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RESUMEN

Bacillus thuringiensis es una bacteria de importancia agronémica debido a su
capacidad de formar cristales proteinicos con propiedades entomopatdgenas. A nivel
de subespecie se clasifica en mas de 84 serovares. El gen gyrB, codificador de la

enzima ADN girasa, permite la discriminacion entre este tipo de bacterias.

El objetivo de este trabajo fue analizar la secuencia nucleotidica del gen gyrB de 14
cepas de B. thuringiensis aisladas a partir de larvas de Copitarsia incommoda
pertenecientes al Laboratorio de Biologia Molecular y Biotecnologia de la Universidad
Nacional San Luis Gonzaga mediante secuenciacion y alineamiento, para la
identificacion molecular a nivel de serovar y la determinacion de su variabilidad
filogenética con el propdsito de determinar la biodiversidad de esta especie en laregion
de Ica a fines de aislar cepas nativas con potencial entomopatégeno que se encuentren

mejor adaptadas.

Se identificaron a nivel de serovar 13 de las 14 cepas de estudio, 7 las cepas se
identificaron como B. thuringiensis serovar kurstaki, 5 como B. thuringiensis serovar
poloniensis y 2 como B. thuringiensis serovar galleriae. No se logré determinar el
serovar de la cepa denominada como C-257 debido a que presentaba homologia con
diversas secuencias en la base de datos. Un arbol filogenético fue generado el cual
mostrd las relaciones filogenéticas entre las cepas. La similitud entre secuencias

nucleotidicas tuvo un valor promedio de 62.2%.

Se ha demostrado que las cepas de B. thuringiensis aisladas de C. incommoda

presentan una alta variabilidad entre sus secuencias del gen gyrB.



ABSTRACT

Bacillus thuringiensis is an agronomic importance bacterium due to its ability to form
protein crystals with entomopathogenic properties. At subspecie level, it is classified
into more than 84 serovars. The gyrB gene, which encodes DNA gyrase enzyme,

allows discrimination among this type of bacteria.

The aim of this work was to analyze the gyrB gene nucleotide sequence of 14 strains
of B. thuringiensis isolated from Copitarsia incommoda larvae that belongs to the
Laboratory of Molecular Biology and Biotechnology of the San Luis Gonzaga
National University through sequencing and alignment, for the molecular
identification at the serovar level and the determination of its phylogenetic variability
to determine the biodiversity of this species in the Ica region in order to isolate better

adapted native strains with entomopathogenic potential.

13 of the 14 study strains were identified at the serovar level, 7 strains were identified
as B. thuringiensis serovar kurstaki, 5 as B. thuringiensis serovar poloniensis and 2
as B. thuringiensis serovar galleriae. It was not possible to determine the serovar of
the strain called C-257 because it presented homology with various sequences in the
database. A phylogenetic tree was generated which showed the phylogenetic
relationships between the strains. The similarity between nucleotide sequences had

an average value of 62.2%.

B. thuringiensis strains isolated from C. incommoda have been shown to exhibit high

variability between their gyrB gene sequences.



INTRODUCCION

Bacillus thuringiensis es una bacteria aerobia Gram positiva que habita una gran
variedad de ambientes y tiene la capacidad de formar esporas y cristales proteinicos

con propiedades entomopatogenas (1,2).

La discriminacién de subespecies entre cepas de B. thuringiensis se realiza mediante
ensayos de serotificacion del antigeno flagelar H (3,4), logrando clasificar a la especie
B. thuringiensis en mas de 84 serovares (5). Este método de uso actual, presenta
algunas limitaciones dificultando la identificacion de B. thuringiensis a nivel de

serovar y la determinacion de la relacion filogenética entre las cepas (6,7).

Técnicas moleculares como la amplificacién por PCR de genes especificos (8) tales
como: 16SrRNA (rrs), 16S-23S ARNr (ITS), ARNr 23S, rpoB y gyrB, permiten

solventar esas limitaciones (9).

El gen gyrB, que codifica la subunidad 3 de la enzima ADN girasa, una topoisomerasa
de ADN de tipo |1, presenta una mayor especificidad en comparacién con otros genes,
principalmente en la discriminacion de especies estrechamente relacionadas como

ocurre en el grupo Bacillus cereus (9,10).

El analisis filogenético y comparacion de las secuencias nucleotidicas de los genes
marcadores determinan el grado de similitud entre secuencias (11), el cual permite la
estimacion de las distancias genéticas para la reconstruccion filogenética (12). Esta
reconstruccion brinda conocimientos sobre estructura, distribucion, variacion entre las

poblaciones de microorganismos (13) y diversidad o variabilidad filogenética la cual



ademas de tener un valor taxondmico también contribuye a revelar la estructura

genética de las poblaciones (14).

Cepas comerciales son ampliamente utilizadas en el control de insectos patdgenos, sin
embargo la introduccion de especies ajenas al entorno puede presentar dificultades
(15). Actualmente para el desarrollo de las actividades agricolas se emplean una serie
de productos quimicos que generan un medio altamente selectivo y reducen la
variabilidad de especies y subespecies bacterianas (16). La importancia del presente
estudio radica en conocer la variabilidad filogenética de los aislados de B.
thuringiensis y permite tener una vision méas amplia sobre la biodiversidad de esta
especie en la region, ya que a mayor biodiversidad existe mayor probabilidad de aislar
cepas nativas mejor adaptadas para poder explotar sus cualidades entomopatogenas

para el control de plagas de importancia econémica.

El presente trabajo de investigacion brinda conocimientos sobre la biodiversidad de B.
thuringiensis con potencial entomopatdgeno en el valle de Ica; para ello se planted
como objetivos realizar la identificacion a nivel de serovar de 14 cepas de B.
thuringiensis, aisladas a partir de larvas Copitarsia incommoda, pertenecientes al
Laboratorio de Biologia Molecular y Biotecnologia — UNSLG. Asimismo, determinar
las relaciones filogenéticas existentes entre ellas y el grado de variabilidad de sus
secuencias nucleotidicas para tener un panorama sobre su diversidad genético

molecular.



CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes del problema de investigacion:

1.1.1. Antecedentes a nivel internacional:

Fukushima et al. (2002) en Japon, identificaron especies estrechamente
relacionadas de los géneros Salmonella, Shigella y E. coli, las cuales son
dificiles de diferenciar por métodos bioquimicos, para contribuir en la
adopcidn de tratamientos mejor dirigidos y por lo tanto mas efectivos contra
las diversas enfermedades. Emplearon la secuenciacion del gen gyrB,
amplificados mediante PCR. Concluyeron que las especies que presentaban
el mismo serotipo, no necesariamente se encontraban dentro de un mismo

claster genético.

Soufiane y Coté (2009) en Canada, determinaron la capacidad de
discriminacion de los genes 16SrRNA, gyrB y aroE entre serotipos y
serovares de B. thuringiensis. Secuenciaron los productos de amplificacion
por PCR de estos genes en 74 cepas y los analizaron con el programa MEGA.
Concluyeron que las secuencias nucleotidicas del gen gyrB eran
suficientemente diferentes para discriminar entre serotipos y serovares de B.

thuringiensis.

Kirby et al. (2010) en Sudéfrica, emplearon el analisis del gen gyrB para

demostrar su potencial en estudios filogenéticos del género Kribbella.
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Amplificaron por PCR regiones parciales del gen gyrB de 33 cepas; las
secuencias se analizaron con los programas ClustalX y MEGA, mostrando
una mejor resolucion filogenética en comparacion con las secuencias del gen
16SrRNA. Concluyeron que el gen gyrB es una buena opcion para distinguir

entre cepas de este género 0 encontrar nuevas especies.

Mulet et al. (2010) en Espafa, analizaron las secuencias parciales de los
genes 16SrRNA, gyrB, rpoB y rpoD, de 107 cepas del género Pseudomonas
para comprender sus relaciones filogenéticas, manera individual y conjunta.
Mediante el analisis de secuencias multilocus obtuvieron valores altos de

diversidad nucleotidica de las cepas en relacion a los genes gyrB y rpoB.

