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INTRODUCCION

Ha transcurrido mas de medio siglo desde el inicio de la era de los plaguicidas de
sintesis quimica, que han representado la principal alternativa para el control de
numerosos insectos plaga, especialmente en el sector agricola; el uso de estos se ha
incrementado paulatinamente, debido a su eficacia, sin tenerse en cuenta el grave
dafio que ocasionan al medioambiente y a los seres vivos. Pero desde principios del
siglo pasado han existido alternativas a los insecticidas quimicos, como el denominado
“Control bioldgico”, al cual se le habian desconocido sus ventajas comparativas
respecto a los quimicos, en cuanto a seguridad, eficacia y, sobre todo, menor impacto
ambiental.

La nueva orientacion ecoldgica y sustentable de la agricultura ha reconocido el uso
de enemigos naturales, y de sus productos para reducir las poblaciones de insectos,
como una herramienta valiosa dentro de los programas de manejo integrado de
plagas (MIP) en diferentes cultivos; se evidencia asi su compatibilidad y
complementariedad ecoldgica con otras estrategias alternas de control de plagas,
como el control cultural, genético y etoldgico, entre otras [1, 2].

Las bacterias constituyen uno de los grupos mas estudiados como agentes de control
de plagas en el ambito mundial. De ellas, la familia Bacillaceae ha sido la mas
estudiada, dado que incluye todas las bacterias patogenas obligadas y la mayoria de
las facultativas; las especies de esta familia son altamente virulentas y tienen gran
capacidad invasiva y de produccion de toxinas [3]. Bacillus thuringiensis (Bt) es, sin
duda, la bacteria mas representativa, por sus caracteristicas de alta especificidad en
el control biolégico [4] de insectos plaga pertenecientes a diferentes drdenes
taxondmicos, en cultivos como algodon, arroz, maiz, papa, forestales, etc., e
igualmente hacia insectos vectores de enfermedades.

El mercado de productos insecticidas bioldgicos reposa en gran medida en el uso y
comercializacién de Bacillus thuringiensis [5], en forma de polvos, granulados, aerosol
y liquidos concentrados emulsionables [6]. Las ventas de productos formulados con
estas cepas han aumentado en un 20% en los dltimos afios [7], y en la actualidad,
tales productos representan el 2% del mercado total de insecticidas en el mundo
[8]. Los formulados de Bt han sido usados durante mas de dos décadas como
insecticidas bioldgicos para el control de insectos, especialmente lepiddpteros [9],
en cultivos agricolas y contra vectores de enfermedades humanas [10].
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Dadas las caracteristicas de Bacillus thuringiensis como agente de control bioldgico,
y debido a su presencia cosmopolita, se ha intensificado la busqueda y el
establecimiento de colecciones de Bt en el mundo, en virtud de que sus productos
actualmente son los insecticidas de origen bioldgico de mayor importancia en la
agricultura [11].

El desarrollo de un producto para el control bioldgico de plagas a partir de una
cepa entomopatogena de Bt requiere varias etapas; la primera de ellas es la
identificacion y caracterizaciéon de los aislados existentes en la region y su
conservacion. Durante las Ultimas décadas se han llevado a cabo un gran nimero
de programas de aislamientos de bacterias, principalmente de Bt, en todo el mundo;
lo que ha conducido al establecimiento de colecciones que suman alrededor de
40.000 aislados, muchos de los cuales pertenecen a empresas privadas y
multinacionales [12]. Los programas de aislamiento tienen como finalidad, ademas
de la identificacion de nuevas cepas, encontrar genes nuevos que codifiquen
proteinas mas toxicas que los productos conocidos comercialmente, o que confieran
una actividad frente a especies que no son sensibles a las proteinas Cry conocidas.
Esta busqueda de nuevos genes Cry suele estar orientada al desarrollo de nuevos
productos con rangos de accion mas amplios 0 a la generacion de organismos
genéticamente modificados (OMG), principalmente plantas transgénicas, es decir,
portadoras de un gen ajeno o exdgeno que se denomina transgén, buscando
minimizar los riesgos de ataque y la seleccion de poblaciones de insectos resistentes
[13, 14].

