
Introducción al uso de Bacillus

thuringiensis para la producción de
plantas transgénicas

En laactualidad, elmayor renglón productivo en el merca
domundial debiopesticidas se basa en labacteria Bacillus
thuringiensis (Bt). La diversidad decepas naturales de Bt
ha posibilitado laaplicación biopesticida parael control de
insectos plaga. La biología molecular hapermitido compren
der los mecanismos de acción a nivel molecular deexpre
sión degenes que tienen efectos como bioplaguicidas. Cuan
do un insecto susceptible consume tejido fumigado conBt,
la endotóxina es digerida en el intestino del insecto yconver
tida en pequeñas moléculas tóxicas, las cuales seadhieren a
las paredes del intestino provocando un efecto paralizante
de lafunción intestinal, lo que causa que el insecto detenga
su alimentación yen pocos á'as muera. Apesar desu alto
nivel de toxicidad sobre los insectos, seha encontrado que
las toxinas de Bt no afectan nia mamíferos nia otros orga
nismos diferentes delaplaga. El uso deBt para elcontrol de
insectos seinició en los años 30paraelcontrol delbarrena
dor europeo del maíz (Ostrinia nubilalis). El primer pro
ducto comercial estuvo disponible en Francia en 1938 bajo
el nombre de Sporcine, el cual se extendió rápidamente a
otros países.

La tecnología de ADN recombinante posibilitó la
transferencia de genes de Bt con propiedades de
bioinsecticidas dentro del genoma de plantas (plantas
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transgénicas), las cuales desarrollaron resistencia a insec
tos. La actividad biológica de proteínas de Bt que tienen
efecto adverso en insectos estáconstituida por proteínas
conocidas como d-endotoxinas, las cuales poseen caracte
rísticas muy particulares; algunas son tóxicas para insec
tos, poseen alto nivel deexpresión, su ubicación intracelular
forma una inclusión paresporal cristalina y poseen baja
residualidad ambiental.

Las d-endotoxinas de Bt son codificadas por genes
localizados en plásmidos contenidos dentro delabacteria.
Las secuencias que codifican para endotoxinas de cepas
de Bt se han ubicado en varios grupos para facilitar su
clasificación ynaturaleza. Algunos deestos grupos son Cryl,
Cryll, CrylII, CrylV yCryV; a su vez, cadauna de estascate
gorías se ha subdividido en nuevas categorías, por ejem
plo CrylA, lacual puede tener otras subeategorías CrylA(a),
dependiendo de que aparezcan nuevas secuencias que
codifican paraendotoxinas de Bt. Las secuencias de estos
genes Cry varían en rangos de similitud de lasecuencia de
aminoácidos, desde un alto porcentaje (por ejemplo 80%
paramiembros delgrupo CrylA) hastaun porcentaje bajo
25% entre Cryll y el grupo Cryl. Los estudios de las se
cuencias de los genes Cry revelan que lasecuencia de uno
de estos genes puede tener efecto sobre un insecto o gru-
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po de ellos pero no en todos los insectos. Por ejemplo, la
toxina CrylII afecta ciertos coleópteros (escarabajos) yal
gunos lepidópteros (orugas); CrylA(a) es altamente tóxico
para Bonbyx mori (lepidóptera) y CrylA(c) es altamente
tóxico para Heliothis virescens (lepidótera), pero nada
tóxica p&riLBonbyx mori. La mayoría de genes para elcon
trol de insectos enplantas transgénicas sehanderivado de
Bt. En Estados Unidos, la primera prueba de campo de
plantas transgénicas que expresaban endotoxinas de Bt se
realizó en 19901, yen 1996 se sembró más de un millón
de hectáreas de maíz y algodón expresando endotoxinas
de esta bacteria. Sin embargo, algunos de estos cultivos
han tenido que ser suplementados con insecticidas para
obtener un control más efectivo.

Aunque el uso de cultivos transgénicos se ha exten
diendo a varias regiones del planeta, algunos países aún
noestán preparados para la llegada de éstos, con el agra
vante deque noexiste unalegislación para recibir, contro
larydifundir dichos cultivos. Este hecho secomplica más
cuando los gobiernos, investigadores, empresas
comercializadoras de semillas transgénicas, organizacio
nes regionales, productores y consumidores desconocen
los riesgos ybeneficios potenciales deestatecnología. En
Norteamérica, el usode cultivos transgénicos se ha exten
dido a otroscultivos comocañóla y maíz.

Entre las ventajas potenciales que se le atribuyen a
los cultivos transgénicos transformados con genes de Bt
está la reducción del uso de insecticidas; un caso típico y
bien documentado es el del algodón transformado con
genes de Bt, lo que se havisto particularmente en la re
ducción de gastos en agroecología, protección del medio
ambiente ysalud pública yelahorro de millones dedóla
res cada año. Un segundo beneficio es la facilidad
agronómica de su implementación, sin apartarse obvia
mente de las medidas de bioseguridad necesarias.

En loreferente a las desventajas yamenazas decul
tivos transgénicos, se encuentran aún en discusión, en lo
que se refiere a aceptación y seguridad alimentaria, por
ejemplo; el tema de plantas transformadas con genes Bt
ha sido revisado y aprobado en los Estados Unidos, pero
en Latinoamérica, Europa yJapón, aún hay escepticismo
sobre el hecho de que los cultivos transgénicos no repre
sentan una amenaza para la salud. Sin embargo, el más
grande temor lo representa elpeligro ecológico, por lage
neración de nuevas malezas y la erosión de la diversidad
genética debido al intercambio genético entre plantas
transgénicas y plantas silvestres nativas. Estudios recien
tes hanmostrado que los genes incorporados en un culti

vo pueden moverse rápidamente hacia susparientes, crean
do así nuevas variedades genéticas. Por ejemplo, es posi
ble el flujo genético entre el maíz y el teocintle; esto ha
provocado preocupación enMéxico, por loque actualmente
se realizan estudios en el Centro Internacional para el
Mejoramiento deMaíz yTrigo (CIMMYT).

