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_ANTECEDENTES

1 C re allza utlllzando
sect1c1dag qulmlcos, los cuales on:: de ampllo espectro Yo tlenené
1a capac1dad de matar gran varledad de 1nsectos. Sin embargo estos-
lnSGCthldaS tambien dafan a otros organlsmos como abejas, plantas;
,anlmales,” incluyendo al hombre. Su uso 1ndlscr1m1nado ~ha .
condu01do a la contaminacién. de “siielos Yy agua en el planeta, yaﬂque 
’.$on biodegradables. Ademésrlelw efecto resxdual de estos‘

1nSécticidas ha ocasionado qUe el organlsmo

‘oblemas, no han s;do observado

;oléglco (1)

té-espec1f1c1dad para el 1nsectoi‘ "”
ausencxa de toxlc1dad para plantas,,animales'

gran desventaja de los b101nsect1c1das es que: el lntervalo

hay un ‘amplio numero de V1rus,
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ictualmente—la-toxina producida por esta bacterla se.‘ha-

“‘para‘’ .transformar otras “bacterias Vcomo o) Pseud a.

rescens’ 'y tambien ' para - transformar. plantas.: Esta bacterla{'-“

resenta algunas: Ventajas en lo relativo a costos. los costos en el.

1,o,de produccién son muy bajos, al igual que las'ébstqs de’

p lcac16n, tambien Llene ventajas en ‘cuanto ‘a especificidad—fy~
7 sobre los otros organismos utilizados: comQ “'
ic'ﬁseétiéidés.~ En .. general, el proceso de producc1bn ,;yﬁ

,purlficac1én del producto ' obtenido a  partir de . B. t.,,,e mé_
senc1llo Y de menor costo (3), comparado con microorganismos’ ya -que

ilos v1rus requleren células. vivas para su desarrollo y. los hongos;g

,nece51tan medlos complejos, 1o cudl hace que el costo de producc;én‘
»para ‘hongos y v1rus sea mucho més elevado. ’

L érisﬁal'insectitidé de B.t. esta constituido - por una. protelna-‘
dénominada 8- enddtoyina' Estos érlstales pueden estar formados ‘por.
7un solo tlpo o por dlferentes tlpos de S— endotoxxna ¥ exhlben una .
lta act1v1dad, 1nsectlclda de gran espec1f1¢1dad a-‘diferentes
1nseétos. A 1a fecha se han descrlto una gran: cantldad de. cepas: de
con dlferente espectro de acciébn- hacia dlferentes insectos
eportado numerosas . cepas toézricas a . larvas.. de:

Tamblen se han descrlto “cepas con actividad.. .-
de 1nsect05 dlpteros (6)‘fyl°de 'iﬁsectdsﬂ“~‘

las cepas

: de,
"'rdo a sus antigenos~H flagelares en 27 grupos antlgenlcos Yo

962 De Barjac (8), cla51f1caron dlferentes cepas.: de B t.,

\ukgrupos, que-permiten.-distinguir 34 sero- variedades. (tabla 2)(8)

‘Posteriormente, se incluyeron antigenos del cristal, encontran ,
'ﬁna‘ correlacién entre el serotipo flagelar y el serotipo del
cristal, con ciertas excepciones entre varias subespecies de B't.i
El grupo del Dr Whiteley (9) posteriormente encontraron que algunas,;-
. cepas contienen dos o mas tipos de s-endotoxina en el cristal. Otrazub
forma declasificacibén es a través del uso de pruebas bloqulmlcas'ff
‘basadas ‘en la-utilizaci6n de diferentes fuentes de carbono (10) =
':Re01entemente,~,la",;la51f;cac16n se realiza anallzando




TABLA 2

CLASIFICACION DE B thurlngzenszs DE ACUERDO A SU ANTIGENO FLAGELAR

‘SEROVAR;EDQDESw

hur ngiénsis‘

lnltlmus f
alest1

; kurstakiﬂ]j
sotto .

Xenyae’
: galleriae”'

“canadiensis
- entomocidus
~subtozxcicus
aizawai
morrisoni
ostriniae’
nigeriensis

“tolworthi

toumanoffi it
kyushuensis@
thompsoni:
pakistani

fisraeiensis”*
~dakota

“indiana’

. ‘tohokuensis:!: .
“kumamotoensis:
tochigiensis

.yunnanensis’

~'shandongiensis

japonensis

neoleonensis

; ucoreanen51s
~isilo .

“mexicanensis

::darmstédiénsiST;':ﬁ'

‘pondicheriensis

S eglmer i st st

Berliner, 1915,
Heimpel & Angus, 1958

~.Heimpel = & .~ Angus, 1958~
“Toumanoff & Vago,1951;
‘Heimpel & Angus, 1958

de Barjac & Lemille, 1970
Ishiwata,1905; Heimpel &

‘Angus, 1958

Bonnefoi & de Barjac,1963;
Shvetsova,1959; de Barjac

‘& Bonnefoi, 1962

de Barjac & Bonnefoi, 1372
Heimpel & Angus, 1958
Heimpel & Angus, 1958
Bonnefoi & de Barjac,1963
Bonnefoi & de Barjac,1963
Gaixin, Ketian,etal,1975

“'deBarjac, Franchon,

Rajagopalan & Cosmao,
Norris,1964; de Barjac &
Bonnefoi, 1968
Krieg, de Barjac &
Bonnefoi, 1968
Krieg, 1969

Ohba & Aizawa, 1979 ]
de Barjac & Thompson,1970v
de Barjac, Cosmao, Shaiki&
Viviami, 1977 e
de Barjac,1978

De Lucca, Simonson &
Larson, 1979 )
De Lucca, Simonson &
Larson, 1979
Ohba,Aizawa, Shimizu, 1981
Ohba, Ono, Alzawa,etal 1981
Ohba,Ono,Aizawa,Iwanami
1981

Wan-yu, Qi-fang, Xue- plng,
You-wei, 1979

de Barjac,Franchon &
Rajagopalan & Cosmao

~.De Lucca,Palmgren,

de Barjac, 1984

Ying, Jie, Xichang, 1986
Ohba,Alizawa, 1986
Rodrlguez Galan, etal, 1988
de Barjac & Lee

de Barjac & Lecadet
Rodriguez y Galan, 1988 .




d erenCLas en: Ta secuenCLa, estructura.y organlzac16n de los genes

“endotohlna, asi como en. su. espectro.de toxzicidad-contralos-
,diféréntes insectos. De tal manera, se han establecido 4-clases; dé
las que producen proteinas Cryl que ataca a larvas de insectos
epldépteros, CryII que ataca a larvas de lepidb6pteros y dipteros;

CryIII que ataca a larvas de insectos colebpteros y CryIV que ataca‘
'larvas de dipteros (11).

‘Dentro de estas clases se han reportado diferentes subclases, en
ase” a diferencias en la secuencia nuclebtidica ‘del gen. de 1a,
8- endotoxlna, de tal manera -que dentro de las proteinas CryI,,

'han descrlto 6 . subclases; cada una de las cuales presenta act1 1da s
b10c1da hac1a dlferentes tlpos de insectos lepldépteros ;

DE ACCION DE. 3-ENDOTOXINA DE B;féhqringieﬁs 5.

ox na {def.este m1croorgan15mof se 51ntetlza durante ‘la

porulacién.. El peso molecular aproalmado de: esta proteina es de -

30 'ék 1140 "Kpa "7y 'se 'le’" denomina protox1na.» protoxlna es
fdlgerlda en el intestino medio del insecto” por las condiciones
falqalinas y proteasas presentes, liberandose’ un péptido toéxico de
r:menor tamafo, aproximadamente de 60 a 70 KDa. Estudios histolégicos
‘in vivo, con larvas de lepid6pteros alimentadas con diferentes
“tozinas han demostrado que la toxina afecta las células del:
epitelio del intestino medio de la larva (12). )
‘ 3;Lo$.cambios histopatologicos descritos incluyen: hipertrofia de-las:
células del epitelio  intestinal,  desintegracién = de 185

.microvellocidades, alteraciébn en 1os organelos citopléSmatidos{%y}
“del hucleo, vacuolizacién del citoplasma y -finalmente liélsfl‘

sicelular.