La implementacion de Bt en programas MIP involucra grandes esfuerzos de
investigacion basica y aplicada para identificar cepas o proteinas potencialmente
utiles; esto ha hecho que en Colombia algunos grupos de investigacion incursionen
en este campo y poco a poco se logren obtener resultados sobre la utilidad de
cepas nativas de Bt en el control de plagas en nuestro pais. Por esta razon, el
Grupo Manejo Bioldgico de Cultivos, de la Uptc, ha abordado esta tematica, con
el fin de generar reportes sobre la diversidad de este microorganismo en Boyaca.

CARACTERISTICAS GENERALES DE BAC/LLUS THURINGIENSIS
Bacillus thuringiensis (Bt) pertenece a la familia Bacillaceae y se ubica dentro del

grupo | del género Bacillus; forma parte del complejo Bacillus cereus, que incluye a
B. cereus, B. anthracis y B. mycoides; con los dos primeros se encuentra
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estrechamente relacionado, al punto de que no se distingue por completo de ellos, ya
que no existen suficientes diferencias en sus caracteristicas morfologicas y bioquimicas
(tabla 1); por ello su designacién ha estado sometida a discusion [8, 9]. A pesar de
esto, se reconoce la individualidad de estas especies, basandose en la presencia de la
inclusion o cristal paraesporal (ICP “s) y de sus propiedades insecticidas [4].

De acuerdo con lo anterior, Bt es una bacteria aerdbica, nativa del suelo, ampliamente
distribuida en el ambiente, Gram positiva, de flagelacion peritrica; mide de 3 a 5 wm
de largo por 1,2 wm de ancho y desarrolla esporas elipsoidales de resistencia que no
distienden el esporangio (figura 1). Se caracteriza por que en la fase de esporulacion
produce una inclusion paraesporal ICP “s [9, 15], formada por uno o mas cuerpos
cristalinos de naturaleza proteica y toxicos para distintos invertebrados, especialmente
para larvas de insectos [9], que pueden presentar distintas morfologias [15, 16].
Estas proteinas, llamadas delta-endotoxinas, son codificadas por los genes Cry [9]
y constituyen la base del insecticida biolégico mas difundido a nivel mundial [4, 11];
hasta el momento, hay mas de 30 tipos de proteinas Cry descritas, y se han clonado
y secuenciado alrededor de 166 genes [17]. Una colonia de Bt aislada en una caja
de petri muestra una morfologia circular, de color café claro, con aspecto harinoso y
textura cerosa (figura 2).

AISLAMIENTO DE BACILLUS THURINGIENSIS

El uso de B. thuringiensis como controlador bioldgico de plagas, al parecer, se
remonta al antiguo Egipto [18]. El interés por los insecticidas microbianos data de
mediados del siglo xix, con las investigaciones efectuadas por Pasteur, en 1849, de
la enfermedad del gusano de seda Bombix mori, las cuales enfocaron la atencion de
los bacteridlogos en los insectos plagas y en el descubrimiento de un sinnimero de
enfermedades microbianas de insectos. Sin embargo, el descubrimiento de B.
thuringiensis se acredita al cientifico japonés Shigetane Ishiwata (1901), quien aisld
una bacteria aerdbica formadora de espora a partir de una larva muerta del gusano
de seda Bémbix mori y la bautizé Bacillus soto; su identificacion como agente
entomopatdgeno y su denominacion se deben a su redescubrimiento en 1911 por
Berliner, en el distrito de Thuringia (Alemania), a partir de larvas muertas de la
palomilla de la harina, Ephestia kuhniella sep; Berliner identifica el “microbio” aislado
€omo una especie nueva y propone el nombre de Bacillus thuringiensis [19].

La cepa empleada para el control de insectos lepiddpteros, plagas agricolas y
forestales es por excelencia Bacillus thuringiensis var Kurstaki (HD1), aislada en
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1970, originalmente por Dulmage, quien fue la responsable de que los productos
a base de esta bacteria pudieran competir con los insecticidas quimicos en términos
de eficiencia y eficacia, constituyéndose en la piedra angular en la historia de B.
thuringiensis [4].

