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RESUMEN

Las proteinas Cry de Bacillus thuringiensis (Bt) producen durante la esporulacion
cristales paraesporales que son toxicos contra larvas de insectos lepiddpteros, co-
ledpteros y dipteros plaga. En el presente estudio se cuantificaron 10 aislamientos
nativos de Bt provenientes del Banco de Cepas Nativas de la Universidad Jorge
Tadeo Lozano, aisladas de suelo de los municipios de Raquira, Santa Sofia, Villa
de Leyva y Sutamarchan, en Boyacd; y Susa, Cundinamarca. Se obtuvo extractos
crudos de proteinas totales de las 10 cepas, incubandolas en medio de cultivo
Luria Bertani (LB) por 15 dias a 37 °C. Para la cuantificacion de proteina total
de la mezcla espora-cristal se us6 el método de Bradford, utilizando como patrén
estandar una curva de calibracion con albumina sérica bovina (BSA). Después
de 5 minutos se realizo6 la determinacion en el espectrofotdmetro a una longitud
de onda de 595 nm. El azul mas intenso lo presentaron las cepas ZBUJTL35 y
ZBUIJTL39, con una concentracion de 560,71 y 526,43 pg/ml respectivamente.
El método de Bradford es una técnica simple y rapida para estimar la concentra-
cion de proteinas. Estas cepas seran utilizadas para evaluar su toxicidad sobre
larvas de Bemisia tabaci.

Palabras clave: bacteria, Coomassie azul brillante G-250, esporulacion, proteina Cry, reactivo de
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ABSTRACT

The Cry proteins of Bacillus thuringiensis (Bt) produce parasporal crystal du-
ring sporulation which are toxic against insect larvae of lepidopteran, coleop-
teran and dipteran. In the present study, 10 native isolations of Bt strains were
quantified from the Native Strains Bank of the Jorge Tadeo Lozano University,
isolated from soil in the municipalities of Raquira, Santa Sofia, Villa de Leyva
and Sutamarchan, in Boyac4; and also in Susa, Cundinamarca. Crude extracts
of total proteins from the 10 strains incubated in Luria-Bertani medium (LB)
for 15 days at 37 °C were obtained. For quantification of total protein of the
spore crystal mixture was used the Bradford method using a standard pattern a
calibration curve with bovine serum albumin (BSA). After 5 minutes, the de-
termination was realized in the spectrophotometer at a wavelength of 595 nm.
The brighter blue were presented by the strains ZBUJTL35 and ZBUJTL39,
with a concentration of 560.71 and 526.43 mg / ml, respectively. The Bradford
method is a simple and fast technique to estimate the protein concentration.
The strains will be used to determine the toxicity over Bemisiatabaci larvae.

Key words: bacteria, Bradford reagent, Coomassie Brilliant Blue G-250, Cry protein, sporula-

tion.

INTRODUCCION

Las proteinas Cry son un grupo de proteinas de inclu-
sion paraesporal de Bt, llamadas proteinas insecticidas
de cristal (ICPS’s) (Hofte & Whiteley, 1989), también
denominadas d-endotoxinas, las cuales son codificadas
por los genes cry, (Schnepf et al., 1998). Actualmente, las
cepas aisladas muestran un amplio rango de especificidad
contra insectos de diferente orden (Lepidoptera, Diptera,
Coleoptera, Himenoptera, Homoptera y Acari) y otros in-
vertebrados (Nematelmintos y platelmintos) (Feiltelson,
1993).

Es de resaltar que en este momento mas del 90% de los
bioplaguicidas comerciales basados en entomopatoge-
nos, utilizan en sus formulaciones mezclas de esporas e
ICP’s procedentes de varias cepas de Bt (Joung & Cote,
2000). Los productos a base de Bt que contengan d-endo-
toxinas, tienen que especificar en su etiqueta el porcentaje
de ingrediente activo de cada tipo de toxina (Brussock

®

& Currier, 1990), dado que, la produccion de proteinas
Cry de Bt dependen tanto del medio de cultivo donde se
reproduce, como de la cepa utilizada (Solis, 2005).

Las proteinas son sintetizadas como componentes estruc-
turales y cataliticos de la mayoria de las reacciones celu-
lares, la cuantificacion de estas proteinas se puede realizar
por diferentes métodos, muchos se basan en la propiedad
intrinseca de las proteinas para absorber luz UV, para
la formacion de derivados quimicos o la capacidad de
unirse a ciertos colorantes. En particular, los principales
métodos para la cuantificacion de proteinas a través de
derivados colorimétricos son: Bradford, Biuret, Lowry y
acido bicinconinico (BCA) (Fernandez & Galvan, 2010).

