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RESUMEN

La actual orientacién de la agricultura hacia la sostenibilidad y los estudios recientes sobre el impacto social
y econémico que ha causado el abuso de plaguicidas quimicos ha generado un creciente interés por promover
desarrollos en el campo de los bioplaguicidas que contribuyan a la solucién de problemas empleando estrate-
gias acordes con las condiciones de cada regién. Bacillus thuringiensis (Bt) es un microorganismo cosmopolita
que se constituye en una herramienta valiosa para el control biolégico de plagas. Asimismo, es reconocido
entre los plaguicidas microbianos de mayor importancia comercial debido a su toxicidad especifica contra
insectos blanco e inocuidad para el hombre y los animales. El objetivo de este trabajo fue comparar la distri-
bucién, abundancia y diversidad de Br provenientes de diferentes habitats existentes en tres municipios de la
provincia Centro de Boyacé (Chiquiza, Siachoque y Tuta), con el fin de iniciar una coleccién de este micro-
organismo en el laboratorio de Control Biolégico de la UPTC. De 102 aislamientos se obtuvieron 51 cepas de
Bt de las cuales el 78% provenia de ecosistemas agricolas. Del total de bacterias viables de Bt en los bosques
fueron obtenidas 0,25-2,90 10° ufc/mLy 0,09-2,98 10° ufc/mL en cultivos de maiz, con indices de diversidad de
1,00. Los resultados mostraron la presencia de Bt en todos los municipios, aun en aquellos sitios perturbados
constantemente por las labores agricolas.
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ABSTRACT

The current orientation of agriculture toward sustainable development, and studies related to economic and
social impacts of chemical pesticide abuse have increased interest in biopesticide technology. This has led to
the creation of novel solutions specific the phytosanitary problems of each region. Bacillus thuringiensis (Bt) is
a cosmopolitan microorganism that has provided the most valuable biological pest control tool worldwide,
due to its specificity and low risk to humans and animals. The objective of the present work was to compare
distribution, abundance and diversity of Bt from different habitats in three localities (Chiquiza, Siachoque y
Tuta) of the central province of Boyaca, Colombia, with the goal of initiating a Bt collection in the Laboratory
of Biological Control of UPTC. Starting from a 102 isolates, 51 Bt strains were obtained, out of which 78%
originated from agricultural systems. Viable Bt bacteria were obtained from forests (0.25 to 2.90 105 cfu/mL),
and maize crops (0.09 to 2.98 105 cfu/mL), with diversity indexes of 1.00. These results indicated that the Bt

is present in the three localities studied, even in sites usually disturbed by agricultural activities.

Additional keywords: soil bacteria, biodiversity, bioinsecticides, biological control.
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INTRODUCCION

Boyacé es un departamento netamente agricola
con diversidad de suelos que surte de alimentos
a una buena parte de la regién central y norte de
Colombia. Uno de los factores que més dificul-
ta la produccién agricola en el departamento es
el manejo de los problemas fitosanitarios, cau-
sados por enfermedades y plagas, cuyo control
representa un alto porcentaje en la estructura de
costos del cultivo. Existe en las zonas una arrai-
gada tradicién de uso de agroquimicos, los cua-
les, ademds de ser ineficientes en muchos casos,
generan resistencia en los insectos plaga, afectan
al medio ambiente, contaminan las cosechas v,
en muchos casos, tienen efectos directos en la
salud de los productores o consumidores.

En un mercado internacional, en el que la com-
petencia y las restricciones frente a la presencia
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de residuos quimicos adquieren gran importan-
cia, la agricultura colombiana y boyacense debe
promover el uso de alternativas de produccién
limpia que partan de nuestra diversidad, per-
mitan la produccién sostenible de los cultivos,
garanticen la proteccién del medio ambiente, fa-
vorezcan la calidad y con un beneficio comdn.
Actualmente, se conocen estrategias biolégicas
de manejo de plagas desarrolladadas a partir de
la exploracién de la diversidad microbiana de di-
ferentes regiones.

