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INTRODUCCION

E n los dltimos 40 afios, la utilizacion de insecticidas
guimicos constituyd una herramienta (til para
el control de insectos plaga en agricultura y en salud
publica, especialmente en cultivos de importancia
econdmicay en las areas rurales de las zonas tropicales
donde la malaria constituye una enfermedad importante.

Con la aparicion de resistencia en muchas especies
a los insecticidas de origen quimico, el alto costo de
estos insumos y la contaminacién ambiental producida,
se inicié la busqueda de nuevas alternativas de control.
Por tal razén, la atencién fue puesta en los enemigos
naturales, especialmente en los patégenos bacterianos,
gue producen proteinas altamente téxicas para los
organismos susceptibles. Estos organismos se pueden
producir en gran escala y por poseer estructuras de
resistencia, como las esporas, pueden perdurar por
mucho tiempo en condiciones adversas.

Dentro del grupo de enemigos naturales, Bacillus
thuringiensis (Bt), una bacteria gram positiva, de la
familia Bacillaceae, es tal vez el mejor candidato interno
para el manejo de plagas y vectores de enfermedad. En
la actualidad esta especie se agrupa de acuerdo a su
antigeno flagelar en 43 serotipos, distribuidos en 34
subespecies (tabla 1). Esta bacteria se caracteriza
fundamentalmente por su habilidad de producir inclusiones
cristalinas de manera simultanea a la produccion de
esporas. Estas inclusiones cristalinas contienen potentes
toxinas, que son altamente especificas para larvas de
los érdenes Lepiddptera, Coledpteray Diptera (Aronson
et al., 1986; Whitheley y Schnepf, 1986)

Las toxinas de esta bacteria entomopatogénica son
activadas en el ambiente alcalino del intestino medio de
las larvas de las especies susceptibles, liberando una o
mas proteinas insecticidas, también llamadas delta-
endotoxinas que varian en su peso molecular entre 27y
140 kDa. La mayoria de las toxinas son producidas como
protoxinas y son proteoliticamente convertidas en
prolipéptidos mas pequefios.

Histopatologia

La histopalogia de la accién de la delta-endotoxina de
Bt ha sido ampliamente estudiada de manera principal
en Lepidéptera. En sintesis, estas investigaciones
(revisadas en detalle por Luthy y Ebersold, 1981; y Gill
y col., 1992) indican que de pronto, después de la



Tabla No. 1. Clasificacion de Bacillus thuringiensis de acuerdo al

serotipo H
Pais de origen de cepa de
Antigeno H Serovariedad referencia (cepas reportadas®,
pais de origen®)
1 thuringiensis Canadé (303, 26%
2 finitimus Estados Unidos (8, 4)
3a3c alesti Francia (49,11)
3a3b3c kurstaki Francia (379, 32)
3a3d sumiyoshiensis  Japén (1, 1)
3a3d3e fukuokaensis Japon (1, 1)
4a4b softo Canada (305, 17)
dadb kenyae Kenia (B4, 10)
S5asb galleriae Comunidad de Eslacdos Indepen
dientes (URSS) (121, 18)
SaSc canadensis Canada (35, 10)
6 entomocidus Canada (2, 5)
7 alzawai Japon (145, 21)
Bafb morrisoni Estados Unidos (28, 9)
BaBc ostriniae China (10, 3)
Bbad nmigeriensis Checoslovaquia (7, 3)
°] totworthi Inglaterra (23, 9}
10 darmstadiensis Alemania (25,7)
11a11b toumanotfi Alemania (3, 1)
11at1c kyushuensis Japon (4, 3)
12 thompsoni Estados Unidos (8, 4)
13 pakistani Pakistan (24, 2)
14 israglensis Israel (238, 20)
15 dakota Eslados Unidos (5, 1)
16 indiana Estados Unides (7, 4)
17 tohokuensis Japon (4, 2)
18 kumamotoensis  Japon (3, 3)
19 tochigiensis Japon (2, 2)
20a20b yunnanensis China (1, 1}
20a20c pondichenensis  India (1, 1)
21 calmeri Estados Unidos (1, 1)
22 shandongiensis  China (1, 1)
23 Japonensis Japén (1, 1)
24 neoleonansis México (7, 2)
25 coraenenssis Corea (3, 1)
26 siio Francia (1, 1)
27 meaxicanensis México (6, 1)
28 maonterrey México (1, 1)
29 amagiensis Japon (1, 1)
30 maagellin Colombia (2, 1)
3 toguchini Comunidad de Estados Indepe-
dientes (URSS) (1, 1)
az cameroun Camerun (2, 2)
a3 leesis Corea (1, 1)
a4 konkukian Corea (2, 2)

a Numero de cepas reportadas en la coleccion de bacilos
entomopatogenos del Instituto Pasteur.
b Numero de patees donde se ha reportado.

ingestién de la delta-endotoxina, las toxinas se disuelven
en el intestino de las larvas por accidon de enzimas
proteoliticas formando un(os) fragmento(s) téxico(s).
Las células epiteliales del intestino medio, asi como
células cultivadas de insectos, rapidamente se hinchan
y se rompen después del tratamiento con toxinas.

