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DE Los·rnsECTicioA.s BIOLoGICOS 
-· ' ;-'.=· (' -: .. ".:.-. ·:\~ -:·:~·:? -~:~.·:, 

de plagas de. írisectos, en ·gener~Í se realiza utilizando 

químiCOS t lOS CUalets 'SQrl - de·· amplío espectro Y tie.nen 

de matar gran variedad de insectos. Sin embargo estos 

tambien dañan a otros organismos como abejas, plantas 

animales, incluyendo al hombre. Su uso indiscriminado ha 

.conducido a la contaminación de suelos y agua en el planeta, ya.que. 

son biodegradables. Además .el efecto residual de estos 

ha ocasionado que el organismo ·ª . controlar .háyá·. 

creado resistencia a dichos agentes (1). Hasta el momento( 1:ale·s 

•problemas, no han sido observados.con el uso·de•agent:.es.c:ie'control 
biológico (1). . . . .·.· .·.· .. • ~ _ ,• ;'· 

El control de plagas por métodos bfológicos~ e~';~~una · ']hn~~rt'~nft .·.· · 

alternativa pará e:vít:.ar los problemas antes mention~ctdi, ; y~ .;qtH~ 
p~esen~a la~ siguientes ventajas: _ ·~ \.: .2' .. ~-- •J. 

. • ci1ta éspeciffcicfad para. el insecto blanco. -

.. ausencia de toxicidad para plantas, anímales y · homb;; ;;: ·"';;"··" ?:· 
-:~:~n~~:v:~t:~:ta:~n::~ó:i:nín:~c::~i:aa:b:sen::~ el ínterval~: d~ -'= ~' 

. ácéión de los diferentes métodos biológicos para el . controJ , .d.é.}' 
plagas se encuentra limitado a cierto tipo de insectos. 

'Los. microorganismos entomopatógenos utilizados para el control' ~é [ 
pl~~as. son ·diversos; hay un amplío número de virus, hci~gb~f · 

';]J~'c:te:i_ías_ y. protozoarios que se han empleadado en la protección de 

.. bosqt:Íes, cosechas y eri la preservación de granos almacen¡;\d~S,-j~t,os 
: l:>Í6iI1s~ciicidas han . sido producidos a gran escala (tabla l):(i);: 

- "~fr2· . ..CIJTii.:i:ZA:c:!óN; DE=i3ac;H1.Us ;tlJ._ur_i(lgie.r;.sis COMo~:~oINSECTICIDA 
=~-~'C"-'---:.~-

BaciJ.1us; thu;.J.nqiensÚ- (B.t.), es una bacteria del . suelo, 

positiva, que se daract:.~r'iza por la produccibn de· .. un cuerpo 

pa:raesporal . d'urant"e la esporulación, el cual tiene una alta 

áctividadbioc'ida contra larvas ·de diferentes ·insectos. 

B;,t,'es;el mitrC>org~nismo que. más se ,utiliza como 

biológú:o. sé encuentra 

lii:s ':-formulaciones 'comerciales 
,_'_ - :~:-'T' _, 
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___ =-c.~~-,~::Cr:tSt:a-i-e-S-=:---=Act-ua-1-mente---o--la toxina~_,pr_oduc~"t:l? J?_or= ~~~a __ !?acte:~a se ·ha 

'~;{iJ:i.'J.i~ado para transformar otras bacterias como Pseudomona-

· .• ~~'iÍi.loi~scens y tambien para transformar plantas. Esta bacteria

;Pi¿_~_~enta -algunas ventajas en lo relativo a costos. los costos en el 

pr~ceso de producción son muy bajos, 

\ apl.icación, tambien tiene ventajas 

al igual que los costos de 

en cuanto a especificidad- y 

;eficacia sobre los otros organismos utilizados como 

'bloinsecticidas. En general, el proceso de 

de 

producción y 

más · Pti_riflcación del producto obtenido a partir B. t., es 

menor costo (3), comparado con microorganismos ya-que 

. requieren células vivas para su desarrollo y los hongos 

- _nefesitan medios complejos, lo cuál hace que el costo de producción 

y virus sea mucho más elevado. 

insecticida de B. t. esta constituido por' una proteína 

denominada .l-endotoxina. Estos cristales pueden e~'tar formados .por 

___ Uf\ solo tipo o por diferentes tipos de o-endotoxina y exhiben una 

alta actividad insecticida de gran especificidad a diferentes 

insectos. A la fecha se han descrito una gran cantidad de cepas_ de 

con diferente espectro de acción 

ha _.re_portado numerosas cepas 

hacia diferentes insectos 

Se tóxicas a larvas de 

lepidópteros (5). Tambien se han descrito cepas con actividad 

contra larvas de insectos dípteros (6) y de insectos 

'DE Bacillus thuringiensis. 

métodos han sido usados para clasificar las cepas de B. T •• 

De Barjac (8), clasificaron diferentes cepas de B.t., de 

a sus antigenos-H flagelares en 27 grupos antigenicos y 7 

--sübgrupos, que permiten distinguir 34 sera-variedades (tabla 2) (8). 

