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1. RESUMEN

En el presente trabajo se realiz6 un estudio en plantas de maiz y cafa de
azucar en condiciones de laboratorio e invernadero para evaluar la actividad
enddfita, entomopatdogena y promotora de crecimiento de la cepa Y15 de
Bacillus thuringiensis. Para facilitar la identificacion de la bacteria endofita
en los tejidos de la planta se empleo la proteina GFP. Se realizdé la
transformacion de B. thuringiensis cepa Y15 con el plasmido pMutin-GFP.
El analisis histologico permitié observar la bacteria localizada en el interior
de los tejidos de tallos y hojas de plantulas de maiz. La actividad endofita
de la cepa Y15 se confirmd al comparar los perfiles proteicos de las cepas
reaisladas de tejidos inoculados de maiz y cafia de azucar. En condiciones
de invernadero la bacteria fue detectada como enddfita hasta 60 dias post

inoculacion en cana de azucar.

La evaluacién de la eficiencia de la cepa Y15 entomopatdogena sobre
Spodopera frugiperda se llevo a cabo mediante ensayos en condiciones de
laboratorio empleando plantulas de cafia de azucar y maiz, el valor maximo
de mortalidad (40%) fue observado en larvas alimentadas con hojas de
plantas de maiz crecidas en sustrato inoculado con la bacteria (1x10°
células/ml), en cafa de azucar se alcanzo un valor de 30% de mortalidad.

Se hicieron bioensayos de promocion de crecimiento con la cepa Y15 de B.
thuringiensis, los datos muestran que la bacteria es promotora de
crecimiento dependiendo del modo de aplicacion.

Los resultados de este estudio contribuyen a comprender la actividad
entomopatdgenos, enddfita y promotora del crecimiento de la cepa Y15 de
B. thuringiensis.  Sin embargo, es necesario realizar estudios en
condiciones de campo que permitan validar el uso de esta cepa como
alternativa para el control y manejo de los insectos plaga de maiz y cafia de

azucar.



2.

INTRODUCCION

En México, la produccion de cafia de azucar y maiz, es de gran importancia
socioeconomica, ya que tiene una amplia demanda en el ambito doméstico
e industrial. A partir estos dos cultivos se obtienen diferentes subproductos
como azucar, papel, aceites, etc. Ademas, son parte de los cinco productos
basicos de consumo para la poblacion mexicana junto con el frijol, trigo y
café (COFUPRO, 2013). La produccion de ambos cultivos se ve afectada
por el ataque de diversas plagas que provocan la reduccion del rendimiento
y aumentan los costos de produccion.

Alguas de las estrategias prometedoras para el control de plagas es el uso
de microorganismos enddfitos (Perez et al. 2013; Sanchez et al. 2013).

El término “endofito” es usado para referirse a microorganismos que habitan
dentro de los tejidos de la planta, (Sikora et al., 2008; Vega et al., 2008).
Los microorganismos endofitos comprenden especialmente hongos y
bacterias que colonizan tejidos internos de la planta sin causar danos,
teniendo una relacion simbidtica-mutualista (Petrini, 1991; Escolastico,
2013). Existen bacterias y hongos entomopatégenos que se emplea para el
control de plagas, tal es el caso de Bacillus thuringiensis (Bt), una bacteria
utilizada en el control biolégico de insectos plaga, principalmente para el
orden Lepiddptera (Hernandez, 2015), la cual también esta reportada con
actividad endofita. Monnerat y colaboradores (2009), encontraron B.
thuringiensis en forma natural dentro de plantas de algodon y demostraron
la capacidad de B. thuringiensis de colonizar las plantas como un enddfito y
presentar patogenicidad sobre Trichoplusia ni y Spodoptera frugiperda.
Garcia et al.,, 2017 reporta la actividad enddfita de B. thuringiensis en
Arabidopsis thaliana y Phaseolus vulgaris, asi como capacidad de la
bacteria de traslocarse a diferentes tejidos y seguir siendo patégena a
Trichoplusia ni. En el presente trabajo se busca demostrar la actividad
enddfita de B. thuringiensis en cana de azucar y maiz con el fin de evaluar

si la bacteria tiene la capacidad de traslocarse en los tejidos de la planta y
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también proporcionarle algun beneficio a la planta, como promocién de

crecimiento y actividad entomopatégena sobre S. frugiperda.

. ANTECEDENTES

3.1. Género Spodoptera Guenee, 1852

El género Spodoptera Guenee, 1852 (Noctuidae: Amphipyrinae) esta
compuesto por un grupo de especies de polillas que son consideradas
plagas de gran impacto econdémico, debido a que se alimentan de una
amplia variedad de cultivos, principalmente gramineas como el maiz y la
cafa de azucar entre otros. Las larvas de este género atacan el follaje, los
granos en desarrollo y los frutos de estos cultivos. La mayoria de sus
especies, se encuentran distribuidas en el hemisferio occidental, aunque
algunas de ellas se encuentran en el hemisferio oriental. Entre las especies
mas conocidas en el continente americano se encuentran: Spodoptera
frugiperda (J.E. Smith), S. ornithogalli (Guenee), S. albula (Walker), S.
exigua (Hubner), S. eridania (Stoll), S. androgea (Stoll), S. latifascia
(Walker), S. dolichos (Fabricius) y S. pulchella (Herrich-Schaffer)
(Saldamando & Marquez, 2012).

3.1.1. Spodoptera frugiperda

Las larvas de S. frugiperda también llamadas “gusano cogollero” son una de
las plagas de gran importancia econémica en México, debido a que provoca
hasta un 40% de pérdidas en campo (Lopez, 2017). Los ataques tempranos
a las plantas por las larvas pueden afectar estados vegetativos de
desarrollo de la planta, mientras que los tardios pueden dafar las espigas
(Aragon, 2002).

3.1.2. Clasificacion taxonémica

La clasificacién taxondmica del gusano cogollero segun Borror et al., (1989)
Clase: Insecta

Orden: Lepiddptera



Familia: Noctuidae
Subfamilia: Amphipyrinae

Género: Spodoptera

Especie: frugiperda (Smith)

3.1.3. Origen y distribucidon geografica

El origen de S. frugiperda no esta aun bien definido, sin embargo, algunos
autores coinciden en que esta especie tiene su origen en los trépicos del
continente americano, se le ha encontrado desde el sureste de Canada
hasta Chile y Argentina; frecuentemente es abundante en las areas
agricolas. Es una especie de distribucion tropical, aunque se le encuentra
también en zonas templadas. Es una especie endémica del continente
americano, en México se encuentra ampliamente distribuida en todas las
zonas agricolas, principalmente en los estados de Michoacan, Guerrero,
Morelos, Oaxaca, Veracruz, Quintana Roo, Yucatan, Coahuila, Campeche,
Chiapas, Chihuahua, Valle de Meéxico, Durango, Guanajuato, Baja
California Norte, Baja California Sur y Colima (Flores, 2000).

3.1.4. Ciclo biolégico de S. frugiperda

El gusano cogollero presenta una metamorfosis completa, lo que quiere
decir que pasa por 4 estadios: huevo, larva, pupa y adulto. Primero, los
adultos colocan masas de aproximadamente 100 huevos en el envés de las
hojas, los cuales estan parcialmente protegidos por una telilla que la
hembra excreta al momento de la ovoposicidn; se ha observado que los
huevos pueden ser colocados en malezas del cultivo; la duracion en estado
de huevo es de 3 a 5 dias, posteriormente los huevos eclosionan y las
larvas comienzan a alimentarse de las hojas. En la etapa larval, S.
frugiperda presenta de 5 a 7 estadios larvales, caracterizados por diferentes
rangos del ancho de la region cefalica. Las larvas en los ultimos estadios
presentan en la cabeza, areas frontales de color blanco-amarillo, en forma

de “Y” invertida. Posteriormente llegan a la etapa de pupa, la cual se



desarrolla en el suelo, es de color café rojizo y mide entre 14 y 18 mm de
longitud. Finalmente llegan a la etapa adulta, el cual es una palomilla de
color café grisaceo que mide alrededor de 3 centimetros con las alas
extendidas. Las alas del macho son de un color café mas claro que el de
las hembras y tienen una mancha transversal de color blanco cremoso
(Lopez, 2017).