Estudios bioquimicos (Knowles y Ellar, 1987) y
electrofisiologicos (Harvey y col., 1983) sugieren que la
toxina genera poros en la membrana celular alterando el
balance osmotico, posteriormente las células se hinchan
y se lisan, la larva deja de alimentarse y finalmente
muere. Los sitios de accidn de las diferentes toxinas han
sido identificados como receptores en las células epiteliales
de los insectos susceptibles (Hoffman y col., 1988). Esta
situacién podria explicar, al menos parcialmente, la alta
especificidad de estas toxinas.

Distribucion

Aungue en la mayoria de los reportes de literatura
cientifica se cita a esta bacteria como un habitante
normal del suelo, recientemente se ha reportado como
habitante normal del follaje de las plantas (Smith y
Couche, 1991; Karamanlidou et al., 1991), y a partir de
muestras de cereales empleados en la preparacion de
alimentos para animales (Meadows et al., 1992). Nuestro
grupo de investigacion, recientemente lo ha encontrado
como habitante normal de los criaderos de las larvas de
mosquito y lo ha aislado a partir de muestras de suelo y
de agua (Gémez, C.L, 1991; Orduz y col., 1992).
Aislamientos de Bt han sido reportados de los cinco
continentes y de muchas islas del mundo. Estos
aislamientos estan intimamente relacionados con diversas
comunidades vegetales que van desde la selva lluviosa
tropical a los desiertos, pasando por comunidades en la
costa del mar a sabanas, estepas e inclusive a la tundra
artica (Martin y Travers, 1989).

Se tienen registros de aislamientos de Bt de 58
paises de los cinco continentes. Los paises de donde se
han aislado més serotipos de Bt son Estados Unidos
(19), Jap6n (15), Francia (13) y México (10). De los 43
serotipos reportados hasta 1992,19 se han encontrado
en Europa, 30 en Asia, 8 en Oceania, 24 en Américay
11 en Africa.

Diversas formulaciones de B. thuringiensis basadas
en las subespecies thuringiensis y kurstaki han sido
usadas por mas de dos décadas como insecticidas
biolégicos para el control de plagas en los cultivos
agricolas, y recientemente han sido lanzados al mercado
productos destinados al control de mosquitos vectores
de enfermedades basados en la subespecie israelensis.
Ymas recientemente, las técnicas de biologia molecular
han permitido el desarrollo de plantas transgénicas que
contienen dentro de su genoma la informacién para
producir la(s) delta-endotoxina(s) de Bt.
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CLASIFICACION DE LOS GENES
INSECTICIDAS

n los Ultimos afios ha existido una intensa
E actividad tendiente al aislamiento, identificacion
y secuenciacion de los genes responsables de la
produccién de toxinas de Bt. Muchas de las secuencias
reportadas son muy parecidas unas a otras, las cuales
representan posiblemente variantes de un mismo gen.
En la actualidad se conocen 17 genes distintos que
codifican para proteinas del cristal del Bt. Dieciseis de
ellos han sido denominados cry, mientras que el Gltimo,
debido a su propiedades citoliticas particulares ha sido
denominado cytA.

Los genes cry se han clasificado en cuatro grandes
grupos atendiendo al orden de insectos en los que la
toxina produce mortalidad. Los genes cryl codifican para
toxinas especificas para Lepiddptera, los genes cryll
codifican para toxinas especificas para Lepidéptera o
Diptera, dependiendo del tipo de enzima que active la
protoxina, los genes crylll codifican para toxinas especificas
para algunos organismos del orden Coledptera, mientras
gue los genes crylV contienen informacién para la
produccién de toxinas especificas para Diptera (tabla 2).