En 1938 se introdujo en el mercado el primer producto comercial bajo el nombre de
Sporoine, cuyo principio activo eran las esporas de Bt [20]; desde alli hasta hoy
existe un interés creciente en buscar e identificar nuevos aislados para desarrollar
productos mas avanzados.

Especificamente en Colombia, el Departamento de Investigaciones Agropecuarias,
el Programa de Entomologia del Instituto Colombiano agropecuario (ICA), junto
con otras entidades del sector, tales como el Instituto de Fomento Algodonero (IFA)
y la Federacion de Fomento Algodonero, constituyeron los polos de desarrollo de la
entomologia econdmica y del control biolégico [21]. Es asi como en 1963 se inicia
en Colombia la investigacion sobre el efecto de la bacteria Bacillus thuringiensis
Berliner para el control de plagas Lepidopteras en cultivos de maiz bajo condiciones
de laboratorio, que resulto efectivo contra larvas de tierreros y trozadores del maiz
[22]. En el afio 1964, Juan Raigosa, entomodlogo del IFA, presenta un informe
detallado sobre el resultado de las aplicaciones de Bty su efectividad para combatir
Heliothis sp en cultivos algodoneros del Valle del Cauca [21]. Actualmente, Corpoica
cuenta con un Banco de Cepas Nativas de B. thuringiensis, compuesto por mas de
3.000 aislamientos procedentes de diversos ecosistemas o regiones geograficas,
que constituye una muestra bastante representativa y un recurso genético importante
de la variabilidad existente de este microorganismo en nuestro pais [23].

En la misma via de conocer nuestra diversidad, la Corporacion de Investigaciones
Bioldgicas (CIB), de Medellin, ha descrito, caracterizado y estudiado una subespecie
de Bt denominada Medellin, e igualmente ha desarrollado trabajos con subespecies
de B. thuringiensis toxicas contra mosquitos [24-26]. El grupo de biopesticidas del
Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional sede Bogota (IBUN) cuenta,
igualmente, con una coleccion de Bf con mas de 400 aislados; este grupo también
ha estandarizado técnicas de identificacion molecular de dichas colecciones, basadas
en la reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR), usando “primers” generales y
especificos para diferenciar los grupos Cry [27, 28] y métodos de bioensayo para
establecer la toxicidad en diferentes plagas de importancia agricola, como Spodoptera
frugiperda, Heliothis virescens [27], Premnotrypes vorax y Tecia solanivora [30,
31]; del mismo modo, ellos han trabajado en la obtencion de formulados tales como
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polvos, granulados, polvos mojables y microencapsulados elaborados a base de Bt
[1, 27-30, 32, 33].

Un efecto de la investigacion en control bioldgico con Bt en Colombia fue la propuesta
de creacion de la Red Nacional de Bacillus thuringiensis, conformada por instituciones
como la Corporacion de Investigaciones Bioldgicas (CIB), Corpoica, Vecol, Instituto
de Inmunologia y el IBUN [1]; sin embargo, esta iniciativa no fue continuada.

La investigacion dirigida al uso de entomopatégenos ha sido llevada a cabo, ademas
de las instituciones mencionadas anteriormente, por universidades como la de los
Andes, Javeriana, de Cundinamarca, Jorge Tadeo Lozano y, mas recientemente, la
Pedagdgica y Tecnoldgica de Colombia; asi mismo, por el Instituto de Biotecnologia
Mariano Ospina Pérez, Coltabaco, Cenipalma, Cenicafe y empresas de agrobioldgicos
con representaciones en Colombia como Laverlam y Valent, entre otras.

