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Resumen: Bacillus thuringiensis es una bacteria esporogénica grampositiva del grupo B. cereus, caracterizada por la produccion de
S-endotoxinas codificadas por una familia de genes cry, mayoritariamente plasmidicos con actividad patogena especifica contra larvas
de insectos. Esta propiedad ha sido usada en la formulaciéon de productos comerciales para control de insectos plaga como Hylesia
metabus “palometa peluda” que afecta a los pobladores de la region nororiental de Venezuela. En el Centro Venezolano de Colecciones de
Microorganismos se ha iniciado la construccion de una coleccion de cepas nativas de B. thuringiensis, a partir de muestras de suelos y larvas
muertas de H. metabus colectadas en zonas afectadas, que pudiera ser utilizada en la elaboracion local de bioinsecticidas para control de
ésta y otras plagas. El empleo de condiciones selectivas de crecimiento, pruebas bioquimicas complementarias y presencia de inclusiones
parasporales, seguido de la caracterizaciéon molecular empleando la técnica de ribotipificacion automatizada, permitié la identificacion de 11
cepas nativas de B. thuringiensis. La variedad de ribotipos encontrados refleja la heterogeneidad genética de B. thuringiensis en la muestra
examinada.
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Isolation and molecular characterization, ribotyping, of Bacillus thuringiensis native
strains isolated from soilsand Hylesia metabus death larvae at northeast region of
Venezuela

Abstract: Bacillus thuringiensis is a Gram positive spore-forming bacteria of the B. cereus group, that produces §-endotoxins, encoded
mainly by cry genes, with pathogenic specific activity against some insect larvae. This property has been used in products applied to the
control of Hylesia metabus, a pest known as “palometa peluda” that affects living population in the northeast region of Venezuela. In the
Venezuelan Center for Culture Collections we have initiated the construction of a collection of B. thuringiensis native strains isolated
from soils and H. metabus death larvae that could be applied in pest control. The use of selective growth conditions, biochemical tests and
detection of parasporal inclusions, followed by ribotyping methods, allowed the identification of 11 B. thuringiensis native strains. Variety
of ribotypes shows the genetic heterogeneity of B. thuringiensis identified
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Introduccion B. anthracis, B. cereus, B. medusa, B. mycoides, B.
pseudomycoides, B. thuringiensis y B. wiehenstephanensis.

Bacillus thuringiensis es una bacteria grampositiva, B. thuringiensis se encuentra ampliamente distribuido en la
esporogénica, perteneciente al grupo Bacillus cereus, naturaleza. Ha sido aislado a partir de muestras de suelos,

formado por 7 especies estrechamente relacionadas: ambientes acudticos, plantas, insectos muertos, granos
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almacenados y otros ecosistemas [3-8].

En ambientes naturales, B. thuringiensis se encuentra
frecuentemente enmascarado por la presencia de otras
especies relacionadas que muestran mayor capacidad
para competir por los nutrientes del suelo [9]. Para lograr
mayor eficiencia en el aislamiento es necesario recurrir
a estrategias selectivas que permitan reducir en niimero
aquellas especies no deseadas que comparten un habitat
comun. La identificacion, basada unicamente en pruebas
bioquimicas convencionales, no permite diferenciar entre
B. thuringiensis, y otras especies del grupo de B. cereus.
La demostracion de la presencia de inclusiones cristalinas
parasporales es una prueba fundamental en la identificacion
de B. thuringiensis [10]. Estas estructuras, de naturaleza
proteica, estan codificadas en genes cry localizados
fundamentalmente en plasmidos transferibles entre cepas de
B. thuringiensis y otras especies estrechamente relacionadas
[11,12]. Las cepas que pierden estos elementos genéticos,
0 que bajo ciertas condiciones de cultivo no expresan los
genes cry, no pueden diferenciarse de otras especies del
grupo B. cereus [13,14].

Las proteinas Cry de B. thuringiensis, forman una familia
compleja de d-endotoxinas que ejercen actividad patogena
especifica contra larvas de especies de insectos de ordenes
diversos como Lepidoptera, Diptera y Coleoptera [15]. El
efecto letal se pone de manifiesto mediante la solubilizacion
a pH basico de la prototoxina por la accion de proteasas
altamente especificas presentes en el intestino de las larvas
de aquellas especies que son susceptibles. Las moléculas
de d6-endotoxina liberadas, actian mediante la unidén a
receptores especificos localizados en las microvellosidades
de las células del epitelio del intestino medio del insecto,
forman canales o poros que producen un desequilibrio
osmotico que conduce a la muerte del insecto [16]. Las
larvas muertas pueden convertirse en un sustrato adecuado
para la germinacion y eventual proliferacion de las esporas
de B. thuringiensis ingeridas por el insecto, debido a que el
pH alcalino ayuda a la germinacion de las esporas [17].