“Experimentos’ realizados con toxinas. activadas in vitro,. mediante:

“tratamientos con enzimas protecoliticas han demostrado ‘tambien: que:

:la toxina causa cit6lisis en ciertas lineas celulares de insectos -
lepidbpteros y de células - del intestino medio de larvas (12).
Actualmente el mecanismo de acc16n de la toxina mas aceptado es el
propuesto por el Dr. Ellar (12a) con la hipotesis de la osmosis
‘coloidal. E1 mecanismo propuesto es un proceso en  dos etapas en'el
-cual ' la - toxina'  primero  reconoce y Se une 'a . un receptor ‘de';
,superf;czewy;segundq,,1nduce la formacién de poros.en la membrana.f‘
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mpanado poi'Gnébéﬁtrada'de’éguaf‘dando como resultado que‘iés“

»lth de ac016n es 1a membrana epitelial del intestino medlo,‘"

nde la S— endotoAlna se une a receptores espec1f1cos La presenc1a

6 endotox;na marcada con Iodo radiactivo. leerentes
sin embargo,

ndotoxxnas parecen reconocer diferentes recectores,

‘al efecto de la toxina en la membrana,
! ;vgxperlmentos realizados por Wolfersberger iy
olaboradore$ (i6); USando vesiculas formadas defmlcrove11051dades'
pltello 1ntest1nal de Trichoplusia ni, indican que‘ia;i
t. altera la permeabllldgd ‘del potésio.-’

existen varias

Jrlmentoé' reallzados ‘con vesiculas formadas: conA—,lasg;
:ovgllpc1dades del epitelio de Manduca sexta, han demostrado qdei
entrada de ciertos aminoacidos al  intestino - medio ‘es:
ependienteide un gradiente de potasio y que este es inhibido por:
iéiﬁ-éndotoxina. La s-endotoxina altera la permeabilidad de sodidiyffV”'

potasio en estas vesiculas, pero se han _encontrado quer,toxinas,
6551 identicas solamente alteran la permeabilidad  del pdtasiq.—Losf{ﬁ
_oheé"sodio requieren poros. mas  grandes que. los  iones: potaSib,
Wolfersberger sugiere que el tamafio de 'los. poros 1nduc1dos por: la_'
) -endoLox1na pueden varlar, s;endo algunos poros més selectlvos que»f-~
otros (17). - S
';Recientemente se ha reportado que el efecLo de: la toxina puede serii
Tbloqueado si se tratan 1as membranas..cons el 1nh1b1dor de canales'de
sodio (tetrodoxina) y potencializado si se tratan. las membranas con
: el inhibidor de canales-de pota51o (4- amlnoplrldlna) (l2b) e :
‘Tambien en Manduca “sexta se ha reportado que’ la. 8= endotox‘na es!
capaz de inhibir el transporte actlvo de poL351o en el intestan 
medio ~de las larvas, postulando . que esta tox1na afecta ‘1a;
permeabilidad  de el epitelio - (13)...7Por- ﬁliimo conv1ene menc1onar;f
“que. en 1990 Slatin;y et;al (14} reportaron que dos dlferentes'
d-endotoxinas. CryI{a) - SY e CryIIIA, forman ca ale‘ 1on1coé
ipidica 1.n;res.3Los cangr ado '

“SelectivosTen bicapas’




orlnas son altamente selectlvos a catlones. La’ habilidad de

obre células . sensibles y suglere

inas pudleran ‘actuar por mecanlsmos comunes.

;ES?ECIFI¢;DAD bE,LA 5—ENDOrOX;sA DE s,rj'

arxaéiéﬂ enV{elf rangb~'de -acc16n de una i g= endotoxlna
Sp! iflca puede estar lnfluenCLada por. dlferentes mecanlsmos. Se ha
rlto ~que; la ,1arva puede afectar.” la solublllzac1én y/o
ocesamlento proteolitlco de Ta protoxina a toxlna (15)

‘R c1entemente dlferentes grupos de 1nvestlgaC16n, se han enfoca

1 estudlo dcl modo de;accit6n: de’ la toxina de .B. t. . Experlmentos
reallzados con ‘toxinas marcadas con 1'?s Yy ve51culas formadas. >
mlcrovellosxdades aisladas < del  epitelio }ntest;na1, 1
‘existencia :de'un receptor especifiéo ipafar,'
ésenEé ~Solamente,. en . las ~membranas .de. ins

corrélaéibh

usceptlbles. De estos estudios. se ha establecido una

tal manera-: ‘que - la- —o:rausenc1a-»de,

stos receptores determina 1la especificidad de'cierta ‘toxina (15

presencia

‘S:iCLONACION ¥: CLASIFICACION. DE, GENES. DE B—ENDOTOXINAV

'de estudlo. locallzar el gen que codlfica para

'mecanlsmos que controlan su expreSLOn.

se ha reportado que cepa

' cuanto.a la locallzac16n del gen ;

formar el cristal y por lo tanto tambien la actividad 1nsect1c1d
la ‘reversib6n de estos eventos ocurre. pocas veces. La- pérdlda

irreversible de la sintesis del cristal parece estar relac1onada
‘con -la ausenc1a o pérdida de: plasmidos ' (18). Experlmentos

1nducen 1a perdlda de plésmidos’ por tratamlentos .con
.acrldlna y. calor (19,20), demostraron: qu :
1erde 01ertos pléasmidos, pierde. tamble
rlstal, lo cual llevé: a la'concl’s
odlflcada en un plésmldo..f




*1983, ‘el=grupo..del. Dr..Kronstad (21),7Utlllzé un. fragmento de
732 pares de Dases de una clona que codifica para .la s-endotoxina,

como sonda radiactiva en experimentos de hibridizacién en banda.’" "
Cuando ensayaron los pléasmidos de 22 cepas de B.t., representando
14 subespecies, encontraron que la sonda hibridiz6 con un plésmido’ '
-‘en 8 cepas, con mas de 1 plasmido en otras 7 cepas; en 2‘de-ellasv,',';;
la resolucién fue insuficiente para diferenciar entre 1 0.2 4
‘:plasmidos. El intervalo de tamafio de los plésmidos hibridizados
7 Bstila entre 33 y 150 MDal. En una subespecie, wuhanensis, no huboi..
'ifhibridizacibn en plasmidos, pero se observd una:- fuerte seﬁalgde‘_ﬂ;
hibridizacién en el ADN total, indicando que el gen puede tambien
ésfar localizado en el .cromosoma. Posteriormenté se - ha reportado . -
que los genes presentes en el cromosoma de B. t. no-se expresaq,'
(22) Para otras 4  subespecies, reportadas como .Tio téxlcas s
llpldbpteros no hubo sefial de hibridizacién en plésmldos nllen [
AbN ‘total. La hibridizacién de plésmidos 'y ~ADN- total de -
sdbespec1es thurlnglen51s y- kurstaki reveld que 1la homologia
gen . clonado estaba asociada a un plasmido-y "que varias: de:esta
cepés cofitienen miltiples regiones. de: homologia,,,;mpl‘c

prcsenCLa de varios genes de S-endotoxina (23). :

Lé clonacxén del gen que codifica la &-endotoxzina, fue
por ‘primera vez por el grupo de Schnepf y Whiteley en:
?Posterlormente otros grupos de investigadores han’ clonédo;geh‘
d-endotoxina de varias subespecies de B.t.. A éuiyez_hahiéiq'
"1dtilizadas estas clonas como sondas para localizar"geheé}qde{
codifican para s-endotoxina en otras subespecies. Re ‘
. Hasta 1989 . habian sido reportadas 42 secuencias nucleotidlcas ‘de.

"genes que producen la proteina del--cristal (11). Muchas de estas
'.i secuencias son idénticas o muy semejantes, representando al mismo e

a, gen; Tomando esto . encuenta, Hoftman y- Whiteley (11), sugiere: quefﬂl'
que'ex1sten 13.-genes.diferentes que codifican para la famllla‘de”
an

protelnas Cry. Como. se mencioné . anteriormente estos 13" genes,
sido divididos en 4 clases y.varias subclases, caracterlzadas tanﬁd

por sus similitudes estructurales como por-el espectro de’ act1v1dad;
‘insecticida de la proteina codificada (cryI, cryII, cryIII y c:yIW.
'(tabla 3)11),: Las protelnaS' ‘cryI especificas contra 1nsect05'
1ep1d6pteros son las-mas: estudladas. Se:han reportado 20 secuehc1as
de los cuales se pueden dlstlngulr 6'diferentes
) n’ la Tabla 3 (11)

de- genes CryI,J
‘subclases, )

_CO




- : » n an ‘mas. del 50% ‘de homologia ';}._
: re ‘si y 1os pro" enes CryIA (a, by c) poseen_
i més del 80% de homolog e “A‘) (11) Cada una-de estas proteinas
pres»enta un rango ‘yc.ie\

lepidbpteros'.a cesa te 'senalar que productos -génicos muy °
" relacionados ‘pose. es-diferencias en cuanto. a . toxicidad .y. ..
',especifrig:i'da”d_ (11), se muestran datos de tox;c:.dad' i

fijoiiio"terminal; no. esta relac1onad:
le ha atrlbua.do un : papel 1mportante
dad de la estructura ' del cristal (11) o
cvl‘e'»f_:”éli‘ne‘émiento de los' ‘diferentes’ genes Cry:

amlno ~~term1nal (am1noéc1dos 1 280), segu1da de una
es:.duos 280 650), la cual se. le- ha dad