Dentro de los métodos colorimétricos esta el original-
mente propuesto por Bradford (1976), que se fundamen-
ta en la union proteina-colorante, donde el azul brillante
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(G-250 Coomassie se adhiere a la proteina, el colorante se
torna de rojizo a azulado y el maximo de absorcion del
colorante cambia de 465 a 595 nm (Fernandez & Galvan,
2010). De esta manera, el objetivo de este estudio fue rea-
lizar la cuantificacion de la proteina Cry de los aislamien-
tos nativos de Bt para determinar su concentracion.

METODOLOGIA

La presente investigacion se llevo a cabo en el Laborato-
rio de Microbiologia de la Fundacion Universitaria Juan
de Castellanos (FUJC), y el Laboratorio de Investigacion
Quimica y de Tecnologia de Alimentos de la Universidad
Pedagogica y Tecnologica de Colombia (UPTC), ubica-
dos en la ciudad de Tunja.

Material biologico: Se utilizaron 10 cepas de aisla-
mientos nativos de Bt provenientes del Banco de Baci-
los Esporulados de la Universidad Jorge Tadeo Lozano
(UJTL), estas muestras fueron recolectadas del suelo en
diferentes regiones productoras de tomate. Para este es-
tudio se utilizaron 10 cepas de aislamientos nativos de B.
thuringiensis provenientes de 5 municipios de Colombia,
departamentos de Cundinamarca y Boyaca (Tabla 1). Las
cepas se conservaron por triplicado en una tira de papel
filtro dentro de una ampolleta color ambar. Cada cepa
tiene asignado un cédigo compuesto por la zona mues-
treada, que corresponde al departamento (ZC: zona Cun-
dinamarca, ZB: zona Boyaca,), seguido de las iniciales de
la Universidad Jorge Tadeo Lozano (UJTL), y el nimero
de la cepa (Tabla 1).

Preparacion de medio de cultivo Luria Bertani (LB)
y siembra de cepas Bt. Para la preparacion de 1 litro
de medio, se pesaron 10 g de triptosa, 5 g de extracto
de levadura, 13 g de agar y 10 g de NaCl. El medio
se esterilizd en autoclave a 121 °C por 15 minutos.
Después el LB preparado se sirvid en cajas de Petri en
camara de flujo laminar, colocando aproximadamente
15 ml en cada una de las cajas.

Posteriormente, las cepas nativas de Bt que estaban
almacenadas en tiras de papel dentro de una ampo-
lleta, se sembraron por triplicado en medio LB, incu-
bandose por siete dias a 30 °C. Se realizo un disefio
al azar con 6 repeticiones por cada cepa. Finalmente,
a partir de estas bacterias se obtuvo los extractos
crudos.

Descripcion macroscopica de colonias de Bt y colo-
racion de Gram. Una vez crecidas las cepas se sem-
braron nuevamente en medio LB por estria multiple
por 24 h a 30 °C, con el propdsito de obtener colonias
aisladas para hacer descripcion macroscopica y
coloracion de Gram verificando su pureza.

Obtencion de extractos crudos. Los bacilos cultiva-
dos en medio LB, se tomaron asépticamente con una
asay se pasaron a tubos falcon de 15 ml, agregandose
4 ml de bicarbonato de sodio (amortiguador que per-
mite la solubilizacion de las proteinas totales) (Bravo
& Cero6n, 2004) agitandose en vortex por 10 segun-
dos y se mantuvieron a 4 °C para su analisis posterior.

Tabla 1. Departamento, municipio y niimero de cepa de aislamientos nativos de Bt del Banco de Cepas Nativas de la Universidad Jorge Tadeo Lozano

DEPARTAMENTO MUNICIPIO
Cundinamarca Susa
Raquira
Boyacé Santa Sofia
Villa de Leyva
Sutamarchéan

CODIGO DE LA CEPA

ZCUJTLY - ZCUJTLI11
ZCUJTL14

ZBUJTL21 - ZBUJTL23

ZBUJTL24
ZBUJTL33 - ZBUJTL34- ZBUJTL35
ZBUJTL39
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Para la preparacion de bicarbonato de sodio (pH
10.5) utilizado como buffer, se pesaron 0,33 g de
bicarbonato de sodio 0,1 M (NaHCO3) y 0,65 g de
carbonato de sodio 0,1 M (Na2CO3), aforandose con
agua destilada a 100 ml.