Tabla No. 2. Genes insecticidas de Bacillus thuringiensis

lg::e Huéspege NO- de mcz:zzlar Raferencias® (holotipo)
il

crylA (a) L 1.176 133.2 Schnepfetal 1985

crylA (B) L 1.155 131.0 Wabikoetal, 1986

crylA () L 1.178 133.3 Adang etal, 1985

crylB L 1.207 138.0 Brizzard & Whiteley, 1988

crylC L 1.1 134.8 Honée et al, 1988

crylD L 1.168 132.6 Hofte sin publicar

crylE L 1171 132.0 Visseretal 1880

crylF L 1.174 1336 Chambers etal, 1991

crylG & 1.157 129.6 Bosseetal 1930

cryllA LD 633 70.8 Donovan et al, 1969

cryliB L 633 70.8 Widner & Whiteley, 1989

crylllA C 644 73.1 Hermsladt et al, 1987

crylVA D 1.180 134.4 Ward & Ellar, 1987

crylVB D 1.136 127.8 Chunjatupornchal et al, 1988

cryWC D 675 77.8 Thomne etal, 1986

crylvD D 643 72.4 Donovan et al, 1988

cytA Dicitol. 248 27.4 Waalwick et al, 1985

a Rangos de especificidad: L, Lepidéptera; C, Coleéptera; D, Diptera;
citol., citolitica.
b Referencia de la primera publicacion donde se describe el gen.
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Las proteinas especificas para Lepiddptera son
indudablemente las mas estudiadas. En este grupo se
conoce la secuencia de cerca de 23 genes, agrupados
en 7 subgrupos asi: crylA, crylB, crylC, crylD, crylE,
crylF y finalmente el grupo crylG, del primero se conocen
tres subgrupos crylA(a), crylA(b) y crylA(c), y todos
codifican para proteinas con pesos moleculares entre
129 a 140 kDa, las cuales acumulan en inclusiones
cristalinas bipiramidales. Estas proteinas son protoxinas
gue cuando son activadas por el medio ambiente alcalino
y por las enzimas digestivas del intestino medio de las
larvas de los insectos susceptibles, producen un fragmento
téxico de 60 a 70 kDa.

Los genes cryll codifican para toxinas de 65 kDa
almacenadas en cristales de morfologia cuboide, y
como ya se menciond contienen secuencias de proteinas
gue son téxicas para Diptera y Lepidoptera, dependiendo
fundamentalmente del medio en que sean activadas.
Incialmente este grupo de proteinas fue designado
como P2, opuesto al grupo cryl que habia sido denominado
P 1. Este grupo contiene dos clases de genes cryllA, que
son téxicos para los dos Ordenes de insectos ya
mencionados representados por las especies Aedes
aegytil y Manduca sexta, y cryllB que codifica para
proteinas téxicas solamente para insectos del orden
Lepidoptera (Hoffe y Whiteley, 1989).

Los genes crylll contienen secuencias de delta-
endotoxinas especificas para Coledptera. Cada una de
las cepas que contienen estos genes produce un cristal
romboide que contiene fundamentalmente una proteina
de 72 kDa tdxica para el cucarron de la papa de Colorado
(Leptinotarsa decimlineata), esta proteina es convertida
a 66 kDa por remocion de los 57 aminoéacidos de la
porciéon N-terminal. De manera particular, los 12
aminodcidos de la porcion caboxi-terminal son muy
similares a los C-terminales de la proteina expresada por
el gen crylA(b).

Los genes pertenecientes al grupo crylV estan
compuestos por un nimero heterdlogo de genes que
codifican para proteinas del cristal especifico para Diptera.
Se han descrito 4 genes y ademas el gen cytA todos
aislados a partir del plasmido de 72 kDa de Bt israelensis.
Los genes crylVA, crylVB, crylVC y crylVD codifican
para proteinas de 135, 128, 78 y 72 kDa respectivamente.
Estas proteinas se empacan en estructuras cristalinas
ovoides, y se ha observado similitud con las proteinas
del aislamiento PG-14 de Bt morrisoniy la recientemente
descubierta Bt medellin. En las subespecies israelensis
y el aislamiento PG-14, todas las proteinas contribuyen



a la toxicidad en las larvas del mosquito. La proteina
codificada por el gen cytA no presenta homologia con las
otras proteinas del cristal, ademas posee caracteristicas
muy particulares. Posee accion citolitica sobre una
variedad de células de invertebrados y vertebrados,
aunque se desconoce su papel real como molécula
insecticida in vivo (Héffe y Whitheley, 1989).

Los genes que codifican para las toxinas insecticidas
de Bt han sido reportados de las subespecies kurstaki,
aizawai, sotto, entomocidus, berliner, thuringiensis,
morrinsoni, israelensis, kenyae, thompsoni, gellariae y
kumamotoensis (tabla 3).

FACTORES QUE DETERMINAN
ESPECIFICIDAD

no de los aspectos mas interesantes de Bt

corresponde a los factores que determinan la
alta especificidad de estas delta-endotoxinas. Siendo
los factores, tal vez, mas importantes a) las diferencias
en el intestino medio de las larvas que afectan la
solubilizacion/activacion de la protoxina, y b) la presencia
de sitios especificos de union (receptores) en el epitelio
intestinal de los diferentes insectos.