Posteriormente, se incluyeron antígenos del cristal, encontrando 

una correlación entre el serotipo flagelar y el serotipo del 

cristal, con ciertas excepciones entre varias subespecies de B.t.~ 

El grupo del Dr Whiteley (9) posteriormente encontraron que algunas 

cepas contienen dos o más tipos de .s-endotoxina en el cristal. Otra 

forma de clasificación es a través del uso de pruebas bioquímicas 

basadas en la utilización de diferentes fuentes de carbono (10)~ 

Recientemente la clasificación se realiza analizando 

3 



TABLA 2' 

~~~F=_?C_ION DE B. thuringiensis DE ACUERDO A su ANTIGENO FLAGELAR 

.-~; SE_l'-OV'J\.RIEDADES 

thuringiensis 

kenyae 
galleriae ·. 

canadiensis 
entornocidus 
subtoxcicus 
aizawai 
rnorrisoni 
ostriniae 
nigeriensis 

tolworthi 

darrnstadierisis 

toumanoff:i. 
kyushuensis 
thornpsoni 
pakistani 

--israelensis 
dakota 

indiana 

tohokuensis 
kurnarnotoensis 
tochigiensis 

yunnanensis 

20c pondicheriensis 

· - - -·co·lrneri 

shandongiensis 
japonensis 
neoleonensis 
coreanensis 
silo 
rnexicanensis 

"Berliner, 1915, 
Heirnpel & Angus,1958 
Heirnpel & Angus, 1958 

· Tournanoff & Vago,1951; 
Heirnpel & Angus,1958 
de Barjac & Lernille,1970 
Ishiwata,1905; Heirnpel & 
Angus,1958 
Bonnefoi & de Barjac,1963; 
Shvetsova,1959; de Barjac 
& Bonnefoi,1962 
de Barjac & Bonnefoi,1972 
Heirnpel & Angus,1958 
Heirnpel & Angus,1958 
Bonnefoi & de Barjac,1963 
Bonnefoi & qe Barjac,1963 
Gaixin, Ketian,etal,1975 
deBarjac, Franchon, 
Rajagopalan & Cosrnao, 
Norris,1964; de Barjac & 
Bonnefoi,1968 
Krieg, de Barjac & 
Bonnefoi,1968 
Krieg, 1969 
Ohba & Aizawa, 1979 
de Barjac & Thornpson,1970 
de Barjac, Cosrnao, Shaik & 
Viviarni, 1977 
de Barjac,1978 
De Lucca,Sirnonson & 
Larson, 1979 
De Lucca, Sirnonson & 
Larson, 1979 
Ohba,Aizawa,Shirnizu,1981 
Ohba,Ono,Aizawa,etal 1981 
Ohba,Ono,Aizawa,Iwanarni 
1981 
Wan-yu,Qi-fang,Xue-ping, 
You-wei,1979 
de Barjac,Franchon & 
Rajagopalan & Cosrnao 
De Lucca,Palrngren, 
de Barjac, 1984 
Ying,Jie,Xichang,1986 
Ohba,Aizawa,1986 
Rodriguez,Galan,etal,1988 
de Barjac & Lee 
de Barjac & Lecadet 
Rodriguez y Galan,1988 



secuencia, estructura y organizacj_ón_flec_lQ,§ g~n~~º 

"la~-endotoxina, asi como en su espectro de toxicidad contra los 

cfiferentes insectos. De tal manera, se han establecido 4 clases, de 

i:i __ ;_t-. :las que producen proteínas CryI que ataca a larvas de insectos 

~lepidópteros, CryII que ataca a larvas de lepidópteros y dípteros, 

CryIII que ataca a larvas de insectos coleópteros y CryIV que ataca 

~iarvas de dípteros (11). 

de estas clases se han reportado diferentes subclases, en 

a diferencias en la secuencia nucleótidica del gen - de la 

de tal manera que dentro de las proteínas CryI, se 

6 subclases, cada una de las cuales presenta acti~ida~ 
hacia difererites,tipos de insectos lepidópteros {tabla 3L 

de este microorganismo se sintetiza durante la 

. El peso molecular aproximado de esta proteina es de 

KDa y se le denomina protoxina. La protoxina es 

el intestino medio del insecto por las condiciones 

alcalinas y proteasas presentes, liberandose un péptido tóxico de 

menor tamaño, aproximadamente de 60 a 70 KDa. Estudios histológicos 

in vivo, con larvas de lepidópteros alimentadas con diferentes 

toxinas han demostrado que la to:üna afecta las células del 

epitelio del intestino medio de la larva (12). 

Los cambios histopatologicos descritos incluyen: hipertrofia de las 

células del epitelio intestinal, desintegración de las 

microvellocidades, alteración en los organelos citoplásmaticos -y 

del nucleo, vacuolización del citoplasma y finalmente lisis 

celular. 

-~Experimentos realizados con toxinas activadas in vitro, medi<mte_ 

tratamientos con enzimas proteolíticas han demostrado tambien que 

la toxina causa citólisis en ciertas lineas celulares de insectos 

lepidópteros y de células del intestino medio de larvas (12). 

Actualmente el mecanismo de acción de la toxina más aceptado es el 

propuesto por el Dr. El lar {12a) con la hipotesis de la osmosis 

coloidal. El mecanismo propuesto es un proceso en dos etapas en el 

cual la toxina primero reconoce y se une a un receptor de 

superficie. y _segu_ndo, induce la formación de poros en la membrana. 
5 --





,. fa~1>fta.liei~cr'ón resulta e en un e flujo bidireccional de -. iones 

.. ~º¿;:J~i:i~Aici;·. p6r una entrada de agua; dando como resultado que las 

·· '.: ~~ ¡

0

¡tÚu:Las del intestino de la larva se inflamen y terminen lisandose. 

E.J. ··~itio de. acción es la memb,rana epitelial del intestino medio, 

d.Onde la ó-endotoxina se une a receptores especificos. La presencia 

de receptores ha sido demostrada por e:-:perimentos de competencia 

con b-endotoi-:ina marcada con Iodo radiactivo. Diferentes 
,,.,- - . 

¿¡.'.:endotoxinas parecen reconocer diferentes receptores; sin embargo, 

poco se. conoce aun sobre la naturaleza bioquimica de este receptor 
. (11, 15). 

}:( ~\ '8p ,¿~~nto al efecto de la toxina en la membrana, existen varias 

<' ;; .. t;~oti~~; .. · en experimentos realizados por Wolfersberger y 

·,s, ;;_G·:9l::·apor_adores (16), Usando vesiculas formadas de microvellosidades ;¡c,,.-i' 

"i~~ ~~-,;~>-·: ¡-~~is.{ad~~--'.-·dei'~·epi~e1io_ intestinal de Trichoplusia ni, indican qúe la 

_;;r 
0 

.toÍÜria· activada de B. t. altera la permeabilidad 'del potasio. 

i>-~~·~:·~~~i. }~~;)k:~p~~rien_ -la __ Eqd.~_stencia de una interacción entre i\.'a toxina con el 

~:-: 'experimentos. realizados con vesiculas formadas con las 

.microvellocidades del epitelio de Manduca sexta, han demostrado que 

.;1a ._· entrada de ciertos aminoácidos al intestino medio es 
.o-,.·· ___ . 

-.~c-7~-- ,-~~:ae:Pendie_nte - de un gradiente de potasio y que este es inhibido por --

ia .~-endotoxina. La c5-endotoxina altera la permeabilidad de sodio y 

¡potasio en estas vesículas, pero se han encontrado que toxinas 

'casi identicas solamente alteran la permeabilidad del potasio. Los 

iones sodio requieren poros más grandes que los iones potasio, 

.Wolfersberger sugiere que el tamaño de los poros inducidos por· 1a -

c5-endotoxina pueden variar, siendo algunos poros más selectivos que -

otros (17) . 

_ Recientemente se ha reportado que el efecto de la toxina puede ser 

. bloqueado si se tratan··j;as: membranas conc.el~inhibidot' de c~nales de. 

sodio (tetrodo>:ina) y potencializado si se tratan las membranas con 

el inhibidor de canales de potasio (4-aminopiridina) (12b). 

Tambien en Manduca sexta se ha reportado que la b-endotoxina .es 

capaz de inhibir el transporte activo de potasio en el int.estino. 

medio de las larvas, postulando que esta toxina afecta la 

permeabilidad de el epitelio (13) Por último conviene ~encionar 

que en 1990 Slat.in y et.al (14) reportaron que dos diferentes 

ó~endotoxinas CryI(A) y CryIIIA, for~ari can~les ionicos 

selectivos· en - bicapas -lipidicas.,-.planáres. "Los~canal_es ·formados por 
7 



'~ :--~:<~;:~:(: :;::::~( 

·. ;, .. , 

-,j;_,_-~~ -~'.~;-~: 

'·,-.::\·,,, '_::~. 

Iia - variación 

altamente selectivos_ a catiorles:~ta' habilidad de 
de formar tales canales puede -~xpiicar su' acción 

sensibles y sugiere _;que esta familia de 

por mecanismos comunes. -----

ó-ENDOTOXINA DE B. T. 

en el rango de acción de una ó-endotoxina 

_e~p~cifica puede estar influenciada por diferentes mecanismos. Se ha _ 

__ que ia larva puede afectar la solubilización y/o el 

J?roc:esamiento proteolitico de la protoxina a toxina (15) . 

Recientemente diferentes grupos de investigación, se han enfocado 

del modo de acción de la toxina de B. t .. Experiment_os 

realizados con toxinas marcadas con I 125 y vesiculas formadas- de 

las ~icrovellosidades aisladas del epitelio int~stinal, han 
··: 

demoátrado 1-a existencia de un receptor especifico para _cada 

o-o;o- :-=f-:.:-~-,~~:,~~-"~ J?OX~na;·~ -pres_ente solamente en las membranas de ·1nsectos 

J~s~eptibles. De estos estudios se ha establecido una correlación 

- .; - directa entre la unión de la to:dna al receptor en la membrana y _la 

toxicidad de tal manera que la presencia o ausencia~ de 

est6s receptores determina la especificidad de cierta toxina-(15); 

1.6. CLONACION Y CLASIFICACION DE GENES DE ó-ENDOTOXINA 

. .. .. 
Las 'investigaciones a nivel molecular_ se _han-enfocado_ en 3 áreas--

de estudio: localizar el gen que codifica ~ara. l_a _ó-.::endotoxina; 

determinar la secuencia de bases de este gew·~~estudi6s sobre los 

mecanismos que controlan su expresión. 

___ ¡;;!1 cuanto a la localización del gen , se ha reportado que cepas que 
producen normalmente la ó-endoto~ina puederi- ·pe·r·aero-·---fa-- cá-pacidacc-cre 
formar el cristal y por lo tanto tambien la actividad insecticida; 

la reversión de estos eventos ocurre pocas veces. La pérdida 

irreversible de la sintesis del cristal parece estar relacionada 

con la ausencia o pérdida de plásmidos (18). Experimerit9s donde 

inducen la perdida de plásmidos por tratamientos 

acridina y calor (19,20), 

pierde ciertos plásmidos, pierde 

_del __ cristal, lo cual llevó a 

codificada en un plásmido. 



·'='::---'---..-'-:-En'-c-1·983,---el-grupo del Dr. _Krons_tad (21), utilizó un fragmento de 

-é~ ·~32· pares de bases de una clona que codiflc~ p~r~ Ía li-~i-ictotoY.lri'a~ 
ºcomo sonda radiactiva en experimentos de hibridización en ~andi. 

Cuando ensayaron los plásmidos de 22 cepas de B.t., representando 

14 subespecies, encontraron que la sonda hibridizó con un plásmido 

en 8 cepas, con más de 1 plásmido en otras 7 cepas; en 2 de ellas 

la resolución fue insuficiente para diferenciar entre 1 o 2 

plásmidos. El intervalo de tamaño de los plásmidos hibridizados 

os~ila entre 33 y 150 MDal. En una subespecie, wuhanensis, no hubo 

hibridización en plásmidos, pero se observó una fuerte señal de 

hibridización en el ADN total, indicando que el gen puede tambien 

_estar localizado en el .cromosoma. Posteriormente se ha reportado 

·que los genes presentes en el cromosoma de B. t. no se expresan 

._ . Para otras 4 subespecies, reportadas como no tóxicas a 

· lepidópteros no hubo señal de hibridización en plásm:i'.dos ni en el 

ADN . total. La hibridización de plásmidos y ADN .total de .varias •.. 

thuringiensis y kurstaki reveló que la homologia -~el .. 

clonado estaba asociada a un plásmido y que varias .de,··estas_:

contienen múltiples regiones de homologia, iinpli-¡:afl.p.o_:-__ la1· - -

varios genes de li-endotoxina (23). \L~.· ·+ 
La clonación del gen que codifica la li-endotoxina, fue realizado 

.~por primera vez por el grupo de Schnepf y Whiteley en 198L; (2~4J: •. 
Posteriormente otros grupos de investigadores han clonad~ ~g~hes." de~ 
li-endotoxina de varias subespecies de B. t. . A su vez han ¿ido 

utilizadas estas clonas como sondas para localizar genes·gue 

codifican para li-endotoxina en otras subespecies. 

Hasta 1989 habian sido reportadas 42 secuencias nucleotidicas de.

genes que producen la proteina del cristal (11) . Muchas de estas 

s~cuencias son idénticas o muy semejantes, representando al mismo 

gen. Tomando esto encuenta, Hoftman y Whiteley (11), sugiere que 

-----· _ __,., __ --- -que - existen 13 genes_ diferentes que codifican para la familia de 

proteinas Cry. Como se mencionó anteriormente estos 13 genes han --

sidd divididos en 4 clases y varias subclases, caracterizadas tanto 

por sus similitudes estructurales como por el espectro de actividad 

insecticida de la proteina codificada (cryI, cryII, cryIII y cryIV) 

(tabla 3) (11), Las proteinas cryI específicas contra insect.os 

lepidópteros son las más estudiadas. Se han reportado 20 secuencias_ 

d_e genes CryI, 

subclases, como 

de los . cuales se pueden distinguir 6 diÚri;nté's 

se observa en la Tabla 3 (11). Los 20· 
9. 



codff.ican .para una proteína ~9UE!, po,~ee. un_ p_eso molecular- de 130 a 
i~o ~Da; -

Lós productos d~ l~;, gen~s CryI .pr'~séntán más del 50% de homología 

'--Einl:re si y los prodtictbs de;los genes Cry_IA (a, b y c) poseen 

más del 80% de homólogíá (Tabla 4) (11) . Cada una de estas proteínas 

presenta un rango de icci6n específico contra diferentes insectos 

lepidópteros. Es int~resante ·señalar que productos génicos muy 

relacionados posean. g-fandes· diferencias en cuanto a toxicidad y 

especificidad. En· ia tabla 5 (11), se muestran datos de toxicidad 

de proteínasCryI ~áraill.s~ctós lepidópteros. 
',:_::·/:~: ;·'., ·-~-'-' 

' ·;-~, '. 

1. 7_. ESTRUCTÚ~;D~L;GEN ,, 
:;:·º_:>> :~·· :·::;:;~;-: ·1¡;'; -···,' 

~ :-er ~-- ·_: ;:··--. 

La~ ~sé~t¿¡u~~ ''líicii~é:Jial:'~cié1 \gen1 ide -acuerdo. ;a 

--- -.. _ --~t~~~~-t-t~~b-~f r~f~r~ti~i:ii~i'iá~~a:I:t:~: •• ;á:s~~:ª:::~_:i~~a~0 ~- ·r:gi~ne_s: _, 

:-·_""ii~'.~~J~-- ~-~~J- .-;L~~: ~:.' ~-,~ ~:~~~ ::~~~;~~ ;,~~: _ _;~~=--~;:~~~!, ;~~:_¿_,~~~~~·- ~~-~-- .. =-= . -- -

r .,, A <': -- --'. _·~- ?~- ,;:; i?ii.oTo~r~A.-----d'' .. ; '- ,, '• c. ,,_ 

J!_ -~- -~-~-• •- •2foir~Á<~Zc: '~i :~ -- ~STRUCTURA DEL CRIST¡I, -l._ :fr~';' ,.,<T --·¡·;.:¡,Le-~;_--.• 

./. 1;12N Xxxxxxxx · x¡-¡xxxxxxxxxx~xxxxx
0

xxxxxxxxx ca OH; 

l\Jnlrioacid.6s .\isa. -.750 100_0. --

_ z_ -:r_ ·; e; __ ;. -.; _ - 1~ - --~- - ··-

7flgur~;1·: J;~;·p~\:~·.:JJeJj_¿r -~itC::~c!a :con- xxxxx~,; cor-re;~Pci~d~.c: :'i·a 

ieg;fóAf -~Yi~lner!Í:e ·---- hóh~~rv~ci~ y la parte marcada·- '6on;:; /. .. __ -_--__ -

C:orfespónde,·~ ·-ia J:'~giórl;'.vatiable. 

La región amfoo _ teríiiiriaf 
_------s-~~-·-c~---o'-- ~;~~---~=:;,,:__~-;_'-::_-o--o-;.'--:;,;.Co__::_:_c;c;2~~~~i:=-. '. ·i 

(~rox. residuos - 1.::.-650 r; el - fragmento 

tóxico. c2s)j Ú región tarboxilo terminal, no esta relacionada: con -

la-_ td~ididáCÍ. y se - le ha atribuido un papel importante en la· 

del cristal (11). fo.l:rnatióI1'y estabilidad de la estructura 

Los 7r~stJ;lt~dos de alineamiento de los diferentes genes Cry·r, :·. 

11\u~stt'an'. qu'El existe una alta homología en la primera parte. de( la> 

régióil -arnirÍ~ terminal (aminoácidos 1-280), seguida de una régi(m 

- hfper\r~iiable (residuos 280-650), la cuál se le ha dado .un';p~peT' 
, ;i~f)o~t,ai;i1e _en la _especHtcidad del producto del gen. - Por <i.i.tiind 

estds - estudios.- demostraron -que carboxfIQc te{nffhah eitá~ '-. 
:.:;-_,~·::-··.· 







,., .· . . :-, 

altamenteconservada :Presentando 
~~~-=-=~-=---~.::.,=:º"',;.~~-~L~~-:-~....:..:.....;:.---:-="'"-------. 