A263, encontré que 'enki

cryIII y ery IV}, !
conservadas LLPC

En 1983, elf grupo ‘del ‘Dr. Lereclus

provenlente del- Streptococcué

‘ipeso molecular 'de 20 MDa.; posterlormente a>/

purlflcarlo encontraron que tenl

:provenlente de un plésmldo de B. 'plésmidov’v'

1br1dlza016n
jpresentaba homologia. con otros: plésmldos:de

‘como sonda .en experlmentos de observaron' que

arlas subespec1es de

:B.at.. Posteriormente, ‘este mlsmo grup de ost é que este 1nserto

delﬁ MDa., ‘contenia un transposon, _que'pres £ la secuencia para

una - ~transposasa; asi - -como clementos 1nvert1dos repetldos,z
denomlnados IR1 (1.3 Mba) a:los ‘2 extremos del gen transposasa. Este
_transposon presenta una. organizacién compleja, ya. que encontraroni

’,;gn;isggquprre;emeqtgw repetido flanqueando ‘los eALremos “del: gen:..
‘transposasa, denominado IR2 (1.6 MDa) (30,31) (£ig.3)(30). .
La secuencia. de 3 MDa. es referida ahora como transposon Tn44§Qﬂy 

es el primer transposon aislado del género Baéillqs;7este”segmehto;1 7>
de ADN es similar a los transposones. del. grupo. Tn3‘(32)’ Lo més .

importante respecto a este transposon Tn4430, que» esté"

directamente relacionado con el gen de ‘la &~ endotoxlna (33)
En 1987, Mahlllon et al (34), secuenc1aron~otros

»1nserc16n flanqueando el gen ‘'de la tox1n
:;1715, encontrando 27var1antes
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1emcnt05"y el -gen-de
fen flanquean el gen de la - endotoxina. En-- 1986‘
“”que ‘el transposon Tn4430 ‘puede  transponer Cent E?
_f, La ev1denc1a de ‘la transposicién ~del Tn4430- a _otros-

! dos yrels arreglo de los. elementos. repetidos’ flanqueandovif i

una-.asociaci6 estructural “entte estos

genﬁ de “Ja tox1na ; sugieren que el gen de-la 3&- endotox1na,f
sodria estar tamblén sujeto a. transp051c1bn, lo-cual expllcarla aun. -

: separad05<“
'entre 'si por 16 pares de bases, ‘el promotor BtI es: actlvado ‘en’ un~["'

se transcribe a,parLlr de 2 prom torés

stado ‘temprano: de esporulac1én, mientras que el promotorrBtII,

ctlvado ‘en_la mitad: de’ la fase de: esporulac16nv(35)
;La transcrlpCLbn "in’ v1tro" a partlr de BtI es catalizada. por una’
:RNA pollmerasa ‘especifica de la etapa de esporulac10n ‘que contlene g
:una nueva subunidad-sigma. (¢). de .35 KDa. (36); en camblo los genes e
egetatlvos son transcritos por-otra- RNA pollmerasa presente séloi
en: 1a etapa vegetativa, la cual contiene una -subunidad SLgmavde i
l;Kba. La ﬁranscripcién de BtII reduiere de 1a. RNA polimerasa, de

’ tapa de esporula01én con una-’nueva ‘subunidad sigma de 28 KDa.vJ

romotores BtI y BtII fnof muestran homologia'_¢oqﬁ

Ias

os genes CryIA(b) Yy CryIA(c)
‘misma estructura del promotor que CtyIA (27),‘y la transcrlpc16n7r—

CryIB CryIIA '

se ha reportado que poseen la: .

requ1eren ‘de la ”RNA 'pollmerasa

fpollmerasa con 1la sigma 35,
,organlzac1én génica. T R
nyor otro 1ado se ha ‘descrito. la pres
cual 1ncrementa la establlldad del mRNA

,7parc1almente

responsable



"10' METODOS..DE. TRANSFERENCIA DE - INFORMACION GENETICA
‘EN B

'thurlnglen51s

*Los métodos que s ‘ an utxllzado para~transferenc1a de: 1nformac16n

/genétlca entre cepas “di

son ‘la. conjugacién, la transformac;én‘

'y 'la transduccién. uny “sistema: que’ lnvolucrar,el ‘con

célula- célula‘~ fue descrlto en ©1982 ' por Gonzales

colaboradores(39) : Descubrleron, que algunos _Pléasmidos de
podrian ‘ser’ transferidos.. por’ bonjugacxbn a . cepas de B, ~cerrus
durante ‘el crecimiento en Cultivosimixtos, ‘demostrando ademéé que

falgﬁnos»'~de{ Jestos pléasmidos . transmisibles ~ portan el Cgen
sttuétufal'de‘la 3-endotoxina. 'Lasbcepas de B. cereus utilizadds, .-

vdson bacterlas Gram 9051t1vas capaces ‘de esporular, pero. no produce’

‘nd9t0x1na Bn camblo las cepas transconjugantes de B. cereus
as’ codlflcan para ,vuh :.8~endotoxina con: - la ‘' ‘misma
Cquel la ““producidai: por . la 1cepa donédéra}
1ormente, Rapoport Yy colaboradores en 1983 (40),-rea1izaroh,
'exper mintos de con3ugac1én -en- donde :utilizaron como cepa donadora\
s'btllls que posee; el .gen. .de: 6 endotohlna ‘cryIA(b), clonado;
de: .la- subespecxe berllner 1715,;y como receptoré una’ cepa mutante{
'cf‘subesp kurstakl que no produce 8- endotohlna Y tamblen una

'segunaéz cepa receptora de - But. subesp 1sraelen51s, la cualf
’pfésenté una - s-endotoxina activa “contra --larvas _de dipteros,
perﬁéneciente al grupo cryIV. Al realizar las cruzas se obtuvo una:
iféhééohjugante de la subesp. kurstaki gque producia el crlstal,yﬁ~

presentaba actividad toxica a larvas de lepidopteros caraétériétida e

‘genes . cryIA(b); y tambien transconjugantes de la subespec1ef~
'flsraelen51s la cual producia- ambos tipos de a- endotoxina’ '(cryIA(b)
Yy . -cryIV}), que son. activas contra larvas  de dipteros Cyio

ylepldOpteros ; i i
a ‘transferencia ~de -informacibén genética por cqnjpgaciéh“'eﬁ:réi
pec: nt : “'tf/!‘
iépérté una 1nteresante posibilidad de ampllar la 1eépécificidad‘al-

gepas de B.t. y otras especies de bacterias 6*enﬁfé5Cépééfde{

'introddcirkvarlos genes de  s-endotoxina de dlferentes origenes’ ‘en..

‘tjuna misma cepa receptora. La transduccion es ‘Ia transferencia ‘

;"enétlca entre bacterias mediada por fagos;: varios fagos han’ 51d09'j
“a slados y ‘usados para estudios prellmlnares de mapeo en cepas de;; 
éomo los:fagos TP13 y TP18 (27). e -
tranéferencla de informacién , gehéti¢éf1'A




,5 protoplastos de B.t. pueden ser transf
bs' en presencia de polletllengllcol, se han~f
 cepas de B T subespec1e HD1 y B. cereus con el plasmldo
ipC194 (41 42) Otro ‘procedimiento de transformac16n d

"}ﬁB T por, electroporac1bn(43), en el

.formac;bn prev1a de protoplastos, esta basad g
;voltaje'a una soluc16n de 10° células y

‘f,la ef1c1enc' 'de transformacié6n es .ma
e protoplastos (43).,:




OBJETIVO

'T'Ttlenen accién. . sobre lepldépteros' o:“"
‘toxicidad contra diferentes insectos. .

caracterizacién de cepas de B.t., el cual:
puntos. anteriores: i
'1- Nimero deproteinas asociadas al cristalf
‘a2— Numero de genes de &- endotox;na - :.”*
o 3- Identificar prpteingsl especificas
colebpteros S E

“contra

f*las cuales las hemos obtenldo de 'diferentes

fuentes, f

wpn una excepc1bn que es la cepa HD-1,
posee 3. genes de §-endotoxina cryIA(a),
_a 51do ampllamente caracterizadop . pc

la cual esyla cepa

:,:(prbdﬁct::o'Dipel) (). -
‘definiri el . nimero de proteinas® asociadas:i

'1nsect1c1da, se purificarén los cristales de las dlferente
vpartlrv de cultivos esporulados. Se identificaréan .las protelnas
‘.espécificas 'cohtra lepid6pteros o contra: colebpteros medlanﬁe
'Ninﬁunodeteccién utilizando anticuerpos . policlonales contra
== JA(b) .y cry IITIA. El numero de pléasmidos gue portan el gen“de‘la
,’6—endotox1na se visualizard mediante hibridizaciones tipo sourthern
;.de ADN de plasmido utilizando como sonda el gen cry IA(b). En eéte
,anéli51s no podremos distinguir los plasmidos gque codlflcan para~
"genes ‘especificos~contra colebpteros, ya que no contamos. con unigen“
‘,cryIIIA para ser utilizado como sonda en nuestro ané1151
tox1c1dad de estas cepas contra diferentes insectos lepldépteros‘
 seré evaluada por la Facultad de Cienclas Biolégicas der la’
UnlverSLdad de ‘Nuevo Leobn. G
: 'caracterlstlcas

de ' restringida especificidad de':las




“como: segundo ol

ive el establecimiento, _de una estrategia para
facxlitar la ‘construccibn de-una. cepa de ‘B. t que e

".genes de 6 endotoxxna de diferentes origenes.