3.1.5. Cultivos afectados por S. frugiperda

S. frugiperda muestra una serie muy amplia de hospederos, con mas de 80
especies de plantas registradas, pero es evidente que prefiere gramineas
como el sorgo, zacate bermuda, el maiz y cafa de azucar (L6pez, 2017).
Las larvas se localizan en la yema apical, conocida coloquialmente como “el
cogollo” de las plantas, en donde se alimentan de las hojas en formacion,
las cuales al desarrollarse quedan perforadas y rasgadas, el ataque
temprano causa la muerte de la planta o el retraso en su desarrollo. La
mayor reduccion del rendimiento sucede cuando la defoliacidn se presenta
en etapas vegetativas avanzadas y en las etapas reproductivas (Flores,
2000; Pérez, 2017). En México, las perdidas reportadas en los cultivos de
maiz por este insecto van de 30% al 40%. El maiz es considerado el cultivo
mas importante en México, tiene una participacion del 18% del valor de
produccion del sector agricola y concentra el 33% de la superficie sembrada
en el territorio nacional, que se traduce en 7.5 millones de hectareas
aproximadamente (SIAP, 2018). Ademas, el maiz forma parte de la
alimentacion diaria de los mexicanos, tiene un valor nutricional alto, y puede
ser utilizado en diferentes etapas de su maduracion; la utilidad de ésta
graminea es muy amplia, se ocupan sus hojas, mazorcas y granos, puede
utilizarse para realizar una gran variedad de platillos, alimentar al ganado, o
bien, se puede utilizar para obtener o producir diversos insumos como
aceites, barnices, pinturas, cauchos artificiales y jabones, asi como para la
produccion de algunas bebidas alcohodlicas como charanda y ron (SIAP,

2016). Por otra parte, la cafia de azucar es también un cultivo de suma



importancia econdmica y social en México, debido a que ofrece mas de 440
mil empleos de forma directa en las regiones caneras del pais y 2.2
millones de manera indirecta, asi como por su valor de produccion y el tipo
de consumo que tiene su producto final, ya que el azucar forma parte de los
5 productos basicos alimenticios para la poblacion mexicana junto con el
maiz, frijol, trigo y café, ademas de tener una gran demanda en la industria
alimentaria (Valseca et al., 2003; SEGOB, 2014). Si bien la cafia de azucar
es utilizada generalmente para la produccién de azucar refinada, no es su
unico uso, también se aprovecha como materia prima para una diversa
gama de productos como lo es el papel, cemento, abonos, alimento animal
y bioetanol. Otro porcentaje de la cafia de azucar tiene como finalidad la
fabricacion de piloncillo y endulzantes, asi como para su venta como fruta
estacional (SIAP, 2014).

2.2. Control biolégico

Dentro de las estrategias para el control y manejo de los insectos plaga de
maiz y cafa de azucar, se encuentran el control quimico, sin embargo, el
uso excesivo de los productos quimicos trae consigo diversas
problematicas como la contaminacién del suelo y mantos freaticos, efectos
toxicos en animales y al hombre, ademas, al no ser insecticidas especificos
producen la muerte de los enemigos naturales de la misma plagas y de
otros organismos benéficos como las abejas, aunado a esto, las plagas
también generan resistencia a los productos quimicos, por lo que se buscan
otras alternativas como el control biologico, donde se identifican los
enemigos naturales de los insectos plagas con el fin de obtener un control
eficiente de los mismos. Los enemigos naturales de las plagas son
parasitoides, depredadores, microorganismos antagonistas y
microorganismos entomopatégenos (Motta & Murcia, 2011). Estos ultimos
son capaces de causar enfermedad y muerte a diversos insectos (Téllez et
al. 2009), siendo asi, reguladores de las poblaciones, debido a que poseen
especificidad. Dentro de los microorganismos entomopatogenos se incluyen

bacterias, hongos, virus, nematodos y protozoos (Badii & Abreu, 2006).
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Existen bacterias entomopatégenas que se emplean para el control de
plagas en cultivos de la cafia de azucar y maiz. Bacillus thuringiensis es
una de las bacterias mayormente utilizadas para el control de insectos del
orden Lepidodptera, tal es el caso de la cepa B-148 que fue aislada de un
cadaver de Diatraea magnifactella presentando una concentracion letal
media (CLso) de 254.01 ng cm™ en dieta meridica sobre D. magnifactella
(Fonseca, 2011), mientras que en hoja de cafia de azucar fue de 2.3 yg cm’
2y de 4.3 ug cm? en hoja de maiz (Buenosaires, 2014); Por otra parte, la
cepa GP919, aislada de un cadaver de insecto del orden Hemiptera, familia
Aphididae, presenté una Cls; de 1.22 ng cm™ sobre D. magnifactella
(Vasquez-Benites, 2016). También se han encontrado cepas de B.
thuringiensis patogenas a S. frugiperda, la cepa UCLA-10 aislada de suelo
presentd un porcentaje de mortalidad del 90% sobre S. frugiperda
(Carmona, 2002). Monnerat et al. (2007) reporta 1400 aislados de B.
thuringiensis aisladas de suelo de diversos lugares de Brasil, de los cuales,
27 aislados presentaron 100% de mortalidad sobre S. frugiperda, Plutella
xylostella 'y Anticarsia gemmatalis. Del Rincon-Castro et al (2006) evaluo los
cristales puros de las cepas LBIT-181, LBIT-193 y LBIT-27 de B.
thuringiensis aisladas de suelo del estado de Guanajuato, encontrando una
CLso de 3.867 pg/cm?, 3.966 ug/cm? y 7.636 pg/cm? respectivamente

2.2.1. Generalidades de B. thuringiensis

B. thuringiensis fue descubierto en Japon por Shigetane Ishiwata (1901)
como agente causal de la enfermedad sotto en las larvas de los gusanos de
seda (Bombyx mori) (Ishiwata 1901). Lo llamo Sottokin, que significa "bacilo
de muerte subita" y describié la patologia que causa en las larvas del
gusano de seda y sus caracteristicas culturales. También sefialé que
muchas de las larvas que no murieron al ser expuestas al bacilo eran muy
débiles y atrofiadas. En un informe posterior, afirmé que desde el principio
se comprendié que una toxina estaba implicada en la patogenicidad de B.
thuringiensis. Su identificacion no fue completa, y la primera descripcion

morfolégicamente valida fue hecha por el bacteridlogo aleman Ernst
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Berliner (1915), que aislo el bacilo de la polilla mediterranea de la harina
(Anagasta kuehniella). La llamo Bacillus thuringiensis, que se deriva de
Turingia, la ciudad alemana donde se encontré la polilla (Sansinenea,
2012).

Se sabe que B. thuringiensis es un bacilo gram positivo, de flagelacion
peritrica, que mide de 3 a 5 ym de largo por 1 a 1.2 ym de ancho, aerobio
facultativo. Los distintos aislamientos de B. thuringiensis presentan en
general caracteristicas bioquimicas comunes. Poseen la capacidad de
consumir glucosa, fructosa, trealosa, maltosa y ribosa, y de hidrolizar
gelatina, almidodn, glucogeno, esculina y N-acetil-glucosamina. Sin embargo,
la caracteristica principal de B. thuringiensis es que durante el proceso de
esporulaciéon produce una inclusién parasporal formada por uno o mas
cuerpos cristalinos de naturaleza proteica que son toxicos para distintos
invertebrados, especialmente larvas de insectos (Sauka & Benintende,
2008). Durante su ciclo de vida, B. thuringiensis presenta dos etapas bien
diferenciadas: la primera es la etapa de crecimiento vegetativo, donde se
duplica por biparticion (30-90 min) y la segunda es la etapa de esporulacion,
cuando las condiciones del medio y los nutrientes son limitados. Para la
mayoria de las variedades de B. thuringiensis, en la fase de esporulacion se
lleva a cabo la liberacion de los cristales proteicos con actividad insecticida.
Estos cristales llamados Vip, Cry o Cyt se encuentran dentro del esporangio
y fuera del exosporio de la espora, llegando a representar poco mas del
30% del peso seco de éste ultima; son biodegradables y pueden ser
degradados por microoganismos del suelo e inactivados por la luz
ultravioleta (Velazquez-Benites, 2016). Estas toxinas pueden presentar
distintas morfologias y se clasifican en bipiramidales, cubicos, cuadrados
aplanados, esféricos y en otras formas atipicas menos frecuentes. Las
proteinas Cry1 son las mayormente usadas a nivel mundial para el control
de insectos del orden lepidoptera, incluyendo S. frugiperda, estos cristales
tienen forma bipiramidal y un peso aproximado de 130 kDa (Monnerat et.
al., 2007). B. thuringiensis var. kurstaki HD-1 es la cepa mas utilizada para
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el control de insectos lepidopteros, plagas agricolas y forestales. Esta cepa
fue aislada originalmente por Dulmage en 1970, y resultdé ser hasta 200
veces mas toxica para algunos lepidopteros que las otras cepas utilizadas
en los productos de aquella época. En la actualidad se venden muchos
insecticidas a base de B. thuringiensis contra diferentes especies de
lepidopteros, algunos ejemplos de marcas comerciales son Dipel, Bernan
Bt, Bathurin, Biospor, Able, Vault, entre otros (Sauka & Benintende, 2008).
También se ha utilizado la ingenieria genética para desarrollar plantas que
expresan el gen Cry de B. thuringiensis, estas plantas son llamadas
comunmente “plantas Bt”. Las ventajas de este tipo de cultivos es que
disminuye la necesidad de aplicar insecticidas y dan proteccion a las
plantas. Ademas, los unicos insectos afectados por la toxina son aquellos
que se encuentran alimentandose de los cultivos y no otros (Khetan, 2001;
Hossain, et al., 2004; Sauka & Benintende, 2008). Sin embargo, también se
tienen reportes de insectos resistentes a estos cultivos, tal es el caso de
Sesamia nonagroides (Lepidoptera: Noctuidae) y Ostrinia nubilalis
(Lepidoptera: Pyralidae) resistentes a cultivos de maiz genéticamente
modificados en Espafia, el mismo caso se dio en cultivos de algodon, donde
larvas de Helicoverpa armigera presentaron resistencia a la toxina (Melo et
al., 2014).