Aunque la mayoria de estudios han explorado el uso de Bt en plagas de los 6rdenes
lepidoptera y diptera, en los ultimos afios, gracias a la continua investigacion, se han
desarrollado y disefiado trabajos con cepas y proteinas toxicas para otros grupos
taxondmicos [17], lo cual ha ampliado las perspectivas de investigacion y explotacion
comercial de esta bacteria. Los cultivos en los que mas se ha trabajado son café,
hortalizas, leguminosas, cereales, papa y pastos.

INVESTIGACION SOBRE BAC/LLUS THURINGIENSIS EN BOYACA

Boyaca es un departamento predominantemente agricola, que surte de alimentos a
buena parte de las regiones central y norte de Colombia. Con el objetivo de lograr
cultivos sanos y cosechas abundantes, que proporcionen el maximo beneficio
econdmico, los agricultores utilizan diversos productos quimicos para controlar las
plagas y enfermedades que se presentan en sus lotes de produccién. El empleo de
estos productos en forma indiscriminada ha generado desequilibrios graves y de
dificil manejo en estos agroecosistemas, requiriéndose incrementar cada dia el uso
de estos insumos de sintesis quimica, lo que favorece la contaminacion ambiental, la
resistencia en los insectos-plaga, el descontrol en las cadenas tréficas y, en muchos
casos, un efecto directo contra la salud de los consumidores.

La apertura de mercados y la tendencia hacia la globalizacién, asi como la
concientizacién y las mayores exigencias de los consumidores respecto de la calidad
de los alimentos de origen agricola, incrementan dia tras dia las restricciones a la
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presencia de residuos quimicos en estos. En un mercado internacional, donde la
competencia adquiere mayor importancia, la agricultura colombiana y boyacense
debe mantener, ademas de la calidad, unos bajos costos de produccion; para lograrlo
se requiere generar alternativas de solucién a las probleméaticas de manejo fitosanitario
en los cultivos, acordes con las condiciones climaticas, sociales, culturales y geograficas
de sus respectivas regiones. Las alternativas de control bioldgico, que empleen nuestra
propia diversidad, pueden constituirse en herramientas valiosas que contribuyan a
lograr dichos objetivos [34].

De acuerdo con lo anterior, el Grupo Manejo Bioldgico de Cultivos (GMBC), de la
Uptc, dentro de la linea de investigacion “Manejo bioldgico de insectos plaga”,
adelanta una estrategia de busqueda y establecimiento de una coleccion de agentes
para el control microbiolégico de plagas agricolas, enfocada inicialmente a cepas
nativas de B. thuringiensis. Un proyecto desarrollado en el 2006, en colaboracién
con el grupo de biopesticidas de la Universidad Nacional de Colombia, permitid
obtener cerca de 120 aislamientos, dando asi inicio a la caracterizacion de la diversidad
de Bacillus thuringiensis en Boyaca; este proyecto fue nominado al premio “Francisco
Luis Gallego”, al ser presentado en el XXXIII Congreso de la Sociedad Colombiana
de Entomologia, por ser pionero en el desarrollo de trabajos sistematicos sobre
caracterizacion de la diversidad de Bacillus thuringiensis en el departamento; en
dicho proyecto se recolectaron 71 muestras de suelo provenientes de zonas con
bosques naturales y zonas agricolas en ocho municipios de la Provincia Centro del
departamento de Boyaca (Chiquiza, Samaca, Motavita, Oicatd, Soracd, Siachoque,
Tunja y Tuta); la coleccidn obtenida se caracterizd en términos microbioldgicos y
bioquimicos, iniciando de esta manera un censo biotico de Bt que servira de apoyo
para cumplir con las metas de manejo bioldgico de insectos plaga en la region,
constituyendo la base para la creacion de la “Coleccion de microorganismos
entomopatdgenos nativos de Boyaca”.