La actividad patogena especifica de las d-endotoxinas
producidas por B. thuringiensis es una propiedad que ha
sido empleada eficientemente para el control de Hylesia
metabus, en sustitucion de productos quimicos menos
especificos, que pueden dejar residuos contaminantes del
ambiente que contribuyen a la seleccion de mutantes de H.
metabus resistentes a estos compuestos [15].

En Venezuela, la presencia estacional de la polilla H.
metabus Cramer (Lepidoptera: Saturniidae), conocida en la
region nororiental costera como “palometa peluda”, ha sido
identificada como un problema de salud publica que afecta
significativamente las actividades productivas, educativas,
recreativas y turisticas de la region [18]. La hembra adulta
posee setas urticantes que recubren su cuerpo y le sirven
para proteger las posturas de los depredadores naturales.
Durante el vuelo (4 a 7 dias), las setas son liberadas al
medio ambiente pudiendo causar dermatitis severa entre
los habitantes de las regiones donde el insecto es endémico.
En la region, el control de esta plaga se viene haciendo

mediante la aplicacion de programas en los que se incluye
el monitoreo permanente y la aplicacion localizada de
preparaciones comerciales (Dipel 8L®)! elaboradas a partir
de cultivos de B. thuringiensis var kurstaki. Este producto,
elaborado por Abbott CA, de clevado costo en divisas,
limita su aplicacion con la periodicidad requerida para el
control efectivo de H. metabus.

Este trabajo tiene como objetivo el aislamiento,
identificacion y caracterizacion molecular de cepas de
B. thuringiensis, a partir de muestras de suelos y de
larvas muertas de H. metabus, colectadas en localidades
tradicionalmente afectadas por la presencia masiva de esta
plaga, alos fines de iniciar una coleccion de cepas nativas que
pudiera servir para la formulacion local de bioinsecticidas
especificos para su control. Las cepas de B. thuringiensis,
identificadas y caracterizadas en este trabajo, forman parte
de las colecciones del Centro Venezolano de Colecciones
de Microorganismos (CVCM). Este trabajo es parte de un
proyecto multidisciplinario, denominado RETO, dirigido al
estudio y control de H. metabus en el Golfo de Paria (10°
21'39"'N/62°4°49°°0, Venezuela). Resultados parciales
fueron presentados en el XIX Congreso Latinoamericano
de Microbiologia [19].

Materiales y métodos

Recoleccion y siembra de muestras. Se colectaron muestras
de suelos y de larvas muertas de H. metabus en diferentes
zonas de la region nororiental del estado Sucre (Venezuela)
antes de los ciclos de vuelo ocurridos entre los afios 2002
y 2006. Las muestras de suelos fueron colectadas en la
poblacion de Rio Grande (10°38713,07°/62°02°47,7 ")y enla
vecindad de los canos Guanaco (10°07°02,4"/62°57°28,7"")
y Guaraunos (10°32736,377/62°50°43,4""). Las larvas
muertas de H. metabus fueron colectadas en las
poblaciones de Irapa (10°33°29,67/62°44°52,2""), El Paujil
(10°37°40,57°/62°42°27,7""), Morichal (10°22'32,2"/62°
53°18,6""), Pedernales (09°48°12,0/62°10'33,4"") vy
los cafios Guanoco (10°07°02,4°7/62°57°28,7°") y Ajies
(10°27°44,5°7/63°03°29,4""). Previo a la recoleccion de las
muestras se tuvo confirmacion de que en los dos ultimos
afios las poblaciones o localidades seleccionadas para el
muestreo no habian sido tratadas con productos comerciales
(Dipel 8L®y otros) o artesanales elaborados en base a B.
thuringiensis [20].