El modo de accion de B. thuringiensis contra lepidépteros se describe a
continuacion: los cristales deben ser ingeridos para tener un efecto.
Después de la ingestidn, los cristales se solubilizan por las condiciones
alcalinas en el intestino medio del insecto y posteriormente se convierten
proteoliticamente en un fragmento de nucleo toxico (Bravo et al., 2007).
Bajo las condiciones altamente acidas del estdmago, los cristales de
proteina Cry y Cyt pueden disolverse, pero una vez en solucién se
degradan rapidamente a péptidos no toxicos por jugos gastricos,
tipicamente en menos de 2 min. Durante la activacion proteolitica, los
péptidos del extremo N y del extremo C se escinden de la proteina
completa. La toxina activada se une a los receptores (glicoproteina o
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glicolipido) localizados en las membranas de la microvellosidad media
apical del intestino del insecto. Para algunas toxinas, se han descrito al
menos cuatro sitios de union distintos en diferentes insectos lepidopteros,
estas son: una proteina de tipo cadherina (CADR), una aminopeptidasa N
(APN) de glucosilfosfatidil-inositol (GPI) fosfatasa (ALP) y un glicoconjugado
de 270 kDa. Después de la union, la toxina adopta una conformacién que
permite su insercion en la membrana celular y forma un canal selectivo de
cationes. Posteriormente, la oligomerizacion se produce, y este oligdmero
forma un canal de poro o de iones. Una vez que se ha formado un numero
suficiente de estos canales, un exceso de cationes, por ejemplo, K+, entra
en la célula (Pardo-Lopez et al., 2013). Esto causa un desequilibrio
osmatico dentro de la célula. Este proceso, denominado lisis inducida por
coloides-osmaticos, continua hasta que la célula se rompe, y cuando se ha
destruido un numero suficiente de células, el epitelio del intestino medio
pierde su integridad, esto permite que los jugos intestinales alcalinos y las
bacterias atraviesen la membrana basal del intestino medio, dando como
resultado la muerte en especies de lepidopteros (Sansinenea, 2012). Tras
ocurrir la infeccion, los signos del insecto infectado son visibles y
consecutivos, empezando por el cese de la alimentacién, la pérdida de peso
y liquidos, el regurgitamiento intestinal acompafados de una motilidad
lenta, sobreviniendo la paralisis del tracto digestivo (misma que puede durar
horas o dias) y finalmente, la muerte (Vazquez-Benites,2016).
Sin embargo aunque se cuente con este y otros microorganismos
entomopatdégenos, las plagas que tienen habitos cripticos como algunos
barrenadores son muy dificles de controlar, por lo que emplear
microorganismos endofitos entomopatégenos es una alternativa promisoria

para su control.

2.2. Microorganismos endéfitos

El término “enddfito” se usa para referirse a microorganismos que habitan
dentro de los tejidos de la planta, sin causar dafos a su hospedero (Vega et
al. 2008). Los microorganismos enddfitos comprenden especialmente
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hongos y bacterias que colonizan tejidos internos de la planta, formando
una relacidn simbidtica, es decir, que especies diferentes tienen una
interaccion biologica estrecha, y por lo general, al menos uno obtiene
beneficios (Escolastico, 2013). Las bacterias enddfitas tienen ventajas
sobre las bacterias rizosféricas, gracias a la alta disponibilidad de nutrientes
de que disponen y la proteccion que les brinda la planta hospedera de las

condiciones adversas del medio (Rodriguez et al. 2005).
2.2.1. Colonizacién de endéfitos bacterianos

Muchos endofitos bacterianos se originan en la rizosfera, se sugiere que la
entrada de enddfitos bacterianos en las raices ocurre via la colonizacion de
pelos radiculares, promovida por los exudados de la raiz. Hasta cierto
punto, el tallo y las superficies foliares también producen exudados que
atraen microorganismos (Hardoim et al., 2015). Sin embargo, la luz UV, la
falta de nutrientes y la desecacion, generalmente reducen la colonizacion
de las superficies de las plantas, y solo las bacterias adaptadas pueden
sobrevivir y entrar a través de estomas, heridas e hidatodos. Los enddfitos
también pueden penetrar en las plantas a través de flores y frutos.

Se ha demostrado que las bacterias colonizan los vasos del xilema y que
los agujeros de las placas de perforacion entre los elementos del xilema son
suficientemente grandes para permitir el paso bacteriano (Compant,
Clément, & Sessitsch, 2010).

2.2.2. Funcién de los microorganismos endoéfitos

La bacterias endofitas producen una gran cantidad de metabolitos
secundarios que pueden afectar la sobrevivencia y rendimiento de la planta,
por lo que son motivo de interés en la agricultura (Perez & Chamorro,
2013). Dentro de algunas funciones que las bacterias enddfitas ejercen
sobre la planta, se encuentra la capacidad de fijar nitrogeno, solubilizar
nutrientes minerales, producir fitohormonas, vitaminas y enzimas,
modulando el crecimiento en plantas como la cana de azucar, en la que

también se han aislado y reportado bacterias que suprimen el crecimiento
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de fitopatdogenos (Saravanan et al., 2007). Los endofitos también han
resultado efectivos en la biorremediacién, por la capacidad que poseen para
degradar compuestos complejos, ademas, son una buena fuente de
moléculas bioactivas, con distintas funciones, entre las que se encuentran
antibidticos, inmunosupresores, agentes anticancerigenos, y agentes de

control biologico (Nair & Padmavathy, 2014).

2.2.3. Microorganismos endofitos como promotores de crecimiento

Diferentes autores reportan microorganismos endofitos con actividad
promotora de crecimiento, estos microorganismos ademas de aportar
nutrientes utiles en el desarrollo de la planta como nitrégeno y fosfato,
pueden promover la produccidon de hormonas de crecimiento o de algun
otro metabolito que contribuya con el crecimiento de su hospedero (Doncel
et al., 2016). Se han logrado aislar bacterias endofitas de maiz y cafia de
azucar, tal es el caso de Herbaspirillum seropedicae, la cual presenta
actividad promotora de crecimiento (Rives et al., 2007). En tomate y pepino,
algunas bacterias del género Bacillus sp. y Aureobacterium sp. fueron
reportadas como enddfitas promotoras de crecimiento en tomate y pepino
debido a la produccion de auxinas, giberelinas y siderdéforos, ademas, se
confirmd su capacidad para traslocarse de la raiz a la parte aérea de la
planta (Castro, 2006). También se conoce la capacidad de las especies del
género Bacillus sp. para inducir resistencia contra patogenos (Ramirez,
2010). Otros autores sugieren que el efecto de estos microorganismos en
las plantas se debe a la fijacion de nitrégeno y a la produccion de
citocininas por parte de las bacterias (Torriente, 2006). Especies del género
Bacillus sp. se han aislado de maiz, cafia de azucar, zanahoria, raiz de

papa, hojas de uva, algoddn y algunos citricos.

En 2012 Giridhar et al., reportaron una cepa de B. thuringiensis con
actividad promotora de crecimiento en Alnus firma, las plantas inoculadas

con la bacteria en comparacion con el control presentaron cerca de un 40%
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de incremento en la longitud de la raiz y en la altura de la planta, asi como

un 70% en el peso seco.

2.2.4. Microorganismos endéfitos como agentes de control biolégico

La eficacia de los microorganismos endéfitos como una fuente de control
biolégico depende de varios factores como la especificidad del hospedero,
la dinamica poblacional, la capacidad de moverse dentro de los tejidos y la
capacidad de inducir resistencia sistémica (Perez & Chamorro, 2013). Se ha
registrado a hongos como Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae,
con actividad endofita, estos microorganismos han sido aislados de
diferentes plantas e inoculados nuevamente, presentando actividad
insecticida y promocién de crecimiento (Russo, 2017). Por otra parte, varios
reportes demuestran la capacidad endoéfita de B. thuringiensis en distintos
hospederos; algunos estudios indican que puede ser transportada desde el
suelo hasta las hojas, o bien, pueden inocularse en semilla y permanecer
en la planta durante su crecimiento. Se han reportado semillas de coles
inoculadas con B. thuringiensis, en donde se demostré6 que la bacteria
permanece dentro de la planta después de germinar (Botelho et al., 2012).
Otros autores observaron la actividad enddfita de B. thuringiensis en raiz de
Arabidopsis thaliana in vitro (Vidal, et al., 2013). Ademas, B. thuringiensis
se reporta como endofito con actividad insecticida en algodon y en col,
sobre S. frugiperda y Plutella xylostella (Gomes et al., 2009). También se
tienen reportes de B. thuringiensis aislado como endofito en cana de
azucar; la cepa Y15 se aisl6é de hoja de cafa de azucar, presentando una
CLsy DE 52 ng/cm? sobre D. magnifactella (Ocampo, 2013; Hernandez,
2015).

3. JUSTIFICACION

El maiz y la cafia de azucar son cultivos de gran importancia econdmica e
industrial en la Republica Mexicana, dichos cultivos se ven afectado por la
plaga del gusano cogollero S. frugiperda. Los insectos barrenadores
pueden llegar a ocasionar pérdidas de hasta el 50% de la produccion, lo
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que se traduce en cientos de millones de pesos al afio. Para controlar ésta
plaga se han aplicado insecticidas quimicos. Sin embargo, debido a que S.
frugiperda puede encontrarse dentro del cogollo del maiz, éstas medidas de
control han resultado poco efectivas, ademas de provocar efectos toxicos a
la salud y al ambiente; por lo que se han buscado estrategias de control
bioldgico para reducir los niveles poblacionales de insectos plaga, evitando
asi los impactos negativos de los insecticidas quimicos. Dentro de las
estrategias para el control de plagas, se encuentra el uso de bacterias
enddfitas entomopatdgenas, que tienen la capacidad de habitar dentro de
los tejidos de la planta sin causar dafio aparente a su hospedero. Debido a
la biologia y habitos de los barrenadores, el estudio y la evaluacién de
microorganismos endofitos pueden sentar las bases para la generacion de

estrategias utiles en el control de S. frugiperda.