Preparacion del Reactivo Bradford. Se pesaron 10
mg de azul de Coomassie G-250 en balanza analitica,
se adicionaron 5 ml de etanol al 95 % v/v y 10 ml
de acido fosforico al 85% v/v, aforandose a 100 ml
con agua destilada, esta solucion se filtré con papel
Whatman y se almaceno en frasco color ambar a 4 °C
(Bradford, 1976).

Preparacion de la solucion concentrada de albiimi-
na de suero bovina (BSA) 1000 ug/ml. Se pesaron 4
mg de BSA en balanza analitica y se disolvieron en
4 ml de agua destilada, homogenizando la solucion.
Después, se hizo una curva de calibracion a partir de
diferentes concentraciones de BSA, las soluciones se
prepararon con concentracion de 100-1000 pg/ml, a
partir de BSA y agua destilada (Buffer), llevandolas
a un volumen final 1 ml (Tabla 2).

Tabla 2. Concentraciones de BSA usadas para la elaboracion de la curva
de calibracion

C"nce(“;fg "}fl‘l‘l’)“ BSA  Cantidad de BSA(u) Cli?tffigrﬁge
100 100 900
200 200 800
w400 400 600
500 500 500
600 600 400
800 800 200
1000 1000 0

Determinacion de proteinas por la técnica de Brad-
ford. Se mezclaron en un tubo de vidrio 100 pl cada
una de las concentraciones de BSA con 5 ml de re-
activo de Bradford, después de 5 minutos se realizo
la lectura en el espectrofotometro (Thermo Scienti-

@

fic Genesys 10s Vis-serial) a una longitud de onda
de 595 nm, ajustando el cero de absorbancia con el
blanco.

Partiendo de la Ley de Beer-Lamber, se realizé una
curva ordenando en el eje X las concentraciones y en
el eje Y las absorbancias, luego se realizo la regresion
linea y se obtuvo la ecuacion Y=mx+by el y el R°.

Cuantificacion de proteinas totales en los extractos
crudos por la técnica de Bradford. Para cuantificar
las concentraciones de proteina total en los extrac-
tos crudos de los aislamientos nativos, se empled un
disefio experimental aleatorio en donde se conside-
raron para la lectura 2 réplicas y 3 repeticiones para
cada réplica, de cada una de las 10 muestras (cepas)
de estudio y un blanco (el volumen de la solucion de
proteinas se reemplaza por agua), es recomendable
realizar por lo menos dos replicas, tanto por el cal-
culo de la curva patrén como para la cuantificacion
de la muestra. Para validar los resultados obtenidos,
se realizd un analisis de varianza. De esta manera se
tomaron 100 pl de cada una de ellas y se agregaron
900 pl de Buffer (Bicarbonato). Posteriormente, en
tubos de vidrio (16 X 150) se mezclaron 100 ul de
la mezcla anterior con 5 ml de reactivo de Bradford,
pasados 5 minutos se realizé la lectura en el espec-
trofotometro a una absorbancia a 595 nm (Bradford,
1976).

RESULTADOS Y DISCUSION

Descripcion macroscopica de colonias de Bt y colo-
racion de Gram. Los 10 aislamientos nativos se aisla-
ron en el medio de cultivo LB por 24 horas a 30 °C,
esta bacteria se caracteriza por un crecimiento rapido
en medio Luria Bertani (LB) a una temperatura
optima entre 28 °C y 32 °C y un pH 6ptimo de 7.0
(Holt et al., 2000). Terminada la incubacion las colo-
nias formadas presentaron una morfologia circular,
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borde irregular y de color crema. Ademas, son baci-
los Gram positivos esporulados en la coloracion de
Gram (Ibrahim et al., 2010) (Figura 1).

Figura 1. Cepa de Bt incubada en medio de cultivo Luria Bertani.

Obtencion y cuantificacion de proteinas totales de los
extractos crudos en bacilos nativos esporulados. Se
obtuvo extractos crudos de espora-cristal, teniendo
en cuenta que una de las caracteristicas mas impor-
tantes de Bt es la de sintetizar durante la fase estacio-
naria de su ciclo de crecimiento, una inclusion para-
esporal denominada cristal o d-endotoxina (Schnepf
et al., 1998). Con los datos obtenidos se realizo la
curva (Figura 2) que permitié determinar la ecuacion
de correccion de los datos experimentales.