'Para la - .realizacion de este ObjethO escoglmos —el método de "
~con3ugac1én como--sistema de transferencxa de 1nformac16n genétlca ¥
proponemos’ varios métodos para marcar el ‘plasmido -que: llemﬁ ) o

“informacién ‘para é-endotoxina a fin de poder 1dentif1car las cepasg
'transconjugantes e de mantener estable la expre51on de 2 o més‘f
toxxnas en: una sola cepa., =




glen515 (B t ) estas fueron obtenldas de dif re te

'epas de E. coli (tabla 6), asi como Streptococc
'llus subtllls (tabla 6) B :
Tabla 6

onjugacién |




2.2. MEDIOS DE CULTIVO
C §, faecalis y B. 'subtillis;

evadura

rcontlene agar al 2 0% ‘con” el antlblbtlco respectlvo
fPara 1nduc1r la producc1 n'de la protoslna, en la

‘se utllizé el medio ,HCO (46), .que Contlene. Bacto peﬁtoha'iT

. . gr/lt. KH,PO, . 0.05M, M S0, 4.8%107°M, M_SD,.4H,0

‘1,3x10 M,ZnSO 7H20 4, Bylo M, FeSO 7H2 7 lxlO M, CaCl2 an'
1: 6x10 M PH 7.2 y glucosa 1.66x10 ZM.,' . i
k m1n1m07(47), para cre01m1ento de B.T. es el 51gu1ente.
Tiamlna 0 01 gr, KH PO 6 O gr, VgSO 7H 0:0.20 gr
eCl,6H,0 0.04 gr, 5
"'-gr; Glucosa 50 0 gr, Gllc1na
ajustar a pH T 0 con NaOHI

: 1,lltrop La glucosa y casaamlno

 Tetraéic1ina 4ug/ml

.200ug/ml, Rifampicina

; optlcade'

::'centrlfugac1éna 7500 rpm por 15 mlnuLos Se resuspenden en’ 0 5 mlq-'
lde ‘buffer TE (trls SOmM + EDTA ZOmM. pH 8. 0):. se adlcionan 9.5° ml .
de soluc;én-’rz +.10% de so -+ 0.085M de NaOH; pH final 12.4. Se
lncuban 30 mlnutos a temperatura amblente con’ agitacién ocas;onal
suave. Se adic10nan i BN 0 ml de. SDS al 10% 'y se mezcla suavemente .Se
;agrega 1 0 ml de Tris 2M pH ; O y 3.0 ml "de Nacl SM,'se,nge




exr b da la noche a 4 C Se centrlfug ‘an 11000 rpm por 15 mln
"c1ona al sobrenadante, 3. 6 ml de polletilengllcol al 50%(p/v)

antlene ‘en hlelo por: lo menos durante 3 horas. Se centrl uga -

sobrenadante
los™y. se resuspende

f*po:y“lST:m Se--descarta“;

,1nv1erten los tubos, y sé dejan secar los‘pléSm‘

Guardar a 4 C

antéridr,vse ad1c10na el respectlvo antlblbtlco

n rlfuga a: 000 rpm, 10 min., 4 ¢ Se resuspenden 1as células
-un‘total de, 10 ml/lltro de cultlvof de sacarosé'al 25% I'r
:SOCmM, EDTA 1 mM, pH 8.0 y se deja en hlelo en hlelo.i e
“Afiadir 3 “ml: de EDTA 0.25M. pH 8.0, 10.mg de llSOZlma,j
RNAssa (10mg/ml), se mezcla suavemente y se- deja en- hlelof
fanaden 3.ml de mezcla litica de Tritén 3X (3 'ml de triton
-1 75 ml de-EDTA 0.25 M, 15 ml de Tris-HCL 1 M pH 8.0
se mezcla suavemente y coloca  en hielo 15 min._""
5'18000 rpm por 40 min. Se decanta el sobrenadanté'én

jéraduada de pléstico, anotando .el volumen, se vac1a a
i:250 ml, se adiciona un volumen igual de agua destllada.3
;,60lumen de fenol saturado frio (fenol saturado -con. a"ortl
-una mezcla 1:1 de fenol destilado sobre zinc, y Tris-HC )
: iOO mM, pHV 7.5}' se equilibra toda la ndche"fcon"ég
: ‘:mezcla -suavemente y se aflade un volumen de cloroforﬁo5iguél

~fenol, se mezcla. Se centrifuga a 6500 rpm, 10 min, 4 C s
lékfase superior en otra botella de 250 ml. Se afiaden’ 0 2:
’de:NaCL 5M-y 0.33 volumenes de polletllengllcol 6000“a

Cmezcla debe dejarse a 0°C durante toda la noche.’

739000 rpm por20 min, se resuspende en buffer TNE(ZO mM
. lM NaCL, 1mM . EDTA ) y se prec1p1ta con etan




a que el IPd és sen51bleb 2 :
AdlClonar 1507ul de una soluc16n de

Cubrlr con 2.3 ml de aceite mlneral Se balancean

tde las camlsas, con acelte mlneral Centrlfugar con ro o
'fBeékmén) a 38000 . rpm,. por “20- "2 horas ‘ar 20
gradiente . sera visible con.. luz ultravxoleta
~“fluorescente. Se observarén ‘dos bandas: la~super

'DNA bacteriano y plésmldo roto; y la- 1nferlor, por e
“la oscuridad y bajo luz UV, picar el fondo de los” tubos v colectar,

; ilentamente el DNA de plésmido en un- tubo eppendorff Para eliminar

i el: IPd ‘se UtlllZa una columna de intercambio™ f6nitco: ‘Dowex 50W- X8,:

1Blp;rad,ﬂtratada con 4cido y luego con base,_lN respéctivamente,

_ehffaii;éda y almacenada en Tris-HCL 0'1M, “NaCl:0.:5M, pH 8.0. Para‘
'liﬁihéf'el IPd; se colocan 2.0 ml de: resina:en una pequefia columna,
Yy .se equ111bran con 10 ml de amortlguador de resina Dowex: Tris-HCL.
50'7mm, pi 8.0, NaCl 1M, EDTA 1mM, por cada ml de resina. En_la
oséurldad se coloca la muestra dllUlda 1:1 con amortiguador Dowex,
“’si’no’se ' hace la dilucién del CsCl, el complejo DNA-IPd se muevg’j :
. demasiado rédpido a través de la columna, eluir lentamente y'aﬁadir,; 

1po; lo menos, un volumen de columna de amortiguador Dowex,para_f
lavar el DNA remanente. Revisar con luz. UV si todo.el IPd sé'ha
‘eliminado; si algo salié, correr el eluato a través de una-segunda

_:columna. Dializar el DNA contra 2 llLIOS de: Trls Hcl 10~
“mM; pH 8.0 por 6-8 horas.a 4 C Repetlr 1a operac'én
veces mas. /
““afiadiendo:
20%. Dejar a
JA-20 (Beckman), a. 4 C, 60 mln,
Resuspender en 0.5-1 mli

-20° C por una hora o més‘

a: 650‘0 r.pim.




mM de Trls 10mM de KCl pH 7% 5, 10 nl de’; sacarosa 67% r/
mlsmo buffer Y- 10 ml de: sacarosa 45% p/v en el 3
, ,Centr1fugar en: ultracentrlfuga xqon, ,
- 14 horas a 4°C. El cri 3 una
,,a 87% 'y las’ espora
1‘Hf 1nterfase : P

fracciones que:icont




residual. El pellet final

1oflllzarlo.

Pesar 0.

‘pararon mezclandqw
krls—HCL S 5 MpH 

o 0034 M, durantq}

ebajo de la banda en 130 KDa, se

el en un’ mortero, se’ adlClonan 3 ml: de:

“se macera ‘Se. succiona’ con una jerlnga."‘

el macerado, se quita la‘
‘CO




oV AS .. SE_ llbera el alre atrapado en las respectivas jeringas, se

.cierra la via de al

la mezcla..del contenldo de las 2
151on estable Selnoculan los.c o

“jeringas hasta formar un"em
con 2 ml cada uno . con. “la mezcla Spor via subcutanea(l ml por
_costado). Se dnoculan’ los  conejos por 4 semanas mantenlendo las-

mismas condiciones.