4. HIPOTESIS

La cepa Y15 de B. thuringiensis aislada de cultivos de cafia de azucar
tendran actividad endodfita como inductor de crecimiento e insecticida en

plantas de maiz y cafa de azucar infestadas con S. frugiperda.

5. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad endofita de B. thuringiensis en maiz y cafa de azucar,

asi como su patogenicidad sobre S. frugiperda.

5.1. Objetivos especificos

* Determinar la actividad endofita de B. thuringiensis en maiz.
* Determinar la actividad endéfita de B. thuringiensis en cafia de azucar.
* Evaluar la actividad insecticida de B. thuringiensis sobre S. frugiperda en

hojas de maiz y caina de azucar.
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* Determinar la actividad promotora de crecimiento de B. thuringiensis en

cafa de azucar y maiz en condiciones de invernadero.

6. MATERIALES Y METODOS
6.1. Estrategia metodoloégica

La estrategia experimental (Figura 1) de éste trabajo se basa en realizar
bioensayos en cafia de azucar y maiz en condiciones de laboratorio e

invernadero con la cepa Y15 de B. thuringiensis sobre S. frugiperda.

Los experimentos in vitro se realizaron en las instalaciones del laboratorio
de Botanica Estructural y el laboratorio de Control Bioldégico de Plagas,
ubicados en el Centro de Investigacion en Biotecnologia (CEIB), asi como
en el laboratorio de Parasitologia Vegetal ubicado en el Centro de
Investigaciones Bioldgicas (CIB); mientras que los experimentos in vivo se
realizaron en el invernadero del CIB, ambos centros de investigacion se
encuentran ubicados en el campus norte de la Universidad Autonoma del
Estado de Morelos (UAEM) en la colonia Chamilpa del municipio de

Cuernavaca, Morelos.
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Materiales y Métodos
divididos en:

In vitro Invernadero
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invernadero
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sobre Spodoptera ¢ eCII’nIte I oy
frugiperda plantufas

Figura 1. Esquema de la estrategia experimental

6.2. Material biolégico
6.2.1. Material vegetal

Las semillas de maiz de la variedad UAEM-BD1 se compraron en el
municipio de Cuautla, en el Instituto Profesional de la Region Oriente
(IPRO); las plantas de cafa de azucar de 2 meses de edad libres de
microorganismos de la variedad MEX. 57-473, se obtuvieron en el
Laboratorio de Cultivo de Tejidos de la Central Motzorongo S.A. de C. V.
Las plantulas se transfirieron a macetas con sustrato estéril y se conservan

en el invernadero del Centro de Investigaciones Bioldgicas.

6.2.2. Insectos

Las larvas de S. frugiperda fueron proporcionadas por la M. en C. Laura
Patricia Lina Garcia del laboratorio de Control Biologico de Plagas del CEIB.
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6.2.3. Cepa bacteriana y plasmido

Se utilizé la cepa Y15 de B. thuringiensis de la colecciéon de bacterias del
laboratorio de Parasitologia Vegetal, aislada como endéfita de cafia de
azucar (Ocampo, 2013) y la cepa HD73::GFP donada por el Dr. Jorge
Eugenio Ibarra del CINVESTAYV, Irapuato.

Para facilitar la identificacion de la cepa Y15 en los tejidos de la planta
hospedera, se empled la proteina verde fluorescente (o GFP por sus siglas
en inglés, Green Fluorescent Protein), codificada por el gen gfp*
presente en el plasmido p-MUTIN-GFP™ (Figura 2), proporcionado por el Dr.
Ibarra. Este plasmido consta de 6192 pares de bases, contiene un un gen
que le confiere resistencia a eritromicina, un promotor PSPAC, el operdn
lacl, un sitio trpA terminador, un sitio de replicacion y el gen bla que codifica

para enzimas B-lactamasa.
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Figura 2. Mapa del vector pMUTIN-GFP+. Tomada de www.genetik.uni-bayreuth.de.
University of Bayreuth, Alemania.

6.2.4. Transformacion de B. thuringiensis con el plasmido pMutin-GFP*

La transformacion de células electrocompetentes de la cepa Y15 de B.
thuringiensis con el vector p-MUTIN-GFP* se realiz6 siguiendo el protocolo
de Garcia, 2016. Las colonias transformadas se seleccionaron en medio LB
soélido suplementado con eritromicina (30 pg/L). Brevemente, se describe el
proceso de transformacion de la cepa Y15; se sembraron las bacterias en
cajas Petri con medio de cultivo sdlido LB, al dia siguiente, se tomé una
asada de las cajas y se inocularon matraces de 50 mL con 10 mL de medio
de cultivo Spizizen, dejandolas crecer a 250 RPM y 28°C hasta alcanzar
una DOegso= 0.9, una vez alcanzada la densidad Optica, se sacaron los
matraces y se recupero el cultivo en tubos falcon de 50 mililitros para llevar

a centrifugacion a 5,000 RPM durante 10 minutos a 4°C, se retiré el
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sobrenadante y enseguida se realizaron tres lavados con agua estéril
doblemente destilada (H20dd) fria, se centrifugd a las mismas condiciones
mencionadas antes. Posteriormente se resuspendié el cultivo en PEG3s( al
40% manteniéndolo en hielo todo el tiempo. Finalmente se tomaron 800 pL
de las células y 800 ng de DNA en cubetas de electroporacion de 0.4 cm y
se realizo la electroporacion a 2.3 kilovolts, al finalizar la electroporacion las
células transformadas se dejaron en incubacion en tubos eppendorf con
medio LB liquido por 2 horas en agitacion. Después de transcurridas las 2
horas, se centrifugd el medio de cultivo de los tubos eppendorf a 10,000
RPM finalmente se retird el sobrenadante y el pellet se plaque6 en una caja
Petri con medio de cultivo LB con antibiético. Todas las colonias que crecen
en la caja Petri se observan en microscopio de epi-fluorescencia para ver

las células fluorescentes. La cepa transformada fue nombrada Y15::GFP.
6.2.5. Extraccion de DNA plasmidico

Con la finalidad de asegurarnos de que el plasmido se encontraba dentro
de las células de B. thuringiensis se hizo la extraccion del DNA plasmidico.

Se tomo una colonia de la cepa Y15 putativamente transformada y la cepa
HD73::GFP de una caja petri y se inocul6 cada una por separado en un
matraz con 3 mL de medio de cultivo LB, se dejaron crecer toda la noche a
28°C y 250 RPM. Al dia siguiente se vacio el medio de cultivo en tubos
eppendorf y se centrifugd 10 minutos a 6,000 RPM, se desechd el
sobrenadante y se realiz6é un lavado de la pastilla con 500uL de la solucién
de Birboim 1 (Apendice 1); nuevamente se centrifugdé a 6,000 RPM por 5
minutos y resuspendio la pastilla en 500uL de la solucién Birboim 1 con 10
mg/mL de lisozima y 3 yL de RNAsa, los tubos se llevaron a incubacion
durante 90 minutos a 37°C. Posteriormente se incubaron en hielo durante
10 minutos, se agregaron 500 pL de la solucion birboim 2 (Apendice 1) y se
mezclaron por inversidn, se dejaron incubar en hielo por 5 minutos, después
se adicionaron 300 pyL de la solucion de birboim 3 (Apendice 1) y se

resuspendieron suavemente, para incubarse en hielo por 30 minutos,
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pasado el tiempo se centrifugaron a 13,000 RPM por 15 minutos, se
recuperé el sobrenadante en tubos eppendorf estériles y se le adicionaron
600 pyL de isopropanol, finalmente se realiz6 una centrifugacién a 13,000
RPM por 10 minutos y se desecho el sobrenadante, la pastilla se dejo secar

en campana de flujo laminar.

Una vez extraido el DNA plasmidico se hizo una electroforesis en gel de

agarosa al 0.8% para observar el peso del plasmido.

6.2.6. Establecimiento de plantulas de maiz en condiciones
controladas

Para evaluar la actividad endéfita de la cepa Y15 de B. thuringiensis se

realizaron bioensayos en plantulas de maiz; a continuacion, se describe la

metodologia para establecer las plantulas de maiz en condiciones

controladas.

Se realizd una mezcla de peat moss, vermiculita y agrolita en proporcion
1:1:1, dicha mezcla se esterilizd en frascos de vidrio con 50 mL de agua
destilada durante 1 hora a una temperatura de 121°C y 20 Ib de presion,
cada frasco contenia 300 gramos de la mezcla. La boca del frasco fue

cubierta con papel aluminio.