Los resultados de la mayoria de los experimentos
donde se compara la actividad de la delta-endotoxina
solubilizada y no solubilizada sugieren que la
susceptibilidad para ciertas delta-endotoxinas es
independiente de la activacion, sin embargo se ha
acumulado evidencia en el sentido de que una protoxina
puede ser activada y producir toxicidad para larvas de
Diptera o Lepidoptera, dependiendo esta actividad
basicamente de la naturaleza de las enzimas proteoliticas
empleadas (Haider et al., 1986).

Recientemente se ha demostrado que la interaccién
con sitios de union de alta afinidad en el epitelio del
intestino medio de los insectos podria, en gran medida,
determinar el espectro de actividad de las delta-
endotoxinas de Bt (Hoffman et al, 1988). La naturaleza
bioquimica de estos sitios especificos de unién es poco
conocida. Estudios de unidn de las delta-endotoxinas a
vesiculas preparadas con membranas del epitelio intestinal
de insectos, después de tratamientos con diversas
proteasas, indican que los sitios de unién estan compuestos
al menos de un componente protéico.
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Tabla No. 3. Distribucion de los genes en las diferentes
subespecies de Bacillus thuringiensis

Diferencia en el numero de
aminoacidos de la secuencia
holotipica®

Protoxina

8. thuringiensis
Gen subespecie o cepa

Toxina

kurstaki HD-1

aizawai

kurstaki HD-1

sotto

antomocidus

berliner1715

berkner 1715

kurstaki HD-1

kurstaki HD-1

azawal IFL-7

kurstaki HD1

kurstaki NRD-12

aizawal 1C-1

crylA{c) kurstaki HD-73

crylB thuringiensis HD-2
entormocious

crylC entomocidus 601
aizawa HD 137
antomocidus HD-110

crylD azawa' HD-68

cryllA kurstaki HD-263 H
kurstaki HD-1

cryllB kurstaki HD-1 H

crylliA morrisoni pal. san diego H

morrisoni pat, tenebrionis

EG 2158

israelensis

Israelensis

Israelensis

israelensis

israelensis

Israelensis

crylvC israglensis

cryliVvD  israelensis H

cytA israelensis H

mormsonl PG-14

israglensis 0 0

maovrison PG-14 1 1

crylA(a)

Ry

crylA(b)

(=]
TRNNTIT~“~TITEOINNENOTIOWOWIT

ITRNNI“TTITA-ODAONNIT =N

(=]
o

crylvA

cryive

-~

=~ B == - oo
.I.‘b L L

TOW-T+rTOO

=1
-

a La primera secuencia reportada de un gen es considerada como el
holotipo (H) de la secuencia. Reportes posteriores de la secuencia de
aminoacidos son definidos como el nimero de cambios de
aminoacidos con respecto al holotipo.

USO DE BACILLUS THURINGIENS S
PARA EL CONTROL DE
PLAGAS Y VECTORES

| Bt ha demostrado ser una importante alternativa
al uso de insecticidas convencionales. Es alta-
mente activo y poco téxico para el medio ambiente
debido a la naturaleza de su alta especificidad. En la
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actualidad se dispone de formulaciones comerciales
para el control de plagas en agricultura, de arboles
forestales, y de vectores de enfermedades. La bUsqueda
de nuevas cepas en ambientes donde no se ha investigado
la presencia de esta bacteria podria tener importancia en
el descubrimiento de cepas con un rango de actividad
mayor.

Una desventaja de la utilizacion de estas bacterias en
el control de insectos es la baja estabilidad de las
preparaciones comerciales en el campo, de aqui que la
introduccion de los genes que codifican para la produccién
de estas toxinas en plantas o en el alimento microscépico
de las larvas de Diptera podria permitir una mayor
duracién de las toxinas en el campo.