En los Estados Unidos ha surgido preocupación por
laposibilidad del desarrollo de resistencia en poblaciones
de plagas a las toxinas de Bt expresadas en plantas
transgénicas. Esto conduciría no sólo a la ineficiencia de
las plantas transgénicas sino a lapérdida del uso deasper
siones con Bt como biocontrolador. Estudios recientes con

algunos insectos handemostrado su capacidad desuperar
los efectos de muchas toxinas a través de cambios
evolucionarios en su constitución química. Por ejemplo,
poblaciones úePlutellaxyllostella handesarrollado resis
tencia algen de Bt que se ha usado para su control.

Existen además dos preocupaciones latentes en lo
que respecta al tema de resistencia transgénica en plan
tas. La primera se refiere a que la resistencia a una plaga
en particular, en un territorio determinado, no necesaria
mente podría serlamisma resistencia deesaplaga enotra
región diferente, debido a las variantes genéticas quepue
den existir en un organismo. Lasegunda preocupación se
refiere a la propiedad intelectual, ya que muchos de los
genes queposeen propiedades benéficas proceden depaí
ses en vía de desarrollo; pero debido a que los procesos
tecnológicos de transformación de cultivos se realizan en
países desarrollados, tanto las patentes como los benefi
cios económicos de estas transformaciones tecnológicas
se quedan en estos últimos.

Pasos básicos involucrados en la

producción de plantas
transgénicas mediante el uso de
Agrobacterium tumefaciens en

el laboratorio

Uno de los pasos más importantes en la producción de
plantas transgénicas es la escogencia delgen o los genes
que van aserintroducidos enlaplanta a transformar. Este
paso requiere análisis yevaluación preliminar delos genes
que van a ser introducidos en laplanta blanco ydetermi
nar su efectividad paracontrolar lacaracterística deseada.
Algunas plantas resultan particularmente difíciles detrans-
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formar, especialmente plantas de origen leñoso, por lo que
Nicotiana tabacum se ha convertido en el modelo más

ampliamente difundido para elestudio de genes en plan
tas transgénicas. Esta especie vegetal puede ser relativa
mente fácil de transformar mediante el uso de A.
tumefaciens ydeestaforma poder estudiar las caracterís
ticas del gen introducido. Una vez determinado si los genes
introducidos enA^ tabacum cumplen con los requerimien
tos deseados, seprocede a transformar laplanta deinterés
agronómico con la característica deseada (resistencia a
insectos, virus u otra característica).

Los genes identificados como benéficos para la ca
racterística deseada deben ser clonados en un vector

(plásmido) para el análisis de su secuencia, y posterior
mente subclonados en otro plásmido denominado vector
deexpresión, el cual permite expresar laproteína de inte
rés en la planta transformada. Los vectores de expresión
generalmente contienen un cassette de expresión, el cual
a su vez consta de un potente promotor de expresión (en
plantas el más usado es el promotor 35 Sderivado delvi
rusdel mosaico del pepino, CMV), unsitio declonaje, una
secuencia deiniciación yterminación detranscripción del
gen ymarcadores moleculares de transformación quege
neralmente codifican pararesistencia a antibióticos. En el
caso detransformación conAgrobacterium, elvector debe
contener las secuencias delos bordes derecho e izquierdo
del T-DNA deAgrobacterium. Otros medios de transfor
mación como biobalística o electroporación no requieren
esteúltimo componente (T-DNA).

Cuando elgen hasido clonado enelvector deexpre
sión, generalmente es introducido enA. tumefaciens por
conjugación. La presencia del gen de interés en
Agrobacterium seconfirma por PCR oanálisis con enzimas
derestricción yluego se procede a transformar los tejidos
vegetales con la bacteria recombinante en un medio de
cultivo in vitro. Para este propósito, se preparan, en con
diciones de total asepsia, pequeños discos de tejido de la
planta que se quiere transformar y se co-cultivan conA.
tumefaciens recombinante, el cual por un proceso am
pliamente estudiado transfiere e introduce al azar la se
cuencia correspondiente al gen(s) de interés en los
cromosomas de las células vegetales.
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Aproximadamente después decinco días de lainfec
ción conA. tumefaciens, los cortes de tejido sontransferi
dos a un nuevo medio de cultivo quecontiene un antibió
tico (por ejemplo kanamicina), dicho medio permite se
leccionar aquellas plantas que han sido transformadas,
debido a queelgende resistencia al antibiótico es transfe
rido porA. tumefaciens junto conel gen de interés e in
corporados dentro del genoma de las células vegetales. El
tejido transformado generalmente se desarrolla hasta for
mar plantas in vitro en presencia del antibiótico.

Las plantas in vitro resistentes al antibiótico son
transportadas alinvernadero donde se practica un análisis
para determinar la presencia de la secuencia delgen in
troducido en las plantas por PCR o Southen blot, la trans
cripción del gen porNorthen blot ylaexpresión del mismo
por ELISA o Western blot.

Finalmente, cuando se trata depruebas deresistencia
a una plaga, se procede a elaborar las pruebas biológicas
mediante undiseño experimental. Estas permitirán evaluar
laefectividad decontrol del gen introducido en las plantas.
Una vez las plantas transgénicas son evaluadas en inverna
dero yse ha determinado la efectividad del gen de interés
introducido en las plantas, éstas debenser evaluadas en el
campo, en condiciones deestricta bioseguridad ysiguiendo
las normas vigentes para este propósito, antes deserlibera
das como semillas transgénicas almedio ambiente.
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