Las semillas de maiz se lavaron con agua corriente durante 15 minutos,
posteriormente se llevaron a la campana de flujo laminar donde se
colocaron en un recipiente con etanol al 70% por 10 minutos, seguido de 3
lavados con agua destilada estéril, después se adiciond hipoclorito de sodio
comercial (Cloralex) al 10% por 5 minutos, nuevamente se realizaron 3
lavados con agua destilada estéril, finalmente se dejaron secar sobre toallas
de papel estériles. Para la germinacion se inocularon 3 semillas por cada
frasco con sustrato. Un total de 60 frascos fueron sembradas e incubadas a
25°C en condiciones de fotoperiodo de 12 horas luz y 12 horas oscuridad.
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6.2.7. Evaluacion de la actividad endéfita de B. thuringiensis en

plantulas de maiz en condiciones controladas

Para evaluar la actividad enddfita de B. thuringiensis CEPA Y15::GFP,
semillas y plantulas de maiz de 7 dias de edad fueron inoculadas con una
solucién bacteriana con una concentracién de 1x10® células/ml de agua.
Las semillas fueron sumergidas por 2 horas en la solucién, posteriormente
se sembraron e incubaron por 7 dias en una camara de crecimiento hasta
su germinacion y desarrollo. Las plantas de maiz de 7 dias de edad se
inocularon a través de su sistema radicular, adicionando al sustrato la

solucion bacteriana. Los tratamientos se presentan en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Tratamientos para la evaluacién de la actividad endéfita de B. thuringiensis
cepa Y15::GFP en plantas de maiz

Tratamiento Lugar de aplicacién Solucién bacteriana (1x10°
células/ml)

T Semilla Cepa Y15::GFP

T2 Semilla Agua estéril

T3 Sustrato Cepa Y15::GFP

T4 Sustrato Agua estéril

Se realizé un disefio completamente al azar con 4 tratamientos y tres
repeticiones cada uno. Para cada repeticion se utilizaron 10 frascos con una

plantula de maiz.

Para comprobar que la bacteria logra entrar a la planta se realizaron
reaislamientos de la cepa Y15::GFP de los tejidos de maiz, para la cual, se
desinfectd superficialmente los tejidos de cafa de azucar como se describe
a continuacion. Las muestras se lavaron con agua corriente para eliminar la
tierra y cualquier otro contaminante. Una vez lavadas, se cortaron muestras
de raiz, hoja, y tallo. Para desinfectar, se llevaron las muestras a la

campana de flujo laminar, las muestras fueron desinfectadas de manera
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individual, se siguidé el tren de desinfeccion: etanol al 70% (1 min),
hipoclorito de sodio comercial (Cloralex) al 0.8% (2 min), etanol al 70% (1

min), por ultimo, se realizan tres lavados con agua destilada estéril (1 min).

Las muestras se secaron en toallas de papel estériles, y los bordes se
cortaron con ayuda de un bisturi, eliminando el tejido muerto que se obtiene
después de realizar el proceso de lavado, los tejidos se colocaron en cajas
Petri con medio LB con eritromicina (30 ug/L ) y se dejaron en incubacién a
28°C por 48 horas.

Por otra parte, también se realizaron cortes transversales y longitudinales
de tejidos de plantas de maiz de 15 dias de edad para observar las células
transformantes de B. thuringiensis dentro de los tejidos de la planta.
Previamente se lavaron con abundante agua corriente, seguido de una
desinfeccion superficial con alcohol y toallas de papel estériles.
Posteriormente se realizaron los cortes con navajas de afeitar en raiz, tallo
y hoja, las muestras se colocaron en un portaobjetos y se llevaron al
microscopio confocal Olympus FV1000 Multi-fotonico, ubicado en el
Laboratorio Nacional de Microscopia Avanzada del |Instituto de
Biotecnologia.

6.3. Evaluacioén de la actividad promotora de crecimiento de B.

thuringiensis en maiz en condiciones de invernadero

Cultivos de maiz fueron establecidos en condiciones de invernadero, se
emple6 como sustrato una mezcla de peat moss y vermiculita en proporcion
1:1. El sustrato fue esterilizado en autoclave durante 1 hora a una
temperatura de 121°C antes de ser utilizado. Las semillas fueron
desinfectadas sumergiéndolas en etanol al 70% por 5 minutos, seguida de
una inmersion en cloro (Cloralex®) al 5% por 10 minutos y finalmente, 3
lavados con agua destilada estéril. Posteriormente, las semillas se
colocaron un instante en contacto directo con medio de cultivo LB (Luria
Bertani) en placas de Petri, el medio fue incubado a 25°C por 7 dias, esto
con el objetivo de verificar la desinfeccion. Luego las semillas se dejan
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secar en papel filtro previamente esterilizado por 20 minutos y se transfieren
a macetas con el sustrato esterilizado. El riego se realiz6 cada tercer dia
con 300 mL de agua estéril, y no se le agregaran fertilizantes (Muvea et al.,
2014). Plantas de 15 dias de edad fueron empleadas para la evaluacion de
la actividad promotora de crecimiento en maiz.

Para evaluar la actividad promotora del crecimiento de B. thuringiensis,
semillas de maiz fueron sumergidas por dos horas en una solucion
bacteriana de (1x10® células/ml) y después germinadas en condiciones de
invernadero. También se determiné el efecto de la bacteria en el desarrollo
y crecimiento del maiz al ser aplicado en el follaje o en el sustrato. Los
tratamientos con la bacteria se presentan en el Cuadro 2. Se realiz6 un
disefio de bloques completamente al azar, con 6 tratamientos y 3
repeticiones cada uno, como unidad experimental se utiliz6 una maceta con
una planta de maiz. Después de 40 dias post inoculacion se midieron la
altura y el peso seco de las plantulas de maiz.

6.3.1. Evaluacion de la actividad entomopatdégena de B. thuringiensis
en plantulas de maiz sobre S. frugiperda en condiciones
controladas

Para evaluar la actividad entomopatégena de la cepa Y15::GFP de B.
thuringiensis se realizaron los mismos tratamientos descritos en el apartado
6.2.7. Se realizé un disefio completamente al azar con 4 tratamientos y 3
repeticiones cada uno, en total se utilizaron 120 frascos con 1 planta de
maiz de 7 dias de edad cada uno y una larva de S. frugiperda de tercer
instar, se mantuvieron a 25°C con fotoperiodo de 12 horas luz y 12 horas

oscuridad. El bioensayo tuvo una duracién de 15 dias.
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Cuadro 2. Tratamientos para la evaluacién de la actividad promotora de crecimiento de B.
thuringiensis en maiz en condiciones de invernadero

Tratamiento Aplicacion Solucién bacteriana (1x10° células/ml)
en:
T Semilla Cepa Y15
T2 Semilla Agua estéril
T3 Sustrato Cepa Y15
T4 Sustrato Agua estéril
T5 Follaje Cepa Y15
T6 Follaje Agua estéril

6.3.2. Evaluacion de la actividad entomopatégena de B. thuringiensis
en hojas de maiz

Para evaluar la actividad insecticida de B. thuringiensis, cepa Y15, se

inoculd una concentracion de 1x10® células/ml en follaje o sustrato de

plantas de maiz; los tratamientos a evaluar se presentan en el Cuadro 3.
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Cuadro 3. Tratamientos para la evaluacion de la actividad entomopatégena de B.
thuringiensis en hojas de maiz.

Tratamiento Aplicacién en: Solucién bacteriana (1x10° células/ml)
T Sustrato Cepa Y15

T2 Follaje Cepa Y15 + Tween 80 al 0.01%

T3 Follaje Cepa Y15

T4 Sustrato Cepa Y15 + Tween 80 al 0.01%

T5 Follaje y sustrato Agua estéril

T6

Follaje y sustrato Tween 80 al 0.01%

Después de 7 dias post inoculacion, se tomaron hojas de maiz de cada
tratamiento y se cortaron fragmentos de 1.5 x 2 cm, se realizd una
desinfeccion superficial y cada fragmento de hoja se colocé en una caja
Petri con agar-agar para mantener la humedad, también se colocé en cada
hoja una larva neonata de S. frugiperda. Se realiz6 un disefio
completamente al azar, con 6 tratamientos y 3 repeticiones cada uno. El

bioensayo tuvo una duracion de 7 dias.

6.3.3. Establecimiento del cultivo de caiha de azucar bajo condiciones

de invernadero

Las plantas de cana de azucar se trasplantaron en macetas con sustrato
previamente esterilizado de peat moss y vermiculita (proporcién 1:1). Se
trasplantaron un total de 200 plantas de cafna de azucar. En invernadero las
plantas se regaron cada tercer dia sin la adicion de fertilizantes (Muvea et
al., 2014).

6.3.4. Evaluacion de la actividad endéfita de B. thuringiensis en caha

de azucar en condiciones de invernadero

Con la finalidad de conocer las mejores condiciones para la inoculacién y
colonizacion de B. thuringiensis cepa Y15 sobre plantas de cana de azucar,

se realizd el siguiente bioensayo. Plantas de dos meses de edad, fueron
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inoculadas con solucién bacteriana sobre el follaje o sustrato (1x10°
células/ml). Para mejorar las condiciones de penetracién de la bacteria se
adiciono Tween 80. Los controles fueron agua destilada estéril y Tween 80
al 0.01% aplicados sobre follaje y sustrato, los tratamientos se muestran en
el Cuadro 4.

Cuadro 4. Tratamientos para la evaluacién de la actividad endéfita de B. thuringiensis en
cafa de azucar en condiciones de invernadero.

Tratamiento Aplicacién en: Solucién bacteriana (1x10° células/ml)
T Follaje Cepa Y15

T2 Follaje Cepa Y15 + Tween 80 al 0.01%

T3 Sustrato Cepa Y15

T4 Sustrato Cepa Y15 + Tween 80 al 0.01%

T5 Follaje y sustrato Agua estéril

T6

Follaje y sustrato Tween 80 al 0.01%

24 y 48 horas después de la inoculacion de la bacteria en cada tratamiento,
se hicieron los reaislamientos de la cepa Y15 de B. thuringiensis como
enddfita de raiz, tallo y hoja, posteriormente los reaislamientos se hicieron
cada semana. Los perfiles proteicos de las bacterias aisladas se
compararon con el perfil de la cepa Y15 de B. thuringiensis inoculada.