homologías hastá de. un 9?.% '. ~ _ 

Posteriorm_ente Sanchis .(26), encontró que en todos los g~necs _de ... _ 
~':'eridoto:üha;" (é:ryI/ cryII, cryIII y cry IV), existen 5 ieg.i~n~s en 

el· ·,fragm1fot6 tóxico- altamente conservadas. Por -- lo. ·que ;'..se;. 
de··acción;-

·-·'· 
~:., i·-. --; y<·~:; 

O~GANIZACI,ON;DEL~PLASMIDO QUE CONTIENE _EL GE;~~u::;c~~IE-"16. 
:.·,·~:-~:}t.?~~~~-"·:;~~-;-·' . :::;~ 

..... , ·_:·t .. :···'.-:.~. 
'-..:\?:- -<'<~;' ,':',·_. ,_'. 

_int~r~aio de .. tamaño de 

<ief de. tí'á.st~ .12, én 'í.i;,. 
plásmidos qlie l1~va''C:a:cta 

y pueden s~r diS;tÍng~.ido~. de otro . 

de' los serotlpos de - B. t. los 

:·de B.t.•· son únicos 
(27) .. -En la mayoría 

extracromosomales son crípticos; unicamente se sabe que .: .. : . ' . ': . -
algunos están involucrados en la síntesis de la <'5-endotoxin~ (2:8); 

En 1983, el grupo del Dr. Lereclus (29)·; transfirió el plásmido.

pAM[31, proveniente del Streptococcus faecalis a ,13: t:; Este 

plásmido posee un marcador .de resistencia. a Eritrom-iC::ln~' y t.ieñe un 

peso molecular de 20 MDa.; posteriormente éll: extraerlo de ·B. t., y 

- purificarlo encontraron que tenia un· in~érto' de 3- MDa de ADN 

proveniente de un plásmido de B. t . / l.li~nabL~§'t:e' J1~évo plásmiclo 

como sonda en experimentos de hibridiz~ción observaron que 

presentaba homología con otros plásmidos de vaz:ias_ subespecies de 

B. t .. Posteriormente, este mismo grupo dem6stró;que este inserto 

de 3 MDa., contenía un transpos6n, que presenta la secuencia para 

una transposasa, asi como elementos invertidos repetidos 

denominados IRl (1.3 MDa) a los 2 extremos del gen transposasa. Este 

transposon presenta una organización compleja, ya que encontraron 

-__ un segundo elemento repetido flanqueando los extremos del gen 

transposasa, denominado IR2 (1.6 MDa) (30,31)-(fig.3Y (30) .-

La secuencia de 3 MDa. es referida ahora como transposon Tn4430 y 

es el primer transposon aislado del género Bacillus; este segmento 

de ADN es similar a los transposones del grupo Tn3 (32) Lo más 

importante respecto a este transposon Tn4430, es .que: está 

directamente relacionado con el gen de la <'5-endotoxiria (33) . 

