Methyparaben             1.0 g 

11.- Colesterol               3.0 g 

12.- Vitaminas Vanderzant        10.0 g ó 

13.- Solución vitamínica*        10.0 ml 

14.- Tetraciclina           0.25 g 

15.- Formaldehído al 37%                    1.0 ml 

16.- Aceite de linaza o vegetal         4.0 ml 

 

*Ingredientes para preparar 400 ml de solución vitamínica. 

 

1.- Pentotenato de calcio          4.8 g 

2.- Niacinamida           2.31 g 

3.- Riboflavina           1.2 g 

4.- Acido fólico                               0.6 g 

5.- Tiamina             0.6 g 

6.- Biotina             0.048 g 

7.- Hidroxocolsalamina (axofort)        10.0 g 

8.- Agua destilada        400.0 ml 

 

Mezclar muy bien todos los ingredientes, agitar, aforar a 400.0 ml. Guardar 

en frasco ambar y en refrigeración. 
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APÉNDICE IV 

Dieta Meridica para alimentar a Spodoptera frugiperda. Cantidades para 

preparar un litro. 

1.- Agar         15.0 g 

2.-Agua destilada     1000 ml 

3.- Harina de soya         71.1 g 

4.- Germen de trigo         31.7 g 

5.- Sales Wesson         10.6 g 

6.- Sacarosa         13.0 g 

7.- Methylparaben          1.6 g 

8.- Acido sórbico           1.0 g 

9.- Acido ascórbico           4.3 g 

10.- Solución vitamínica*         3.5 ml+ 

11.- Acido acético 25%       12.0 ml+ 

12.- Formaldehído 10%         4.4 ml+ 

13.- Cloruro de colina 15%         7.3 ml+ 

+ Agregar cuando la temperatura haya bajado a menos de 40oC. 

Preparación. 

1.- El agar se licua con el agua hirviendo. 

2.- Se funde tres veces en el horno de microondas. 

3.-Se licua el agar con los ingredientes secos. 

4.- Llenar los recientes antes de que solidifique. 
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APÉNDICE V 

 

Técnica para realizar la transferencia de proteína a membrana PDVF en 

cámara Semiseca: 

1.- Poner la membrana en Metanol absoluto de 5 a 20 segundos. 

2.- Pasar a buffer III entre 15 y 20 minutos o media hora, para equilibrar (no 

dejar secar). 

3.- sacar gel y poner en Buffer II por 15 minutos. 

4.- Hacer sanwich para electroforesis semiseca. Se ponen 3 pedazos de 

papel filtro (8X7cm) humedecido con el Buffer I, sobre estos se ponen 6 

pedazos de papel filtro humedecidos con el buffer II, se coloca el gel (con la 

parte de enfrente hacia arriba), luego la membrana previamente marcada 

para saber donde que la parte de enfrente y finalmente 6 pedazos de papel 

filtro humedecidos en Buffer III.  

5.- Tiempo de transferencia 50 mintutos, 56 mA. 

 

Buffer I   II    III 

Tris  36.3g  3.0g  3.0g 

SDS  50.0mg        50.0mg        50.0mg 

Metanol       100.0ml       100.0ml       100.0ml 

Glicina              3.0g 
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APÉNDICE VI 

Medio LB (Luria-Bertani) 

Volumen final 1 litro 

Bacto-triptona     10 g 

Bacto-extracto de levadura     5 g 

NaCl                 10 g 

Bacto agar para medio sólido   15 g 

Disolver en 500mL de agua destilada, si se prepara, sólido agregar 15g de 

agar y aforar a 1L. Esterilizar en autoclave 20 min a 15 lb/sq. 
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APÉNDICE VII 

Resultados de los bioensayos contra E. varivestis utilizando las cepas de las 
diferentes colecciones. 

CEPA %MORTALIDAD DOSIS 
1000ng/cm2 

IB5 10 
IB6 10 
IB7 5 

IB24 5 
IB37 15 
IB46 20 
IB49 10 
IB51 15 
IB64 15 
IB65 15 
IB68 5 
IB111 10 
IB122 10 
IB131 5 
IB137 0 
IB141 5 
IB142 5 
IB150 0 
IB151 0 
IB173 0 
IB175 15 
IB194 10 
1B200 0 
IB203 15 
IB205 10 
IB209 50 
IB212 15 
IB220 0 
IB229 15 
IB230 20 
IB233 20 
IB234 70 
IB241 10 
IB244 5 
IB253 15 
IB255 20 
IB256 10 
IB262 60 
IB278 15 
IB280 20 
IB281 70 
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IB293 65 
IB310 5 
IB312 60 
IB366 0 
IB386 0 
IB387 15 
IB392 5 
IB426 20 
IB436 0 
IB441 5 
IB456 0 
IB466 10 
IB470 5 
IB473 10 
IB476 50 
IB477 70 
IB481 0 
IB486 5 
BTS1 10 