Lasmuestras de suelo fueron colectadas en frascos estériles
(dos muestras por region). En la recoleccion se descarta
la capa superficial del suelo, y se toma la muestra, bajo
condiciones estériles, sin superar los 5 cm de profundidad. Se
mantienen a -20°C hasta su procesamiento en el laboratorio.
Las muestras fueron desecadas en estufa a 60°C por 2 h,
y luego se homogeneizaron en un mortero estéril. En cada
caso, 1 g de suelo fue afiadido a 10 mL de agua estéril e

1 En esta publicacion, la referencia a marcas o productos comerciales se
realiza con el unico fin de proporcionar informacion especifica sobre el
tema y no implica recomendacion o aprobacion por entes del estado ve-
nezolano, a quién corresponde su aprobacion o negacion para los fines
indicados.
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inmediatamente homogeneizado por agitacion durante 1
minuto. Volimenes de 1 mL fueron sometidos a tratamiento
térmico (10 minutos a 80° C, seguido de 5 minutos en
bafio de hielo) a los fines de seleccionar microorganismos
formadores de esporas. Todo, segun recomendaciones de la
Organizacion Mundial de la Salud [21].

Las larvas muertas de H. metabus fueron colectadas en
frascos estériles (tres larvas por frasco), se lavaron con
una solucion de hipoclorito de sodio al 3%, seguido de
repetidos lavados con agua destilada estéril. Se prepararon
homogeneizados en 1 mL de agua estéril y se sometieron a
tratamiento térmico bajo las condiciones antes descritas.

Diluciones seriadas de los homogeneizados fueron
sembradas directamente en placas de agar LB (Luria
Bertani) e incubadas a 30° C hasta la aparicion de colonias
bien definidas.

Seleccion y caracterizacion fenotipica: En los ensayos de
identificacion se empled como control positivo la cepa de
B. thuringiensis (CVCM 1819) variedad kurstaki, aislada
directamente de un producto comercial, Dipel 8L®, empleado
en los programas para el control de H. metabus en el golfo
de Paria, Venezuela. Se verifico la identidad corroborando
el morfotipo de B. thuringiensis: colonias color crema,
grumosas, bordes irregulares y textura parecida a la cera,
asi como la capacidad de producir f-hemolisina, resistencia
a penicilina y sensibilidad a estreptomicina [22-24]. En
conjunto estas propiedades (Pen®Strep® Hem"), sumadas
a las pruebas de motilidad (mot”), fueron utilizadas como
fenotipo presuntivo en el protocolo para la identificacion de
B. thuringiensis [19]. De la siembra de los homogeneizados
y de diluciones seriadas en agar LB se obtuvieron colonias
bien definidas que fueron purificadas en el mismo medio.
A partir de éstas se hicieron replicas simultaneas en: agar
sangre de carnero al 5%, agar LB conteniendo 100pg/mL
de penicilina, y agar LB suplementado con 25 pg/mL de
estreptomicina, a los fines de seleccionar solo aquellas
colonias que expresaran el fenotipo presuntivo (Pen®
Strep® Hem™). La identificacion del género se establecio
empleando el sistema semi-automatizado Api ATB/Plus,
galerias SOCHB (BioM¢érieux).

Presencia de cristales o cuerpos parasporales: Las colonias,
identificadas fenotipicamente dentro del grupo B. cereus con
posibilidad de ser B. thuringiensis, fueron seleccionadas
para determinar la presencia o ausencia de cuerpos
parasporales (cristales de 3-endotoxina) caracteristicos de B.
thuringiensis. Los cultivos fueron crecidos en agar LB a 30°
C durante 48 horas hasta completar la fase de esporulacion.
Luego fueron resuspendidos en una solucion de glicerol al
50% para observacion directa con microscopio de contraste
de fases a 1000X [22].

Caracterizacion molecular: La caracterizacion molecular
se realiz0, partiendo directamente de colonias purificadas
que mostraban el fenotipo de B. thuringiensis, empleando
el sistema automatizado de ribotipificacion: RiboPrinter