En 1987, Mahillon et al (34), secuenciaron otros 2 elementos de 

inserción flanqueando el gen de la toxina en la subespecie·berliner 

1715, encontrando 2 variantes_ de IRl. Al sec:uencfarlbs se observó 

13 
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~-.·I Arfopheles .·· 128··· kDa 
·· · Aedes · !cryN B 

Coleopler()s · . Vario~L 

··(X X X X 

Fig 2 L;s;(j)~g~~nes representados por c11nrtrri 
... e~trelo.z diferentes proteínas Cry. 
·Los .cuadros punteados corresponden 
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'~una aso¿iación . estii.icEurafº-"enTre~ esfo_S_ eTementos~-r-eJ:-~gen de -la~~ ~e~ 

i:ox~nélya.que i:iimbien flanquean el gen de la o-endoto:üna. En 1986-

.se· 'deinost:.ró que el transposon Tn4430 puede transponer en E: 

-··· ·- 0 coiL (32) .. La evidencia de la transposición del Tn4430 a otros 

·-:¡:llá'smidos - y-· el arreglo de los elementos repetidos flanqueando 

>A--'.---< 
_.:__'{_-.·. 

el. ~·gen de la toxina sugieren que el gen de la o-endotoxina 

•podríá·estar.también sujeto a transposición, lo cual explicaria aun 

más Ja·; amplia distribución_de' genes de la o-endotoxina entre los 

ctiferél1tesplásmidos de las c~pas deB.t .. 
. -,._. :' ... 

,., ' ' 

·1.9~ EXPRESION DE LOS GENES DE o-ENÍ>OTOXINA. 
-'l~'. .. :~},::· 

< bl~ersos estudios han demostrado ia presencia de varios puntos, de 

);;.egulación en la expresion dedifer~ntes gehes de o-endotoxina~ El 

e gen CryIA (a) se transcribe. a partir de 2 prOmotorés - separados 

entre si por 16 pares de bases, el promotor BtI e~ activad~ en un 

··'estado temprano de esporulación, mientras que el_ promotor BtII, es 

:-;-:= "~-· - activado- en la mitad de ·1a fase de esporulación (35) . 

La transcripción "in vitr~" a partir d~ BtI es catalizacia por Una 

RNA polimerasa específica de la etapa de esporulación que contiene 

una nueva subunidad sigma (o-) de 35 KDa (36); en cambio los genes 

- vegetativos son transcritos por otra RNA polimerasa presente sólo 

en la etapa vegetativa, la cual contiene una subunidad sigma de 
·,61 KDa. La transcripción de Bt II requiere de la RNA polimerasa. de 

la etapa de esporulación con una.nueva subunidad sigma de 28 KDa. 

l.()'5- promotores BtI y BtII no muestran homología con·· las 

··-.sec_uencias consenso reconocidas_ para la RNA polimerasa vegetativa. 

Pa,ra los genes CryIA (b) y CryIA (c) se ha reportado qu~ p~~éen la 

misma estructura del promotor que CryIA (27); y la transcripción 

____ .:.-::_de_: otros genes CryIB, CryIIA , requieren de la RNA polimerasa 

con Ía sigma - is. Los genes ciyIII y ciYIVctambi~n reqÚiáÍ-en de-la

_RNA polimerasa con la sigma 35, es decir tieneh la misma 

organización génica. 

Por otro lado se ha descrito la presef1c:ra de/ un· terminador el 

cual incrementa la estabilidad del mRNA,,'Esta estabiiidad a su vez 

parcialmente responsable · abundante 



1·-; 10;- METODOS. DE __ TI~.ANS~EF.ENCIA DE INFORMACION GENETICA 

EN B. thuringir::nsl~ ··- · ~-~~--~~"'-~~~ 
,·,-,:;o__-

Los métodos que se han utilizadopara transferencia de información 

genética entre cepas de B. t., son la corijúgación/ la transformación 

y la transducción. - cun· sistema que involuc;ra el contáC:tc:i 

célula-célula fue descrito 

colaboradores(39). Descubrieron 
podrian ser transferidos por 

en 1982 por Gonzales y 
que algunos plásmidos de B. t .. • 

conjugación a cepas de B~ cereus 

durante el crecimiento en cultivos mixtos, demostrando además> que• 

algunos de estos plásmidos transmisibles portan el gen 

e_structural de la 6-endotoxina. Las cepas de B. cereus utilizadas, 

so_n bacterias Gram positivas capaces de esporular, pero no produce 

la .. ó_-endotoxina. En cambio las cepas transconjugantes de B. cereus 

obtenidas codifican para una. ó-endotoxina coh la misma 
- . aritigenlcidad que _ la producida - por la ., cepa donadora. 

Posteriormente, Rápoport y colaboradores en 1983 (40), realizaron 

~·xperÍrne~tOs de conjucjáCión en donde utilizaron como cepa donadora. 

Üri B:- s(ibtilis que pos~e el gen de ó-endotoxina cryIA (b) I clonado 

· ~eé la SÜbespecie berliner 1715, y como ~eceptora uriá cepa mutante - L 

de B. t. subesp. kurstaki que no produce o-endoto:dna y tambien una 

s~-gtl~da cepa receptora de B.t. subesp. israelensis, la cual 

presenta una ó-endotoxina activa contra larvas de dipteros, 

perteneciente al grupo cryIV. Al realizar las cruzas se obtuvo una 

transconjugante de la subesp. kurstaki que producía el cristal: y 

presentaba actividad toxica a larvas de lepidópteros característica 

·d_e genes cryIA (b); y tambien transconjugantes de la .subespecie 

israelensis la cual producia ambos tipos de ó-endotoxina (cryIA{b) 

y cryIVJ, que son activas contra larvas de dípteros- •Y --de--

lepidópteros. 

--La :~transferencia de información genética por conjugación entre 

cepas de B. t. y otras especies de bacterias o·entre- cépas.-de :B._ t., ____ _ 

apórta una interesante posibilidad de ampliar la especificidad al 

introducir varios genes de ó-endotoxina de diferentes origenes en 

_una misma cepa receptora. La transducción es la transferencia 

genética entre bacterias mediada por fagos, varios fagos han. sido 

y usados para estudios preliminares de mapeo en cepas de 

_como los fagos TP13 y TP18 (27). 

de información genética 

17 



transformación .depende. -de la habilidad de la célula receptora_ de 

captar ADN der' medio, el -procedimiento usado es por formación - de• 

'protoplástos. Los protoplastos de B. t. pueden ser transformados :cO'n 

pfásmido'í( en - presencia - de polietilenglicol, se han transfÓrmado-' -

cepas de B. T. subespecie HDl y B. cereus con 

pC194 (41, 42). Otro procedimiento de 

B.T. es por electroporación(43), en el 

formación previa de protoplastos, esta basado 

voltaje a una solución de 10 9 células y 

la eficiencia de transformación es 

protoplastos(43), 



sistema 

cuantas 
---tienen 

OBJETIVO 

que nos permita caracterizar a cepas de .8~ t.~; :iaentifi~'~r -

proteínas de o-endotoxina tienen, cuantdsge~es ~ 
acción sobre lepidópteros o coleópt~~os/'. asL i::ón,J() · 

toxicidad contra diferentes insectos. 

En este trabajo se tiene como objetivo establecer uri/:si;teiÍia 

caracterización de cepas de B. t., el cual nos pe~ni~~~ 
puntos anteriores: 

1- Número deproteinas asociadas al 

2- Numero de genes de o-endotoxina 

3- Identificar proteinas especificas contra 

coleópteros. 

Para la realización de este trabajo contamos con 8 cepas ~eB. t., 
las cuales las hemos obtenido de diferentes fuentes, y . de l_as 

cuales no se conoce ninguno de los datos anteriormen'te señ~lados: 
Contamos con una excepción que es la cepa HD-1, la., cual es la ~~pa

0 

_ tipo. Esta posee 3 genes de o-endotoxina cryIA (a), cry;rn (~):Y, 
c~yfj(~fBf -y ha sido ampliamente caracterizado pbr otros gr~J_)os 
.(45). Esta cepa se utiliza como bioinsecticida comercialmente:- en 
los.E.U.A~ (producto Dipel) (2). 

-'"-----,:_'= 

Para definir el número de proteínas asociadas al cr_istal 

insecticida, se purificarán los cristales de las diferentes cepas-_á ~·

partir de cultivos esporulados. Se identificarán las proteínas 

especificas contra lepidópteros o contra coleópteros mediante 

inmunodetección utilizando anticuerpos policlonales contra cry 

IA (b) y cry IIIA. El número de plásmidos que portan el gen _de :_fa 

a-endotoxina se visualizará mediante hibridizaciones tipo sourthern 

de ADN de plásmido utilizando como sonda el gen cry IA (b). E_n este_ 

análisis no podremos distinguir los plásmidos que codifican para 

genes- especificos contra coleópteros, ya que no contamos con un gen_ 

cryIIIA para ser utilizado como sonda en nuestro ariál'isis·;~c_,;La-c 

toxicidad de estas cepas contra diferentes insectos lepidópteros 

será. evaluada por la Facultad de Ciencias Biológicas de la~ 

Universidad de Nuevo León. 

Dada las caracteristicas de restringida especificidad de las 

toxinas de:B.t., sería muy interesante poder manipular las cepas-de 

B~f.\a;fin':de~producir una' cepa de B.t. con un espectro más .. amplio 
en 



como segundo -ob:feti vO el establecimiento _de. una estrategia para 

facilitar la construcción de una cepa de B. t. que ei-:prese--varios

genes de a~endotoxina de diferentes orígenes. 