6.3.5. Evaluacioén de la actividad promotora de crecimiento de B.

thuringiensis en caia de azucar en condiciones de invernadero

Para evaluar la actividad promotora de crecimiento, se utilizaron los mismos

tratamientos del apartado 6.3.3.

Se midié la altura de todas las plantas y se obtuvo el peso seco después de
60 dias. Para obtener el peso seco, se retiraron las plantas de las macetas,

se lavaron con abundante agua corriente para retirar toda la tierra, y se dejé

26



durante 24 horas en el horno a una temperatura de 60°C, finalmente las

muestras se pesaron en una balanza granataria.

6.3.6. Evaluacion de la actividad entomopatdégena de B. thuringiensis
en hojas de caia de azucar

Para evaluar la actividad insecticida de B. thuringiensis, cepa Y15 se
inoculd una concentracion de 1x10® células/ml solos o en combinacién con
tween 80 en plantas de cafa de azucar; los tratamientos a evaluar se

muestran en el Cuadro 5.

Cuadro 5. Tratamientos para la evaluacién de la actividad entomopatégena de B.
thuringiensis en hojas de cafia de azucar.

Tratamiento Aplicacién en: Solucién bacteriana (1x10° células/ml)
T Follaje Cepa Y15

T2 Follaje Cepa Y15 + Tween 80 al 0.01%

T3 Sustrato Cepa Y15

T4 Sustrato Cepa Y15 + Tween 80 al 0.01%

T5 Follaje y sustrato Agua estéril

T6

Follaje y sustrato Tween 80 al 0.01%

Después de siete dias post inoculacion, se tomaron hojas de cafa de
azucar de cada tratamiento y se cortaron fragmentos de 1.5 x 2 cm, se
realizd una desinfeccidn superficial y cada fragmento de hoja se coloco en
una caja Petri con agar-agar para mantener la humedad, también se colocé
en cada hoja una larva neonata de S. frugiperda. Se realiz6 un disefio
completamente al azar, con seis tratamientos y tres repeticiones cada uno.

El bioensayo tuvo una duracion de siete dias.

6.3.7. Analisis estadisticos

Para transformar los valores de las variables de porcentaje de mortalidad se

hizo una transformacion angular (arcos), una vez transformados los datos
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se realizé un analisis de varianza y comparacion multiple de medias Tukey
o diferencia minima significativa (DMS) a un nivel de significancia de 0.05,

se utilizé el paquete estadistico SAS 9.1.

7. RESULTADOS
7.1. Transformacion de B. thuringiensis con el plasmido pMutin-

GFP*
Con el fin de poder visualizar y rastrear la cepa Y15 de B. thuringiensis se
realizd la transformacién con el plasmido pMutin-GFP*. Después del
proceso de electroporacion, las células vegetativas de la cepa Y15
mostraron la expresion de la proteina verde fluorescente. En la Figura 3 se
observan las células fluorescentes de la cepa Y15 en microscopio de epi-

fluorescencia vistas a 100x.

Figura 3. Células de cepa Y15 de B. thuringiensis en microscopio de fluorescencia a 100x

Las colonias transformadas fueron seleccionadas en medio de cultivo LB con
eritromicina (30 ng/mL), se esperé 48 horas para ver crecimiento de colonias
unicas, sin embargo, no todas las colonias mostraron fluorescencia al ser
expuestas a luz azul, unicamente 1 colonia de 10 fue la que expreso la
proteina GFP. Para comprobar que las células realmente tenian el plasmido
pMutin-GFP* se hizo una extraccion de DNA plasmidico, las muestras se

corrieron en un gel de agarosa al 0.8%, en la figura 4 se muestra el gel de
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agarosa donde se puede observar que el pMutin-GFP™ aislado de la cepa Y15
transformada tiene un numero de pares de bases y patrédn electroforético

similar al plasmido empleado en la transformacion.
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Figura 4. Electroforesis del plasmido pMutin-GFP+ en gel de agarosa al 0.8%. Carril 1:
Marcador de peso molecular. Carril 2: Plasmido pMUTIN- GFP+. Carril 3: pMUTIN- GFP+
aislado de la cepa Y15 transformada

7.2. Evaluacion de la actividad endéfita de B. thuringiensis en plantulas

de maiz bajo condiciones controladas

Una vez inoculadas las plantulas de maiz, se dejaron pasar 7 dias para hacer
los reaislamientos de la cepa Y15::GFP de B. thuringiensis en medio LB con
antibidtico; en la figura 5 se observa el crecimiento de bacterias con una
morfologia muy parecida a la de la cepa Y15::GFP.
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Figura 5. Reaislamiento de la cepa Y15::GFP en medio LB con antibidtico. A) Hojas de
plantulas de maiz inoculadas con la cepa Y15::GFP. B) Hoja de plantulas de maiz
inoculados con agua

Después de reaislar las bacterias enddfitas, se compararon los perfiles
proteicos de B. thuringiensis, donde se mostraron caracteristicas similares
entre las cepas Y15::GFP y las bacterias reaisladas de los tejidos de plantulas
maiz (figura 6). En el gel de poliacrilamida se observa un patrén de bandas
diferentes entre la cepa HD73::GFP y Y15::GFP, en ambos perfiles (carriles 2
y 3) se presenta una banda cercana a los 27 kDa, que corresponden al peso
estimado de la proteina GFP presente en ambas cepas y ausente en la cepa
control Y15 (carril 10). Lo anterior confirma la identidad, de las bacterias
endofitas aisladas de las plantas germinadas de semillas inoculadas o crecidas

en sustrato inoculado con la cepa Y15::GFP.
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Figura 6. Perfil proteico (SDS-PAGE 12%) de bacterias aisladas de las plantas de maiz
inoculadas con la cepa Y15::GFP de B. thuringiensis. Carril 1: Marcador de peso
molecular. Carril 2: cepa HD73::GFP. Carriles 3: Cepa Y15::GFP control. Carril 4 y 5:
Bacterias aisladas del tratamiento 1, (Semillas sumergidas en solucién de Bt). Carril 6-9:
Bacterias aisladas de raiz del tratamiento 4 (Bt aplicado en sustrato). Carril 10: Cepa Y15
silvestre

Por otra parte, al realizar los cortes de las plantas de maiz y observar al
microscopio, se pudieron identificar células fluorescentes en los tejidos de hoja,

tallo y raiz (Figura 7, 8 y 9 respectivamente).
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Figura 7. Micrografia confocal (Olympus FV1000, lente 60x) de la cepa Y15::GFP en un

corte longitudinal de peciolo de maiz (panel izquierdo). Las bacterias se observan en el
interior deltejido (flechas). También se observa autofluorescencia de los haces vaculares.
El material fue exitado con laser de 633 nm. En el panel de la derecha se presenta el
mismo corte longitudinal observado con luz blanca.
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Figura 8. Micrografia confocal (Olympus FV1000, lente 60x) de la cepa Y15::GFP en un
corte transversal de tallo de maiz (panel izquierdo). Las bacterias se observan en el
interior del tejido (flechas). También se observa autofluorescencia de los haces
vasculares. El material fue exitado con laser de 633 nm. En el panel de la derecha se
presenta el mismo corte longitudinal observado con luz blanca.

Figura 9. Micrografia confocal (Olympus FV1000, lente 60x) de la cepa Y15::GFP en un
corte transversal de raiz de plantas de maiz (panel izquierdo). Las bacterias se observan
en el interior del tejido (flechas). También se observa autofluorescencia de los haces
vasculares. El material fue excitado con laser de 633 nm. En el panel de la derecha se
presenta el mismo corte transversal observado con luz blanca.
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Figura 10. Micrografia confocal (Olympus FV1000, lente 60x) en un corte transversal de
tallo de plantas de maiz de un tratamiento control, donde no se inocularon bacterias
(panel izquierdo). El material fue excitado con laser de 633 nm. En el panel de la derecha
se presenta el mismo corte longitudinal observado con luz blanca. No se observan
bacterias fluorescentes.

7.1.1. Evaluacién de la actividad entomopatégena de B. thuringiensis

cepa Y15 en plantas de maiz en condiciones controladas

La cepa Y15 de B. thuringiensis, inoculadas en plantas de maiz no es toxica
en larvas de tercer instar de S. frugiperda. Todas las larvas se mantuvieron en
buen estado y consumieron el follaje de la planta de manera normal. Tampoco
hubo una diferencia estadisticamente significativa en los pesos de las larvas,
en los tratamientos todas presentaron pesos muy parecidos 2 semanas
después del ensayo. Sin embargo es importante resaltar que se lograron
reaislar bacterias endofitas de los tratamientos con morfologia parecida a B.

thuringiensis, excepto en el control.