Peeters y Willems (2011) en Bélgica, aislaron y clasificaron bacterias del
género Flavobacterium, provenientes de la Antartida, en base a los genes
gyrB y 16SrRNA mediante la técnica REP-PCR con los que obtuvieron
arboles filogenéticos con las mismas agrupaciones. Sin embargo, los
diferentes porcentajes de similitud indicaron que el gen gyrB es mejor que el
gen 16SrRNA para discriminar entre especies. Otro hallazgo importante fue
que el gen 16SrRNA era idéntico o muy similar en especies distintas pero que
estdn  estrechamente relacionadas, originando dudas acerca del
descubrimiento de nuevas especies. Concluyeron que el gen gyrB evoluciona
rapidamente por ser de mantenimiento celular y por consiguiente proporciona

un menor porcentaje de similitud entre especies nuevas.



Huang et al. (2014) en Taiwan, determinaron las relaciones interespecificas
de cepas del grupo Acetobacter pasteurianus mediante el anélisis de
secuencias parciales del gen gyrB de 38 cepas de Acetobacter, amplificadas
mediante ensayos de PCR. Concluyeron que este gen posee una resolucion
filogenética mas alta que el gen 16SrRNA ademas de ser un posible marcador

especifico para identificacion de especies del grupo Acetobacter.

Vidal-Quist et al. (2013) en Reino Unido, compararon las filogenias
obtenidas con base al método MLST y el gen gyrB, manteniendo las mismas
agrupaciones en ambos casos. Sin embargo, la importancia del uso del gen
gyrB no solo radico en su uso para discriminar entre especies del mismo
género, sino también en la confiabilidad y congruencia de las relaciones
filogenéticas. Concluyeron que, la capacidad de B. thuringiensis para
colonizar raices, dependia de su filogenia y que la existencia de mayor
diversidad entre cepas genera rasgos o caracteristicas que son productos de

su evolucion a lo largo del tiempo.

Branquinho et al. (2014) en Portugal, revelaron la plasticidad genémica de
28 cepas identificadas previamente como Bacillus pumilus, mediante
caracteristicas bioguimicas, fenotipicas y gen 16SrRNA. Mediante el analisis
filogenético de los genes gyrB y rpoB lograron reasignar a estas cepas como
B. invictae o B. safensis. Por otro lado, demostraron que estas especies poseen

gran diversidad lo cual les permite adaptarse a diversos nichos.



Carrasco et al. (2015) en Espafia, identificaron especies estrechamente
relacionadas dentro del género Nocardia mediante una comparacion entre
arboles filogenéticos, obtenidos con base a los genes 16SrRNA y gyrB.
Concluyeron que la identificacion con base al gen 16SrRNA no era la mejor
opcion debido a que mostraron un alto grado de similitud, mientras que
aquella obtenida con base al gen gyrB mostr6 una alta capacidad
discriminativa, logrando una mejor clasificacion a nivel de especie del género

Nocardia y una agrupacién de una forma distinta pero mas confiable.

Galloway-Pefia et al. (2014) en Estados Unidos, usaron los genes gyrB,
16SrRNA y sodA, mediante un anélisis MLSA, para identificar de forma mas
econdmica y eficaz a las especies del grupo Streptococcus viridans.
Determinaron que el gen gyrB discriminaba eficientemente especies de dicho
grupo, proporcionando agrupamientos congruentes y confiables. Por otro
lado, especies en particular como Strepstococcus mitis y Streptococcus oralis,
que son dificiles de diferenciar, mostraron diferencias en ciertos codones de
la secuencia del gen gyrB, lo que hizo que dichas especies sean agrupadas con

mayor facilidad.

Savi et al. (2016) en Brasil, emplearon el gen gyrB, como parte de la técnica
MLSA, junto con otros genes para determinar las relaciones filogenéticas de
especies dificiles de clasificar, como las del género Microbispora.
Obtuvieron un arbol filogenético con una resolucion taxonémica confiable,

lo que aportd al mejor entendimiento de la evolucion del género.



Ahmadi et al. (2018) en Iran, determinaron las diferencias genéticas de 20
cepas de Pseudomonas mediante el uso de la técnica multilocus de los genes
gapA, rpoD, gyrB y gltA. Determinaron que el analisis de los genes gyrB y
rpoD eran suficientes para la identificacion y analisis filogenético. Asimismo,
mediante este estudio determinaron que todas las cepas tenian el mismo

origen geogréfico.

Bunpa et al. (2018) en Tailandia, identificaron cepas de Vibrio alginolyticus
y para determinar su grado de heterogeneidad. Analizaron secuencias del gen
gyrB amplificadas mediante la técnica AP-PCR, el cual mostr6 mejores
resultados frente a otros genes debido a su alta especificidad, incluso frente a
una baja concentracion de la bacteria. Concluyeron que a pesar de ser cepas

de la misma especie, sus secuencias de ADN eran distintas.

Wei et al. (2018) en Korea, identificaron diferentes especies del grupo B.
cereus, especialmente B. cereus y B. thuringiensis, usando dos diferentes
biomarcadores, groEL y gyrB. Determinaron que este Gltimo mostré mayor
especificidad y por lo tanto es una alternativa efectiva frente a los métodos
tradicionales, los cuales presentan desventajas como la baja detectabilidad y

falsos positivos.

Ozdemir y Arslan (2019) en Turquia, identificaron especies del género
Bacillus amplificando y secuenciando los genes 16SrRNA, gyrB y rpoB
mediante PCR. Demostraron que el gen rpoB poseia cierta deficiencia para

discriminar especies de los grupos B. cereus y B. circulans, proporcionando



un arbol filogenético distinto e incongruente a los obtenidos por los otros
genes. Concluyeron que el gen gyrB era la mejor opcion para una

discriminacion y analisis filogenético confiable.

1.1.2. Antecedentes a nivel nacional y local:

A nivel nacional y local no existen estudios relacionados con el analisis del
gen gyrB para determinar variabilidad filogenética en cepas bacterianas o

identificacion de B. thuringiensis a nivel molecular.

1.2. Bases teoricas de la investigacion:

1.2.1. Variabilidad filogenética de B. thuringiensis

1.2.1.1 Variabilidad filogenética:

Filogenia es el patron de relaciones evolutivas histéricas entre
especies y taxones de nivel superior que frecuentemente se presenta
como un arbol diagrama, o arbol filogenético (30). También se
considera como el patron de ramificacién de las relaciones ancestro-

descendiente entre “taxones”, como especies o sus genes (31).

Las filogenias se pueden utilizar para resumir las similitudes
anticipadas entre especies en los rasgos que afectan sus posibles

interacciones abioticas y bidticas dentro de las comunidades (32).

El término filogenética se aplica al estudio las relaciones de grupos

de organismos como reflejo de su historia evolutiva (33). Asimismo,
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es el proceso de intentar estimar estas relaciones historicas por
examinacion de informacién como ADN, secuencias de proteinas, o

caracteristicas morfologicas (forma) desde taxones existentes (31).

La variabilidad filogenética de especies (PSV) cuantifica como la
relacion filogenética disminuye la varianza de un rasgo hipotético no
seleccionado y compartido por todas las especies de una poblacién
(32). Asimismo, resume el grado en que las especies de una

comunidad estan relacionadas filogenéticamente (32).

La genética de poblaciones estudia la variabilidad genética de las
poblaciones naturales. Al cambiar la composicion genética de las

poblaciones se produce el proceso evolutivo de la especie (34).

1.2.1.2. Bacillus thuringiensis:

B. thuringiensis pertenece a la familia Bacillaceae y se ubica dentro
del grupo | del género Bacillus; forma parte del grupo de Bacillus
cereus, el que incluye a B. anthracis, B. cereus, B. mycoides; asi
como a los mas recientemente descritos B. pseudomycoides y B.

weihenstephanensis (10,35).

B. thuringiensis es un bacilo Gram positivo, de flagelacion peritrica,
mide de 3 a 5 um de largo por 1 a 1,2 um de ancho y desarrolla
esporas de resistencia de forma elipsoidales que no provocan el

hinchamiento del perfil bacilar (5).
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La caracteristica principal de B. thuringiensis es que durante el
proceso de esporulacién produce una inclusion parasporal formada
por uno o mas cuerpos cristalinos de naturaleza proteica que son
toxicos para distintos invertebrados, especialmente larvas de
insectos (5). Esta bacteria es el bioinsecticida mas utilizado para el
control de larvas de insectos plaga, ya que representa

aproximadamente el 90% del mercado de biopesticidas (36).