Para la realización de este objetivo escogimos el método· de 
--conjugación como sistema de transferencia de información genética y 

proponemos varios métodos para marcar el plásmido que lleva. ia 

información para a-endotoxina a fin de poder identificar las cepas 

transconjugantes y de mantener estable la expresion de 2 o· más 

toxinas en una sola cepa. 



2 :i .. · CEPAS BÁCTERIANAS 

. cÉri}. este •trabajo utilizamos 8 diferentes 

;,thu~i!lgLénsis (B. t.), estas fueron obtenidas ·de 

. (tabiii: 6) . Estas cepas son resistentes 

. una concentración de antibiótico de 30 

·a1'gunas.cepas de E. coli (tabla 6), así 

(tabla 6) 



2.2. MEDIOS DE CULTIVO 

P~a·ra-e1 ·crecimiento de B.t;,, Jf· .. ~S_ºl~, s. faecalis y B. subtilis, se 

utilizó Caldo · Lurla: Bacto-;T_riptona T :0%,-~"ExEracto- de-.le.vac!_~ra_ 

0.5%, NaCl.LO-%, pH 7.3. 

Para.mantenimiento de las cepas se usó 

--- -contie_ne: agar al 2. 0% ~on el antibiótico respectivo. 

Para inducir la producción de la protoxina,. en las cepas· de n-. t.¡-
se utilizó el medio HCO (46), que contiene: Bacto-peptona ·-r:o-
gr/lt. ,KH2P04 0.05M, M so4. HzO 4.8x10- 4M, - MnS04.4Hz0 

· · -s . - -sg -s · .. 
l.3x10 M,ZnS04.7HzO 4.BxlO M, FeS04.7HzO 7.lxlO M, CaClz anh. 
1,6x10-3M,pH 7.2.Y glucosa 1.66x10-2M. 

El medio minimo (47), para crecimiento de B.T. es el siguiente: 

(NH4)S0 4 2.o gr, Tiamina 0.01 gr, KH2Po 4 _6.0 gr, Mgs0 47H2o 0.20 gr 

K2HP0 4 l4.R gr, F~Cl3 6H2 0 0.04 gr, Citrato de sodio l.Ogr,.Ml)S04 
0.25 mi L..:glutamico 2.0 gr, Glucosa SO.O gr, Glicina '0.20 g~,; < 
Casaaminoaddos 5: O -gr, ajustar a pH . 7. O con NaOH, ·:completar c~n. 
H20 de~Úlada a' 1 litro: La glucosa y casaarn~noaci~()s.Se·d~~~n-· -

esterilizar por separado y. adicionarse en frio en corid..:iC.ione·s ' --
,;~·-:-·::.:·' :~:~,::»:-:' 

--

-=>·º~. ,._,< <co--=-c: --•=- -,:e-:, :;-o ':fii:· ·-' '.·¡:-·· .. 

:z.J. ANTIBIOTICOS - - Ji~;,_~c -. ___ _ 

Las_ conc~ntracio.nes 'finales de· iós an~iblótlc~s . que" s~
7

utilizaron 
- ·son las sigui e

4
nutge/sm:l·,.· ir i tromlcl~a :_·_ .• _•_t_-.-~u--__ 3CJ_o/_-u'.•mg·_~1,m._ ••• 