Microbial Characterization System® (RMCS) DuPont
Qualicon. Todas las cepas (Pen®Strep® Hem®) con
identificacion presuntiva como B. thuringiensis fueron
sembradas en placas de agar LB. Después de crecimiento
durante toda la noche, se resuspendieron en una solucion
tampon (Dupont) mezclando con un agitador eléctrico.
Voltimenes de 30 pL fueron transferidos a un porta muestras
¢ incubadas a 80° C durante 10 minutos con el propoésito de
inhibir la accion de enzimas enddgenas capaces de degradar
el ADN. Los pasos siguientes fueron realizados directamente
por el equipo en forma automatizada, previo ajuste de
las condiciones de trabajo empleando cepas controles
apropiadas. El ADN de cada cultivo fue digerido con la
enzima EcoRI. Los fragmentos de restriccion, obtenidos
por digestion completa, fueron separados por electroforesis
en mini-geles de agarosa y transferidos en forma continua
a membranas de nylon que sirvieron como soporte para la
hibridacién con una sonda quimioluminiscente (operon rrnB
de E. coli). La informacion sobre los patrones de bandas
obtenidos para cada una de las muestras fue almacenada en
formato digital. Los patrones de las bandas identificadas
fueron comparados entre si, y con los patrones registrados
en base de datos del RiboPrinter. El coeficiente de similitud
entre los patrones generados por cada una de las cepas bajo
estudio se calcula en base a la posicion relativa, tamafio e
intensidad del registro de cada una de las bandas. Se asume
que dos cepas que muestran el mismo patron de bandas son
consideradas como similares si el coeficiente de similitud
es > 0.93, y en consecuencia son asignadas a un mismo
ribogrupo. Si el patrén de bandas es muy cercano (>0.85)
al de un patrén de referencia incorporado en la base de
datos del RiboPrinter (DuPont ID), el sistema asigna una
identificacion dentro de una especie a nivel de cepa o
ribotipo [25- 27]. Como control positivo se incorpord en
cada corrida la cepa CVCM 1819, B. thuringiensis, variedad
kurstaki (identificada como ribogrupo 6034), aislada a partir
de una muestra de Dipel 8L®.

Resultados y discusion

El aislamiento de B. thuringiernsis a partir de
muestras ambientales es una tarea dificultosa debido,
fundamentalmente, a la baja proporcion en que se encuentra
ésta especie en relacion a otras especies del grupo B. cereus
que comparten el mismo habitat [28, 29]. La aplicacion de
tratamiento térmico controlado aplicado enla primera fase del
procesamiento de las muestras favorecio el enriquecimiento
selectivo de bacilos esporulados. En este trabajo se aplico
tratamiento con calor, seguido de enfriamiento en baiio de
hielo, directamente a los homogeneizados de las muestras de
tierra y de larvas muertas de H. metabus, colectadas en las
zonas previamente indicadas. Este tratamiento contribuyo
a la eliminacion de los microorganismos en la fase de
crecimiento vegetativo, favoreciendo la seleccion de bacilos
esporulados. La siembra por diluciones seriadas en agar LB,
permitio el aislamiento de colonias bien diferenciadas y la
seleccion de aquellas que mostraban morfologia circular,
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irregular de color crema, aspecto harinoso y textura parecida
a la cera. La siembra simultanea de cada colonia tanto en
medios selectivos como diferenciales: agar LB conteniendo
100pg/mL de penicilina, agar LB suplementado con 25
pg/mL de estreptomicina y agar sangre de carnero al 5%,
permiti6 la seleccion de colonias con el fenotipo presuntivo
para el grupo B. cereus (Pen® Strep® Hem™).

La identificacion fenotipica realizada empleando el
sistema Api ATB/Plus, galerias S0CHB (BioMérieux.),
seguido de la observacion de cristales refringentes en la
fase de esporulacion, permitio separar las cepas que fueron
identificadas como B. thuringiensis (Figura 1) de otras
especies del grupo de B. cereus. En todos los casos positivos
se observaron esporas refringentes, ovales, en posicion
subterminal sin deformacion del esporangio, similares a las
descritas por Schneph y col [30].

A partir de 8 muestras de suelos se aislaron en agar

Espora :
Cristal

Célula vegetativa

Figura 1. Cultivo de B. thuringiensis (CVCM 1813), en fase estacionaria
de crecimiento, visto en microscopio de contraste de fases a 1.000X.