B. thuringiensis se clasifica en 84 serovares mediante serologia del
antigeno flagelar H (3,4). Asimismo, la diversidad de B.
thuringiensis se manifiesta por la variabilidad de los genes cry y sus
respectivas proteinas Cry biotoxicas, ademas de variaciones a lo
largo de su genoma, como en las regiones extragénicas repetitivas
(REP); por ello, es importante estudiar la diversidad genética

molecular para evaluar su potencial bioinsecticida (37).

1.2.2. Gen gyrB

La enzima ADN girasa, es una topoisomerasa de tipo Il que se encuentra en
bacterias (38). Esta enzima es esencialmente importante debido a que media
el superenrollamiento negativo del cromosoma bacteriano, lo que afecta los
procesos de replicacion, transcripcion, recombinacion y reparacion del

ADN (10).

El gen que codifica la subunidad B de esta enzima, llamado gyrB, es

ampliamente utilizado en taxonomia bacteriana (39), debido a que es de

12



distribucion universal y su presencia en monocopia permite la
discriminacion e identificacion de especies fuertemente relacionadas; como
en el caso de los pertenecientes a los géneros Aeromonas, Pseudomonas,
Bacillus, Vibrio, y también enterobacterias, micobacterias y bacterias acido

lacticas (9).

1.2.2.1. Genes como marcadores moleculares:

Un marcador molecular es un segmento de ADN que posee una
ubicacion especifica en un cromosoma y cuya herencia puede
seguirse en los individuos de una poblacidn. La secuencia puede
pertenecer a regiones codificantes (genes) o regiones sin funcion

conocida (40)

Se ha documentado la aplicacién de diversos genes como
marcadores filogenéticos, entre ellos 16SrRNA (41), rpoB (42), repA
(43) y gyrB (6). En el caso de gyrB, se considera un buen marcador
filogenético para la sistematica bacteriana debido a que en las
diferentes especies la secuencia nucleotidica de este gen tiene una
tasa de sustitucion sinénima media que es casi cuatro veces mayor

que la del gen 16SrRNA (44).

1.3. Marco conceptual:

e ldentificacion fenotipica: Identificacion bacteriana que se basa en las
caracteristicas observables de las bacterias, como su morfologia, desarrollo, y

propiedades bioquimicas y metabdlicas (9).
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Fenotipo: Rasgos o0 caracteristicas expresados de un organismo,
independientemente de si los rasgos son el resultado del genotipo o el medio

ambiente, o de la interaccion de ambos (45).

Identificacion molecular: Identificacion que se basa en la secuencia o
composicion constitutiva de regiones especificas de los &cidos nucleicos mas

que en los productos de su expresion (46).

Serovar: También llamado serovariedad, es una variacion distinta dentro de
una especie de bacteria, virus o entre células inmunes de diferentes individuos.
Estos subgrupos se diferencian en funcion de sus antigenos de superficie

celular, permitiendo la clasificacion de organismos a nivel de subespecies (47).

Nucledtidos: Subunidad de ADN o ARN que consta de una base (adenina,
guanina, timina o citosina en el ADN; adenina, guanina, uracilo o citosina en
el ARN), un fosfato y una molécula de azucar (desoxirribosa en el ADN y

ribosa en el ARN) (48).

ADN (Acido desoxirribonucleico): Polimero construido de nucledtidos
sucesivos unidos por enlaces fosfodiéster en dos hebras antisentido. Material

de que estan compuestos los genes y lleva la informacidn genética (45).

Gen: Es una secuencia ordenada de nucleétidos que permiten la expresién de
un ARN o una proteina. Los genes son la principal unidad funcional de la

herencia (48).
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Genes de mantenimiento celular (“housekeeping”): Son ejemplos de
regiones en un genoma que tienden a estar altamente conservadas y
evolucionan mas lentamente que otros genes, principalmente debido a su rol
en el mantenimiento de las funciones celulares basicas y son esenciales para la

existencia de una célula (49).

PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa): Procedimiento que entrafia
ciclos multiples de desnaturalizacion, renaturalizacion y sintesis de

polinucléotidos que amplifica una secuencia particular de ADN (50).

Secuenciacion: Determinacion del orden de los nucledtidos en un ADN o
ARN. La secuenciacion también se refiere a extraer el orden de los

aminoacidos en las proteinas (48).

Amplificacion: La amplificacion es la produccién, por un procedimiento
tecnologico, de numerosas copias de un gen, un plasmido o cualquier molécula

con informacion genética (50).

Electroforesis: El término electroforesis se usa para describir la migracion de
una particula cargada bajo la influencia de un campo eléctrico. Muchas
moléculas importantes biologicamente poseen grupos ionizables y existen en

solucion como especies cargadas como cationes o como aniones (51).

Arbol filogenético: Es un grafo que describe las relaciones de parentesco,

ancestria y descendencia, entre un conjunto de genes, organismos, especies o
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de taxa superiores (52). Es una forma intuitiva de inferir relaciones entre copias

de un gen o entre loci de una familia multigénica (13).

Reconstruccion filogenética: Son métodos estadisticos de inferencia de una
filogenia a partir de datos moleculares, la cual es una practica muy efectuada
en biologia evolutiva y taxonomia (53). Estos métodos se pueden clasificar en
dos principales enfoques: métodos basados en la distancia y métodos basados

en caracteres (54).

Analisis “bootstrap”: Es una de las formas méas populares de evaluar la
confiabilidad de una inferencia filogenética (55). Es una técnica estadistica de
remuestreo con reemplazamiento, donde a partir de un alineamiento original se
generan pseudoréplicas muestreando aleatoriamente una proporcion concreta
de las columnas (sitios) del alineamiento original. En este muestreo se escogen
columnas al azar para generar las pseudoréplicas, pudiendo incluir una misma

columna varias veces mientras que otras nunca se incluiran (52).

Secuencias homoldgas: Dos secuencias o estructuras son homdlogas cuando
comparten mas similitud de la que se podria esperar. Cuando se observa un
exceso de similitud, la explicacion mas simple de ese exceso es que las dos
secuencias no surgieron de forma independiente sino que surgieron de un

antepasado en comun (56).
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e Similitud: La similitud refleja la proporcion de sitios que son idénticos por
estado de caracter (57). Se puede definir como una medida del grado en que
dos las secuencias se parecen; por tanto, es cuantitativa y esta representada por

una puntuacién o porcentaje (58).
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CAPITULO Il

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

2.1. Situacion problematica:

En el Laboratorio de Biologia Molecular y Biotecnologia de la Universidad
Nacional San Luis Gonzaga se dispone de cepas de B. thuringiensis las cuales
fueron aisladas a partir de larvas de Copitarsia incommoda, identificadas y
clasificadas por métodos microbioldgicos y bioguimicos. Sin embargo, este tipo
de clasificacién puede brindar resultados erroneos (9) y limitar la determinacion
de la relacion filogenética entre las cepas (5-7). Estas relaciones cuando son bien
definidas brindan conocimientos importantes sobre la estructura, distribucién y

variacion entre las poblaciones de microorganismos (14).

2.2. Formulacion de problemas:

2.2.1. Problema general:

¢Cuél es el grado de variabilidad filogenética que presentan las cepas de B.
thuringiensis aisladas de C. incommoda, conservadas en el Laboratorio de

Biotecnologia-UNSLG, en base a la secuencia nucleotidica del gen gyrB?

2.2.2. Problemas especificos:

a) ¢A queé serovares de la especie B. thuringiensis pertenecen las cepas

conservadas en el Laboratorio de Biotecnologia-UNSLG?
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b) ¢Cual es la relacion filogenética existente entre las cepas de B.
thuringiensis aisladas de C. incommoda, conservadas en el Laboratorio de

Biotecnologia-UNSLG, en base a la secuencia nucleotidica del gen gyrB?

c) ¢Cudl es el grado de similitud entre de las secuencias nucleotidicas del

gen gyrB entre de las cepas de B. thuringiensis aisladas de C. incommoda?

2.3. Delimitacién del problema

Delimitacion espacial o geogréfica: Las cepas estudiadas se aislaron de larvas
de C. incommoda provenientes del caserio Cachiche (C) y del distrito de Salas

Guadalupe (G).

Delimitacion social: Las poblaciones que viven cerca de cultivos agricolas
estan expuestas a aplicaciones de toxicos sobre los cultivos y el manejo de
bioinsecticidas como B. thuringiensis debidamente identificados y
caracterizados es la opcidn segura y no toxica para las personas que manejan
controles biolégicos, como en el tratamiento de plagas causadas por larvas de

insectos clave en nuestra Region como el caso de C. incommoda.