A la 6 semana se sangran los conejos pof la vena safena (ofeﬂa)
" volumen de 10 ml, se -coloca en un tubo esteril de vidrio.
mantiene el tubo a temperatura ambiente, removiendo el cdégulo de’
las paredes del tubo teniendo cuidado de no destruirlo, el suerorse
recupera en un tubo eppendorf, centrifugar a 3000 r.p.m. por 10 min,.ff f;
el sobrenadante se coloca en un tubo eppendorf, rotular Y almacenar
a —20 cC.

2. 11, TRANSFERENCIA DE. PROTEINAS DE GEL DE ACRILAMIDA A PAPEL.
TDE’ NITROCELULOSA ‘ : :

eles p ra transfer1r, el 6tro se tine“con: azul de coomass;e'para
Y dlfu51én, du:antg 15 hr. a 300. mAmp.

‘trihsfefidaé/‘ 
lbumina al 3% er
'1153M), se deja agltando 1-h
1a solucién anterior ‘yf‘se‘ I
fboii—HDZS, poli- cryIA(b} 6 poli- cryIIIA )

“en TBS 1X por 1.0 h-a temperatura

‘;implo, se. agregan 10 ml” de H
. TBS1X + 0.05% NP40 & Twee“‘
1;decanta Y’  agrega 5/ml¢ﬁ




”ecanta, ad1c1ona

"un ‘tubo: llmp10,~ njuaga “Con: H, 0
fTBST X470 05% ‘Tween 20 durante 5:mini 2 .veces 'y una vez con 10 ml
eubuffer Trls L0 5MY pH V6, decanta Y ‘se’ agregan 20 ml. de
oluc1bn de Dlamlnobenc1dlpa(2 ,mg/ZO ml: + 4 ulde H202 incubar por

10 min.,: la" reaCCLOn se detlene con” agua, 'se’ seca el papel..de..

inltrocelulosa y se toma la foto.

’ '2 .12a. INMUNODETECCION {EN [GOT

crlstal espora
vnltrocelulosa

\Cuando se alcanza esa densldad optlca,‘égfegé
.sefvlncuba ‘agltando durante 30 mln jse

Centrlfugar las

one ntra;*éh'liml dé Luria, platear 100 ul por caja con
~sigui¢ntes antibiéticos: Rifampicina 15ug/ml,;
: 100 'ug/mlo Eritromicina 0 5 ug/ml, se incuba” '

;caj's de agar Lurla .con el doble de antlbxbtlco.

se reactlvan las
> “ medios con-
epas 5 ml de medlo BHI




7papel de flltro esterll' mllllpore\

.temperatura amblente. Se colocan los




~:de uné' solucibn fria de- CaCl2 50 mM (3. 67 g en" 500 ml) 10 mM
VV'Trls HCl 'pH 7.5. se mantiene .en hielo aproxxmadamente 1 h:
'fcentlfuga a 3000 - rpm-por S-min  a 4°C. Se resuspenden en 25 ml d
'una solucién:fria de: Cacl2 50 mM, 10 mM de Tris- HCl pPH 7*5, ‘
Glicerol. Se alicuota -en tubos ‘esteriles preenfrlados y con
rapidamente - en  hielo - seco - .con  ETOH o nltrogeno','

almacenara =70°C:

~.del plésmldo a transformar, en: 100 ul de TC
‘mM CaCl2 ;30-50 .mM MgClZ) hAd;c1onar_lﬂorq;
~se mezcla lnmedlatamente “Incubar a 0°C por
(25°¢) '

por iO'hiﬁ

'temperatura amblente

H . Ligse agita suavemente por 15 min.' 'Se desca t
p e adLC1onan 100 ml de una solucién de NaOH 8 SM yﬁNaCL
: se aglta por. 20 mln. Se descarta el liquido 'y se- adicxonan
nuevamente otros 100 ml. de ‘1a’ solucién anterior, 'se aglta ‘por.’ 25
v .se desecha el llquldo.,Se adicionan 100 ml' de una solucxénf
de: Tris 0.5M pH 7 5 “NacL 1 '5M; “se~agita:durante- 457"n.,$e,c9;oca
el gel sobre un.puente de papel whatman sumergidos ambos 5 &
puffer SSC 6X (NaCl 0. 9M, citrato de sodio 0. 3M) pH. 7.0) . Sbbre
el gel se coloca papel de nitrocelulosa. humedecido con buffer SSC

ados en

6X, marcando la orientacién de los carriles. Se coloca encima. del
papel de nitrocelulosa otro papel whatman, del mismo - tamafio Que el
’gel .y-encima de esto se colocan unos 10 cm de papel absorbente.vsé
deja a temperatura ambiente toda la noche, -a fln de permltlr la
=transferencia del ADN al papel de nltrocelulosa. ‘Se seca el papel
de nitrocelulosa 2 horas a 80 C,_en uniharno de~vac§§g; : :




; Las hlbrldlza01o

. El"papel” de nltroce uiosa con ‘el 'DNA trans er1do se,me e;
bolsa ‘de pléstlco y se humedece con la 51gu1ente g

5 ml se utllr

e reallzaron tlpO sout e

,.‘prehlbrldlzac1bn, para un volumen flnal de
‘E-Denhard 10% ‘de una solu010n ‘'stock de Buffer
{; gr, Pollv1nllp1rrolldona 0.5 gr, ‘BSA: 0. 5 gr
'buffer §SC" 20X (Nacl 3M, citrato.de sodio 0. 3M),“7 u  '
'zox SSPE  (3.6M NaCL, 0.2M NaH,P0.H0, 20 mM *EDTI
-posterlormente ‘se- le agrega "ADN .de.-timo 1de rtefngra

: Teviamente hervido 10 min. 'y enfrlado en- hlelo durante
bolsa se sella, se incuba minimo 2 'hrs. -a* 65°C, :
ipréhibridizacibn se descarta .y se agrega la o
_1br1dlzac16n la cual contiene buffer Denhard 10x, buffe:
~buffer fosfatos SSPE 20X, adicionado con . DNA tlmo l 3
2 (5mg/ml); mas, 1x10°CPM/carril de DNA marcado con P*%; ‘que er
' ¢aso fue el pléasmido pBt200 que lleva el gen cry IA(b)..
'fLQé ADNs:deben de estar previamente hervidos 10 mih Y enfrlados e
hielo durante 5 min. Sellar la bolsa y repartir poxr:: todo el*
y’colocar en caja de acrilico a 65°C durante toda la noche’
3_Para lavar los filtros al final de la hibridizacién, abr .
vpor arriba y agregar 5 ml de la soluciébn 1 (SSC. 2X: * SD v‘O%"
> f_Se desecha el volumen contenido en la bolsa en un contenedo'
fde material radiactivo Abrir toda 18 bolsa~y~colocariel: ffL"
”ifla solucién 1 por 10 min a 65° C, desechar y agregar 500vml “de la*

~ solucién 2 (SSC 0.1%+ SDS 0.1% a 65°C). Incubar a 65°C por 2 '

" desechar el liquido yagregar: 500 mlmis de la solucién 2 i
20 min a 65°C..Desechar-el;liquido.y agregar Sqofmleae
(SéCYO IX);'lncubar 20 min a temperatura amblente7 oc:




. 2.20. HIBRIDIZACION BN “COLONIA™™

; Eara reallzar la hlbrldlzacibn
‘:vdescrlto en Maniatis  (50):

= Se colocan los: filtros de papel” e nltrocelulosa entre dos”
; de papel whatman 3MM Ty se esterlllza”a 120 CcC por 20 m1nuto§
"dejan secar ‘los ~filtros. Se - coloca el flltro sobre la caja de 

“pétfi, el filtro deberé humedecerse uniformemente. Se plcan las

:colonlas .aisladas .a partlr de la caja original e inocular: a unaf
nueva caja Y al filtro, cada colonla debe corresponder al lugar\
7o:1g1nal Se incuban  las cajas ‘durante ‘la noche a 37 C, Eagq

s y desnaturallzac10n se colocan 105 flltros (sobre;los ‘clia .
y wbolonlas deberan ser v1sxbles) con plnzas sobre una plé:a dei

papel whatman 3MM (las colonlas deben quedar hacia:

'prev1amente humedecido con una soluc16n de” NaOH' 0 5N Se'dejan los i

.flltros durante 8 min. Las colonlas deben  tener aspecLo brllloso,
i este no:-es el caso, se dejan 10 mlnutos mas . .
o la neutrallza01cn, se: coloca el flltro 3

M_pH 7 5, replte una vez esLe paso

4sobre una pleza de whatman 3MM, . humedec1do co

NaCL 1 ;5M.Se~coloca el filtro en papel whatma,
Se sumerge el filtro 5 veces: en etanol “a sol t

eque.