1 
.. ~,f_•.-_ t~~il~!e~i cpl .· ~ugÍm1, 

~~~::~!~~i~:famp.:icina -~oJ~~~\~~~- _': E~tiepia~~p~ria ···-
. _ {' e> x·-- ,_ , :.T ·->· -~:'.: .!f . :(-- -

· _:~_:· - ,.,·-~·>- >~·~\:.',:(; : ·.·':r::t_::_;_:_,_:~_:_::c e:-·· 'd;~_ :;_,_.··. ..-·:,.-: ·· /-~~,~ .'""-· '"-
. '¡;,":· ... - ';..-:.::;··· 

2;4 ;:_ PURIFICAc10~ º~ pr.J\si-úoos í:>E~ii:. ~~'th1/;Ifi9'lfifis1.';; · '' · 
Los piasmidos . ¿e: 'pbl:''úf~á-;;6a·:. ifg:Jiehi:l.9· .. :e1 p-;;.otóco~o 
por Kibnstad y•et .• ~1::(4~):. . ·: ~> 'I·;>~ { ...• :_-•·· ·~-'. :;:~ >~ C , .-. .----

.ii; Se iie~{h~l~~~; c~lúl.a~ __ en' 5;d l!ll_:· medio_ Üquido Luria a un~ densidad 

opticade _O. 8 .a 600 ~;: "c,-e-Se r~~uperan __.celas~ .celula_i¡,, ;P_c>:r_ 

ceritrifugacióna 7500 rpm. por 15 minutos. Se resuspenderi en O. 5 ml 
. . 

de buffer- TE (tris SOmM .+ EDTA 20mM. pH 8. 0) . Se adicionan 9. 5 ml 

de solución: TE + 10% de SDS. + O. O.BSM de NaOH; pfl final 12. 4. Se 

incuban 30 minutos a temperatura ambiente con agitación ocasional 

suave. Se adicionan: 1.0 ml de SDS al.10% y se mezcla suavemente. Se 

agrega: 1.0 ml de Tris 2M pH 7~0 y 3.0 ml de Nacl 5M; se debe 

.0-.- __ ·_-o.=-•. 



lllantener toda 1 noche a 4 ºc. se centrifuga a 11000 rpm por 15 min. 

Se adiciona al obrenadante, 3. 6 ml de poÜet.Í.1englicol al ,50% (p/V) 

y se- mantiene en hielo por lo 'men_os durante 3 horas. Se centriJ:uga 

--a -10000 rpm.-'-por -15 min.- Se descarta--eL sobrenadante. __ §e 

invierten los tubos, y se dejan secar los plásmidos y se resuspende 
' ' ' o 

en 0.4'ml de TE (Tris lOmM + EDTA _lmM,,.pH B.O). _Guardar a 4 C. 

2;5. PÜRIFicACION DE PLASMIDO DE E._ coli 

Para la ~urÍfica'.6iCih de plásmidos en E. coli 1 se incuban las 

céÚ1a.k cl.\l~él.nte la .noche en 10 ml de caldo 'r'.\lI'ú c~r1 ei re~pectivo 
-~ntlbiÓ~ico: Se inoculan en 500 ml de LB 'cori 5 ml dÚ crecimiento 

anterior, s~ adiciona el respectiva antibiótl~C>,; se inc;~ba a 37°c a. 

-200 -· rpm, hasta una densidad óptica de O. B-L O a 600 n_m· y se 

adicionan 90-100 mg de Cloramfenicol o Espectinomiciná (si la cepa 

es resistente al Cloramfenicol), y se deja iri_cubancÍ~ por 16hrs. _Se 

centrifuga a 7000 rpm, 10 min., 4°C. Se _resuspendenlas células en 

un tot~l de 10 ml/litro de cultivo,-de sél.c~-r'(;s~ ai25% en frfS..:l:iCi 
50 mM, EDTA _l mM, pH B.O y se deja en hielo en hielo. 

Añadir 3 mL de EDTA 0.25M pH B.O, 10 mg de lisozima,_ 0.1 ml · d.e 

:F.N.Aasa(lOmg/ml), se mezcla suavemente y se--deja en-hielo-15 min.,··se 

añaden 3 ml de mezcla lítica de Tritón 3X (3 ml de triton ·x·-100 · ai 

10.%, 75 ml de EDTA 0.25 M, 15 ml de Tris-HCL 1 M pH B.O, ;7.;,ml de 

H2 0), .se mezcla suavemente y coloca en hielo 15 min. Se ce_ntfÚ~ga 
a lBOOO rpm por 40 min. Se decanta el sobrenadante -en una''p_robeta 

- graduada de plástico, anotando el volumen, se vacia a boteii~s-de 
250 ml, se adiciona un volumen igual de agua destilada. Se~ñ'ácteun 
volumen de fenal saturado frío (fenal saturado con amortlgllad.6r: 

- una mezcla 1: 1 de fenol destilado sobre zinc, y Tris-He' 15ÓmM,: NaCl 

100 mM, pH 7. 5; se equilibra toda la noche con -agitaciónF~:..cse;:;: 

mezcla suavemente y se añade un volumen de cloroformo igual _al- de 

fenal, se mezcla. Se centrifuga a 6500 rpm, 10 min, 4°C. Se _coloca 

la fase superior en otra botella de 250 ml. Se añaden Q. 2 volumen -

de NaCL 5M y 0.33 volumenes de polietilenglícol 6000_ al 30%. ,Se 

mezcla 1 debe dejarse a oºc durante toda la noche_. Se cen't¿-f~ga a. 

9000 rpm por20 min, se resuspende en buffer TNE (20 mM_ ~hs:'.:Ht¡, pH 

7.B, lM NaCL, lmM EDTA) y se precipita con etanofa.,.:_208c. Se 

. dejaa:-20°c una hora o más. Se centrifuga a 12000 rpm p6i:j2',míh a 
-------- 45¿; Posteriormente se debe puriuca:r :par g:ra:c:J.i.ehte cte-:-csci~ 



-2~. 6. ~P'@PARACIOírDEL :GRADIENTEccDE =cscl-CON~YODURO DE PROPIDIO .(IPd) 

. ~ 2.,1 ml de H2 0 •conteniendo/aproximadamente 500 ug DNA adicionar 
.2~; lS gr de CsCL y disolver · · 

~·p~i:t;~~ de este punto, todo· trabaj~~ debe hacerse en 
ya que el IPd es s~nsibie a ".l.a"ºluz 'viSible'. ~ - -------· 

Adicionar 150 ul de una solución de 2mg/ml de yod~ro de propi..d:io. 

Cubrir con 2.3 ml de aceite.mineral. se b~lari~ean lostubos/.cÍentr~ 
de las camisas, con aceite mineral. Centrifugar con .. rot:~i'sw~o)1 . 

- (Beckman) a 38000 rpm, por 20~22 horas a 20~C; e El' DNA :en· el 

gradiente será visible con luz ultravioleta: 'ya-.- qu_e ·;'el IPd es 

fluorescente. Se observarán dos bandas: la superio-r, formada por 

DNA bacteriano y plásmido roto; y la .inferior, poreÍ'pÚsmido. En 

la oscuridad y bajo luz UV, picar el fondo de los tubos y colectar, 

lentamente el DNA de plásmido en un tubo eppendorff'. Para eliminar 

el IPd se utiliza una columna de intercambio iónico: Dowex 50W-X8, 

·Bio:-rad; tratada con ácido y luego con base, lN respectivamente, 

. neu-tralizada y almacenada en Tris-HCl O. lM, NaCl O; 5M, pH 8. O. Para 

··eliminar el IPd, se colocan 2. O ml de resina en una pequeña columna,: 

y se equilibran con 10 ml de amortiguador de resina Dowex: Tris-HCl. 

, __ !)O· mM, pH 8. O, NaCl lM, EDTA lmM, por cada ml de resina. En la 

- ·oscuridad, se c.oloca la muestra diluida 1: 1 con amortiguador Dowex; 

si no se hace la dilución del CsCl, el complejo DNA-IPd se mueve -

demasiado rápido a través de la columna, eluir lentamente y añadir, 

por lo menos, un volumen de columna de amortiguador Dowex para 

lavar el DNA remanente. Revisar con luz UV si todo el IPd se ha 

eliminado; si algo salió, correr el eluato a través de una ;segunda / 

columna. Dializar el DNA contra 2 litros de Tris-HCl· lO;mM:C+rnDTA .. l _ 
o ':· ; -::-, ··•,,,· .. ·· 

mM, pH 8. O por 6-8 horas a 4 e. Repetir la operación una· o;- dos 

veces más. Sacar el DNA de la bolsa de diálisis, y pie~i~it:ar 
---- · -- añadiendo: 1/25 del volumen de NaC:I._.___5~LY dos. volu.~en~s-'cte.k1:a'flo1 a 

-2oºc. Dejar a -2oºc por una hora o má;.~ c~~;~.iEii~áJ::'k'ri~i~tbr - -

JA-20 (Beckman), a 4°C, 60 min, a 6500 r.p,m. ·' '' < 
Resuspender en O. 5-1 ml de buif eí: TE lOmM/lmM. -~_ectfr··~la;;'ciiiri5icl.aci 
óptica ª· 260 nm para determinar ia concentrac~ón·d~1!~DNA,.cofi 5 ul 

::" ·:'~~':: ::: : p;::; :~~=f ~~~. ·:b~::b:~;~: . ;;~tS~i;'.*~~·iotl~'¿:~~ · 
•',.·,.,_, ___ , 'f_";1~·:·-« ·d,~i:'.~_-):,:·· 

2. 1. ELEciRoFoR.Esis ;EN ·e;EI.Es oE: 'A.GP.R6sA. · > ;¡;;; ;J> ~;. ,•;'.~- \•)· 

• ·-. · -··· ' :;,fr {~. -~•.· · · .. - ••24•:_c - Ye '·; :~¡' ~t' i~- · ... _ f''2~ ,}~ 
--·'.- .. -:'·:~1-,:. - :::(.:_<\/:, <\, . .,:'_,.:, .. ,., :.,:;\:;~~;--~~_-;_ .. ;r_~~->--,~---

-·._f··; ,·,_·.,;' , 



La~ electroforesis (50) ,\~. s~e llevó _c_ac_·;capo; · utilizando Agarosa 
(Bio:-Rad), al O. 7% ~y'<\;0%;/ ·la' agarosa · se 'disolvió. <.mediante 