Delimitacion conceptual: En el presente trabajo de investigacion se analizd
las variaciones nucleotidicas del gen gyrB de cepas de B. thuringiensis, el cual
es un gen con un alto grado de evolucién que permite discriminar entre especies

estrechamente relacionadas.
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2.4. Justificacion e importancia de la investigacion:

2.4.1. Justificacion:

La clasificacion de B. thuringiensis se ha basado principalmente en las
caracteristicas bioquimicas y morfologicas (8). Sin embargo, la
identificacion bioquimica no es suficiente para discriminar entre B.
thuringiensis y los miembros de su mismo grupo. Por lo que, se consideran
a las inclusiones protéicas paraesporales como la Unica caracteristica que

permite la diferenciacion entre ellas (5,59).

En la actualidad, la forma de diferenciar las subespecies entre cepas de B.
thuringiensis se realiza mediante ensayos de serotificacion del antigeno
flagelar H (3-5). Este método presenta algunas limitaciones para
discriminar entre cepas de B. thuringiensis y cepas de B. cereus, debido a la
existencia de reacciones cruzadas que dificultan la identificacion de cepas
de B. thuringiensis que han perdido la capacidad de formar flagelos y de
cepas que pertenecen a un mismo serovar, limitando la determinacion de la

relacion filogenética entre las cepas (5-7).

Frente a las dificultades antes descritas, se han desarrollado diversas
técnicas moleculares de identificacion o diferenciacion de cepas en las que
se utiliza la informacion de diversos genes (60), siendo los mas usados los

genes: 16SARNF (rrs), 16S-23SARNTr (ITS), ARNr23S, rpoB y gyrB (9).
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En el caso de B. thuringiensis, el alto grado de similitud del gen 16SrRNA
entre especies estrechamente relacionadas no ha permitido una
discriminacion confiable (9). Por otro lado, el gen gyrB, que codifica la
subunidad B de la enzima ADN girasa, presenta un grado de evolucién
mayor en comparacion con el gen 16SrRNA, lo que le confiere mayor
capacidad para discriminar entre especies estrechamente relacionadas e

incluso para discriminar a nivel de subespecie (6,10).

La diferenciacion o agrupacion de los microorganismos segun sus
caracteristicas genotipicas y fenotipicas permiten el seguimiento de cepas
dispersas en el medio ambiente y el descubrimiento de nuevas cepas. Sin
embargo, esta se debe complementar con un analisis filogenético con base
en pruebas moleculares que permita determinar las relaciones evolutivas de
las mismas, las cuales involucran a la variacion de las secuencias de ADN

y la herencia generacional de estos cambios a lo largo del tiempo (7).

2.4.2. Importancia:

El desarrollo del presente trabajo proporciona informacion sobre las
relaciones filogenéticas de cepas de B. thuringiensis aisladas de C.
incommoda en la ciudad de Ica, para comprender su desarrollo y
distribucion como especie en el medio ambiente. Asimismo, la
identificacion de cepas nativas que presenten mejor adaptabilidad a los
cambios ambientales y mayor capacidad de supervivencia que las cepas

comerciales foraneas, son datos importantes para la explotacion de sus
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propiedades bioinsecticidas benéficas y de aplicacion para el beneficio del
sector agroalimentario y del medio ambiente en general. Ademas, la
aplicacion de técnicas modernas de diferenciacidn de especies bacterianas a
nivel de serovar genera antecedentes para futuras investigaciones a nivel

local o nacional.

2.5. Objetivos de investigacion:

2.5.1. Objetivo general:

Determinar el grado de variabilidad de las cepas de B. thuringiensis aisladas
de C.incommoda con base a las variaciones de las secuencias nucleotidicas

del gen gyrB.

2.5.2. Objetivos especificos:

a) ldentificar a nivel de serovar de las cepas de B. thuringiensis aisladas de

C. incommoda mediante el analisis del gen gyrB.

b) Determinar la relacion filogenética de las cepas de B. thuringiensis

aisladas de C. incommoda con base a la secuencia del gen gyrB.

c) Determinar el grado de similitud de las secuencias nucleotidicas del gen

gyrB entre de las cepas de B. thuringiensis aisladas de C. incommoda.
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2.6. Hipdtesis de investigacion:

2.6.1. Hipdtesis general:

Las cepas de B. thuringiensis aisladas de C. incommoda presentan un alto
grado de variabilidad filogenética segin el andlisis de las secuencias

nucleotidicas del gen gyrB.

2.6.2. Hipdtesis especificas:

a) Las cepas de B. thuringiensis aisladas de C. incommoda, conservadas en
el Laboratorio de Biotecnologia-UNSLG se identifican dentro de

diversos serovares mediante el analisis del gen gyrB.

b) Las cepas de B. thuringiensis aisladas de C. incommoda, conservadas en
el Laboratorio de Biotecnologia-UNSLG mediante el analisis del gen
gyrB muestran una alta relacion entre ellas ya que todas fueron aisladas

dentro de la Region Ica.

c) Las cepas de B. thuringiensis aisladas de C. incommoda, conservadas en
el Laboratorio de Biotecnologia-UNSLG mediante el analisis del gen
gyrB presentan un bajo grado de similitud entre sus secuencias

nucleotidicas.
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2.7. Variables de investigacion:

2.7.1. Identificacién de variables:

e Variable dependiente: Variabilidad filogenética de cepas de B.

thuringiensis

e Variable independiente: Andlisis de la secuencia del gen gyrB

2.7.2. Operacionalizacion de variables:

) Tipo de Definicion . . )
Variable P . Dimensiones | Indicadores
variable de variable
Composicion
nucleotidica | Secuenciacién
Estudio de la Alineamiento
. secuencia | Variaciones
Analisis del . . ;
Independiente | nucleotidica | de secuencias | E- value
gen gyrB o i
del gen grB | nucleotidicas | Maximo score
entre Total score
individuos
Diversidad
de serovares | Identificacion
dentro de una | molecular
misma
especie
Grado en
L ue las Relaciones
Variabilidad que . .,
. .- especies de | evolutivas Construccion
filogenética .
de cepas de una entre de arboles
B Dependiente | comunidad | individuos de | filogenéticos
L estan una misma
thuringiensis ) .
relacionadas | especie
filogenética-
mente Diferencias
entre Porcentaje de
secuencias de | similitud entre
un Mismo secuencias
gen
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CAPITULO Il

ESTRATEGIA METODOLOGICA / METODOLOGIA DE LA

INVESTIGACION

3.1. Tipo, nivel y disefio de la investigacion

Tipo de investigacién: Basica
Nivel de investigacion: Descriptivo

Disefo de investigacion: No experimental

3.2. Poblacién y muestra materia de investigacion

Poblacion de estudio: Secuencias nucleotidicas del gen gyrB de B.
thuringiensis

Muestra de estudio: Secuencias nucleotidicas del gen gyrB de 14 cepas de B.
thuringiensis, asignadas con los codigos: C-9, C-12, C-22,C-50, C-62, C-81,
C-92, C-245, C-246, C-257, C-258, G-171, G-181, G-189, G-203, aisladas de
larvas de C. incommoda que pertenecen al cepario del laboratorio de Biologia
Molecular y Biotecnologia, Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad

Nacional San Luis Gonzaga.
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CAPITULO IV

TECNICAS E INSTRUMENTOS DE INVESTIGACION

4.1. Técnicas de recoleccién de datos

Para el desarrollo de este trabajo de investigacion se emplearon las siguientes

técnicas para la recoleccién de datos:

e Reactivacion de cepas bacterianas mediante uso de medios de cultivo
microbiologicos.

e Extraccion de ADN bacteriano mediante kit comercial

o Amplificacion de genes mediante PCR usando kit comercial

e Manejo de programas bioinforméticos para comparacion de secuencias y

construccion de arboles filogenéticos.

4.2. Instrumentos de recoleccion de datos

Se uso la observacion como instrumento de recoleccion de datos del andlisis de
comparacién de secuencias nucleotidicas para determinar los grados de similitud

y elaboracion de arboles filogenéticos.