BTS00125L 5 
BTS02260A 0 
BTS02109P 20 
BT2001371 0 

2134N 50 
306B 55 
450D 0 
349U 10 
677C 0 
861 10 

2507A 0 
2592AA 10 

186B 10 
516QA 5 
1201AS 10 

591D 20 
567AA 10 
276D 10 

2351AA2 20 
181M 20 
262B 20 

130AG 25 
1102B 20 
2289 30 
253C 5 
2330B 10 
2431 5 
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831Cblanca 5 
831Cparda 10 

198AV 5 
1058C 20 
3800A 0 
2584C 95 
186B 10 
2435B 0 
1060D 10 
354A 5 
2179A 55 

2516AA 10 
1056W 15 
2065C 0 
7024E 0 
766TE 5 
2178B 15 
501AA 10 
1011J 20 
2452K 0 
2265A 0 
253Z 0 
591A 10 

2210W 10 
330H 0 
2271 20 
958B 10 

2331C 5 
2701M 0 
1099E 10 
1011Q 0 
2185S 20 
469A 5 

756TQ 0 
2231A 10 
9870G 0 
607K 15 

203AB 15 
484F 0 

604AA 0 
237G 0 

2198O 10 
444E 0 
2212A 0 
2242A 10 
504A 10 
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3728B 0 
1176T 0 
213M 0 
586M 0 
311M 0 
2377A 0 
390AK 0 
365A 0 
877A 10 
352C 0 
1224J 0 
212 0 

1025D 0 
162V 0 

1168O 10 
420B 0 

1090O 10 
2170Q 10 
1225A 0 
251V 0 

3266AA 45 
2331D 5 
2300A 10 
835D 0 

1219CA 0 
1088A 15 
446A 0 
327D 5 
2216F 0 

3400AAblan. 10 
3400AApar. 10 

702AE 0 
BTS1 10 

BTS00125L 5 
BTS02260A 0 
BTS01209P 20 
BTS00137J 0 

2134N 50 
306B 55 

1023W 25 
828C 25 
381I 20 

335AB 10 
2209AD 20 
2134N 50 
350B 5 
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306G 60 
2210W 15 
327D 20 

9870W 25 
1177B 10 
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APENDICE VIII 

Resultado de los bioensayos para calcular las CL50 de las diferentes cepas 
de B. thuringiensis aisladas de cadáveres de larva de E. varivestis. 
 
CEPA Epilachna CL50 13.4 ng/cm2      8.47271       20.49967 

 

  DOSIS        TOTAL DE       LARVAS MUERTAS           TOTAL  LARVAS 

                      LARVAS         R1     R2    R3    R4            VIVAS  MUERTAS 

       5                  20                2       1       1       2                14             6 

     10                  20                1       2       3       2                12             8  

     15                  20                5       2       2       0                11             9 

     20                  20                3       2       3       4                  8           12  

     25                  20                5       5       3       4                  3           17 

     30                  20                5       4       5       5                  1           19 

TESTIGO           20                0       1       1       0                 18            2 

 

 

CEPA Epilachna CL50 12.6 ng/cm2     7.97164           19.17852 

  

  DOSIS        TOTAL DE       LARVAS MUERTAS           TOTAL  LARVAS 

                      LARVAS         R1     R2    R3    R4            VIVAS  MUERTAS 

       5                  20                3       2       2       1                12             8 

     10                  20                0       1       4       4                11             9  

     15                  20                2       3       3       4                  8           11 

     20                  20                2       1       4       3                10           10  

     25                  20                4       4       3       3                  6           14 

     30                  20                5       5       5       4                  1           19 

TESTIGO           20                1       0       0       0                 19            1 
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CEPA Epilachna  CL50  20.3 ng/cm2   12.02071         35.20724 

 

  DOSIS        TOTAL DE       LARVAS MUERTAS           TOTAL  LARVAS 

                      LARVAS         R1     R2    R3    R4            VIVAS  MUERTAS 

       5                  20                2       0       1       5                12             8 

     10                  20                0       3       0       4                13             7  

     15                  20                4       1       3       1                12             8 

     20                  20                2       2       2       2                12             8  

     25                  20                0       2       5       2                11             9 

     30                  20                4       5       3       2                  6           14 

TESTIGO           20                0       0       0       0                20             0 

 

 

CEPA 6 1o           CL50  17.9 ng/cm2   11.35275         35.48268 

 

  DOSIS        TOTAL DE       LARVAS MUERTAS           TOTAL  LARVAS 

                      LARVAS         R1     R2    R3    R4            VIVAS  MUERTAS 

       5                  20                1       1       1       3                14             6 

