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RESUMEN

La exploracion del uso potencial de microorganismos como agentes de control biol6gico de plagas requiere estudios
basicos acerca de su mecanismo de accion en el insecto blanco seleccionado. EI empleo de vesiculas obtenidas a partir
de las microvellosidades epiteliales del intestino de los insectos (BBMVS), se ha constituido en una herramienta valiosa
a nivel mundial para el estudio del mecanismo de accion de las proteinas de Bacillus thuringiensis considerado como el
agente de control microbiolégico por excelencia. El objetivo del presente trabajo fue normalizar una metodologia para
la obtencion de BBMVs a partir del intestino del gusano blanco de la papa, con el fin de utilizarlas posteriormente en
estudios para determinar la potencialidad de uso de proteinas de B. thuringiensis con actividad toxica hacia coledpteros,
para el control bioldgico de este insecto. El trabajo se llevé a cabo empleando larvas de ultimo instar de P. vorax,
obtenidas de una cria de laboratorio. Se partié de la metodologia propuesta por Wolfersberger et al. (1987) con
modificaciones desarrolladas por los autores. Las BBMVs obtenidas se caracterizaron mediante electroforesis de proteinas
SDS PAGE y microscopia electrénica de transmision. Asi mismo, se cuantifico la cantidad de proteina total obtenida por
mi de purificado. Se logro la obtencion de un purificado de vesiculas con tamafios y formas de caracteristicas similares
a los reportados en la literatura internacional por otros autores. La concentracién promedio de proteina total obtenida
fue de 1mg/ml, siendo adecuada para estudios de unién con proteinas de B. thuringiensis. El analisis electroforético
indicd la presencia de un complejo de proteinas en el purificado con pesos moleculares que oscilan entre 24 y 116 KDa.
La metodologia de purificacién para obtener BBMVs serd empleada en estudios de union de proteinas de B. thuringiensis
con las proteinas receptoras presentes en las microvellosidades del intestino del gusano blanco de la papa.
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ABSTRACT

The use of micro-organisms as biological pest control agents requires basic studies related to their action mechanism
inside the target insect. Brush border membrane vesicles (BBMVs) obtained from different insects' epithelial gut tissues
have become a valuable tool worldwide in action mechanism studies employing Bacillus thuringiensis, which is consid-
ered to be the micro-organism most used for biological pest control in agriculture throughout the world. This work's
objective was to standardise a BBMV purification methodology using Andean potato weevil gut tissues for use in
further studies with coleopteran B. thuringiensis proteins, exploring their potential in turn as P. vorax biological control
agents. This work was carried out with P. vorax late stage larvae, obtained from a laboratory colony. BBMVs purification
methodology was standardised by using a basic methodology developed by Wolfersberger et al (1987). BBMVs were
characterised by SDS PAGE and electron microscopy analysis. Total protein present was also quantified. A BBMV
purificate was obtained, having vesicles with size and shape similar to others reported in the international literature.
Average total protein was 1 mg/ml, this being suitable for B. thuringiensis protein binding assays. BBMV SDS PAGE
analysis showed a protein complex with proteins ranging from 24 KDa to 116 KDa. Nowadays, BBMV purification
methodology is being used in B thuringiensis protein binding studies with brush border receptors present in Andean
potato weevil gut.
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INTRODUCCION

Bacillus thuringiensises un microorganismo habitante
natural del suelo que se ha convertido en el agente
de control microbioldgico de plagas mas empleado
a nivel mundial. Las investigaciones sobre este mi-
croorganismo se han enfocado hacia diversos cam-
pos, siendo el estudio de su mecanismo de accion
el aspecto mas relevante cuando se desea explorar
el uso potencial de las proteinas téxicas que produ-
ce (Glare y O'callaghan, 2000). En los ultimos afios,
la realizacion de ensayos in vitro utilizando vesicu-
las obtenidas a partir de las microvellosidades epi-
teliales del intestino de los insectos, cominmente
[lamadas BBMV's (Brush Border Membrane
vesicles), se han constituido en herramientas de gran
valor para estudios de mecanismo de accion de B.
thuringiensis. ElI método desarrollado por
Wolfersberger y colaboradores en 1987, para la ex-
traccion de BBMV's empleando larvas de Pieris
brassicae, ha servido de base para que varios in-
vestigadores realicen pruebas in vitro con proteinas
de B. thuringiensis en otro tipo de insectos. En ge-
neral este es un método de centrifugacion diferen-
cial que hace uso de la mayor densidad de cargas
electrostaticas negativas de la membrana luminal en
comparacion con la membrana basolateral del in-
testino de los insectos, para separar estas dos frac-
ciones (Van Rie et al.,1989). Las investigaciones
sobre mecanismo de accion de B. thuringiensis
empleando BBMV's se han desarrollado utilizan-
do generalmente insectos del orden lepidoptera
(Van Rie et al. 1990; Denolf et al. 1993; Aranda et
al. 1996; Lee et al. 1999; Rausell et al. 2000) y en
pocos casos insectos de otros ordenes como
diptera (Abdul-Rauf & Ellar, 1999) y coleoptera
(Belfiore et al. 1994). En Colombia, la exploracion
del uso de proteinas de B. thuringiensis con acti-
vidad téxica hacia insectos coleopteros plaga aun
no ha sido desarrollada; por lo tanto, como punto
de partida para el inicio de estudios de este tipo,
en el presente trabajo se plantea la estandariza-
cién de una metodologia para la obtencion de
BBMV's tomando como insecto blanco a
Premnotrypes vorax Hustache.

MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo fue desarrollado en los labo-
ratorios de entomologia y biopesticidas del Insti-
tuto de Biotecnologia de la Universidad Nacional
de Colombia.
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Material entomoldgico

El material biolégico para llevar acabo los diferentes
ensayos se obtuvo mediante cria del gusano blanco
de la papa Premnotrypes vorax Hustache, bajo con-
diciones de laboratorio (15°C y 60% HR). La alimen-
tacion del insecto se hizo con dieta natural consis-
tente en plantas y tubérculos de papa. Los insectos
adultos se mantuvieron en recipientes plasticos y se
alimentaron con hojas y tubérculos de papa. Se co-
locaron tallos secos de gramineas dentro de los reci-
pientes para proporcionar sitios de oviposicion a las
hembras (Valencia y Bohorquez, 1994). Los trozos
de tallo con los huevos se ubicaron en recipientes
plasticos con papel absorbente humedecido. Una vez
obtenidas las larvas de primer instar, una parte se
utilizé para el mantenimiento del pie de cria y otra
parte para la obtencion de larvas de Ultimo instar para
los ensayos.

Purificacién de vesiculas

La preparacion de las vesiculas de las microvellosi-
dades de células epiteliales del intestino de P. vorax
se realiz6 tomando como patrén la metodologia de-
sarrollada por Wolfersberger et al. en 1987 y
Macintosh et al. en 1994, a las cuales se le introduje-
ron algunas modificaciones segun las caracteristicas
de los materiales empleados y los equipos disponi-
bles.

El proceso de purificacién se inicid6 pesando
20 gramos de larvas (aproximadamente 300 lar-
vas) de ultimo instar del gusano blanco de la papa
(Figura 1), las cuales fueron desinfectadas con
hipoclorito de sodio al 2% y lavadas dos veces
con agua destilada estéril.

El material fue luego macerado en mortero
preenfriado adicionando soluciéon buffer MET pH 7.5
(Manitol 300 mM, Tris 17 mm, EGTA 5mM, DTT 2mM,
PMFS 0.5 mM, Hepes 10 mM, EDTA 1mM, SBT y
neomicina sulfato 1 pg/ml), igualmente refrigerada.

El material obtenido fue centrifugado a 3500 rpm
por 15 minutos Y filtrado para eliminar el material no
triturado. La pastilla obtenida se resuspendi6é en so-
lucion buffer MET y se homogenizd empleando un
macerador de tejidos Potter-Elvehjem (Wheaton)
adaptado a un motor a 2000 rpm. El homogenizado
se mezclé con una solucion de MgCl, 24 mM y se
dejo en hielo por 15 minutos. Se realizé una
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Figura 1. Ciclo de vida de Premnotrypes vorax Hustache
(Coleoptera: Curculionidae). A, huevos; B, larva de Ultimo ins-
tar; C, pupa; D, adulto.

centrifugacién a 4500 rpm por 15 minutos y el
sobrenadante se centrifugd nuevamente a 16000 rpm
por 30 minutos. La pastilla obtenida se suspendié
nuevamente en buffer MET y se repitio el proceso
anteriormente descrito.

La pastilla obtenida se suspendié en buffer MET
y se alicuoté en tubos eppendorf de 500 pl. Los tu-
bos se marcaron y se almacenaron en nevera a -
70°C. Se realizé cuantificacion de la proteina total
presente en el purificado de las BBMV's obtenido,
empleando la metodologia de Bradford (Bollag y
Edelstein,1991).

El purificado de las BBMVs obtenidas se carac-
teriz6 posteriormente mediante electroforésis de pro-
teinas SDS-PAGE en gel al 9% y microscopia elec-
tronica de transmision para corroborar la presencia,
caracteristicas y abundancia de las vesiculas de la
membrana epitelial del intestino del gusano blanco
de la papa. Las muestras para observacion en mi-
croscopio electrénico se prepararon con anterioridad
empleando un proceso de tinciéon negativa sobre una
microrejilla de cobre (Kessler et al. 1978).