4.3. Técnica de procesamiento de datos, analisis e interpretacion de resultados

4.3.1. Reactivacion de cepas de B. thuringiensis:

Se colectaron lavas de lepidopteros de tercer y cuarto estadio. De éstas se

seleccionaron 32 larvas, se lavaron con solucién salina fisioldgica (SSF,
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NaCl 0.85%) estéril y luego se trituraron con la ayuda de un mortero.
Posteriormente, las larvas trituradas se vertieron en un frasco Schott que
contenia 35 ml de agua peptonada al 0.1% para formar preparado Ilamado
caldo larva. Se distribuyd 2 ml de caldo larva en tubos de vidrio de 13x100
mm con tapa rosca Y se esterilizaron en autoclave a 121°C por 15 min. En
cada uno de los viales se inocularon las cepas y se incubaron a 37°C por

24h.

Las cepas activadas en caldo larva se llevaron a un tratamiento térmico en
bafio maria a 60°C por 10 min. De cada tubo se tomo una alicuota y se
sembro por agotamiento y estria en placas con agar nutritivo y se incubaron
a 37°C por 24 h. A continuacion, se seleccionaron las colonias con
caracteristicas tipicas de B. thuringiensis (Colonias grandes, planas, opacas,
de color blanco grisaceo y con bordes irregulares) y se inocul6 una asada de
cada cepa en tubos con agar nutritivo inclinado. Estos se incubaron a 37°C

por 24 h.

Se realizd la verificacion de produccién de cristales con la finalidad de
descartar Bacillus contaminantes. Para ello, se inocul6 una asada de cada
cepa en caldo nutritivo y se incubaron a 37°C por 72 h. Luego se realizaron
observaciones microscopicas (1000X) de extensiones realizadas en laminas

portaobjetos y coloreadas con azul de Coomassie 0.1% durante 1 min.

4.3.2. Extraccion de ADN:
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Se utilizé el kit de purificacion de ADN Wizard®Genomic (Promega®) y
se siguio el protocolo sugerido de fabrica: Para cada cepa se tomé una asada
de cultivo conservado en agar nutritivo inclinado, se sembré por agitacion
en dos tubos Falcon con 5 ml de medio LB y se incubaron a 37°C por 8 h.
Luego, los tubos se colocaron en hielo durante 5 min y se centrifugaron a
6000 RPM por 5 min. Se descartd el sobrenadante y se agregd a cada tubo
500 ul de agua destilada estéril helada y se pipeted hasta homogenizar la
suspension celular. Luego, el contenido de ambos tubos se trasvasaron a un
tubo Eppendorf de 1.5 ml y centrifugaron a 6000 RPM por 5 min. Se
removio el sobrenadante y resuspendié el precipitado con 480 pl de EDTA
50 mM, se afiadio 120 pl de lisozima (10 mg/ml) e incub6 el preparado a
37°C por 60 min. Posteriormente, los tubos se centrifugaron a 6000 RPM
por 5 minutos y se elimind el sobrenadante. El sedimento se resuspendid
con 600 ul de solucion de lisis nucleica, incubé en bafio maria a 80°C por 5
min y luego se enfrié a temperatura ambiente. Posteriormente, se afiadio 3
pl de RNasa y se mezclo6 por inversion durante 5 veces e inmediatamente se
incubd a 37°C por 15 min. El tubo se enfrié a temperatura ambiente y se
afiadié 200 pl de solucidn de precipitacion de proteinas. Se aplico agitacion
mediante vortex a maxima velocidad por 20 segundos. Luego, la mezcla se
incubd en hielo por 5 min y centrifugd a 14000 RPM por 3 min. El
sobrenadante se transfiri6 a un tubo Eppendorf nuevo de 1.5 ml conteniendo
600 pl de isopropanol y se mezclo por inversion cuidadosamente hasta que
las hebras de ADN se hicieron visibles. A continuacion se centrifugo a

14000 rpm por 2 min. Cuidadosamente se elimind el sobrenadante, se
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agreg6 600 pl de etanol al 70% Yy se invirtid el tubo 10 veces para lavar el
sedimento de ADN. Posteriormente, se centrifugé a 14000 rpm por 2 min.
Con ayuda de una pipeta se retiré cuidadosamente el sobrenadante y el tubo
con el sedimento se dejé secar sobre papel absorbente por 10 minutos. Se
agreg6 100 pl de solucion de rehidratacion de ADN y se conservo a 4°C
durante toda la noche. Finalmente, el ADN se almacend en congelamiento

a-20 °C.

La verificacion de ADN se realiz6 mediante electroforesis en gel de agarosa
al 1% en tampon TAE. Las muestras se prepararon mezclando 1 pl de
tampdn de carga con 5 pl de solucion de ADN. Una vez colocadas las
muestras en los pocillos del gel se aplic corriente a 50 V por 1 hora. A
continuacion, el gel se tifid con una solucion de bromuro de etidio (0.1
pg/ml) por 3 min y lavé con agua destilada por 30 min. Finalmente, el gel

se observo en un transiluminador Biotop a 320 nm.

4.3.3. .Amplificacion del gen gyrB mediante PCR:

El gen gyrB de las cepas en estudio fue amplificado mediante PCR segln
lo descrito por Soufiane el al. (2009). Los partidores utilizados fueron los

siguientes:

gyrB-F1: 5°-ATGGAACAAAAGCAAATGCA-3’

gyrB-R1: 5’-TTAAATATCAAGGTTTTTCA-3’
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Las reacciones de PCR se realizaron en 50 pl de volumen final, con los

componentes indicados en la Tabla 1.

Tablal. Componentes de reaccion de PCR para amplificar el gen gyrB de

B. thuringiensis

Componente Vol (ul)

Agua calidad molecular 22

Master Mix (2X) de Thermo Scientific 25

Partidor directo gyrBF (20 pmol/ul) 1
Partidor reverso gyrBR (20 pmol/ul) 1
ADN molde (100 ng/ul) 1
Volumen final 50

Después de mezclar suavemente todos los componentes, se adicion6 20 ul
de aceite mineral y se centrifugd a 12000 rpm por pocos segundos. La
reaccion de PCR se realiz6 utilizando un termociclador JM Research
PTC150, siguiendo el programa propuesto por Soufiane et al. (2009), el
cual fue el siguiente: desnaturalizacion inicial del ADN a 95 °C por 5 min;
seguido por 30 ciclos de amplificacién (desnaturalizacion a 95°C por 30 s,
hibridacion de partidores a 46 °C por 30 sy extensién a 72 °C por 30s) y

extension final a 72°C por 5 min.

La verificacion de productos amplificados por PCR se realizd6 mediante
una electroforesis en gel de agarosa al 1% en TAE. Para comparar el

tamafio de los amplificados se utiliz6 un marcador de peso molecular
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GeneRuler 1kb DNA Ladder, siguiendo el procedimiento anteriormente

descrito para la verificacion de ADN.

4.3.4. Secuenciacion de amplificados de PCR

Los productos de amplificacion del gen gyrB obtenidos por PCR se
almacenaron a -20 °C hasta su remision a secuenciacion a la empresa

Macrogen USA (https://lims.psomagen.com/), segun las indicaciones y la

informacion solicitada en los formatos de remision

(https://lims.psomagen.com/support/seq/down.jsp). De cada producto de

amplificacion se remitio 20 ul (50 ng/ul) y de cada partidor 50 ul (20
pmol/ul). Ambos fueron preparados en tubos Eppendorf de 1.5 ml de

calidad molecular segun las indicaciones de la empresa.

4.3.5. Busqueda de homologos en la base de datos “Genbank”

Para lograr la identificacion de las cepas de B. thuringiensis a nivel de
serovar los productos de PCR secuenciados, recibidos en formato texto se
convirtieron a formato FASTA, en archivo Word. Luego, se aplicaron en el
algoritmo “Basic Local Alignment Search Tool”, BLASTn del Centro
Nacional para la Informacion Biotecnologica (“National Center for
Biotechnology Information”, NCBI), disponible en:

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch, para la

busqueda de secuencias homdlogas de nucleotidos de la base de datos
(56,61). Se selecciond la opcion de base de datos la opcion “nucleotide

collection (nr/nt) y la programacion “Somewhat similar sequences (blastn)”.
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4.3.6.

El serovar de cada cepa de B. thuringiensis se determind teniendo en cuenta
los parametros establecidos por Hall (2018) y Pearson (2014) quienes
consideran los valores mas altos de “Max. score” (puntuacion de la mejor
secuencia alineada) y “Total score” (suma de puntuaciones de todas las
secuencias alineadas) para la seleccion de secuencias homdlogas, debido a
gue cuanto mas altos son estos puntajes mas estrechamente relacionada
estara la secuencia de consulta con la secuencia objetivo en la base de datos.
Asi mismo, se consideraron los valores E (“E value”) mas cercanos a 0, el
cual es un parametro que proporciona una estimacién de significancia
estadistica de la similitud. Es decir, cuanto més cerca de cero esté el valor
E, es mas probable es que el resultado sea un homologo de la secuencia de

consulta.