1 1ltro sobre papel whatman 3MM,
olucibn .de:. .NaCL 0. .3M durante 3 min.
'temperatura amblenLe

Se hornea el flltro

1. PURIFICACION DE 'nmi:’-"nn:ff-ezn

~ por Maniatis (50) . =
f;Se corre un gel prepara
i3 Hta 60 ‘volts; - el
‘_restr1CCLbn,i poseé
3~molecular, se utlllzaron
= Cortar ‘a lo ‘largo: de




carrll del ién- . de . 2-3 mm del,

Tefir con- Bromuro de etldlo para;

que posee ‘el DNA dlgerldo

ar:. 1as bandas con UV de onda corta, lgualar con ‘el resto del
rvar en’'el ‘transiluminador de UV de onda larga’ ;
1-2.
r‘el frente de la posicién de la banda de’‘interes 'y hacer

var con*-una hoja afilada por:-la regién 1nfer10r ‘de la band

suna. ranura penetrando . en el .gel. Con plnzas colocar una tlra de
‘papel DE81 dentro de'la ranura, colocar el gel ‘dentro de’la camaraf
1desa103ar el aire atrapado-en: la base: del papel,  iniciar- nuevamente:
jla electroforeSLS a 100 volts por:” 30:min."Observar nuevamente 1a'

qurcxén de gel tenldo v 8i l: banda de 1nteres ha pasado la. marca.

ifidal{'se asume que el‘fragmento de DNA ha quedado atrapado en: el

”papel Retirar la: tlra,d apel con la ‘pinzas 'y’ ‘¢olocarla en una ff%
ljerlnga de . pléstlco'de”
vjerlnga ‘en:un-tubo de: 15 ml de’ fondo conlco' Lavar 3 veces con 200 :
ulde’ soluciénde’ lavado " (0.1M: Nacl 0L TmM EDTA, 10 ‘mM*- Tris pH _*:

8.0), centrlfugar a. 2000 rpm por -3: mln cada una,,observan¢o'la

mly empu;ar el papel con el embolo de la a

,columna‘ (jerlnga) en cada lavada,: n

cuerpo ni.en la punta. Sacar. la: jerlng'v L
tubo eppendorf sin- tapa ‘dentro:-del::tubo: y .colocar rl
;dentro del " tubo eppendorf. Eluxr el DNA® con 200 wu dgf
veces-a 2000 . ‘rpm “por’. 3 miny Retlrar “lar jerlnga,

: feppendorf y hacer una extracc1én fenol Cloroformo
' 3»Ad1c1onar 2. volumenes de. etanol a- 20° C, dejar a

“i:toda‘la noche Centrlfugar a 7000 rpm por- 10 mln y .descartar

”;sobrenadante.

Secar a1l vac1o en savant por 10 mln "Resuspe d

-‘—20 C, dejar‘

,j(4 EDTA 1mM PH 8.0).y mantener

..La
_‘HhaI, EcoRI, Dral, Hindl

‘reacci6n fueron 10 ul




’reacc:l.ones r:'—con las—»endonucleasas fueron lncubadas a 37 C,

‘_Para las reaccxones de 11

o (boehr:mger mannhe:.m)
;buffer de llgasa y ATP O'

o3h




“de plésmldos que portanuelhgeni' ;
;purlflcac1én de 1os plésmldos; &

‘endé + el protocolo ‘réﬁdfféaof por. Kronstaﬁd et al (40),“ 7
e obtuvo el perfll de plésmldos para las 8 cepas. Como se observa?,

ila ‘figura~4, todas':las .cepas. .presentan varios. megaplésmldos Y.
',piésmldos pequefics. En la Labla 7-se numeran los plésmldos de cadai
‘cepa’los cuales van desde 4 a 11 plésmldos dependlendo de la cepa

:y pesos moleculares de l -a 150:MDa .

el perfll de plésmldos, el 51gu1ente ‘paso fué'determ nar

como

,son

R y métodos, utlllaando
estru tural cryIA(b) especifico contra lepldbpteros"
le Bt subespecxe berliner 1715, marcada con E

{plésmldos que presentan homologia con la sondar;,défrespo den
“‘plasmidos de alto peso molecular (tabla 8).

En - este = andlisis observamos que.:.algunas




"HD1__ _GM2 HD25 HO27

ATRON ELECTROFORETICO DEL PERFIL DE PLASMIDOS

"DE 8 CEPAS

)E,'B. thuringiensis.

‘Cromosomal’, M: Marcadores: de: pes
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egaplésmldo (HD27 B43 GM7 GMlO), .
(HDl HD25, B40), B
- ‘que - contienen més de- un gen de o
HD27
cual puede 1nd1car que se trata de-. un"-”

) cryIA (b)

.con: 2 .03 plésmldos

presenta una sola banda  con

Por ultlmo

CION DE LA TOXINA Y PRODUCCION DE ‘ANT

de sé

el ' lﬁéLodo

guxendo 7‘7

Lowry y

obtas ‘én gel de acrllamlda al 7%,

con 10 ug de protein
En la figura 6 se observa el patroén de protelna'
3 la
c10n del cristal se revis6 a lo. largo. del CUlthO por’rf

durante esporulacibn

‘cepas ' presentan

_p:.a utilizando una coloracién —simple con el colorante_:-.

_Posteriormente procedimos a la purlflcaCJ.bn “del
(51),':‘

ség(lh lo reporLado por Thomas y Ellar el cual

crlstal,

‘En 1a flgura 7 se observa el patrén electroforético de .
‘La-icepa  HD1: presenta: 3--'
la

roteinas asocxadas con el -cristal.

““proteinas, una: de bajo peso molecular aprohimadamente 60 Kb,

’cual corresponde a proteina CryII y -2 ‘dealto ‘peso -molecular
CryIA(a))  y. CryIa(b).
tamb:.én presenta 3 proteinas 2 -de alt:o peso molecular 'y -1

'corresponde a las proteinas La cepa

‘cornlgra con ‘1a proteina CryII de la HD1: Las cepas’ GM7 -y

‘que-.
HD25
que
B4O



GM 7

~FIG. 6 PATRON ELECTOROFORETICO DE PROTEINA TOTAL DE 8- CEPAS ‘DE
thurlnglen51sr

Gel Acrllammda %, _segun Laemm11 (52)7

M Marcadores de,peso molecular




FIG.7. PATRON ELECTROFARETICO DE

- CRISTAL PURIFICADO DE CEP;
' GEL ACRILAMIDA 7%, 'segun !
M: Marcadores de peso molecula




;;presentan 2 proteinas de alto peso molecular Yy las cepas restantes:
.;(HD27[ GM2; GM10" y B43) presentan una .sola protelna asocmada al
‘cfiéﬁaL.V:Dada la gran homologia reportada entre “las dlferentes
-lfproteiﬁas‘CryI especificas contra lipidcpteros, se quiso sabet’ qu
';teﬁ relacionadas entre si est4n las proteinas -Cry de estas: 8
.cepas. - Para esto se elaboraron anticuerpos policlbnaleexqeﬁ
: ésd'
'molecular de la cepa HD25. La figura 8 muestra la purlflcac1bngde
i crlstal de 'la cepa HD25 después de 3 pasos consecutlyos,‘dei'TV‘~

icoﬁejos,‘ utilizando unicamente las proteinas’ ~de altoi:

ﬁsacarosa

ek La banda correspondlente a las proteinas de 130 KDa, éé“cbrib.aei;'

gel;y se mezclb con el adyuvante completo de Freuden. Tres conejos
: nocularon con 100-ug de proteina 'de ‘este preparado, los

'_’e repltleron cada 8 dias. Al mes y medid se recuperb ‘el

) l crlstal de las ceépas restantes. ©Las proteinas de.las. ..
';8 cepas se electrotransfirieron a papel de nitrocelulosa, segun la
atécnlca descrita. para Western y la inmunodetecci6n se realizd

;utlllzando el - suero . policlonal HD25 diluido 1:1000 en buffer

. PBS. Como 'segundo. anticuerpo se utilizé un suero anti-IGg de conejo
':produc1do en .cabra(Sigma) acoplado a la enzima perozidasa. Como se"'

aprecia en la figura 9, las cepas HD27, GM7, 6M10 y BA43 presentanwbw
tne7fsole bahda' de. proteina que reacciona con el antiCuerpe ..
¥p011 HD25 - Las cepas HD25, HDl y B40 presentan 2 proteinee“que”;

Feaccionan 'con el poli-HD25. Solamente 1la cepa GM2“no presenta ...
:_reeCCibn con el ‘anticuerpo. En. la tabla 9 .se. resumen las‘
-diferencias ‘entre estas cepas, observéndose que . las cepas que

" “tienen m&s de “un -plasmido- con. eligen: gue: i.codifica . para.‘la. i

‘3-endotoxina (HD25, HD1 y BAO) Presentan ‘varias ‘proteinas de e

- d-endotoxina asociadas con‘el crlstal £ Las ‘cepas que tienen un_ -

" solo plésmido con el .gen de. 6 endotoxmna ‘presentan una sola
proteina y unicamente ,la cepa cepa GM2 caracterlzada por lafV
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3., PATRON ELECTROFORETICO DE LA PROTEINA DE CRISTAL URIFICADO
DE LA CEPA DE B.thuringiensis. HD25..
Gel Acrilamida 7%, segun Laemmli (52)