RESULTADOS Y DISCUSION

Purificacion de vesiculas

El canal alimenticio de los insectos consta de tres
partes principales: estomodeo, mesenterén y proc-

todeo. Las células mas caracteristicas del mesente-
rén o intestino medio son alargadas y con microve-

llosidades regulares formando un borde estriado ad-
yacente al lumen. Dichas células llamadas "colum-
nares" estan involucradas en secreciones enzimati-
cas y absorcion de los productos de digestion en el
intestino de los insectos; asi mismo, tienen un papel
importante en el mecanismo de accion de B. thurin-
giensis, ya que es en la membrana plasmatica de
estas células donde estan localizadas las proteinas
receptoras a las cuales se unen las toxinas de esta
bacteria. El protocolo de purificacién de vesiculas
(BBMV) busca basicamente obtener segmentos de
la membrana plasmatica de las células columnares
presentes en el intestino de P. vorax. Dichos seg-
mentos de membrana forman estructuras similares a
vesiculas o vacuolas cuya parte externa contiene las
proteinas receptoras pudiendo ser utilizadas para
ensayos de unién con proteinas de B. thuringiensis.

La caracterizacion del purificado de las BBMV's
de P. vorax por microscopia electrénica de transmi-
sion (Figura 2) indico la presencia de vesiculas for-
madas por los segmentos de membrana epitelial del
intestino de este insecto. Se observaron mdultiples
vesiculas ovoides de diferentes tamafios con contor-
nos pilosos. Estas observaciones indicaron que el
purificado de las BBMV obtenido present6 similitud
en sus caracteristicas morfolégicas con los purifica-
dos de membranas epiteliales de intestino reporta-
dos por Wolfersberger et al. (1987) y Abdul-Rauf y
Ellar(1999) en insectos y Kessler et al. (1978) en roe-
dores.

Figura 2. Caracterizacion por microscopia electrénica de
transferencia del purificado de las BBMV's de P. vorax. Como
ejemplo se muestra un grupo de 4 vesiculas (ver recuadro).
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Figura 3. Caracterizacion por SDS-PAGE del purificado de
BBMV's obtenido con larvas de ultimo instar de P. vorax. Carril
1, Marcador de peso molecular; Carril 2, Purificado de BBMV's
fresco; Carril 3, Purificado de BBMV's almacenado 6 meses
a -70 °C; Carril 4, Marcador de peso molecular.

En la caracterizacion del purificado de las
BBMV de P. vorax por electroforesis de proteinas
(figura 3), se observo la presencia de un gran nu-
mero de proteinas con un amplio rango de pesos
moleculares que oscilan entre 116 y 24 KDa. Se
presentaron cuatro bandas sobresalientes de
aproximadamente 97, 75, 60 y 45 KDa. Las ban-
das de proteinas del purificado de las BBMV ob-
servadas en el analisis SDS-PAGE, presentaron
un patrén similar a los reportados por Wolfersber-
ger et al. (1986) para purificados de vesiculas de
P. brassicae y Abdul-Rauf y Ellar(1999) para puri-
ficados de A. aegypti.

Para la obtencion de purificados de vesiculas
de insectos que presentan estadios larvales de
tamafio pequefio como P. opercullela y P. Xylos-
tella y con concentraciones de proteina cercanas
a 1lmg/ml, se requieren hasta 1000 individuos. De
acuerdo con esto, el protocolo de purificacion de
BBMV con P.vorax, fue ajustado a la cantidad de
material disponible.
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Los productos obtenidos en varias purificaciones
mostraron como es légico un incremento en la con-
centracion de proteina de los BBMV's a mayor nime-
ro de larvas empleadas, aumentando desde 0.3 mg/ml
con 100 larvas a 1.5 mg/ml con 300 larvas. Los valo-
res de concentracion de proteina de los Ultimos purifi-
cados empleando 300 larvas (20 gr aproximadamen-
te) oscilaron entre 1.52 y 1.83 mg/ml; de acuerdo con
esto, en nuestro caso, la concentracion de proteina
minima requerida para ensayos de union con protei-
nas de B. thuringiensis que es de 1 mg/ml, se obtiene
con solo 250 - 300 larvas de dltimo instar de P. vorax.
Lo anterior atribuible posiblemente a que se empled
una especie de insecto de un orden diferente a las
mencionadas anteriormente.

Siguiendo con los ajustes a la metodologia base,
el macerado inicial de las larvas que se realiza nor-
malmente en un equipo especial, se realizé manual-
mente sobre un mortero pre-enfriado sobre hielo,
adicionando un paso de filtrado luego de la
centrifugacion para eliminar el material sélido de los
residuos cuticulares de las larvas. Por otro lado, la
conservacion del purificado obtenido no se hizo en ni-
trogeno liquido, como se plantea en la metodologia de
referencia, sino directamente en nevera a-70 °C.

Las observaciones en microscopio electrénico y
el andlisis de proteinas por SDS-PAGE se realizaron
tanto para purificados de las BBMV recién purificados
como para aquellos almacenados durante 6 meses;
las observaciones anteriores indicaron que no habia
diferencias entre los dos tipos de purificados, lo cual
confirma que la modificacion en las condiciones de al-
macenamiento no alteraron el purificado de BBMV's,
manteniéndose las caracteristicas morfologicas y
bioquimicas de las vesiculas por dicho tiempo.

La metodologia de purificacion estandarizada
en el presente trabajo se empleara para obtener
BBMV's y realizar estudios de union de proteinas
de B. thuringiensis con las proteinas receptoras pre-
sentes en las microvellosidades del intestino del
gusano blanco de la papa.
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