Alineamiento multiple de secuencias nucleotidicas

El paso inicial en el analisis filogenético es el alineamiento de las secuencias
en estudio, para representar la homologia de posiciones de los nucleétidos
y compararlas entre si con la finalidad de determinar un origen evolutivo
comun vy facilitar la posterior construccion de arboles filogenéticos (52).
Para obtener el alineamiento, las secuencias del gen gyrB de las cepas de B.
thuringiensis, identificadas con su respectivo serovar y ordenadas en
formato FASTA en archivo Word, se procesaron en el programa MEGA-X
version 10.1.8 disponible para libre descarga en:

https://www.megasoftware.net/.
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Se inici6 con la creacion de un alineamiento (ALIGN) en “Edit/build
alignment” con la opcidn “Create a new alignment” y designando el “data
type for alignment” como DNA. Usando la opcion “Edit” se pegd la
secuencia y se proceso el alineamiento usando el sub-programa MUSCLE
incorporado en MEGA-X. Se acepto la configuracion por defecto para el
alineamiento de secuencias nucleotidicas. El alineamiento gener6 una data
que se guardd asignando un nombre en formato MAS, compatible con
MEGA-X. Este archivo fue utilizado en la construccion del arbol

filogenético.

4.3.7. Construccion de arboles filogenéticos:

4.3.7.1. Seleccidon de un modelo de sustitucién nucleotidica

Para realizar el analisis filogenético se escogié un modelo para
describir como evolucionaron las secuencias en estudio (62). Para
ello, se utilizo el alineamiento generado previamente con MEGA-X
el cual se convirti6 a un archivo de formato NEXUS usando el
programa MABL.:

(http://phylogeny.lirmm.fr/phylo_cgi/data_converter.cgi), y luego

este archivo se proces0 con el programa PAUP4:

(http://phylosolutions.com/paup-test/) para obtener el mejor modelo

de sustitucion de nucledtidos. Se sugiri6 el modelo “General Time

Reversible” (GTR+G), elegido por AICc (63,64).
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4.3.7.2. Reconstruccidn filogenética:

Los arboles filogenéticos se construyeron con el programa MEGA-
X. Se ingreso en la herramienta “Phylogeny” y se selecciond el
método de reconstruccion filogenética “maximum likelihood tree” o
arbol de maxima verosimilitud (ML). Esta opcion desplegd una
ventana de preferencias en donde se escogio el modelo de tiempo
general reversible (GTR), sugerido por el programa PAUP4. Dentro
de esta ventana de preferencias se realizo también los ajustes para la
prueba “bootstrap” seleccionando la opcidn de 1,000 repeticiones de
muestras aleatorias de sitios de alineacion, asi como para la
construccion de los arboles iniciales donde se selecciond los
algoritmos “Neighbour-Join” y “BioNJ”. Se eliminaron todas las
posiciones con menos del 95% de cobertura del sitio. Es decir, se
permitieron menos del 5% de gaps de alineacién, datos faltantes y

bases ambiguas en cualquier posicion.

4.3.8. Construccion de la matriz de identidad:

Para obtener los respectivos porcentajes de similitud entre secuencias se
realizd la comparacion de pares con el programa online CLUSTAL

OMEGA disponible en: https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/ donde

se selecciond la opcion para ingresar secuencias de ADN. Luego de ingresar

las secuencias en formato FASTA. se inici6 el andlisis con el botén
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“Submit”. La matriz de identidad se encontré en la pestafia "Result

Summary” dentro de la ventana de resultados.
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CAPITULO V

PRESENTACION, INTERPRETACION Y DISCUSION DE RESULTADOS

5.1. Presentacion e interpretacion de resultados:

a) Pb Mw 1 2 3 4 5 6 7

10000

3000

2000

1000

500

b) Pb

10000

3000
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1000

500

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa 1% de los productos amplificados por PCR
usando partidores especificos para el gen gyrB. A) Carriles: 1, cepa C-9; 2, cepa C-12;
3, cepa C-22; 4, cepa C-50; 5, cepa C-62; 6, cepa C-81; 7, cepa C-92. B) Carriles: 1,
cepa G-171; 2, cepa G-181; 3, cepa G-189; 4, cepa G-203; 5, cepa C-245; 6, cepa C-

246; 7, cepa C- 257., MW, estandar (100 pb, Thermoscientific).
36



Tabla 2. Similitud de secuencias gyrB de cepas de B. thuringiensis con la base de datos del Genbank obtenida mediante BLASTN.

Cepa Similitud a Acceso gélg;(é ;(gfg Valor E CO?‘;;;” ra 'de(r(‘,g;’ ad
C-9 B. thuringiensis serovar kurstaki CP004870.1 665 1924 0.0 98 97.71
C-12 B. thuringiensis serovar kurstaki CP004870.1 309 815 le-79 95 78.65
C-22 B. thuringiensis serovar galleriae CP010089.1 332 4349 3e-86 75 85.71
C-50 B. thuringiensis serovar galleriae CP010089.1 142 1921 3e-29 51 76.96
C-62 B. thuringiensis serovar poloniensis EF210281.1 328 328 8e-85 60 75.88
C-81 B. thuringiensis serovar kurstaki CP004870.1 545 1462 9e-151 98 86.53
C-92 B. thuringiensis serovar kurstaki CP004870.1 955 2493 0.0 96 94.50
G-171  B. thuringiensis serovar kurstaki CP004870.1 1802 4295 0.0 99 97.15
G-181  B. thuringiensis serovar poloniensis EF210281.1 969 969 0.0 96 80.90
G-189  B. thuringiensis serovar poloniensis ~ EF210281.1 841 841 0.0 93 81.38
G-203  B. thuringiensis serovar kurstaki CP004870.1 1538 3710 0.0 98 97.51
C-245  B. thuringiensis serovar poloniensis ~ EF210281.1 1040 1040 0.0 69 94.06
C-246  B. thuringiensis serovar poloniensis ~ EF210281.1 843 843 0.0 94 91.58
C-257 Indeterminado* - - - - - -
HD-1 B. thuringiensis serovar kurstaki CP004870.1 1697 4105 0.0 89 94.60

* Cepa cuya secuencia poseen mas de una similitud en el Genbank.
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Figura 2. Arbol de méaxima verosimilitud Bootstrapped de las cepas de B. thuringiensis originado por el alineamiento de las secuencias

nucleotidicas del gen gyrB. Se observan valores bootstrap mayores de 50%. Los nameros del | al V hacen referencia a los 5 clusters

generados.
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Tabla 3. Matriz de identidad creada con ClustalW. Se observan los porcentajes de similitud generados por la comparacion de pares de

secuencias nucleotidicas del gen gyrB.

(1) Bt poloniensis G-181
(2) Bt poloniensis C-246
(3) Bt poloniensis G-189
(4) Bt kurstaki G-203
(5) C-257

(6) Bt kurstaki C-92

(7) Bt kurstaki HD-1

(8) Bt kurstaki C-12

(9) Btkurstaki G-171
(10) Bt poloniensis C-245
(11) Bt galleriae C-22
(12) Bt galleriae C-50
(13) Bt poloniensis C-62
(14) Bt kurstaki C-9
(15) Bt kurstaki C-81

@)
100
87.60
75.00
72.68
71.32
73.32
69.72
64.21
72.14
68.16
34.83
33.61
62.06
72.53
64.97

)
87.60
100
85.02
79.65
76.03
76.36
78.18
68.61
78.34
83.44
36.24
34.07
60.13
74.93
68.58