Con el fin de complementar la caracterizacion del material conservado, en términos
de su actividad bioldgica, en el 2007 se continud el proceso iniciado, con un segundo
proyecto que pretendio la caracterizacion de la coleccidn en términos bioldgicos y
moleculares, a través de una alianza entre grupos del programa de Ingenieria
Agrondémica (GMBC) y de la Escuela de Biologia (Grupo de Estudios en Genética
y Biologia Molecular, GEBIMOL ). Dentro de este estudio se evalu, mediante ensayos
bioldgicos con T. solanivora, la actividad toxica de 30 aislamientos nativos de B.
thuringiensis presentes en la coleccion del laboratorio de control biolégico y se estan
realizando los anélisis moleculares respectivos.
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A partir de esta coleccion se pretende realizar estudios relacionados con la
determinacion de la actividad toxica de las cepas hacia insectos plaga de interés
agricola en la region, lo cual puede dar pie a desarrollos posteriores.

RESULTADOS DE LA INVESTIGACION DEL GMBC CON AISLADOS
NATIVOS DE BT

Dentro de los resultados mas relevantes se tiene que entre las 120 cepas de Bt
obtenidas de suelos boyacenses, el 77,6% provenian de zonas de ecosistemas agricolas
y el 22,4% restante, de zonas de bosque natural. La mayoria de los aislamientos
obtenidos en suelos de bosques naturales y de cultivo de cereales presentaron cristales
muy visibles de forma bipiramidal; sin embargo, se observé una cepa con inclusiones
de tipo triangular, cuadrado y redondo (figura 3), caracteristica poco comun, segun
datos semejantes registrados en la literatura [2]. En general, mas del 50% de las
cepas obtenidas a partir de ecosistemas agricolas mostraron un perfil electroforético
definido entre 60 y 130 kilodalton (kDa).

En el area de entomologia del GMBC se establecio una colonia de T. solanivora (polilla
guatemalteca de la papa) en todos sus estadios bioldgicos, la cual puede contribuir en
posteriores estudios (figura4); se seleccion6 este insecto como modelo para los bioensayos
con Bt porque genera grandes pérdidas en el cultivo de la papa en Boyaca [35], ya que sus
larvas penetran el tubérculo y forman galerias a medida que se alimentan y se desarrollan,
con lo que demeritan su aspecto y la calidad para consumo [36]. Se realizo seguimiento a
los diferentes estados de desarrollo de los insectos, seleccionando el material requerido
para los bioensayos y para el mantenimiento de las colonias. Se establecieron pruebas
biolégicas preliminares con 30 cepas nativas de Bf pertenecientes a la coleccion del GMBC.
Se empled la técnica de prismas de papa parda pastusa impregnados con una suspension
de esporas y cristales de cada una las cepas por evaluar [29], que fueron luego infestados
con larvas de T. Solanivora de primer instar. Las cepas evaluadas se multiplicaron e incubaron
en medio LB a 30 °C. Laconcentracion de esporas de cada una de las cepas fue determinada
en cdmara de Neubauer y microscopio 6ptico. Aquellas cepas que presentaron mortalidades
en T. solanivora superiores al 70% se seleccionaron para evaluar, posteriormente, su
concentracion letal media (CL.,), mediante bioensayos, y la caracterizacion molecular de
sus genes Cry1, mediante la técnica de PCR. En los bioensayos se evaluaron de manera
independiente aquellas cepas que mostraron mayor efectividad en el ensayo preselectivo.

Partiendo de una suspension inicial de la biomasa de la bacteria obtenida de una
caja de petri se efectuaron diluciones seriadas. En cada dilucion se determind la
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concentracion de esporas en cdmara de Neubauer y se realiz6 el bioensayo respectivo
empleando el método de impregnacién de primas. Se usaron placas de poliestireno
de 24 pozos con 2 réplicas por dilucién para un total de 240 larvas por cepa y un
testigo con agua destilada estéril. El porcentaje de mortalidad de larvas en cada
bioensayo se ajusté mediante formula de Abbott [37]. La relacion dosis-mortalidad
se estimo mediante analisis Probit [38], usando el programa computacional Polo-
PC (LeOraSofware, 1987). Adicionalmente se determiné un perfil de proteinas
paraesporales (ICP’s) en geles de poliacrilamida (datos no mostrados), siguiendo
los protocolos de SDS-PAGE al 9% en condiciones denaturantes [39, 40]. EI 50%
de las cepas evaluadas presentaron mortalidad cercana al 50%, lo que indica un
potencial para encontrar aislamientos para el manejo de otros Lepidopteros plaga
en nuestra region.