PLANTAS TRANSGENICAS

as proteinas recombinantes y los

microorganismos disefiados genéticamente han
sido aplicados a la agroindustria para mejorar el suministro
de alimentos, incrementar la productividad y reducir los
efectos adversos de las practicas agricolas sobre el
medio ambiente. Los mayores grupos de alimentos, que
incluyen frutas, legumbres, lacteos, carnes y granos
seran objeto de mejoramiento por medio del reemplazo
de genes o por su manipulacion. En los paises
desarrollados sera posible en 1995, encontrar en los
supermercados alimentos producidos por transformacion
genética (AMA, 1991). El desarrollo de las técnicas de
clonaje de genes ha permitido la obtencion de plantas
transgénicas a las que se ha incorporado en su genoma
el (los) gen(es) de las toxinas de Bt. Estas nuevas
plantas transgénicas contienen la informacién genética
de Bt bajo el control de un promotor y la parte 3'terminal
de un gen vegetal (Barton et al., 1987; Fischhoff et al.,
1987; Vaeck et al., 1987) y generalmente ha sido mediado
por el sistema de transformacién de Agrobacterium
tumefaciens en plantas de tabaco transgénicas, la actividad
téxica para larvas de Manduca sexta, fue comparable
con los niveles de toxina detectados inmunolégicamente.
Un hecho notable derivado de estos experimentos fue
qgue los niveles toxicos de las proteinas insecticidas
solamente se obtuvieron cuando los genes clonados se
insertaron truncados.

En la actualidad se estan empleando disefios similares
para la manipulaciéon genética de plantas de cultivos
importantes como algodon, papa, etc. Y finalmente, la
introduccion del sistema de transformacion utilizando
microproyectiles ha abierto la posibilidad de mejorar
genéticamente plantas monocotiledoneas que no podian
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ser transformadas por los sistemas mediados por
Agrobacterium.

DESARROLLO DE RESISTENCIA

pesar del amplio uso de Bt durante los ultimos

20 afos, no se han reportado casos de resis-
tencia en el campo hacia las toxinas producidas por este
insecticida microbial, posiblemente debido a la baja
persistencia de este insecticida en el ambiente. Esta
situacion podria cambiar cuando se empiece a utilizar
plantas transgénicas resistentes a los ataques de las
plagas; pues la presencia de la(s) toxina(s) de manera
permanente en el ambiente podria ejercer una presion
de seleccion muy importante sobre las poblaciones de
insectos, permitiendo una alta posibilidad de desarrollo
de resistencia por parte de los insectos plaga.

El primer informe de resistencia de un insecto a la
accion de Bt en el laboratorio fue realizado por McGaughey
(1985) donde reportd el desarrollo de resistencia de
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Plodia interpunctella a Dipel, una preparacién comercial
de Bt de Laboratorios Abbot. El desarrollo de esta
resistencia fue de 30 veces superior a la CLgp en dos
generaciones cuando P. interpunctella se seleccioné a
una presion entre el 70 y el 90% de mortalidad, y de 100
veces la CLspdespués de 15 generaciones. Este tipo de
resistencia es estable a pesar de que la cepa seleccionada
no se exponga a presion del insecticida por un periodo de
tiempo variable y se hereda como un caracter recesivo
(McGaughey, 1985). Hoffe y Whiteley (1989) plantearon
una hipétesis segun la cual P. interpunctella seria resistente
solamente a las toxinas codificadas por los genes crylA,
pero no a otros tipos de toxina. De ser asi, la expresién
simultanea de dos 0 mas toxinas disminuiria la probabilidad
de desarrollo de resistencia en los insectos plaga. Sin
embargo, Gould (comunicacion personal, 1992) ha
demostrado que lineas resistentes de Heliothis virescens
seleccionadas en el laboratorio contra la toxina crylA(c)
de Bt, produce resistencia cruzada contra las toxinas
crylA(a), crylA(b), crylB y crylC. Ademas, cuando la
linea de H. virescens seleccionada se expuso a CLjg 2o,

esta caracteristica fue heredada como parcialmente
recesiva, mientras que cuando la presién fue de CLgg g0,
se heredd como una caracteristica aditiva.

PERSPECTIVAS

E n los afios recientes ha sido evidente la

importancia del Bt en el manejo integrado de
plagas y vectores de enfermedades debido
fundamentalmente a la variedad de toxinas que produce.

El descubrimiento de posibles receptores de las
toxinas permite el desarrollo de nuevas lineas de
investigacién sobre el mecanismo de accién de estas
proteinas. Nuevas investigaciones en la regulacion de
los genes de las toxinas encontraron dos factores sigma
asociados a la esporulacién, el hallazgo de la regulaciéon
negativa de la expresién de los genes es Escherichia
coli, y la descripcidon de una proteina que afecta la
expresion post-translacional del gen cytA. Los resultados
de estos estudios permitiran el desarrollo de nuevas
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cepas Bt que expresen combinaciones de toxinas con un
espectro de accion muy importante. Finalmente la
expresion selectiva de las toxinas en cultivos importantes
0 en microorganismos que son la base del alimento de
las larvas de mosquito, permitira el desarrollo de potentes
alternativas de control a los ya tradicionales y perjudiciales
insecticidas de origen quimico.
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