@)
75.00
85.02

100
72.17
74.12
74.88
68.57
66.16
70.25
67.36
34.45
33.70
56.37
75.27
68.43

(4)
72.68
79.65
72.17

100
82.18
89.67
92.32
69.17
93.23
74.52
33.33
33.70
57.97
82.29
74.40

(5)
71.32
76.03
74.12
82.18

100
81.34
80.35
64.25
80.98
79.41
31.65
32.04
51.32
72.66
66.81

(6)
73.32
76.36
74.88
89.67
81.34

100
91.22
67.88
91.71
83.72
32.68
33.52
54.95
81.68
72,77

)
69.72
78.18
68.57
92.32
80.35
91.22

100
67.18
90.55
72.62
32.87
32.87
57.27
83.25
73.42

®)
64.21
68.61
66.16
69.17
64.25
67.88
67.18

100
67.44
63.31
37.88
37.31
43.33
65.50
63.54

)
72.14
78.34
70.25
93.23
80.98
91.71
90.55
67.44

100
73.27
33.43
32.87
57.84
83.03
73.70

(10)
68.16
83.44
67.36
74.52
79.41
83.72
72.62
63.31
73.27

100
32.02
32.32
55.57
77.02
68.26

(11)
34.83
36.24
34.45
33.33
31.65
32.68
32.87
37.88
33.43
32.02

100
55.65
37.18
31.98
36.34

(12)
33.61
34.07
33.70
33.70
32.04
33.52
32.87
37.31
32.87
32.32
55.65

100
36.39
34.29
38.01

(13)
62.06
60.13
56.37
57.97
51.32
54.95
57.27
43.33
57.84
55.57
37.18
36.39

100
51.56
46.64

(14)
72.53
74.93
75.27
82.29
72.66
81.68
83.25
65.50
83.03
77.02
31.98
34.29
51.56

100
80.60

(15)
64.97
68.58
68.43
74.40
66.81
72.77
73.42
63.54
73.70
68.26
36.34
38.01
46.64
80.60

100
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Tabla 4. Valores de significancia en relacion a los porcentajes de similitud entre

secuencias nucleotidicas del gen gyrB de B. thuringiensis obtenidos en la matriz de

identidad.

Similitud de secuencias nucleotidicas de gyrB

Valor estadistico Similitud (%)
Medio 68.26
Promedio 62.60
Maés bajo 31.65

Mas alto 93.23




5.2. Discusion de resultados:

En el presente trabajo de investigacion se determiné la variabilidad filogenética de 14
cepas de B. thuringiensis aisladas de larvas de C. incommoda mediante el analisis de
las secuencias del gen gyrB teniendo en cuenta la diversidad de serovares dentro de la
especie asi como el porcentaje de similitud entre secuencias. Las secuencias del gen
gyrB fueron amplificadas mediante el uso de partidores disefiados para los extremos
de la secuencia (gyrB-F1, gyrB-R1) (Tabla 1) por Soufiane et al. (2009) quienes
emplearon este set de partidores ademas de un segundo par para amplificar la regién
central del gen gyrB (gyrB-F2, gyrB-R2) obteniendo amplificados del tamafio
esperado (1700 pb) tal como se obtuvieron en este trabajo. Esto sugiere que los
partidores gyrB-F1 y gyrB-R1 fueron adecuados para amplificar una region analizable
correspondiente al gen gyrB. Sobre la técnica empleada para la amplificacion del gen
gyrB, los resultados fueron consistentes con lo obtenido por Wei et al. (2018), quienes
amplificaron el gen gyrB del 100% de cepas de B. thuringiensis estudiadas mediante
la técnica de PCR cuantitativa (QPCR), usando partidores especificos para el gen gyrB.
Si bien en el presente trabajo no se empled PCR cuantitativo, los resultados indican la
reproducibilidad y efectividad de la técnica de PCR convencional para la identificacion

de B. thuringiensis.

Los valores de expectancia (Valor E) obtenidos en el algoritmo BLASTn fueron cero
0 muy cercanos a cero, mientras que el porcentaje minimo de similitud entre
secuencias nucleotidicas fue 75.88% y el maximo 97.71% (Tabla 2). Estos datos
indican que la homologia de las cepas de B. thuringiensis con las secuencias

almacenadas en la base de datos era confiable, segun lo descrito por Hall (2018), quien
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considera homologos a aquellas secuencias que tengan un valor de expectancia mas
cercano a 0; por otro lado Pearson (2014) menciona que si dos secuencias tienen un
porcentaje de identidad > 30 % estos se infieren como homologos. Se confirma que el
analisis de las secuencias del gen gyrB es suficiente para distinguir entre serovares de
B. thuringiensis tal como lo asegura Soufiane et al. (2009). De las 14 cepas en estudio
13 se lograron identificar a nivel de serovar, 7 de ellas se identificaron como B.
thuringiensis serovar kurstaki (C-9, C-12, C-81, C-92, G-171, G-203), 5 como B.
thuringiensis serovar poloniensis (C-62, C-245, C-246, G-181, G-189) y 2 como B.
thuringiensis serovar galleriae (C-22, C-50). La cepa C-257 no se logré identificar
debido a que presentaba similitud con varios serovares depositados en la base de datos
del NCBI. Esto sugiere que se trata de una posible cepa nativa no identificada, la
ausencia de cepas similares en la base de datos o que requiere mayor estudios para
obtener su verdadera identidad. Ademas, la cepa control HD-1, cepa comercial
identificada como B. thuringiensis serovar kurstaki, mediante este procedimiento se
encontrd en la base de datos con la misma identificaciéon. El alto porcentaje de
identificacion a nivel de serovar, 13 cepas (92.9 %) de 14 cepas analizadas, confirma
lo descrito por Bou et al. (2011) quienes afirman que el anélisis del gen gyrB permite
la identificacion de especies altamente relacionadas. En el estudio realizado
previamente por Garcia et al. (2005), las cepas C-81, C-92, G-171 se identificaron
bioquimicamente como B. thuringiensis serovar kurstaki coincidiendo con la
identificacién molecular realizada en este trabajo; mientras que la cepas C-50, C-62 y
G-189 identificadas previamente como B. thuringiensis serovar kurstaki fueron
identificadas mediante el analisis de la secuencia del gen gyrB como B. thuringiensis

serovar galleriae para la cepa C-50 y como B. thuringiensis serovar poloniensis para
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las cepas C-62 y G-189. Por lo otro lado, algunas cepas que no se lograron identificar
previamente con base a su perfil bioquimico, si se pudieron identificar a nivel de
serovar mediante el analisis de la secuencia gyrB. Se determinaron como B.
thuringiensis serovar kurstaki, las cepas C-9, C-12, G-203; como B. thuringiensis
serovar poloniensis, las cepas G-181, C-245 y C246 y como B. thuringiensis serovar
galleriae, la cepa C-22. Estas reasignaciones de serovar poseen similitud con lo
realizado por Branquino et al. (2014) quienes reasignaron cepas de B. pumilus,
identificadas por métodos bioquimicos, como B. safensis y B. invictae mediante el
analisis del gen gyrB. Con respecto a la diversidad de serovares de B. thuringiensis, en
el Per( Flores et al. (1994) y Chavez et al. (2000) lograron aislar e identificar cepas de
B. thuringiensis dentro de los serovares galleriae y kurstaki de acuerdo a las
caracteristicas microscépicas culturales y pruebas bioguimicas diferenciales, sin
embargo no se ha reportado ningln trabajo relacionado con la identificaciéon de B.
thuringiensis a nivel de serovar por comparaciones de las secuencias del gen gyrB por
lo que este trabajo representa la primera contribucidn con respecto a este método como

una forma de identificacion mas precisa a comparacién de las pruebas bioquimicas.