En la actualidad se esta realizando la estandarizacion del protocolo para la extraccion
de DNA y las condiciones de la técnica de PCR para la identificacion de genes cry1
en las cepas nativas seleccionadas por su mayor actividad tdxica sobre T. solanivora.

CONCLUSIONES

Los estudios realizados sobre B. thuringiensis han demostrado que existen variedades
ya establecidas en las distintas localidades y con potencial de control de varias plagas
de importancia agricola; este aspecto es muy importante para seleccionar cepas
patdgenas promisorias adaptadas al medio agroecoldgico, para lograr el éxito en el
control de una plaga en particular.

Existe un nimero limitado de bioplaguicidas registrados ante el ICA, aunque en el
mercado es creciente la oferta de bioplaguicidas no registrados, que en la mayoria
de los casos no cumplen con los requisitos de control de calidad exigidos y cuya
actividad bioldgica no estd respaldada por resultados experimentales serios y
representativos. Por lo anterior, es necesario continuar las investigaciones que aporten
conocimiento sobre la diversidad de entomopatdgenos de nuestros ecosistemas y
que puedan soportar desarrollos tecnologicos de impacto en nuestra region.

Es necesario que el gobierno y las instituciones dedicadas al crecimiento y
fortalecimiento de la investigacion en el sector agricola establezcan incentivos para
quienes desarrollen bioplaguicidas de éptima calidad; asi mismo, para quienes han
iniciado la caracterizacion de nuestra biodiversidad con el fin de generar productos
que suplan las necesidades del sector agricola colombiano.
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Tabla 1. Principales pruebas bioquimicas utilizadas para
distinguir los distintos miembros del complejo Bacillus.

PRUEBAS

B.
Cereus

B.
Anthracis

B.
Mycoides

B.
Thuringiensis

Diametro de la célula vegetativa
Cristal paraesporal
Anaerobiosis

Voges Proskauer

Lecitina de huevo
Crecimiento en lisozima
Acidos a partir de D-glucosa
Acidos a partir de L-arabinosa
Acidos a partir de D-xylosa
Acidos a partir de D-manitol
Hidrdlisis del almidon
Hidrdlisis de la caseina
Reduccién de nitratos
Catalisis de la Tirosina
Catalisis del citrato

Catalisis del propionato

> luM

R E:

XX+ o+ o

> [uM

R

R

> luM

R E:

*#X o+ + + + 0

> luM

O ST A s

4

*: No determinado.

X: Variacién significativa entre los distintos aislados.

Figura 1. Microfotografia de la célula vegetativa, esporas y cristales de Bacillus thuringiensis
con tincion cristal violeta a un aumento de 100X. 1) Forma vegetativa de Bacillus thuringiensis.
2) Formacion de inclusiones de cuerpos paraesporales (ICP’s). E=esporas; B=Cristales de
forma bipiramidal. 3) Espora elipsoidal posicion subterminal. Fuente: www.lifesci.sussex.ac.uk/

home/Neil_Crickmore/

110 . Poveda - I. Martinez O.




Figura 2. Aspecto tipico de un aislamiento nativo de Bacillus thuringiensis crecido en medio
de cultivo LB. Fuente: Autores.
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Figura. 3. Visualizacion microscdpica de la cepa nativa de Bacillus thuringiensis GMBC-
B0O03 que presenta tres tipos diferentes de cristal paraesporal: Triangular (T), Cuadrado (C),
Redondo (O). Igualmente se observan grupos de esporas (E). Fuente: Autores
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PAPA INFESTADA
CON LA PLAGA

LARVAS

Figura 4. Esquema que muestra la metodologia de establecimiento y mantenimiento de la
Colonia de Tecia solanivora Povolny en condiciones controladas en el area de entomologia del
laboratorio de control biolégico del GMBC (UPTC). Fuente: Autores.

112 J. Poveda - J. Martinez O.