7.2.1. Evaluacion de la actividad promotora de crecimiento de B.

thuringiensis en maiz en condiciones de invernadero

Las plantulas de maiz fueron expuestas a 6 tratamientos para conocer la
condicion mas idénea para inocular las bacterias y obtener mayores beneficios
de las células de B. thuringiensis Cepa Y15. Los resultados de altura y peso

seco se presentan en las Figura 11 y 12 respectivamente.
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Figura 11. Grafica de Altura de plantas de maiz. La grafica de barras presenta los
promedios de las medias = SD de la altura de las plantas inoculadas con 1x10® células/
ml sobre el follaje, sustrato o semilla. n=30, p>0.05; Las barras en morado representan la
aplicacién en semilla, las barras en verde representan la aplicacién en sustrato, y las
barras azules representan la aplicacion en follaje. Se puede observar que el tratamiento
que presenté una mayor altura fue la aplicacion de B. thuringiensis en semilla, mientras
que el tratamiento con menor altura fue la aplicacién de B. thuringiensis en sustrato.
*Letras iguales no tiene diferencia estadisticamente significativa.
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Figura 12. Grafica del peso seco de plantas de maiz. Grafica de barras de los promedios
de las medias + SD de la altura de las plantas inoculadas con 1x10® células/ml sobre el
follaje, sustrato o semilla. n=30, p>0.05; Las barras en morado representan la aplicacion
en semilla, las barras en verde representan la aplicacién en sustrato, y las barras azules
representan la aplicacion en follaje. El tratamiento donde se obtuvo el mayor peso seco
fue la aplicacion de B. thuringiensis en semilla, mientras que se obtuvo un menor peso
seco del tratamiento donde se aplico B. thuringiensis en sustrato. *Letras iguales no tiene
diferencia estadisticamente significativa.

7.2.2. Evaluacién de la actividad entomopatégena de B. thuringiensis en
hojas de maiz.

Se evalud la actividad insecticida de la cepa Y15::GFP enddfita contra S.
frugiperda durante 7 dias de exposicion. En la figura 9 se aprecian diferencias
estadisticamente significativas en el porcentaje de mortalidad entre cada
tratamiento. Todos los tratamientos con la cepa Y15::GFP fueron efectivos
para controlar a S. frugiperda, el valor maximo de mortalidad observada es
40% en larvas alimentadas con hojas de plantas de maiz crecidas en sustrato
inoculado con la bacteria. La concentracién de tween empleada no tienen

efecto sobre la mortalidad de las larvas.
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Figura 13. Mortalidad de S. frugiperda al dia 7 post tratamiento con la cepa Y-15::GFP.
Valores estadisticos promedio + desviacién estandar, analisis estadistico Tukey-Kramer
(letras diferentes indican diferencia estadistica).

7.1.2. Evaluacion de la actividad endoéfita de B. thuringiensis en cafa de

azucar en condiciones de invernadero

Después de la inoculacidn de la cepa Y15 silvestre de B. thuringiensis en
plantulas de cafia de azucar, se logrd reaislar la bacteria a partir de las 24
horas post aplicacién, y hasta 6 semanas posterior al suministro de B.
thuringiensis en las plantulas. En la Figura 14 se muestra el crecimiento del
microorganismo en medio LB, los controles de agua y tween 80 no presentaron

crecimiento de la bacteria.
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Figura 14. Aislamiento de la cepa Y15 enddfita. A y B: Cajas Petri con tallos y hojas de
cafa de azucar inoculadas con B. thuringiensis que presentan el posible crecimiento de la
cepa Y15 como enddfito sefialada con una flecha roja. C: Cajas Petri con tallos y hojas de
cafa de azucar control, inoculadas Uunicamente con tween, se observa el crecimiento de
una bacteria amarilla. D: Cajas Petri con tallos y hojas de cafa de azucar control,
inoculadas unicamente con agua, se observa el crecimiento de hongos de coloracion
blanca y una bacteria de coloracién amarilla.

Los perfiles mostraron gran similitud entre la cepa Y15 y las bacterias
aisladas como enddfitas de plantas de cafia de azucar. En la figura 15, se
puede apreciar en todos los perfiles bandas mayoritarias con un peso
aproximado de 150 kDa.
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Figura 15. Perfil proteico de bacterias enddfitas aisladas de diferentes tejidos de plantas
inoculadas con la cepa Y15 (SDS-PAGE 10%). Carril 1: Marcador de peso molecular.
Carril 2: Cepa Y15. Carril 3: aislado de raiz del tratamiento 1. Carril 4: asilado de tallo del
tratamiento 1. Carril 5: aislado de hoja del tratamiento 2. Carril 6: aislado de tallo del
tratamiento 2. Carril 7: Bacteria aislado de hoja del tratamiento 3. Carril 8: aislado de raiz
del tratamiento 3. Carril 9: aislado de hoja del tratamiento 4. Carril 10: aislado de tallo del
tratamiento 4

También se calculé el porcentaje de reaislamiento con respecto al tiempo
como se muestra en la Figura 16. Cuando se aplica B. thuringiensis en
sustrato, la bacteria tarda 48 horas en establecerse como endoéfito en al
menos 35% de las plantas de cafa de azucar, en contraste, los tratamientos
donde se aplicaba B. thuringiesis en follaje, el establecimiento de B.
thuringiensis como endofito ocurre en al menos 24 horas en cerca del 60% de
las plantas. A partir de la segunda semana se logro reaislar a B. thuringiensis
del 100% de las plantulas de cana de azucar, y el porcentaje de reaislamiento
permanecié constante durante 6 semanas. En los tratamientos control no se
encontré ningun aislamiento bacteriano con morfologia parecida a la de B.

thuringiensis.
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Figura 16. Porcentaje de reaislamiento de B. thuringiensis durante 6 semanas en cafia de
azucar. Porcentajes con base a 3 repeticiones por tratamiento. BT: B. thuringiensis. TW:
Tween 80.

7.1.3. Evaluacion de la actividad promotora de crecimiento de B.

thuringiensis en caiha de azucar en condiciones de invernadero

Las plantulas de cafa de azucar fueron expuestas a 6 tratamientos para
conocer el efecto de células vegetativas de B. thuringiensis en la altura y peso

seco de la planta (Figura 17 y 18).
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Figura 17. Efecto de B. thuringiensis en la altura de las plantas de cafa de azucar. La
grafica de barras presenta los promedios de las medias =+ SD de la altura de las plantas
inoculadas con 1x10° células de en agua o tween sobre el follaje o sustrato. n=30,
p>0.05; Las barras en morado representan la aplicacion en follaje, las barras en verde
representan la aplicacién en sustrato, y las barras azules representan la aplicacion en
follaje y sustrato. *Letras iguales no tiene diferencia estadisticamente significativa. BT: B.
thuringiensis. TW: Tween 80.

41



Peso seco de plantas
9
N
o 7
8
c 6
(1]
a5
s
3 4
Q3
22
Q
|
0
Tw+Bt H20+Bt H20+Bt Tw+Bt
Tiratamientos

Figura 18. Grafica de barras de los promedios de las medias + SD del peso seco de las
plantas inoculadas con 1x107 células de en agua o tween sobre el follaje o sustrato.
n=30, p>0.05; Las barras en morado representan la aplicacién en follaje, las barras en
verde representan la aplicacion en sustrato, y las barras azules representan la aplicacion
en follaje y sustrato. *Letras iguales no tiene diferencia estadisticamente significativa. BT:
B. thuringiensis. TW: Tween 80

La maxima altura alcanzada por las plantas se observé en el tratamiento 1
(tween + Bt en follaje), las plantas alcanzaron entre 60 y 94 cm de altura, en
general presentaban una buena apariencia, tenian una coloracion verde
intenso, y todas se mantuvieron asi durante mas de 60 dias. Por otro lado,
los tratamientos 2, 3, 5, y 6 no presentaron una diferencia estadisticamente
significativa entre ellos, y la altura, asi como la apariencia de las plantas,
difiere en comparacién al tratamiento 1. El tratamiento 3 mostré alturas
menores y una apariencia débil, con hojas de color verde claro; seguido del
tratamiento 6 (control de tween), el cual presenté alturas menores y
apariencia menos vigorosa en comparacion con el tratamiento 1. Por ultimo,

el tratamiento 4, en el cual la mitad de las plantulas murieron a los 60 dias.

Por otra parte, también se obtuvieron los pesos secos de las plantas de

cafna de azucar, el analisis estadistico arrojo los resultados que se
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presentan en la Figura 18, el tratamiento 1 y 2 mostraron los mejores
resultados y no se tiene una diferencia estadisticamente significativa entre
ambos, sin embargo, si existe una diferencia significativa entre los

tratamientos donde se aplico B. thuringiensis en sustrato y follaje.