     10                  20                1       4       2       1                12             8 

     15                  20                2       3       3       3                  9           11 

     20                  20                3       3       4       2                  8           12  

     25                  20                2       5       2       4                  7           13 

     30                  20                5       3       4       5                  3           17 

TESTIGO           20                0       0       0       0                20             0 
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CEPA 6 1o           CL50   5.6 ng/cm2     2.71545           10.43648 

 

  DOSIS        TOTAL DE       LARVAS MUERTAS           TOTAL  LARVAS 

                      LARVAS         R1     R2    R3    R4            VIVAS  MUERTAS 

       5                  20                1       1       1       3                14             6 

     10                  20                1       4       2       1                12             8 

     15                  20                2       3       3       3                  9           11 

     20                  20                3       3       4       2                  8           12  

     25                  20                2       5       2       4                  7           13 

     30                  20                5       3       4       5                  3           17 

TESTIGO           20                0       0       0       0                20             0 

 

 

CEPA 6 1o           CL50   6.4 ng/cm2   3.15706         11.78579 

 

  DOSIS        TOTAL DE       LARVAS MUERTAS           TOTAL  LARVAS 

                      LARVAS         R1     R2    R3    R4            VIVAS  MUERTAS 

       5                  20                1       1       1       3                14             6 

     10                  20                1       4       2       1                12             8 

     15                  20                2       3       3       3                  9           11 

     20                  20                3       3       4       2                  8           12  

     25                  20                2       5       2       4                  7           13 

     30                  20                5       3       4       5                  3           17 

TESTIGO           20                0       0       0       0                20             0 
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CEPA 3 2o           CL50   7.5 ng/cm2   4.45655         11.72368 

 

  DOSIS        TOTAL DE       LARVAS MUERTAS           TOTAL  LARVAS 

                      LARVAS         R1     R2    R3    R4            VIVAS  MUERTAS 

       5                  20                2       3       1       3                11             9 

     10                  20                2       3       1       5                  9           11 

     15                  20                4       4       4       2                  6           14 

     20                  20                3       4       4       5                  4           16  

     25                  20                4       5       4       3                  4           16 

     30                  20                5       2       5       5                  3           17 

TESTIGO           20                0       0       0       0                20             0 

 

 

 

CEPA 3 2o           CL50   15.8 ng/cm2   9.18579         27.28283 

 

  DOSIS        TOTAL DE       LARVAS MUERTAS           TOTAL  LARVAS 

                      LARVAS         R1     R2    R3    R4            VIVAS  MUERTAS 

       5                  20                2       0       0       0                18             2 

     10                  20                3       1       0       3                13             7 

     15                  20                0       1       4       3                12             8 

     20                  20                1       5       2       2                10           10  

     25                  20                3       2       4       3                  8           12 

     30                  20                3       4       5       2                  6           14 

TESTIGO           20                0       1       0       0                20             1 
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CEPA 3 2o           CL50   17.2 ng/cm2   10.05401         29.82148 

 

  DOSIS        TOTAL DE       LARVAS MUERTAS           TOTAL  LARVAS 

                      LARVAS         R1     R2    R3    R4            VIVAS  MUERTAS 

       5                  20                0       1       0       1                18             2 

     10                  20                0       3       2       0                15             5 

     15                  20                3       1       2       2                12             8 

     20                  20                3       2       2       4                  9           11  

     25                  20                4       3       3       2                  8           12 

     30                  20                5       3       5       2                  5           15 

TESTIGO           20                0       0       2       0                18             2 

 

 

CEPA 8 1o           CL50   13.3 ng/cm2   7.10751          24.74586 

 

  DOSIS        TOTAL DE       LARVAS MUERTAS           TOTAL  LARVAS 

                      LARVAS         R1     R2    R3    R4            VIVAS  MUERTAS 

       5                  20                3       0       2       3                12             8 

     10                  20                1       3       3       2                11             9 

     15                  20                0       1       2       0                17             3 

     20                  20                1       4       3       2                10           10  

     25                  20                3       3       3       4                  7           13 

     30                  20                4       4       4       3                  6           14 

TESTIGO           20                0       0       0       0                20             0 
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CEPA 8 1o           CL50    8.6 ng/cm2   4.46074          15.95289 

 

  DOSIS        TOTAL DE       LARVAS MUERTAS           TOTAL  LARVAS 

                      LARVAS         R1     R2    R3    R4            VIVAS  MUERTAS 

       5                  20                2       0       3       1                14             6 

     10                  20                0       1       2       2                15             5 

     15                  20                3       3       1       3                10           10 

     20                  20                4       4       3       1                  8           12  

     25                  20                3       4       4       2                  7           13 

     30                  20                2       4       5       3                  6           14 

TESTIGO           20                1       0       0       0                20             0 
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