LB 1454 colonias. De éstas se seleccionaron al azar 382
colonias (26%), corroborandose la presencia del fenotipo
presuntivo (Pen®StrepSHem™) en 14 (3,7%) de los aislados.
El Sistema Api ATB/Plus, empleando galerias SOCHB, no
permitid establecer diferencias entre B. thuringiensis y otras
especies del grupo B. cereus. Tres de las cepas mostraron
un perfil considerado como dudoso y fueron catalogadas
como Bacillus spp. En 5 cepas (35,7%) no se observo ni
motilidad ni la formacion de cristales parasporales, siendo
consideradas como B. mycoides. Seis, con motilidad positiva,
fueron consideradas como B. cereus con posibilidad de
ser B. thuringiensis. Finalmente, la presencia de cristales
parasporales fue demostrada en sélo 1 de los 14 aislados
examinados, considerandose como B. thuringiensis (cepa
CVCM 1733). Bajo las condiciones empleadas fue posible
identificar la presencia de B. thuringiensis en 7,1% de las
coloniasseleccionadascomo Pen®StrepSHem™. Esteresultado
es consistente con reportados por otros laboratorios. Se ha
estimado que la presencia de B. thuringiensis en suelos es

considerablemente baja en relacion a la de otros bacilos
esporulados [28, 29].

En el caso de los aislados de larvas muertas de H.
metabus, se examinaron entre 3 y 5 larvas por cada una
de las localidades seleccionadas para el muestreo. Del
conjunto de los homogeneizados sembrados en agar LB
se logro aislar un total de 56 colonias con la morfologia
y las caracteristicas descritas previamente. En 29 (51,8%)
de los casos se pudo observar el fenotipo Pen®StrepSHem*
presuntivo para el grupo B. cereus. De éstas, 18 fueron
estudiadas mediante el empleo del sistema Api ATB/Plus,
galerias SOCHB. Cuatro fueron consideradas como B.
mycoides. En las 14 restantes, identificadas por el sistema
Api como B. cereus con posibilidad de ser B. thuringiensis,
se demostré la presencia de cuerpos parasporales en 9 (50%),
y se consideraron como B. thuringiensis asignandoseles
un codigo de registro en el CVCM (Tabla 1). La elevada
proporcion de B. thuringiensis encontrada en muestras de
larvas muertas, en relacion a la encontrada en suelos, pudiera
ser el resultado de la accion letal del complejo espora—
cristales (5-endotoxinas) en la fase larval de H. metabus.
De hecho las esporas de B. thuringiensis camplen un ciclo
de germinacién y crecimiento vegetativo en el intestino
de insectos susceptibles, multiplicindose eficientemente
en las larvas muertas que son utilizadas como sustrato.
Sin embargo, en ausencia de condiciones dptimas para la
multiplicacion, estos bacilos entran en la fase esporogénica.
Pareciera que, de acuerdo a los resultados presentados, la
distribucion de B. thuringiensis en el ambiente pudiera estar
relacionada con la presencia y distribucion de H. metabus
en las areas de muestreo [31].

Para confirmar la identificacion de B. thuringiensis
y establecer una diferencia clara entre los aislados
considerados como nativos de aquellos que pudieran derivar
de la aplicacion de productos empleados en el control de H.
metabus, se realizaron estudios de caracterizacion molecular
empleando técnicas de ribotipificacion. Esta técnica,
basada en el analisis de la variabilidad de los fragmentos
polimorficos identificados por hibridacion con sondas
de ADN del operon r7nB permite reconocer variedades o
ribotipos entre cepas de una misma especie. [25-27].

La caracterizacion molecular se aplicoé a un total de 23
cepas: 14 provenientes de larvas muertas y 9 de aislados de
suelos colectados en zonas afectadas por H. metabus. En la
Figura 2 se muestran los resultados mas representativos de
estas pruebas.

En cada una de las cepas analizadas se identificaron entre
7 y 8 fragmentos con tamafios moleculares que oscilaron
entre 2,5 y 15 Kbp. Las bandas comunes registradas entre
los 2,5 y 4 Kbp representan la region de homologia de los
genes TARN que es compartida por todos los miembros del
grupo de B. cereus. [25-27]. La técnica permitio establecer
diferencias entre especies del grupo B. cereus y entre cepas
de la misma especie [32].

Entre los aislados provenientes de larvas muertas,
incluidas en este estudio, las cepas CVCM 1812, CVCM
1813 y CVCM 1814 mostraron coincidencia (coeficiente de
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Tabla 1. Identificacion y caracterizacion molecular (ribotipificacion) de cepas de B. thuringiensis aisladas en suelos y larvas muertas de H. metabus.