Bacillus thuringiensis (Bt) es una bacteria entomo-
patégena del suelo, aerébica facultativa, gram
positiva, caracterizada por la produccién de un
cuerpo paraesporal o cristal de proteinas conoci-
das como delta—endotoxinas o proteinas Cry. Es-
tos cristales se forman durante el proceso de es-
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porulacién y en ellas reside la actividad téxica de
Bt hacia larvas de diferentes 6rdenes de insectos,
cuando son ingeridas (Hofte y Whiteley, 1989;
Feitelson et al., 1992; Cerdn et al., 1995; Ibarra et
al., 2003; Tamez—G. et al., 2005). Dichos cristales
presentan diferentes formas: bipiramidales, esfé-
ricas, cuadradas, entre otras (Lynch y Baumann,
1985; Hofte y Whiteley, 1989; Rodriguez et al.,
1991). Se ha demostrado que las inclusiones de
esta bacteria contienen, principalmente, protei-
nas de 25 a 140 KDa (Restrepo et al., 1997).

Dadas las caracteristicas de Br como agente de
control biolégico y debido a su presencia cosmo-
polita, sus esporas se han aislado de diversas fuen-
tes como suelo (Martin y Travers, 1989; Hossain
et al., 1997; Bravo et al., 1998), agua (Iriarte et al.,
2000), hojas de plantas (Wlodzimierz y Elzbieta,
1999), insectos muertos (Chilcot y Wigley, 1993;
Kaelin et al,, 1994; Apoloyo et al., 1995; Kim et
al., 1998), productos almacenados (Meadows et
al., 1992; Kaelin et al., 1994; Xavier et al., 2007)
y telarafias. Los bioinsecticidas derivados de esta
bacteria se han utilizado por mas de 40 afios
(Ibarra y Lopez, 2000).

El uso de productos a base de Br se ha genera-
lizado principalmente en cultivos de hortalizas,
cereales y algodén, representando mads del 90%
de los bioplaguicidas que se comercializan en el
mundo (Yara et al., 1999; Vallejo y Orduz, 1996;
Bravo y Cerén, 2004; Adams et al,, 1996), cons-
tituyéndose en el insecticida de origen bioldgico
de mayor importancia y eficiencia en el control
biolégico de diversas plagas agricolas en el mun-
do (Feitelson et al., 1992); todo esto ha conducido
al establecimiento de colecciones que suman cer-
ca de 40.000 aislados, concentradas en grandes
firmas privadas que controlan el mercado mun-
dial (Lambert y Peferoen, 1992).

Algunos de los factores que han hecho posible
su éxito en la agricultura, ademas de su aproba-
cién por la Organizaciéon Mundial de la Salud,
son su alta biodegradabilidad, alta especificidad

(Deacon, 1983) e inocuidad para mamiferos,
otros vertebrados, plantas e inclusive otros in-
sectos benéficos (Shelton et al., 2002; Ibarra et
al., 2003), siendo una alternativa promisoria y
ambientalmente segura en el control de insectos
plaga nocivos.

Por otro lado, la aparicién de resistencia a algunas
toxinas de Bt (Restrepo et al., 1998) y el control
ineficiente de los insecticidas quimicos (Pérez
et al., 1997), indica que la utilizacién masiva de
bioinsecticidas a base de Bt debe estar apoyada
por productos que puedan competir, en precio
y disponibilidad, con los insecticidas quimicos
(Vallejo y Orduz, 1996); esto ha llevado tanto a
las industrias como a los laboratorios y centros
de investigacién a enfocar sus esfuerzos en la
busqueda de nuevas moléculas, especialmente
de bacterias entomopatégenas, para el desarrollo
de alternativas novedosas de control (Bravo et al.,
1998; Silva er al., 1999), lo cual ha contribuido a
ampliar el conocimiento de la distribucién eco-
légica de este microorganismo en la naturaleza
(Uribe er al., 2003). Actualmente, los volimenes
de uso de esta bacteria estan limitados al nimero
de insectos susceptibles a los productos comer-
ciales existentes, necesitandose aislar y probar
nuevas cepas y aislamientos.

En Colombia, algunos grupos de investigacién
han caracterizado cepas nativas de Bt, enfocan-
do el trabajo hacia lepidépteros como Spodopetra
frugiperda, Heliothis virescens (Cerdn et al., 1995)
y 1. solanivora (Martinez et al, 2002) y dipteros
implicados en problemas de salud ptblica como
Aedes aegyptii y Culex quinquefasciatus (Diaz et
al., 1993). Cada vez més se reconoce el papel e
importancia de la biodiversidad en el funciona-
miento de los sistemas agricolas; sin embargo,
hasta el momento, trabajos sistematicos sobre
caracterizacién de la diversidad de cepa nativas
de Bt en Boyacé no se han desarrollado, limitan-
do la generacién de nuevos registros de Bt para
Boyaca y Colombia que puedan llegar a ser de
importancia econémica regional o nacional.
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El objetivo de este trabajo fue comparar la dis-
tribucién, abundancia y diversidad de Bt prove-
nientes de diferentes habitats existentes en tres
municipios de la provincia Centro de Boyacé