El &rbol filogenético construido mediante el método de reconstruccion filogenética de
maxima verosimilitud, reconocido por Swenson et al. (2016) y Bryant et al.(2005) es
un meétodo que utiliza con mayor eficiencia la informacion filogenética contenida en
el alineamiento maultiple, permitiendo que con un mismo alineamiento se genere un
resultado mas cercano a la realidad. Requirié de un modelo de sustitucién nucleotidica
ya que segun lo descrito por Bryant et al. (2005) las posiciones de nucleétidos,

aminoacidos, o codones en una secuencia evolucionan de forma independiente y la
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sustitucion de éstos se modela como un evento aleatorio y continuo a lo largo del
tiempo, es por ello que Abascal et al. (2016) recomiendan el uso de modelos de
sustitucion como descripciones matematicas de la evolucion de las secuencias, las
cuales deben cumplir con dos parametros principales: las probabilidades de cambio
entre estados (ya sean nucleo6tidos, aminoacidos, o codones) y las frecuencias de estos
en el alineamiento. La confiabilidad del arbol filogenético estuvo reflejada por valores
bootstrap mayores del 50% tal como sugiere Martinez et al. (2007). Los valores por
encima del 50% indican medidas confiables y valores de 70% o mas indican un soporte
optimo de la informacion. Se formaron 5 clusters revelados al 95% de identidad de
secuencias nucleotidicas (Figura 2). Las 5 cepas identificadas en este trabajo como B.
thuringiensis serovar poloniensis se agruparon en un solo cluster (11). Ademas dentro
de este grupo las cepas C62 y G181, cuya rama indica un valor bootstrap de 73%,
mostraron una relacion mas cercana a comparacion de las otras cepas de su mismo
serovar. La cepa sin identificar C257 se posiciono en el cluster (1), no obstante mostrd
una estrecha relacién, soportada con un valor bootstrap de 78%, con el grupo formado
por las cepas de B. thuringiensis serovar poloniensis. Con esto se puede deducir que
si bien la cepa C257 no se identifica como B. thuringiensis serovar poloniensis si
comparten caracteristicas comunes. Las cepas identificadas como B. thuringiensis
serovar kurstaki formaron tres clusters. Las cepas C12 y C181 se agruparon en el
cluster 111, la cepa C9 se posiciono en el cluster 1V y las cepas C92, G171, G203 y el
control HD-1 se agruparon en el cluster V. Esta separacion de grupos de B.
thuringiensis serovar kurstaki revela que a pesar de que las cepas pertenecen a un
mismo serovar pueden presentar variaciones en su secuencia nucleotidica lo cual posee

semejanza con lo desarrollado en el trabajo de Fukushima et al. (2002) donde especies
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de Salmonella entérica del mismo serovar formaron grupos independientes, asi como
cepas de Escherichia coli pertecientes a un mismo serogrupo se agruparon en
diferentes clusters evidenciando asi la transferencia lateral de genes. Dentro del cluster
I11 formado por las cepas de B. thuringiensis serovar kurstaki se agruparon también
las cepas C22 y C50 identificadas como B. thuringiensis serovar galleriae las cuales
se muestran altamente relacionadas, hipotesis que se soporta con un valor bootstrap de
rama del 99%. Pese a ello, no se puede afirmar que son la misma cepa ya que incluso
cepas de diferente especie pueden mostrar ramas con valores bootstrap cercanos al
100%, lo cual sugiere que valores bootstrap altos no pueden ser considerados como
indicadores de homologia entre especies, simplemente evidencian el grado de relacion
entre ellas. Esto fue confirmado por Savi et al. (2016) los cuales a partir de una rama
originada entre las especies Microbispora rosea y M. indica con un valor bootstrap
de 100% demostraron a través de diferencias en la secuencia de nucleétidos que no
podian ser de la misma especie. Asimismo, dentro del cluster Il se puede observar que
existe una relacion (valor bootstrap de 73%) entre los serovares galleriae y kurstaki
resultado que también fue obtenido por Soufiane et al. (2009) cuyo arbol filogenético
generado por el alineamiento de genes gyrB agrupd a los serotipos galleriae y kurstaki

en un mismo cluster.

Muchos métodos diferentes han sido utilizados para abordar la cuestion de una medida
adecuada de similitud, Plewniak (2008) propone la contabilizacion de la proporcion
de residuos idénticos en secuencias alineadas en relacion con la longitud total de la
alineacion. De esta forma, se obtuvieron los porcentajes de similitud entre las

secuencias nucleotidicas del gen gyrB de cepas de B. thuringiensis (Tabla 3). Las cepas
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de B. thuringiensis serovar galleriae C22 y C50 mostraron un porcentaje de similitud
de secuencias de 55.65%. De acuerdo con Kim et al. (2012) se ha visto que cepas con
porcentaje de similitud inferiores al 98,65 % pueden ser consideradas de diferente
especie, es por ellos que se sugiere que estas cepas no se pueden tratar de una sola a
pesar de compartir el mismo serovar. La cepa C257 mostr6 porcentajes de similitud de
secuencias con las otras cepas por debajo del 83% incluyendo el valor mas bajo de
porcentaje de similitud de la matriz de identidad (31.65%). Este dato junto con el hecho
de que no se encontraron homdélogos en la base de datos puede sugerir que se trata de
un nuevo serovar. De la misma forma Peeters et al. (2011) concluy6 que una cepa de
Flavobacterium sp.con un bajo grado de similitud de secuencias del gen gyrB con en
comparacién con los valores de similitud mas altos obtenidos entre cepas del mismo
tipo probablemente representaba la presencia de una nueva especie. En cuanto a los
valores de porcentajes de similitud mas significativos de las secuencias de gyrB de las
cepas de B. thuringiensis (Tabla 4), éstos variaron entre 31.18% (valor mas bajo) y
93.23% (valor mas alto), siendo el porcentaje promedio 62.2%. Estos resultados son
consistentes con lo reportado por Ozdemir et al. (2019) quienes obtuvieron un
porcentaje de similitud de secuencia promedio de 77.5% a nivel de especie asegurando
una mayor variabilidad de las secuencias y mayor soporte a la clasificacion obtenida.
De la misma manera, Mulet et al. (2010) al comparar entre grupos de especies de
Pseudomonas obtuvo un porcentaje de similitud minima de 92.9%, lo cual demostraba

que la diversidad entre grupos variaba enormemente.

El alto grado de variabilidad entre las cepas de B. thuringiensis puede indicar la gran

adaptacion de esta especie y su relacion con C. incommoda como su hospedero en
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similitud con las observaciones realizadas por Branquino et al. (2014) cuyas cepas de
B. pumilus, aisladas de gasterépodos mostraron un alto grado de variabilidad (64.8%
de similitud) sugiriendo que estas cepas estaban altamente adaptadas a esta clase de

moluscos.
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CAPITULO VI

COMPROBACION DE HIPOTESIS

6.1. Contrastacion de hipotesis general: No aplica.

6.2. Contrastacidn de hipotesis especificas: No aplica.
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CONCLUSIONES

Al finalizar este trabajo de investigacion se concluye lo siguiente:

1. Seidentificaron a nivel de serovar 13 de las 14 cepas de estudio; las cepas C-9, C-
12, C-81, C-92, G-171 y G-203, se identificaron como B. thuringiensis serovar
kurstaki; las cepas C-62, C-245, C-246, G-181 y G-189, como B. thuringiensis
serovar poloniensis y las cepas C-22 y C-50 como B. thuringiensis serovar

galleriae. No se logro determinar el serovar de la cepa C-257.

2. El arbol filogenético generado a partir de la secuencia del gen gyrB mostro las
relaciones de parentesco entre las cepas de B. thuringiensis. Las cepas de B.
thuringiensis serovar poloniensis, C-62, C-245, C-246, G-181, G-189 formaron
un solo cluster (I). Las cepas de B. thuringiensis serovar galleriae muestran

relacion con las cepas de B. thuringiensis serovar kurstaki.

3. Laagrupacion de las cepas B. thuringiensis serovar kurstaki en diferentes clusters

sugiere la transferencia lateral del gen gyrB.

4. El bajo porcentaje promedio de similitud entre secuencias (62.2%.) demostro la

gran variabilidad de las cepas de B. thuringiensis Yy valido la clasificacion

obtenida.
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RECOMENDACIONES

Realizar la identificacién molecular de la cepa C257 mediante otros genes para
confirmar que se trata de un serovar de B. thuringiensis aln no descrita e ingresar
la secuencia nucleotidica obtenida en este trabajo en la base de datos del Genbank

para que sirva de referencia a otros investigadores.

Aislar cepas de B. thuringiensis de otras zonas de Ica, asi como realizar

aislamientos provenientes de otras especies de lepiddpteros para determinar si

existe una variedad méas amplia de serovares en la region.
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ANEXOS

Figura 3. Cepa HD-1 reactivada. Se observan caracteristicas tipicas de colonia de

Bacillus thuringiensis.

Figura 4. Vista microscépica (1000X) de B. thuringiensis. A.- células y esporas, B.-

cristal proteinico.
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Figura 6: Kit de purificacion de ADN Wizard® Genomic (Promega®)

Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa 1% con bandas de ADN de las cepas de
Bacillus thuringiensis. Carriles: 1, cepa G-181; 2, cepa G-189; 3, cepa G-203; 4, cepa

C-245; 5, cepa C-246; 6, cepa C-257; 7, cepa HD-1.
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Figura 7: Interfaz del programa online Clustal Omega en la pagina web de The

European Bioinformatics Institute (EMBL-EBI).