Identificacion APl 50CHB Ribotipificacion
B. cereus / . . P
Proveniencia . ;;i?sir?rig?:gm myc%i Jos Motiidad ~ Cristales '-D'S;e;ﬁ 'Qi‘r’]'fi;l'ien?; Identif. Riboprinter

CVCM 1819 Dipel 8L® 79.9% 20.1% + + 6034 0,99 B.thuringiensis
CVCM 1812 Pedernales 97.9% 2% + + 6034 0,92 B.thuringiensis
CVCM 1813 Guanoco 70.5% 29.4% +/- + 6034 0,93 B.thuringiensis
CvCM 1814 Morichal 61.6% 38.3% - + 6034 0,96 B.thuringiensis
CVCM 1831 Irapa 13.7% 82.4% + + 6028 0,89 B.thuringiensis
CVCM 1833 Irapa 80.3% 17.9% + + 6028 0,86 B.thuringiensis
CVCM 1834 Irapa 25.1% 67.8% + + 6028 0,98 B.thuringiensis
CVCM 1860 Irapa 22.2% 75.7% - - 6028 0,85 B.thuringiensis
CVCM 1863 El Paujil 23.6% 50.8% + + 6028 0,85 B.thuringiensis
CVCM 1815 Ajies 99.9% 0.1% + + 6040 0,95 B.thuringiensis
CvCM 1862 Irapa 86.7% 7.7% * * 1e‘>30%4142 gﬁ 33 B.ti?ﬁiﬁ@ﬁsis
CVCM 1733 Guanoco Perfil dudoso + + 6043 0,95 B.thuringiensis
CVCM 1861 El Paujil 76.4% 23.1% + - 13212 0,92 B.cereus

CVCM 1832 El Paujil 59.6% 40.4% + - 6082 0,94 B.cereus

CVCM 1835 Irapa 62.8% 36.9% + - 6082 0,89 B.cereus

Columnas de izquierda a derecha: 1. Numero de registro del cultivo: CVCM (Centro Venezolano de Colecciones de Microorganismos); 2. Identificacion de
la localidad de procedencia de la muestra; 3. Identificacion Api ATB/Plus % de similitud: B. thuringiensis/B. cereus; 4. Motilidad; 5. Presencia de cuerpos
parasporales; 6. Dup: ribotipo asignado en el banco de datos del Ribo-Printer® y coeficiente de similitud; 7. Identificacion Ribo-Printer®.

similitud entre 0,92 y 0,96) con el ribogrupo 6034 mostrado
por la cepa control CVCM 1819 representativa de B.
thuringiensis var kurstaki HD1. En los 6 aislados restantes
se identificaron al menos dos ribogrupos bien diferenciados:
ribogrupo 6028 (cepas CVCM 1831, CVCM 1833, CVCM
1834, CVCM 1860 y CVCM 1863) y ribogrupo 6040 (cepa
CVCM 1815), distintos al ribogrupo 6034, con similitudes
entre 0,85 y 0,98. Estos resultados permiten afirmar que,
entre las cepas de B. thuringiensis aisladas de larvas, al
menos 5 pertenecen al ribogrupo 6028, y se diferencian
a nivel molecular de la cepa CVCM 1819, utilizada en
preparados comerciales empleados en el control de H.
metabus en la region nororiental de Venezuela (Figura 2).

En el caso de las cepas aisladas de suelos de la misma
region, se encontré una amplia variabilidad entre los
ribogrupos identificados. En s6lo uno de los casos, la cepa
CVCM 1733, identificada como ribogrupo 6043 (0,95 de
similitud con B. thuringiensis), se ubicd en una categoria
distinta a la representada por la cepa CVCM 1819 (B.
thuringiensis var. kurstaki). En esta cepa se demostr6 la
formacion de cuerpos parasporales, y puede ser considerada
sin ambigiiedades como una cepa de B. thuringiensis nativa
aislada en suelos (Tabla 1).