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion de muestras. Un total de 32 mues-
tras de suelo fueron recolectadas en bolsas plas-

ticas estériles, en 12 diferentes hébitas existen-
tes en zonas de bosques naturales, pantanos y
zonas agricolas de los municipios de Chiquiza,
Siachoque, y Tuta de la Provincia, Centro del
departamento de Boyacé (tabla 1). Las muestras
se recolectaron eliminando totalmente la vege-
tacién que cubria el suelo en cada sitio, tomando
para cada muestra, con una cuchara diferente,
250 g de suelo, hasta una profundidad de 7 cm.
Las muestras se llevaron al laboratorio, donde se

Tabla 1. Abundancia y diversidad de aislamientos de B. thuringiensis en Boyaca, Colombia.
No. de bacterias No. de No. de B. Porcentaje -
:’::::;:z x 108/mL a.ntes. ,de esporas formadas | thuringiensis t_le B : : dllcg:'(: d:?l‘
la pasteurizacion x 105/mL x10%/mL | thuringiensis
1 0,31 2,87 (9,3) 2,90 9,3 1,00 (5/5)
2 0,69 1,61 (2,4) 0,25 0,4 0,50 (1/2)
Bosques 3 0,20 3,01 (15,1) 1,29 6,5 0,29 (2/7)
naturales 4 017 0,71 (4,3) 0,00 0,0 0,00 (0/0)
5 0,33 1,22 (8,9) 0,00 0,0 0,00 (0/1)
6 0,40 0,48 (1,2) 0,00 0,0 0,00 (0/0)
Pantanos 7 0,48 1,32 (2,8) 1,31 2.8 1,00 (3/3)
8 0,18 2,91 (16,1) 2,91 16,1 1,00 (8/8)
Maiz 9 0,25 2,08 (8,5) 1,05 43 0,67 (2/3)
10 0,17 2,97 (18,0) 2,98 18,0 1,00 (2/2)
11 0,65 2,76 (4,2) 0,09 0,1 022 (2/9)
Trigo 12 2,86 1,14 (0,4) 0,00 0,0 0,00 (0/1)
Avena 13 2,89 0,67 (0,2) 0,00 0,0 0,00 (0/1)
14 0,34 1,20 (3,6) 0,16 0.5 0,43 (3/7)
15 0,25 2,98 (11,9) 0,00 0,0 0,00 (0/3)
Leguminosas 16 0,82 2,74 (3,3) 0,00 0.0 0,00 (0/1)
17 1,26 0,63 (0,5) 0,63 0,5 1,00 (2/2)
18 0,26 2,16 (8,3) 0,05 0,2 0,50 (1/2)
19 0,30 0,15 (0,5) 0,59 2,0 0,67 (2/3)
Papa 20 0,83 0,44 (0,5) 0,16 0,2 0,50 (2/4)
21 0,11 0,05 (0,4) 0,00 0,0 0,00 (0/0)
22 1,21 0,46 (0,4) 0,46 0,4 1,00 (2/2)
Pastos 23 0,28 0,76 (2,8) 0,23 0.8 0,33 (1/3)
24 0,40 2,41 (6,0) 0,06 0,2 0,33 (2/6)
25 2,88 1,25 (0,4) 0,00 0,0 0,00 (0/1)
Rabano 26 0,61 1,17 (1,9) 0,18 0,3 0,50 (1/2)
27 0,82 1,80 (2,2) 0,30 0,4 0,50 (1/2)
Cebolla 28 1,31 1,04 (0,8) 0,49 04 0,50 1/2)
cabezona 29 1,19 2,70 (2,3) 0,00 0,0 0,00 (0/1)
Frutales 30 0,56 2,07 (3,7) 0,22 0,4 0,40 (2/5)
31 0,33 1,43 (4,3) 0,40 1,2 0,50 (4/8)
Calabaza 32 1,31 0,36 (0,3) 1,09 0.8 0,33 (2/6)

Tindice de diversidad (X/Y) es la diversidad de colonias de B. thuringiensis (X) sobre la diversidad de colonias de Bacillus sp. (Y).
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secaron a temperatura ambiente; posteriormen-
te, se homogenizaron con rodillo y se tamizaron
en tamices de 850 y 500 micrones. Las muestras
procesadas se almacenaron a una temperatura de
4°C, hasta su respectivo andlisis. En un formato
individual y para cada muestra, se recopilaron
datos como: vereda, finca, propietario, tipo de
cultivo, estado de desarrollo, labores culturales

y riego.