~.- -;- ,· .' ;-. -: ·. '·. . -_: :. - ,- . : > '"--y.- , "·¿,: . ,:,· -- . :'-_ .. ': ·\::. , -,: -. , : ,'e-~ .. :¿·. _: _:>"· . : , ··... _",. ' : .. ' 

ebullición- en buffer .Tr is-Boratós~ED-TA;.> (Trizma base (sigma)- 90mM, 

:~~~1a- 9E-~~,e~~;:f~·~!~ÍsM,;·;:-·-~~~-~:~.g::ti1trinod~~;~~e)~:e;:$::)~~~-l~n 
contenido cie 0.2~1.0 ugr'de DNA, se• coi'Cic.ii-of1en 1'()5_ -cairn~s> :La 
eiectroforesis se llevo a cabo a 70 ·;.,eiit:s,. ~--;i:~~~eia{i.irh ambiente' 
durante dos horas~ Terminada 'la ~le~tr6.EC;;'.esi's/ los . geles · 
sumergen en una solüd6n de bromhrd ( 8.e6' i:'i::idio;;; (4mg/1nll y -
iluminan con una lampara uv de onda doff'a: J<',p~f~·· las_ fbtógrafias· 
los 'gél~s . se usó pelicula . k~dak¡ 'cama'f·~~· ;6ia~oicl• y f:i.li:ros': 
g~l~~:il'l~ tÓjo y amarillo. :• -~;_-', ''' .-. --· 

'.>>. ·< :'-'.'.-. ·;:.];;-'· ··. , -... ·<_ i - . .\_~::::-. _·: ,-', 

;ta 3•Pu~uiCAcioN oE LA ~:E:~e~:kx~~J>.R~E~~:;º.\h~{i3H,e;s1~ .:~-
... ~ ._. - -_ .- . -~ - ,. ·~e~'·--:-,"".; ",,- , ,~ , ,<:~:~- ;·:'"JC' ~~.: ~;~~·e 

. ~Ptk%:'i:~~~n.~~~fho~:~7:t~t~·;~lf ~~~~t+iY0fc··~ 2ª"º$A~•6;t ~o 
··~",.c::,, ~ '•/·~ •.. _.._":".. ~" s· ··~··. , zii: . ~'""~":~~"'-'"::~~~'. ·-~-'.. iL~~~·: ,;é; ·~·~·2J.i~~·.o-;·· -- · 

-·-·- -;.·-. .,. ... -.~-·~7·-~-=_:s~:P_so •. _._ºo·~-• .• _' ____ c,··.u·er._f_i_.m._c_s_._i_._'_'_._._._6_._-_·_spne __ o __ •·_;rt_c ___ i~~Jteffr~·1:~:t:~P:;ª•:e~~·~c;tzt::~:t_a.:J;:Jfru~~~~t: 
• - ·'\:·- . . <' . is ~· min' 'a~ ~~o¿~~ Sonicar · f°a cmuestrá ; 4 ipüTsos.'- por' 

JQ ~eg. Centri:Éugár, a 7/500 rpm por 15 min; Los réstos'~ c~i'lJú\:res . 
se i::emueven · 1avando e~ ~~llet\cor{ agua destÜada, .esteril, 
4ºc.· Este pasb se repiti= 

2

4'-5 veces, hasta' que fas esP,'oras 
y cristales e~ten Ühres .· cie restos celulares cuando 5~<.ob~e~yari 
en microscopía de. 6ont~aste el~ :E ases. El pellet fii:iaJ. -se r'e~uspende 
;;ri iliiff'er pH ·i°'.'s /L~~ ~~pcirÚ y· crista les se separari;'lititizéuidb 
centrifugación •dife~~ni:::ial a traves de un gradient~ dis6on~_in~6 c:Í~ 
sacarosa: La mezcla de cristales y esporas (SOmg) ·Se cóioca<;obre 
un gradiertte.~de 30~ml, _formado por 10 .ml de.__.._sa¿arosa·/87% p/vc.:~n _so, 
mM de Tris, lOmM de KCl pH 7. 5, 10 ml _de sac·;-;~¡;·~-7-%'-'~;\: _.,__-,.~.~-

mismo buffer y 10 ml de sacarosa 45% p/v en el mismo buffer.• 
Centrifugar en ultracentrifuga con rotor SW' 28 ·a _21000 :i:-pm;_ por 
14 horas a 4°c. El cristal formara una banda' en la interfase de 67_% 
a 87% y las esporas formaran un peÍlet ~rl ,ei 'forl~O 'del t~b~. La 
interfase 87%-67% que ~oriti~n~ el d'.CistaÍ es re~ÚeCtad;: . por -
succion con bomba i:>eAstá1úca -_. <i<C v~1c:>6iaád icte 20 mlihr. 

fraccione~ que corii::i~rie~~lbs C"fiil:a.i~s de ¿;~~~ sepa son ia;~~cii 
é - e ~, ' 2 ~~: -'.:,; e-, :_.,_o·~'' "------ , .. ,, ... ,,~, ;¿;·;· ~-

? .. -·· •.2s,· ._. --::- -:r 
·;:~.-; <:~ ;".>>" 

--, 

--r 



-Hz O~ des ti lada -esteri l~-f r.i.-a A.- o7s~veces~p<!_i::a.c'r.E!fil2'!~E .l;.ª-~~ª9!.J:()~ª 
residual. El pellet final. se res\lspemde en el :men_or vohime11 ~d€J ~;o 

- para liofilizarlo. Pesar O .1 mg·de,cristal .y resuspender:€JI'l.li;o. 
·:Realizar coloración simple: del cristal: y, observar al· microscopio, 

~e~~r~:il1~:r= Eroteil1a poi::_ei me'fod_6 de _i:owry. 

· 2. 9; ÉLÉCTROFORESIS_ EN GELES ~E ;~CRI~Illi 
-.,\~; •• ::'·:-·• C' -, ':,}.·· ~. :-'.' - - • -· 

de poiiacril.amicia al: 7% i"~z¡i;• ~e(J?repa~aron mezclando 
aérila:micta-lJi~~crÚa~icia al -- 3ó% z. :33tffi1, i::iuffer -Tris-HCL 1 ;5 MpH 

~.O¡ Z;S ni~, SOS 10% 0.1 ml, HzO 5:01 mi. Í?ersulfato de Amonio 10% 
50\u{•y posteriormente ~ ill de.Temed; Se

1 
vació sobre el mol.de. La 

\ .ei.~-~_t:roforesis en estos geles se lleva a. cabo. a zo mAmp., en buffer 

Tris~base o. OZ4 8 M, Glicina O .19l M/ sos O. 00.34 M, dUrante 3 .hrs; 

fiiúéstras con un contenido cie l.Cl ug a ZOO ug de' proteiria/ se 

col.oca:n en los ~~~riles. Te~~inacia:1a· electÍ:oforesi's el· gel ~~ 1:iñ~ 
-:'.c~I1 'J1ha solucióri que contiene 50 mlde metanol, 30 ml: de, .aclcio 

·-"._._.•.ªs·.·_.o?.• .. ·.el __ .. _.ut,cf_ci,ºó .• h••~~.y.·-_·a··.p~-rOo·x~·il'm-_·.a_d_·d•ea •. mHeznOt':ey-··.--.-80 ... -.h,ir)s.·.·.d_·-;e-·_•_-.-.-.la_:-u-~eúg)o.-.• de coomassie, se~.cleja:·~fii¡ésta_ 
• ._ •. enia misma solución . a~terioi- pero ::t~01::: e~If e.1;/;}~r!i~~~t~~~ 

coomassie gurante z h , finalmente el gel se colota/eri.'.un1; sdi~~ió~ 
. > d~ ~6ic:lo aceticci al io%. duránte --1 hr ,• se ~orJ~a-: ~iü g'~i;~~n·f~~2~ -

destilada y luego de rehldr~taáo ~e toma l.~· f6-tó"!;- e< ' f ···-
, >; 3::~,~:,,'_{,:,<--:,·-· 

210. l?RODUCCION DE ¿TICUE~O~~E~ CONEJO _;;: ·'·-·• ;: \:T ./.C ... · .. 

Para .la producción. de 1a0ntmAmi!cup~:_~.i,~J .. •c·'.s
0
.:nJn

5
·

0
rc
0
onu•-_:•gJ_-.·_ºd:e• •• :P··~-·r:.0 ___ •• _ct·,_ºe•_.ri

0

r··n·.:_•_ea •. _;_ •. ;_._ •. "_._ •. _ •. ;Tn_ .. _-elrgmei·ln···a· dd_ -ea_ 
Poli~dina~ict~ ~i 7% .~ - . . . 
la el~ctl:ofore~is, se corta \lria tira a . ].() ~-ia::r~6: del '.gel de 

aproximadamente O. 3 .. cm. Se tifi~ con l.a ' sol~ci6n :; de azul de 

~oC>massief: se ·destiñe ~y,.'c-se~·-.J:~hidi.ataLeJ;~~g~!..-go§.~I;I~9 '-.~~se.~ c_~io_c(i 
nuevamente la tira·- del gel teñid°- con e_l resto del gel, se corta a 

traves-dei gel por encima y porfdebajó de la banda en 130 KDa, se 

coloca este fragmi:mto del gel en un mortero; se adicionan 3 ml de 

buffer tris .50 mMpH 7.0 y se macera. Se succiona con una jeringa 

de vidrio· de 1.0 ml estéril el macerado, se quita .la a.guja y s~ 

coloca 'la jeringa. en Una liave de mezcla de 3 vias •. Con otra jeringa 

'he -.iictr:io de 10 ml esteril; se toman 3 ml del adyuvante ~ornpleto de 
1 Freude~ 1 ;se•qui.Ui<1aa~~ja'y se coloca la jeringa·en lá.Üavede 3 

, .:;;_.e -- ~·~ . ·- -.··-- 26 - . ~'L ~,,. 
~.-;,.: ·.--:-

d 
l 



-vias, __ se_ libera el aire atrapado en las respectivas jeringas, se 

cierra la via de ali.vio~-; seTnH:ia-~1a--mezc1a_ del contenido de las 2 

jeringas hasta formar una emíilsion -estable. Seinoculan los coneJós-

con 2 ml cada uno con la mezcla por via subcutanea (1 ml por 

costado} . Se inoculan los conejos por 4 semanas manteniendo las 

mismas condiciones. 

A la 6 semana se sangran los conejos por la vena safena (oreja}';- un -

volumen de 10 ml, se coloca en un tubo esteril de vidrio. Se 

mantiene el tubo a temperatura ambiente, removiendo el coágulo d~ 

las paredes del tubo teniendo cuidado de no destruirlo, el suero_ se 

recupera en un tubo eppendorf, centrifugar a 3000 r.p.m. porlO ~in, 

el sobrenadante se coloGa en un tubo eppendorf, rotular y ~lmacenar 

a -2oºc. 

2.11. TRANSFERENCIA DE PROTEINAS DE GEL DE ACRILAMIDA'A PAPEL 

DE NITROCELULOSA,-

_J?~i?-ª la transferericia: de- proteínas (50, 53), se preparan 2 geles de 
poHacrilé_lmÍda:en iguales condiciones. Se selecciona uno de los -

geles para tra-nsferii, ei otro se tiñe con azul de coomas~_ie _para 