El empleo de la técnica de ribotipificacion, permitid
identificar 11 cepas como pertenecientes a ribogrupos de B.
thuringiensis con altos coeficientes de similitud. Tres cepas,

cada una aislada en una localidad diferente: Pedernales,
Guanaco y Morichal, mostraron el mismo ribogrupo (6034)
que identifica a la cepa control. Cinco fueron reconocidas
como pertenecientes al ribogrupo 6028 (4 aisladas en la
poblacion de Irapa y 1 en El Paujil), 1 al ribogrupo 6040
(Cafio Ajies) y 1 ribogrupo 6044 (Irapa) (Tabla 1). La cepa
CVCM 1733 (ribogrupo 6043) aislada de suelo en la region
de Guanaco es distinta a la cepa CVCM 1814 (ribogrupo
6034) aislada de larvas recolectadas en la misma region. En
el caso particular de la cepa CVCM 1860 (Tabla 1), aislada
en Irapa, no fue posible demostrar la presencia de cuerpos
parasporales. Sin embargo, el analisis por ribotipificacion
permite identificarla como B. thuringiensis, ribogrupo
6028. Este resultado, aparentemente contradictorio, podria
ser interpretado como un caso en el cual la cepa pudo haber
perdido el plasmido que codifica la proteina Cry o esta
afectada la expresion de los genes cry [13].

En conjunto, los resultados presentados permiten
afirmar que, bajo las condiciones empleadas, fue posible
aislar cepas de B. thuringiensis a partir de muestras de
microambientes conteniendo otros bacilos del grupo B.
cereus. Adicionalmente, permitieron establecer diferencias
claras entre variantes genéticas de la misma especie. En el
caso del estudio de muestras provenientes de larvas muertas
de H. metabus, la proporcion de cepas de B. thuringiensis
aisladas fue considerablemente mayor a la encontrada a partir
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T T EEam—) = = T 1.S. Spp
DUP 6034 I I I
CVCM 1819 I I I 0,99 B.thuringiensis
CVCM 1812 1 I I 0,92 B.thuringiensis
CVCM 1813 I! ] | 0,93 B.thuringiensis
CVCM 1814 l I I 0,96 B.thuringiensis
DUP 6028 I I | I
CVCM 1831 I‘.‘ I I l 0,89 B.thuringiensis
CVCM 1833 l l l I 0,86 B.thuringiensis
CVCM 1834 l l I I I 0,98 B.thuringiensis
CVCM 1860 l I I I I I I 0,85 B.thuringiensis
CVCM 1863 m I l I ] [ 0,85 B.thuringiensis
DUP 6040 I I I
CVCM 1815 l I ] 0,95 B.thuringiensis
DUP 6044 I I
CVCM 1862 l l 0,90 B.thuringiensis
DUP 6043 I m I
CVCM 1733 I l I 0,95 B.thuringiensis
DUP 13212 I l I I
CVCM 1861 l I l l | 0,92 B.cereus
DUP 6082 i '. ll jl
CVCM 1832 l l I 0,94 B.cereus
CVCM 1835 I I l I 0,89 B.cereus

Figura 2. Representacion grafica dual de patrones de restriccion EcoR1 de la region rRNA (ribotipos) identificados en cepas de B. thuringiensis aisladas en

suelos y larvas muertas de H. metabus.

Columnas de izquierda a derecha: 1. DUP niimero de registro de ribotipos segiin RiboPrinter®; 2. DUP 6034. Control B. thuringiensis var. kurstaki; 3. CVCM
1819. B. thuringiensis var. kurstaki, aislado de Dipel 8L"; 4. Numero de registro del cultivo: Centro Venezolano de Colecciones de Microorganismos);
5. Registro de bandas identificadas; 6. Indice de similitud; 7. Identificacion de género/especie segun el sistema RiboPrinter®.

de muestras de suelos. De alli que en los programas para
el aislamiento de cepas autoctonas de B. thuringiensis, con
potencial actividad patdgena para este insecto, es altamente
recomendable el examen de larvas muertas de H. metabus
colectadas en areas no tratadas previamente con productos
elaborados en base a cultivos de B. thuringiensis.

El empleo de la técnica de ribotipificacion permitio
la caracterizacion molecular de las cepas aisladas y su
categorizacion en ribogrupos, facilitando la diferenciacion
de los aislados de B. thuringiensis a nivel de cepas o de
subespecies. A partir de este muestreo preliminar, se inicio la
construcciondeunacoleccionde B. thuringiensis que pudiera
servir de base para el estudio de las funciones relacionadas
con la actividad patéogena especifica para la polilla H.
metabus a los fines de seleccionar aquellas que pudieran ser
empleadas en la formulacion de productos para el control de
este insecto plaga. Las cepas identificadas y caracterizadas
forman parte de la coleccion de B. thuringiensis del Centro

Venezolano de Colecciones de Microorganismos y estan a
disposicion de los investigadores interesados.
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