Concentracién pg/ml
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Figura 2. Curva de calibracion de Bradford longitud de onda 595 nm
elaborado a partir de concentracion de BSA.

La ecuacion de la recta para la regresion fue
y=0,0007x+0,2235 y el coeficiente de correlacion ,
R? = 0,9906 este valor debe ser lo mas cercano a 1,
esto sugiere una relacion lineal entre la absorbancia
y la concentracion (variables). El R? calculado indica
que el 99 % de la informacion esta ajustada a la va-
riable Y (absorbancia), confirma ademas que el grado
de relacion entre las variables es alto (Pateiro & Gon-
zalez, 2006).

Ademas, para determinar la cuantificacion de protei-
na total de la mezcla espora-cristal presente en las ce-
pas de estudio, se utiliz6 el método de Bradford, utili-
zando como patrdn estandar una curva de calibracion
BSA pues el método Bradford es bastante sensible a
la BSA (Stoscheck, 1990).

150,71 | 203,57 | 213,57 | 282,04 | 34071 | 355 | 415 | 432,04 | 52643 | 560,71

Bacilos nativos esporulados evaluados

Figura 3. Concentracion de proteina total del extracto crudo de 10 cepas nativas de B. thuringiensis.
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De otro lado, en la Figura 3 se presenta la concen-
tracion obtenida para cada una de las cepas nativas
de Bt analizadas. Las cepas de Bt, las que presen-
taron mayor concentracion de proteinas fueron la
ZBUJTL35 con un valor de 560,71 pg/ml, seguido
de 526,43 pg/ml (ZBUJTL39) y las de menor valor
fueron la ZCUJTL14 con 150,71 pg/ml y 203,57
pg/ml (ZBUJTL21). Lecadet & Dedonder (1971)
afirman que la sintesis de la inclusioén paraesporal
ocupa una proporcion entre el 20 - 30 % de la pro-
teina producida por Bt. Sin embargo, la actividad
bioldgica de una cepa no se define por la produc-
cion de cantidades determinadas de proteinas sino
por su potencial en los ensayos bioldgicos (Ra-
mirez & Ramirez, 2009).

En la cuantificacion de proteinas totales en ex-
tractos crudos de cepas nativas de Bt se empled
la técnica de Bradford, que es sensible e involu-
cra la union del Coomassie Brilliant Blue G-250
a una proteina absorbiendo a 595 nm de A (Brad-
ford, 1976). La unién del colorante a la proteina
provoca un cambio en el maximo de absorcion del
colorante de 365 a 595 nm, por lo cual el cambio
en la absorbancia a 595 nm es proporcional a la
concentracion de proteina en la muestra (Fernan-
dez & Galvan, 2010).

La union del colorante a la proteina es un proceso
muy rapido aproximadamente 2 minutos, y el com-
plejo proteina-colorante permanecen dispersos en
solucion por un tiempo relativamente largo, apro-
ximadamente 1 hora, con lo que se puede decir que
el procedimiento es muy reproducible y rapido, y
no requiere de mucho tiempo (Bradford, 1976).

El azul mas intenso lo presento6 la cepa ZBUJTL35
y ZBUJTL39, teniendo en cuenta que a mayor can-
tidad de proteinas, mayor color desarrollado y por
lo tanto, mayor absorbancia (Fernandez & Galvan,
2010).

@

CONCLUSIONES

El método Bradford es una técnica colorimétrica, que
se caracteriza por ser sensible, simple, rapida y eco-
némica para cuantificar proteinas Cry.

En cuanto a la concentracion de proteinas totales, de
las 10 cepas nativas de Bt del Banco de Bacilos es-
porulados de la Universidad Jorge Tadeo Lozano el
valor mas alto lo presentd la cepa ZBUJTL35 con
560,71 pg/ml y el valor mas bajo fue de 150,71 pg/
ml para la cepa ZCUJTL14.

Posterior a la cuantificacion de la proteina Cry de Bt
se deben realizar ensayos biologicos especificos que
permitan medir su actividad toxica contra insectos
plaga. Por consiguiente, la evaluacién como insecti-
cida sera objeto de otra investigacion.
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