Aislamiento de bacterias. El aislamiento de Ba-
cillus thuringiensis y otras formas esporales de bac-
terias se hizo de acuerdo con el método descrito
por Travers et al. (1987). En agua destilada estéril
se suspendi6 un gramo de cada muestra de suelo
y se pasteuriz6 a 80°C por media hora, seguida-
mente se realizaron diluciones y se sembraron en
agar nutritivo e incubaron a 30°C durante 24 h.
Para la seleccién de cepas de Bacillus thuringiensis,
se suspendieron 0,5 g de cada muestra de suelo
procesada, en matraz de 20 mL, con 10 mL de
caldo Luria Bertani (LB) y Acetato de Na 0,25M
(Travers et al, 1987) previamente esterilizados.
Posteriormente, se llevé este material a agitacién
continua a 200 rpm, durante 12 h a 29°C. Pasado
este tiempo, las muestras se calentaron a 80°C
durante 3 min en bafio maria. De esta suspen-
sién, se realizaron diluciones desde 10! hasta
104 con agua destilada estéril, las cuales fueron
sembradas por duplicado en medio LB (10 g L
triptona, 5 g L extracto de levadura, 10 g L
NaCl y 15 g L'! de agar) e incubadas a 30°C por
48 h. El recuento de bacterias viables esporuladas
se realizé después de la pasteurizacién y el re-
cuento de colonias de B. thuringiensis después de
llevar a cabo el método de seleccién por acetato.

Identificacion de Bacillus thuringiensis. Se
determinaron las colonias caracteristicas de la
bacteria, realizando tinciones simples con cristal
violeta (0,5%) y verde de malaquita, detectando
por microscopia a 100X células vegetativas, espo-
ras o cristales (Porcar y Judrez, 2004). Finalmen-
te, las colonias tipicas de Bt se repicaron en me-
dio LB y se incubaron nuevamente a 30°C, hasta
alcanzar esporulacién, para verificar la presencia
del cuerpo paraesporal y definir su forma.

Conservacion de cepas. Las cepas de Bacillus
thuringiensis identificadas y caracterizadas se
conservaron en tiras de papel filtro, siguiendo la
metodologia descrita por Porcar y Juérez (2004),
en viales ambar de 20 mL y sellados con agra-
fes. El material se almacend en cajas de cartén
para proteccién contra la luz y permanecen en el
Laboratorio de Control Biolégico de la UPTC en
Tunja, Colombia.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se determind la presencia de cepas nativas de B.
thuringiensis, obtenidas en 32 muestras de suelo,
recolectadas en 12 habitats diferentes de los mu-
nicipios de Chiquiza, Siachoque y Tuta, situados
en la Provincia Centro del departamento de Bo-
yacé, municipios seleccionados por su diversidad
de agroecosistemas. El aislamiento de las cepas
nativas de Bt se hizo en seis muestras de suelo
provenientes de zonas protegidas (Bosques Na-
turales), pantanos (una muestra) y 25 muestras
provenientes de areas agricolas (tabla 1). El mayor
recuento de bacterias viables antes de la pasteu-
rizacién (~2,80 10 ufc/mL) se encontrd en areas
cultivadas con trigo, avena y rdbano, mientras
que en el cultivo de papa se determiné el menor
valor de bacterias viables (0,11 106 ufc/mL).

Los resultados evidencian que las 4reas de bosques
presentan el contenido mas alto de bacterias espo-
ruladas (0,48-3,01 10° ufc/mL) con un 1,2 - 15,1%,
seguido por los suelos cultivados con maiz (2,08-
2,97 10° ufc/mlL) con 4,2% y 18,0% (tabla 1), En
cuanto a B. thuringiensis, se observaron 0,25-2,90
10° ufc/mL, para bosques, y 0,09-2,98 10° ufc/mL
para maiz con un 0,4-9,3% y 0,1-18,0%, del total
de bacterias viables, respectivamente. Estos ran-
gos son inferiores comparados con los reportados
por Chatterjee et al. (2007) en tierras de la India
con rangos entre 4,23-6,52 10° ufc/mL.