M Marcadores de peso molecular
rotoxina solubilizada con, :

S Protoxlna solub:.llzada con
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- la sonda CryIA(b),—
nmunoprec;p1tac16n con el antlcuelpo poll HD25. ‘Se puede aflrmar
que ar ‘cepa’ GM2 no= ‘se- trata de una mutante estructural en eligen

r“as de- lepxdbpteros o‘w;g

zdew:la, toxina 51no . que p051blementc produce una toxina -muy

dlferente a-la que- actua.en’ lepldbpteros y por lo tanto podria

»ser actlva contra otra. clase de lnsectos por ejemplo, colecpteros
A fln de dlscelnlr si..sey trata de una proteina semejante a 'las
reportadas contra 1nsectos coleopteros (CryITIIA), se procedlb a la

anunodetecc16n en gota, utlllzando antlcuerpos poli-CryIIIA =y

) 'ryIA(b)/ las cuales nos’ fueron facmlltados por la compania’”

aléepa GM2, conflrmando'q




9A. INMUNODETECCION EN GOTA DE LA
:1: anticuerpo pol




odas las cepas: que hlbrldlzaron\c,  x SOnda y co1 el antlcuerpoj;
;(HDl HD25, HD27, 840 343 GM7- y GMlO) producen un crlsual blplramldal"
- la cepa GM2:~ produce un crlstal Lectangular, en la. foto: 1 seff

. ,bserva da forma de’ los crlstales de la cepa GM7 'y GM2,

GM7 ' GM?2

3.2. MANIPULACION GENETICA DE CEPAS DE B. thuringiensis.

El segundo objetivo de este trabajo consiste en establecer unav

—éstrategia "que - permita manipular genéticamente a cepas de B.t.:con ..

~el Ob]ethO de camblar o) ampllar el espectro ‘de su- act1v1dad”

‘a fln de transferir los.. plésmldOSf

_odlflcan para' la 6—endotox1na de una cepa a otra. con

"pr P 51to de poderyldentlflcar a las transconjugantes yim nl'




i protocdlo 'descritov"

_Estreptomicina y. Er1trom1c1na_"

o la:. selecci6én de -la  mutagénesis




*Estrr’eﬁtionffciiha' :
(200" ug/m1)




ndotox1na con un gen de resistencia a antlblétlco, ée'utﬁliib'
plasmldo pBClG el cual ‘es un plasmido transferible que posee el

Efansposbn Tn916, que: . contiene .el .gen...de ﬁre515tenc1a,3,;a'”

‘Tetraciclina. Este plasmido contiene la regién de ADN: necesaria

E para que se pueda transferir de una cepa a otra pero requ1ere que‘:
’en la cepa que lo porte lleve la informacié6n Trans para mobilizar
pléasmidos por conjugacién. Con el fin de introducir el plasmldo,;'
pBCl6 en B.t. se siguid el protocolo de entrecruzamlento enjf"
liquido descrito en materiales y metodos Como cepa donadora se_T

utilizé a la Streptococcus faecalis; que posee el plésmldo pBClG
Como cepas receptoras se utilizaron . B.thuringiensis HD1 'y’ HDZS
‘. La seleccién fue realizada:.en LB suplementado con Amp y Tc. No se
,;pudleron selecc1onar transconjugantes resistentes a, tetrac1c11n
Se decidi6é entonces realizar entrecruzamientos -usdndo 1a cepa de

B _;subt;lls,”.BSI estreptomicina resistente (sm™), como

termedio - entre S. faecalls Y B thurlnglenSJS
transébhjugénhes AmpT se selecc10naron en medlo' e
[ . .~La tabla 11 resume las cepas transconjugant S yv ‘su
frecuencia de ' conjugacién. T i L ERR
Estas: transconjugantes -fueron crec1das ‘en+ medlo‘agar'LB Amp Tcrivz~"ﬁ
';hasta esporulacién 'y por microscopia- con coloracién 51mple con i
:crlstal violeta se observd .la producc16n del crlstaI; “De esta

<Y manera contamos con cepas de B.t. que contlenen el plésmldo PBC16

fEstas cepas podrian .ser utilizadas en experlmentos de conjugac1bn:x
fyar que  al contener el pléasmido PBC16 se tleneliun,‘margador de
: c6hjugaci6n de tal manera que al transferir el plésﬁido pBCl6
ftahbién se pueden transferir otros pléasmidos. Con el fin de
“facilitar el an&lisis de transferencia de plésmido‘dé a—éndotoxinav

““por conjugacién entre diferenteés cepas de B.t. se”pidpgséfmarca:m"'“*”'
al  plésmido de 1la  toxina con un marcador de resistendia‘ a

~antibiético. Como el plasmido pBCl6 contiene el}Tn9167se;intenEb

inducir la transposicién del Tn916 a fin de_buscé;runa resulténte'

con el Tn916 en el plasmido que codifica para &-endotoxina. .




1.0x1077
5{0x10_.6
6

0.07x107
0.12510”°




Las transformantes Amp Ercr se

transformantes/ug ADN, “y

T "_La cepa transformante HD1 Amp'Tc®, se utilizé ahora ;.
donadora en entrecruzamientos con G2 Y GM7 RifT y con HD27 'y
ey como receptoras La frecuenCLa de conjugaclén.,fug m\gy,
baja,'fv de: la transconjugante BD27 “smiTct se obtuvierqnusol:_o.—»=-‘38:

colonlas y ‘dos colonlas de " la GM7. -Rif chr no. “se obt‘uv'iérokn.,
transconjugantes GMlO Sm tret” Y. GM2:, Ri’f’Tc -Las transconjugantes,v‘
cre01eron “en medlo : agar Lurla o Sm Tc i Y Lurla :

vTcrrespectlvamente, 3 la formac:Ltm del crlstal se‘SJ_g\né por."

“En la autoradlografia (- Flg

:
bserva nlnguna banda a nivel de plésmldos El transposon Tn916'

B‘ t con este Tn916, fue una transp051c16n al cronosoma y por. esta:

De: tal_manera que al introducir

thurlnglens.l.smr B
se transformaron con el plésmldo -

LA ilas cepas,'_}:,"" ’
1es reallzo puri;.:.cac:.bn dej_j, ik

se. observa una’ banda ‘de hlbrldlzac10n en cromosoma No se:_'

’cromosoma - --Aparentemente 1o que obtuv:.mos al transformar as.



DE CEPAS TRANSFORMANTE
6 cono SONDA RADIOACTlVA

MIDO chl




: tU por recomblnac16h'f

xina- tendrlamos el marcador de re

ra re51sten01a a cloramfenlcol y que presenta dos

orlgenes devrepllcac16n, uno proviene. del. pBR322 y func;ona en

bacterlas Gram negatlvas, el otro prov1ene del pUBl 0\
“'func1onal ‘en: bacterias Gram positivas . (fig. 11) g
,s1Este plésmldo 'se purificé 51gu1endo el

lales Ly métodos, al efectuar una

el cual utlllzamos "

Gram negatlvas{
clonar el gen de la 5~ endoto>1na.

 El plésmldo thZOO,
Este gen se encuentra en un.

posee el gen CryIA(b)

‘:6 endotOXLna

cual posee el gen CryIA(b) y
orta el gen de, re51s;enc1a a_

: = el fragmentoi'de




LS

(3636)

Rﬂ3i,2126rigin region
=1941)-
1500,

ApalI(1513)

.. pC194 cat gene

Stul (2086)
Xmnl (2395)

Fig 17 Plésmido pBS42



Marcador de peso molecular A-iHix‘zdiII, _4 thZOO cort do: -con B
HhaI, §: pBS42 cortado con Ba.mHI/H:.ncII




: rea1126 siguiéné@l”el‘”ﬁféioédio
105" “do:

métodos Posteriormente

onvertlr los extremos ~cohesivos..a: extremos rasu
ertraccién feriol= cloroformo y
y. se: llgb con. DNA llgasa de fago'*

ESTA TESIS WO DFBf
COlJ. ma101 "52 DE LA BIBLIOTEC

“se utilizé para transformar

“realizb una
reci 1tac16n con etanol a -170 C,

Transformac1on en. B

tado de la reac016n de llgasa
COll HBlOl iseleccxonandose en cajas de medio agar

ep fde Ei
se obtuvieron 100 colonias

con’; 20 ug/ml de cloramfenicol,

formantes »resxstentes’ cloramfenicol Posteriormente « se’.

on “dobles replques en cajas con medio agar Luria y 20 ug/ml;'
En. una de las cajas fse"

cloramfenlcol 1ncubandose a 37 C

:ijOSltlva en 18
“hlbr;d};argn‘ :

; '5cajas
nprotocolo descrlto.:en‘ materlales y e
antlcuerpo polyclonal POll CryIA(b) La cepa HBlOl con el plésmldo
pOSlthO la cepa y como control’*'

pBL200, se. uso. .como contr
'negatlvo la cepa E. coli HBlOl.'W
6 clonas reacc1onan con el antlcuerpo al 1gual que ‘los controles

Bl control negatlvo no: reaccioné ‘con: el antlcuerpo
‘qug‘

ﬂ“posxtlvos
1nd1cando que “la: cepa receptora HBlOl, no produce una protein




Tt e e v e,
%a-w-t.‘;

\1:...._‘

'0‘.