7.1.4. Evaluacién de la actividad entomopatégena de B. thuringiensis

en hojas de caifa de azucar

Se evaluo la mortalidad de B. thuringiensis como enddfito en hojas de cafa
de azucar, en donde se encontr6 que no hay una diferencia
estadisticamente significativa entre cada tratamiento, en la figura 19 se
muestran los resultados de los bioensayos, la mortalidad es de 30%

aproximadamente.
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Figura 19. Mortalidad de S. frugiperda al dia 7 post tratamiento con la cepa Y-15::GFP.
Valores estadisticos promedio + desviacion estandar, analisis estadistico Tukey-Kramer,
(letras diferentes indican diferencia estadistica). BT: B. thuringiensis. TW: Tween 80

8. DISCUSION

Se lograron reaislar bacterias de diferentes tejidos de cafia de azucar y
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maiz con caracteristicas morfolégicas muy parecidas a las de la cepa Y15
de B. thuringiensis, ademas, el perfil proteico de las bacterias reaisladas
tanto en cafa de azucar como en maiz, mostraron que los pesos y numero
de bandas de las proteinas son muy parecidos al control, lo cual puede
darnos un indicio del comportamiento endofito de la cepa Y15 tiene un
comportamiento endofito. Otro punto importante a mencionar, es que, el
perfil proteico de las bacterias aisladas en plantas de maiz tienen una
banda de aproximadamente 27 kDa, lo que representa el peso de la
proteina verde fluorescente, recordemos que en el experimento de maiz en
condiciones controladas, se utilizo la cepa Y15 transformante, esto nos da
otra sefal de que las bacterias que se aislaron provienen de la cepa
Y15::GFP que fue inoculada en las plantulas, sin olvidar la similitud de la
banda mayoritaria con un peso molecular de 150 kDa correspondiente a la
proteina del cristal de la cepa Y15. Ademas, estas bacterias fueron aisladas
de todos los tejidos de las plantas, lo cual nos indica que la bacteria tiene la
capacidad de traslocarse de un tejido a otro, y colonizar todos los tejidos de
su hospedero, estos resultados concuerdan con los de Garcia et al., 2017,
donde se observa una cepa de B. thunringiesis como endodfita en A.
thaliana, con capacidad de traslocarse desde la rizosfera, hasta las partes
aéreas de la planta como hojas y flores, y ademas, permanecer en las
semillas hasta después de la germinacion.

Por otra parte, la aplicacion de la cepa Y15 de B. thuringiensis sobre el
follaje, contribuye al crecimiento de la planta, si bien no hay una diferencia
estadisticamente significativa, se pueden observar una mayor altura y peso
seco en las plantas, como se presenta en las figuras 11, 12, 17 y 18, este
tratamiento en comparacion con el control, presenté un aumento en altura y
peso seco de la plantula tanto en maiz como en cana de azucar, ademas de
una mejor apariencia; se sabe que los microorganismos endofitos, sobre
todo del género Bacillus, en algunas ocasiones, tienen actividad promotora
de crecimiento (Dimkpa et al., 2009) mediante la produccién de hormonas
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reguladoras de crecimiento como acido indolacético, giberelinas o
citocininas, sideroforos, compuestos volatiles, o bien, solubilizando fosfato y
fijando nitrégeno, de esta manera aumentan el peso y altura de las plantas
(Lopes et al, 2008), en 2015 Yaish et al, reporta una cepa de B.
thuringiensis con actividad endofita y promotora de crecimiento, aislada de
raices de palma, esta cepa producia auxinas que promovian el crecimiento
de la planta y le proporcionaban, ademas, tolerancia a suelos con altas
concentraciones salinas; Vidal et al., (2013) reporta la actividad enddfita y
promotora de crecimiento de B. thuringiensis en A. thaliana, donde se
observo un mayor crecimiento de las raices al inocular B. thuringiensis en
semillas. También se tienen reportes con platas de maiz, donde se observd
un aumento de la altura y peso del maiz al ser inoculado con bacterias del
género Bacillus, se determind que la bacteria tenia la capacidad de producir
compuestos organicos volatiles que afectaban de manera positiva a la
planta (Rath et al., 2018). Sin bien estos reportes concuerdan con los
resultados que arroja el presente trabajo, aun se desconoce el mecanismo
por el cual la cepa Y15 de B. thuringiensis puede promover el crecimiento
de las plantas.

Por otro lado, el tratamiento que presenté una menor altura y peso de la
plantula de cafia de azucar, fue el tratamiento 4, en donde se aplicé B.
thuringiensis y tween 80 en el sustrato, en este tratamiento se observo un
cambio en la apariencia de las plantulas, las hojas comenzaban a perder
coloracion y después de 6 semanas alrededor del 50% de las plantulas
llegaron a morir; probablemente se debe al estrés que produjo la aplicacion
del Tween 80 y la bacteria al ser aplicados directamente al sustrato, lo que
pudo afectar a las raices de la planta; los reportes indican que algunos
surfactantes como el Tween reprimen el crecimiento de la raiz, evitan la
germinacidon de las semillas o bien, permite que microorganismos
patdgenos tengan una mayor facilidad para entrar a la raiz de la planta,
sobre todo a una edad temprana de la plantula, todos estos factores

producen un estrés, que podria ser la razon de los efectos negativos en el
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tratamiento 4 de la cafia de azucar y en maiz (Buchanan, 1965).

También se observd que, en el transcurso de 2 semanas, la bacteria se
logra traslocar y establecer como enddfito en el 100% de las plantulas y
permanecer constante al menos durante 6 semanas (Figura 16), estos
resultados se relacionan con Gomes et al., 2009, quienes reportan por
primera vez la capacidad de B. thuringiensis de emigrar de la raiz a las
hojas por medio del xilema; también se pudo ver que la bacteria tiene una
mayor facilidad para establecerse como enddfito si se aplica en el follaje,
muy probablemente por la facilidad de entrar a la planta por medio de los
estomas y heridas que tienen las hojas (Compant et al., 2010; Hardoim et
al., 2015). Por otra parte, la grafica muestra que, si la aplicacion es en el
sustrato, la bacteria tarda mas en establecerse como enddfito,
probablemente porque al no estar en contacto directo con su hospedero,
tendria que buscar primero algun tejido para colonizar, lo cual retrasa su
entrada a la planta; esto es una posibilidad de acuerdo a lo reportado por
Garcia et al., en 2017, donde menciona que las células vegetativas de B.
thuringiensis pueden internalizarse a su hospedero por medio de la
produccion de enzimas que logran degradar los tejidos de la raiz, y con
esto, poder entrar y colonizar el resto de la planta, y en el caso de las
esporas, se pueden internalizar por aberturas naturales o heridas de la
planta.

También se evalud la mortalidad sobre S. frugiperda en hojas cafa de
azucar y maiz, en ambos casos se observa una mortalidad del 30% de
larvas neonatas de S. frugiperda, posiblemente porque B. thuringiensis ya
esta establecido como enddfito en todos los tratamientos donde fue
inoculado, por lo que no hay diferencia estadisticamente significativa en la
mortalidad. Estos resultados de mortalidad semejan a los de Gomes et al,,
2009, donde obtuvo mortalidades del 10% en P. xilostela y 25% en S.
frugiperda, usando algodén y col respectivamente, como hospederos de la
bacteria. Garcia et al., 2017, reporta mortalidades de hasta el 45% sobre
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Trichoplusia ni en plantas de frijol. Estos resultados nos demuestran que la
mortalidad de B. thuringiensis contra larvas neonatas de S. frugiperda
disminuye al estar dentro de la planta, probablemente debido a que la
cantidad de cristales no sea tan elevada como para ser lo suficientemente
téxica, en comparacion con los bioensayos en dietas meridicas, ademas,
las condiciones en las que se encuentran no estan controladas, lo que pude
dar variaciones en la mortalidad de las larvas. Por otra parte, en los
bioensayos realizados en frascos de vidrio con plantulas de maiz y larvas
de tercer estadio de S. frugiperda, no presentaron mortalidad, lo que muy
posiblemente se deba a la edad de las larvas, Frankenhuyzen et al., (2010)
reporta que la edad y la carga de microorganismos en el intestino medio del
insecto influyen mucho en la toxicidad de B. thuringiensis, de manera que
en los ultimos estadios de la larva, la mortalidad disminuye, por lo que en
este experimento, al usar larvas de tercer instar, los porcentajes de
mortalidad fueron nulos.

El presente trabajo demuestra que B. thuringiensis tiene potencial para su
uso en campo, no unicamente con el fin de controlar plagas, sino también,
para obtener mejores rendimientos de los cultivos, debido a su actividad
promotora de crecimiento, sin embargo, se tendria que estudiar el
comportamiento de esta bacteria en campo, posiblemente las condiciones
ambientales como temperatura, pH, humedad, y la interaccion con otros

microorganismos modifiquen el comportamiento de la bacteria.

9. CONCLUSIONES
* La cepa Y15 de B. thuringiensis puede establecerse como enddfito
y traslocarse a diferentes tejidos de las plantas de cafna de azucar y
maiz.
* La aplicacién en follaje de la cepa Y15 de B. thuringiensis favorece el

crecimiento de las plantulas de cafa de azucar, ya que presentaron
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los valores maximos de altura y peso seco respecto a los demas
tratamientos.

* La cepa Y15 de B. thuringiensis tiene actividad entomopatégena
como enddfito en hojas de cana de azucar sobre larvas de S.

frugiperda.

10. PERSPECTIVAS
* Evaluar la actividad enddfita y entomopatdégena de la cepa Y15 de B.
thuringiensis en cana de azucar y maiz en campo.
* Determinar el rango de hospederos y especificidad de la cepa Y15.
* Evaluar el efecto de la cepa Y15 como insecticida y promotor de
crecimiento en otras especies de plantas.
* Determinar los mecanismos de estimulacién de la cepa Y15 como

promotora del crecimiento vegetal.
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12. APENDICES

Apéndice 1: Preparacion de solucién Birboim

SOLUCION 1
Glucosa 2M 1.25 mililitros
EDTA 0.5M 1 mililitro
Tris HCI 1M 1.25 mililitros
Agua destilada 54.5 mililitros
SOLUCION 2
NaOH 5M 4.395 mililitros
SDS al 10% 5.555 mililitros
Agua destilada 90.05 mililitros
SOLUCION 3
Acetato de potasio 5M 30 mililitros
Acido acético glacial 5.75 mililitros

*Aforar a 50 mililitros con agua destilada
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