En zonas protegidas y dreas cultivadas con maiz,
papa y frutales, se encontré la mayor abundan-
cia de esporas y bacterias de B. thuringiensis,
mientras que en zonas cultivadas con trigo no se
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encontraron cepas productoras del cuerpo para-
esporal (tabla 2).

En la tabla 1 se evidencia que las cepas de B. thu-
ringfensis predominaron entre las cepas de Baci-
llus sp. con indice de diversidad de 1,00 para las
muestras 1, 7, 8, 10, 17 y 22 pertenecientes a sue-
los de bosques, pantanos, maiz, leguminosas y
papa, informacién que se asemeja a la reportada
por Phyllis et al. (1989). Los indices de diversidad
de las demas muestras oscilan entre 0,0 y 0,67,
datos similares a los indices reportados para
suelos de Espafia que oscilan entre 0,067 y 0,11
(Quesada—Moraga et al., 2004). La mayor diver-
sidad de colonias del genero Bacillus se encontré
en suelos cultivados con maiz nueve colonias (ta-
bla 1), seguida por suelos cultivados con frutales
ocho colonias y suelos cultivados con avena y
areas de bosques naturales siete colonias; la mas
alta diversidad de colonias de B. thuringiensis se
encontré en areas de maiz, ocho colonias, segui-

das por cinco colonias en areas de bosques, fru-
tales, cuatro colonias, y pantanos, tres colonias;
se obtuvieron pocas colonias de Bt de los suelos
de leguminosas, papa, rdbano y cebolla cabezo-
na (tabla 1). Se obtuvieron 51 cepas de Bt, de las
cuales el 78% provenian de ecosistemas agrico-
las, destacdndose las dreas cultivadas con maiz
con 27%, similar a Valicente y Barrero (2003),
que aislaron la mayorfa de cepas de Bt en zonas
productoras de maiz en Brasil. El 22% restante
correspondié a habitats de bosques naturales y
pantanos; es importante mencionar que tanto el
50% de las muestras de suelo, pertenecientes a
bosques naturales, como el 72% de las muestras,
pertenecientes a zonas agricolas, presentaron al
menos una cepa de Bt. Por otro lado, en el ecosis-
tema de pantanos el 100% registré presencia de
Bt (tabla 2).

La mayor presencia de Bt en ecosistemas agricolas
coincide con lo reportado por Xavier et al. (2007);

Tabla 2. Distribucion de Bacillus thuringiensis aislados de las muestras de suelos boyacenses, colombianos.

p

Recolectadas Con Bt (%) Examinadas o djl:[otal) del suelo

Bosques naturales 6 3 (50) 15 8 (16) 4,20
Pantanos 1 1(100) 3 3(6) 5,09
Maiz 4 4 (100) 22 14 (27) 5,82
Avena 2 1(50) 8 3(6) 4,60
Leguminosas 3 1(33) 6 2 (4) 4,67
Papa 5 4(80) 11 7(14) 3,94
Pastos 2 2 (100) 9 3(6) 4,06
Rabano 3 2 (67) 5 2 (4) 4,32
Cebolla cabezona 2 1 (50) 3 1(2) 4,31
Frutales 2 2 (100) 13 6(12) 6,04
Calabaza 1 1(100) 6 2(4) 5,16
Trigo 1 0(0) 1 0(0) 4,22
Subtotal 25 18 (72) 84 40 (78)

Total 32 22 (69) 102 51 (100)
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en relacién con las zonas protegidas evaluadas,
los datos concuerdan con lo descrito por Martin
y Travers (1989), quienes obtuvieron un 87,1%
de Bt en suelos agricolas y 66,7% para muestras
de bosques de lluvia tropical; Sin embargo, otros
trabajos como los de Chilcot y Wigley (1993) y
Yara et al. (1999), evidenciaron mayores porcen-
tajes de Bt en muestras de suelo recolectadas de
bosques nativos, con al menos una cepa de Bt
presente, en comparacién con los suelos agrico-
las cuyos porcentajes fueron inferiores.