Colénias ‘crecidas en med:.o agar. .







on:de restrxcc;én ‘se: partlb de
ey 51gu1endo el protocolo de: purl
‘g el plasmido’ denomlnado ‘pCllifue

3"-esta 'eﬁtonces” ¢onstruido




'plasmido pCl, = pBS42 Yy . thzoo
}varxas endonucleasas de restrn.ccxbn._‘

2 3, 4, muestran el patrén de
5 pBSIlZ thZOO y pcl respectlvamente
,,.17 18 19, muestrén el patrbn de: restrlc
sz42 y PBtZOO:
, los carrlles. 8 9,10,14,15, 16 20 21 22 muestran,,

aI—,J.ndIII y DraI EcoRI, j,dev,los plé»smldbos,r pCJ., pBSAZ«




‘DISCUSION

; y 150 MDa (F;g 5). Siete de las 8 cepas presentaron
con el gen detector. Se ~corrobora‘ con ‘loﬂ

ntreszproteinas CryI

lo menos tlenen 2
"dlferentes, se propon
' g 1f1ca que tengan un solo gen, ya que los plésmldos sonv

y pudleran tener més de ‘un gen,vcomo lo reportado p'r
':t€ subespec1e Kurstakl (45)1

Esto ‘nos 1nd1ca que esta cepa produc

’codlflque una protelna contra lepldOpteros Para dete

tlp‘ide protelna produce esta cepa, ‘se propone la utl
sondas que represenLen genes CryII,k CryIII 6 CryIV




I ’dotoxlna, crecxeron

S'ef :
cristal y

sé purlflco cel:

as::y- las que presentan un solo plés»ldob
3, GM7 GMlO), presentan una sola proteina :

of'con la sonda (gen CryIA(b)),

conflrmandose en este anéll's:.s que la’ cepa
C hlbrldlzé con el gen CryIA (b), presenta una’ proteina que no"
Vta relacxonada con-.-la. protelna contra lepJ.dOpteros, a.ndlcandO“ i
ue ‘es 'una. proteina muy -‘diferente -a- la de--‘las. demas cepas. Es
'—:meortante sefialar que no todas las proteinas reaccionan con el
anticuerpo, por ejemplo las proteinas de 60 KDa de la cepa HDl ¥ .
Hb25 las cuales pertenecen al grupo CrylI, dado su peso molecular._
'Con el propos:.to de dlscerm.r sila: proteina codlflcada por la
cepa GM2 pertenece . al. grupo.. de las prcteinas con . act1v1dad a -

coleépteros, se reallzaron 1nmunodetecc1ones en gota , ut:.llzando g
antlcuerpos policlonales" produc:Ldos contra la protelna CryIIIA y_' _j» :

tambien: antlcuerpos contra:. la :
=e>sper1mentos podemos conclu:.r “que’ las ; cter cC
] cepas portadoras’ de genes CryX; efectlvamente : producén"'; Auha_‘;
proteina semejante ‘a la proteina. CryIA(b) ya que el anticuerpo”
ppll—CryIA(b) reacciona contra. todas: ellas-

“poli- CryIIIA, no se obtuvo reacc1én ﬂcon m.ng n,




'contra, coleépteros, 'éI;I flaf 1nmunodetecc1bn‘_

antlcuerpo CryIIIA‘no se obtuvo reacc1én con este antlcuerpo. ;
El anticuerpo’ CryIIIA, : L pro ', fproteina CryIIIA/
la ‘cual tlene un-peso” molecular de 73 KDa, que aliser dlgerlda porf

‘las proteasas llbera un peptldo tbx o”defﬁ 'Da, mlentras que- latn

GM2 produce una protelna de 130 KDa, hb e conoce ‘el “tamafo ‘del -

al enzxmasu

péptldo tox1co de esta’ proteina ser d‘gerlda, ‘por -

‘realice nuevamente la ‘1nmunodetecc16n

bbll -CryIIIA. A 51' mismo~ reallzar hlbrldlzacxdne

do el gen completo CryIIIA, -lo cual ayudarla a’ resolve

fin'de'tener un -andlisis més»espeeifico, se: propone

“Ya mlsma metodologla, pero ‘utilizando- anthUEIPOS' monoclonales
sean ..capaces ‘de reaccionar espec1f1camente con cada una -

aej‘p;pteinas Cry descritas. La- utlllzac16n ‘de: antlcuerpos“

i lehales/especificos contra_la protexna CryIA(b) y 1a proteina"
A permiti6é de una manera general determinar ‘cudles de las . i

“inae”producidas son contra insectos’ lepidépteros 'y culles sth

ainsectos colebpteros. Este debe ser un paso importante .y

~arealizar antes de. la .utilizacién de ‘anticuerpo

66 onales . 'm&s’” especificos, podemos " concluir

enlendo antlcuerpos pollclonales, monoclonales y oligonuclthi o

espec1f1cos contra genes Cry se puede realizer -un. anéliSi_

nuevos genes y nuevas tox1nas, lo cual seria de gran 1nteres para

de; unz'an61151s como’ ‘éste, el paso a seghire son glos=

concentraCLOne




J.ot:Ls VJ.rences, TrJ.choplus.r.a nJ.)
,ontraw nlnguno de estos lepldépteros S - ortant
‘ y "GM10 presentan a'ctividad‘es,;_

Esto se puede'i_‘

GM7y ?GMIO._ Seria muy 1nteresante ver las dlferenc1as entre lasr

.bson~ exact:amente 1guales,f osin ,,s'onﬂ.f protelnasx







10 'Las cepas de B t que se obtuv1eron como portadoras
piégmido pBC16 se puede utlllzar para  un. - proceso ' de
;ugécién con otras ‘cepas' de B.t. EL an4lisis  de ‘las-
fféhsconjugantcs Tc® gque poseen el pléasmido pBCl6 es laborioso va.
que hay que determinar si el pléasmido con el gen de ‘la- toxina
tamblen fue transferido a. las transconjugantes. :Como el gen. de
Vﬁeéistencia a Tetraciclina del pléasmido pBCl6,  estéa _;ontenidq;_
dentro de un transposén (Tn916), se trat6 de  inducir  la ‘F'_
transposicién con el fin de buscar cepas con el traﬁspésbn :; ;
- integrado ‘en el plasmido que codifica  para la :§¥ehdoﬁoxinaf
_"Mediante experimentos de transformacién de .cepas. dé B.t 'con el
_plésmido pPBCl6, logramos inducir la transposicién del Tn91e6, pero
.?ll, analizar las cepas resultantes, ‘solamente obtuvimos
;transposibibn en el cromosoma (Fig.10). Teorlcamente deberiamos de .
_ESe; capaces de encontrar cepas de B.t. con el transposon Tn91l6
Jinieéradé tambien en ADN de plésmido. El hecho de . que no obtuvlmp§

‘‘cepas 'de este tipo se pudé deber a que. no analizamos un numero

.suficientemente grande de cepas resultantes de la transformacién 6
Vitambien a que existe un sitio dentro del. cromosoma de :B.t. en   f'
" donde la transposici6n de este Tn916 sea favorecida, por . lo qdefwrl
“afn en un anadlisis exhaustivo de’ transformantes, unicamente . .i
“‘encontraremos cepas con el Tn916 integrado en el mismo lugar.
La segunda estrategia consistié en clonar el gen de la toxina
junto a un gen de resistencia a-antibiético en un vehiculo que no .

: se replique en B.t., de tal manera que al 'introducir esta
-;\ébnstruccién en B.t. por feéémbinacién homéloga se .integre con el
: gen de la toxina nativo quedando aSi_marcado el pléasmido que posee
“el gen que codifica para la-s-endotoxina con un gen de resistencia
“-a-antibibtico.. AEn el '
Para esto se utilizé el pléasmido pBS427al cual se le realizé una™
'doble digestiétn con las enzimas BamHI y HincII. Se ‘obtiéne un
fragmento que posee el gen de resistencia a Cloramfenicoi‘y”eIA
origen de replicaci6n en Gram negativos y al cual se liga el genf
de la s-endotoxina, tal y como se describid en: resultados._ :

Al transformar con esta construccién a células de E. coll HBIOl
,pbtuvxeron‘ 100 ~colonias Clm°, a' las cuales se les

: h;bridizacioh, en ‘colonia ‘usando como, sonda el ollgonucl




que posteriormente se 1es reallzb una 1nmunodetecc16n

: detecLadas puede - s_er utlllzada
elecc:.onando transformantes Clm
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