Trabajos més recientes como los de Iriarte ez al.
(2000) e Itsimatsu ez al. (2000), afirman que las
muestras provenientes de zonas pantanosas o
con baja intensidad de corriente pueden contener
B. thuringiensis en una frecuencia relativamente
alta, que concuerda con este estudio, en el que de
una sola muestra de pantano se identificaron tres
cepas diferentes, correspondientes al 6% del total
de las cepas obtenidas. Las muestras de suelo de
zonas pantanosas son una buena fuente de espo-
ras bacterianas, debido a que las esporas se sedi-
mentan rapidamente, conservando su viabilidad
al estar protegidas por los rayos solares, ademés
son refugios favorables para algunas especies de
insectos, lo que permite la presencia de cepas de
Bt en este medio (Mochammedi et a/., 20006).

La ubicuidad de Bt encontrado en una amplia va-
riedad de hébitats (Bravo er al,, 1998) ha sido de-
mostrada en diversos trabajos, ya que tiene la ca-
pacidad para soportar en estado latente (esporas)

condiciones adversas del medio ambiente, lo que
facilita su larga supervivencia (Sneath, 1986).

En este estudio en las muestras de suelo recolec-
tadas, se determiné un pH é&cido (tabla 2), con
mayoria de texturas franco—arcillosas y franco—
limosas, similares a las texturas de las que se ha
obtenido gran diversidad de cepas de Bt en otros
cultivos como arroz (Chatterjee et al., 2007);
sin embargo, Bacillus thuringiensis fue detectado
en los distintos tipos de suelos muestreados in-
dependientemente de su ecofisiografia, lo cual
indica que su ocurrencia no muestra ninguna
relacién directa con el pH del suelo. Esta carac-
terfstica quimica interactuarfa con otros facto-
res importantes, como son nutrientes, humedad,
cantidad de materia organica, que garantizan el
éxito en la supervivencia de una poblacién de B,
a pesar de su pobre capacidad para crecer plena-
mente en una comunidad edéfica.

Cuando se realiz6 el anélisis por regién de origen
(tabla 3), se observé que los municipios de Sia-
choque y Chiquiza cuentan con la més alta di-
versidad de especies tanto de Bacillus sp. como de
Bt, con 19 y 17 colonias, correspondiente al 37%
y 33% del total de cepas de Bt obtenidas. Aunque
en el municipio de Chiquiza se obtuvé el mayor
nimero de muestras de suelo analizadas, sélo
presenté un 44% de éstas, con presencia de B,
a diferencia de Siachoque, donde hubo presencia
de al menos una cepa de Bt en todas las muestras
de suelo recolectadas.

Tabla 3. Distribucion de Bacillus thuringiensis en muestras de suelo, por region de origen.

No. de muestras de suelo No. de colonias

Porcentaje del

Municipios Con al menos una | Seleccionadas {Olahge e g€
Recolectadas cepa de Bt (%) diferentes a Bt Bt (%) Bt obtenidas
Chiquiza 16 7 (44) 33 17 (52) 33
Tuta 6 5(83) 24 15 (63) 29
Siachoque 10 10 (100) 45 19 (42) 37
Total 32 22 (69) 102 51 (50) 100
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Esta menor presencia puede estar relacionada con
la existencia de una agricultura intensiva de mo-
nocultivos, con gran uso de productos quimicos
para mantener su produccién y controlar plagas,
lo que, probablemente afecta de manera negativa
la diversidad microbiolégica de sus suelos.

Por otro lado, en el municipio de Tuta se aisl6 el
63% de las colonias de Bacillus thuringiensis; sin em-
bargo, este municipio presenta el menor indice de
diversidad comparado con los otros municipios.

La seleccién de cepas de Br, por sus caracteristicas
macroscopicas y microscépicas; reveld la presen-
cia de una inclusién o cristales en los esporangios
(células bacilares con una espora en su interior),
siendo estos de forma bipiramidal, triangular,
redonda, cuadrada y amorfa (tabla 4). La gran
mayoria de los aislamientos con estos tipos de
cristales corresponden a muestras de cultivos de
cereales obtenidos de zonas agricolas y otras de
areas protegidas (tabla 1).

Es importante sefialar que la forma bipiramidal
de los cristales facilmente observable (figura 1),
predomina en suelos de bosque natural y suelos
cultivados con maiz y papa, lo cual concuerda
con los tltimos estudios realizados en varias re-
giones de Colombia por Armengol et al. (2007),
donde éste es el tipo de cristal més frecuente,
con el 60% de abundancia; igualmente, la forma
bipiramidal es muy comtn al ser aislada de co-
mida para animales (Meadows et al., 1992). Un
alto porcentaje de aislamientos presentaron in-
clusiones paraesporales de forma triangular—re-
donda no muy frecuentes en la morfologfa tipica
de B. thuringiensis en cuanto al cristal se refiere; la
gran mayoria de estos aislamientos corresponde
a zonas de bosques, pantanos, cultivos de avena,
leguminosas, pastos y calabaza. En general, los
cristales cuadrados fueron menos frecuentes, sin
embargo el tipo cuadrado—redondo se observé
en aislamientos obtenidos de suelos cultivados
con frutales y calabaza, con 67% y 50% del to-
tal, respectivamente (tabla 4).

Tabla 4. Distribucidn de los tipos morfoldgicos de cuerpos paraesporales por lugar de origen.

Nimero de cepas (% del tipo de cristal)

Total de
cepas

Bosque natural 3(38) 1(13) 1(13) 3(38) 8 (100)
Pantanos 1(33) 1(33) 1(33) 3(100)
Maiz 6 (43) 3(21) 1(7) 1(7) 2 (14) 1(7) 14 (100)
Avena - 1(33) 1(33) 1(33) 3(100)
Leguminosas - 1 (50) 1 (50) 2 (100)
Papa 3(43) 1(14) 1(14) 1(14) 1(14) 7(100)
Pastos 1(33) 1(33) 1(33) 3(100)
Rébano - 1 (50) 1(50) 2 (100)
Cebolla cabezona - 1(100) 1(100)
Frutales - 1(17) 4 (67) 1(17) 6 (100)
Calabaza - 1 (50) 1 (50) 2 (100)
Total 14(27) | 6(12) 2(4) | 6(12) | 9(18) 11(22) 2(4) 1(2) 51 (100)

Clasificacion Tipos Morfoldgicos de inclusiones paraesporales.

B, Bipiramidal; A-0 Amorfo—Redondo; A—T amorfo—triangular; C—T cuadrado—triangular; C—Q cuadrado—redondo; T—0 triangular—redondo; T-B—C
triangular—bipiramidal y cuadrado o rectangular; T-C—0 triangular—cuadrado—redondo.
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En un aislamiento obtenido del municipio de
Siachoque, especialmente de cultivos de papa,
se observaron inclusiones paraesporales de tipo
triangular, cuadrado y redondo (figura 2), carac-
teristica poco comun y escasamente registrados
en la literatura (Yara er al., 1999). Encontrar ce-
pas con caracteristicas poco comunes en suelos
Boyacenses muestra la gran diversidad de Bz. De
esta forma, nuestros resultados contribuyen al
conocimiento de la diversidad de Br en Colom-
bia, donde existen muy pocas colecciones carac-
terizadas, en comparacion con el resto de Améri-
ca latina (Bravo er al., 1998).
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Figura 1. Visualizacion microscopica de una cepa
nativa de Bacillus thuringiensis proveniente
de cultivos de maiz. Cristales de forma
bipiramidal (B).

CONCLUSIONES

Este estudio mostré que el 69% de las mues-
tras de suelo analizadas en la Provincia Centro
del departamento de Boyaca contiene al menos
una cepa de Bt, valor considerable, teniendo en

Figura 2. Visualizacion microscopica de una cepa
nativa de Bacillus thuringiensis que
presenta tres tipos diferentes de cristal
paraesporal: Triangular (T); Cuadrado,
(C), Redondo (0). Igualmente se observa

presencia de esporas (E).

cuenta que estudios en diferentes ecosistemas
de Colombia han reportado porcentajes del 82%
(Uribe et al., 2003).

Este estudio es un aporte importante al inicio de
un censo de la diversidad de Bt en Boyacé, con el
fin de contar con nuevos genes y proteinas ac-
tivas para el desarrollo futuro de bioplaguicidas
para el control de plagas de importancia agricola
de la regién.

Aunque en los ecosistemas agricolas como maiz,
frutales, pastos, papa y calabaza se determind
diversidad, los bosques naturales y pantanos fue-
ron una buena fuente de diversidad microbiana,
que debe seguir siendo protegida y explorada.

Esta investigacién constituyé la base para la
creacién de una coleccién de referencia, a partir
de la obtencién y caracterizacién de aislamien-
tos de Bt de suelos.
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