obs-ervar el patron de proteínas a transferir. 

El_gef a:_-transferir se incuba en buffer de transferencia (Tris base 

1.98 M, _Glicina O .153 M y metanol 20%) -por 10 :min·o Se coloca 'a 

trans_ferir a papel de nitrocelulosa en una camara :'-e5¡5écia1~pa'i:a/ 

eÚctrodifusión, durante 15 hr. a 300 mAmp. ··-~ -- - ;~.;. - ---

~I~ClDETECCION DE l?ROTEINAS -EN BANDA -:(E11sayo ~~~i~ik> ~-. 
. -o::,..··.·-;;' :',-:-, _____ ._- ,_--- :;_:-<'';.;!,- --~'~::~- ;·-,~il: tt~··_·._·-~;\'.-,;':.:·:~·'._ 

lit inmuÜodetección (53), ~l papel dé' nitióc~iu·1c;~·~i:cÓn· 1as. 

; p:i:.ot:elflas transferidas, se coloca en un recirie!lte >.cadec~ad~ -y 

: :c'c~:;~_·5~_agr_e_ga albumina al 3% en buffer TBS lX _ (T;ds· base O. 099M, NaCl 

L53M) ,• se deja-agitaii-do-rl1:r_~a. temperatura~allll?i_eiite. Se descarta 

- la solución anterior y se incub'a con el primer aritfcüerpo -

(poli-HD25, poli-cryIA (b) 6- poJ:i-'cryIIIA ) _- con 11na dilución 1: 1000 

en TBS lX por l. O h a temperatura arnbi~nte. :Se de6anta en un tubo 

limpio, se agregan lOml de H2 0 y .s~ .deca,nta,. se agregan 10 ~lde 
TBS lX + 0.05% NP40 6 Tween 20, se~Íava durant~ 5' min 2 veces, ·~e 
decanta y agrega 5 ml de >TBS lx t'; ó;'os%' Tween 20 · +. l ~ lOOO ·del 

segundo anticuerpo (GAR:_PO); Se rriCtba·,;ctutanfe .1 hr, se decanta en 
'- r'.;:.~~ ;· 



un tubo limpio, se érijuaga fon H20 y s~decanta, ~ciicI~nar fb ml de 

TBS lX + O. 05% Tween 20 durante .5 min 2 veces y una vez con 10 rol 

-:de buf,fer Tris ·o.5t·LpH 7.6; se decanta y- se agregan 20 rol de 

solu_ción de Dianiinobencidina (2. 5 mg/20 rol + 4 ulde H
2

o 2 incubar por 

10 min., la reacción -se >a:et.:i.ene con agua, se seca el papel de 

nitrocelulosa y se toma la foto. 

2.12a. INMUNODETECCION .EN GOTA 

,_ ... -.· '., 

Para realizar este método,''. se 1J'i:il{_:z'.aron Z µlde una suspénslón. de 

cristal espora de cad~ <'•uria Ccti{• =las · c'a c~pa~ · :'en p¡¡,pel ·de 

nitrocelulosa. se 's,tgdi6~1'.:;/I~r9~~~{nii~n~(? ... 'd~sCritq · p~ra 
inmunodetección de prOteirias~.:en/:bancia\1.~ / ·. '\ '·. Y;> : _ , ), 

- -~ .'S;/~ _g '•'' : "';:e;-:: '<( .'.-i:' .-:•; _·:.,. ::: '"' 
2 .13. MUTAGENESIS 'cON -NITRbsoGUANID~N.ÍÍ> (NTGl/ ,; :J'-_¡:_,: ~;,. -: . . .. · . 

, •• -,_ :,~:/"• ·'-, _•:~'e"'.' ·,;_! • ·," • .-'• ...• '.•,,;'.' •. ,f ....... •.'"-·.·.' .. >;" •', , 
<::: ----. .','« ·. ·.;, '\:;;;; 

Con el proposito de :Obtener niütantes J:.esistente's ;a_ -intibi.titi:cos 

\54¡- ''se incubaron 'durante -et Oda la°' ií6ché~j•·· las-~ c.,13Pcas .de• -B •. • 

thuringiensis a 29ºc ~n ·c~jas de agar Luria. sEi InC>cuú{ c'i:ni e:C' 
crecimiento de' las C::ajas en 10 'rol de Luria liquido y .se incuba a 

- i 29°c . c~ri agitació!) has fa llegar a Ur\a ·o; o. de O. 6-0. B a 600 

n!li. (éiprox .. 2 ;5 hr; ).; Cuando se alcanza esa densidad optica, agregar--

100 1.ig/ml .de· NTG, se incuba agitando durante 30 min.. Se 

~e'ritrif\lgan las 'c::elulas y se descarta el sobrenadan te al cual se le 

debe~idact:Í.va:r la JTG con NaOH1N-2N. Se resuspenden las células en 

10_ rol de(:LÚria.'·.~ se incuba con agitación por 2 hrs. Centrifugar las 

- ceiui'áscyconcf:enÚár en 1 ml de Luria, platear 100 ul por caja con 

uno de - ió~ ···siguientes antibióticos: Rifampicina 15ug /rol, 

Estreptomicina 100 ug/mló Eritromicina O. 5 ug/ml, se incuba 

' 
7 _:_e~ /:..·ciúrant'e-tÓda ~la -no ch.e a 2 9°c. Lª s. colonias que_ crecen se repican a 

caja,s de agar Luria ¡ con el doble de antibiótico. 

2. 14.. ENTRECRUZAMIENTOS EN SOLIDO 

- ' ' 

Para reali~ar el el'ltrecruzamiei'.ito eri;,soiido (55), se reactivan las 

cepas _donadorá y recE!P-to~a en lbs~ réspectivos medios con 

antibioticos ~ Se i~ocilla c'á'da :~ilé d~ i'as''cepas 5 ml de medfo BHI 

(infusion. ce~ebro co:Í::aior\ 37~!:11.§. ,-; y'.~ri i~cuba durante toda la 

noche:?se-dHÚye .1'f~!1~zs;en 
7
25;Íl1.}_h ~~i focüba por 5 horas a 30°c. 

·'- :· , ~ 

-28;.é_ •. ~. 



Se colocan Ó. 5- mi de la doi:iaaora y-º-0 .5- m1. de la receptora sobre-papei-

pape-1 de -filtro esteril milrípó:té 0;45 um; Dejar 10 rrtin: a

t~mp~rat~r~- ambiente' Se col~can l~s - fÚtros s_obre medio agar BHI e 
--- -- -:- :_ - . ._ o - ·. - . ' - .· . 
.. incubar toda_ .la noche. a .30 e.• Se -iecupe-ra __ el crecimi~nto eri ·2 ml de 

. o -1 -2 .. ·.. . ·:. :• . ' - ... 
•_ medio•BHI. Platear:--10.,10 _ ;-10 en •. cajas. concc~losé_resp_eC:ti_v;9s;: 

antibioticos •a fin de seleccionar ú cepa 'rec~p¿o'ra, · C:cin . el 
'··;::·-~-<--:: .. :-,.:.-'_. "·""" 

. <·\/X<··-·~~-· ;:· .•... Í.•~.-:~-~--.~ ··,:·~J 
.~.-:·,:-·; - -·:·· ····:~:;·_· _····>? __ :.~::·, ':~--~:.:: _.;~t:\ii~:_'' -, ' ,.,,-,-~' 

marcador_. dei: plásmido': de. la cepa donadora. 

._ _·,·:- ': . '~- .:-.<.;Jf:~ ~:.:,~t~ .,:,~:~;;:; ~;~;~:: \"::-}:'., ,·, :_·: .,• ~ 

2 .. 1s;; TRAN~~o@Ac'ioN ;6~~~o~C:i'()~· DE l?~~ToP~Tos ¡EN .;;~.~¡¡~h~ii~~i~nsisJ 

~1-•.·t~~h~~f~~~i-~i·Í~; ·I'~r: prot.6~·~a¡·~os'. •. de · ·;~ -~-~it1~;~.ji;_¡~·- i'~:, ··~~-:f·i·~.~-·-
-~~~J~ ·rn '#el'ort~Cio~. P_-.º.·.•.F;~: ··'He'ie~~on•y!•''et/al ,(47);~~- ~- .·.· .. •_: .. •.··- -.·.······-·-.··.·.-••.• •. ·.- --•-•·.··.· _. ' .-_· :: . ··::··::: .· ':::.:< ' ., :-~~?:-. : ,. ¡;·· . ·:':.·_-: :· :-.:.--,·~:::,,·'.; ' .. ' .. ' -· . ,... -~ 

s~ _ c~e~~n i~s ~c~pa; d~"~ii :·i .. (Ciurant:e 'tocia la noche en 2 -ml. J~-c~1~d 
Luria a 29ºc. Se,i.!l~~Jíari•lO ~i- cti mecifomini~o ~'o~ º~-~ íll~ d;·~~t~-
crecimiento .. e se é:?écen '.agit~riCio' hasta fase logaritmica j:árc!ia 

- (ª0'"-175 U.Klett)c i{orÚ~--'~~s a3o 0 c. - se centrifuga 10 mi!l a ,2500 
r.p.m .. Se lavan'las células' con 5 mi d~- Tí:is-HCL \0111-M ~H ~?~!E Se 
resuspend~n ~n .fiis--HCL SOmM pH -8 .9 + sacarosa 30% er:;teril a . una 

densidad cié 60-120 d:úett (aprox. 10 ml) ._ Se transfieren 10_ ml 
a" un !ii~tra~·_;, dec 1Z5 ml, es'terilt y· se incuban 35-45~ minutos .con 

agita-ción' 'lenta. a .. 37°c, o hasta observar al microscopio un 

mi.nimo Je· 90% . de' protopl.ast9s. _ Se centrifuga y re suspende _ en 1 

íll1cte¡~_; (i :1) (caldo Luria:..buffer fosfato KH2PO 4 o. 2M pH 6: 'll. ·se 

'ctisti'~i;¡~: el pÜ~mid.o (100 ng) en 100 ul de - celulas · d~l paso 

)~:~~teÜ6~·,. (mismos. pasos para. el control), en tubo eppencl_orf é~.tei~H_; 
·se' . actiCionan i. 5 m1 de polietilenglicol 6000 al 40% y agitar 

s'úa,Je~e!lt~; incubar 10 min a 37°ccon agitación lenta. se. c~ntrifuga 
Y.-.re~u~pende .. en _l ml de LB, se incuba a 37°Cdurante l. S hrs, .•con -

--- -- -~- 'agi:t°aC11in 7'iefltaz- Se ,___pláteá- en~-cajás ton - agar LBc contenfe~(i(i/; el 
arltibi()tiC:o respecth;o. 

~'.i. 
2;16. TRANSFORMACION DE /~ •. co:(i "f'OR CaCLi. ·t'd_c;, }' .. \ 
Para ···pr~p~~ar>~:'~~ ~·~1~ia~-cp~-~a ~·~;~ns~~iMadfa!l ·~··<~·;.i-J'.ts~: ••. i'~e¿~-. 
i!loC::~1ci .d:e' céluias ;Ci¿ E: .;''co'ii. ·-~~ f ó m1 ·.C:alcto ·i.Ufia¿'d'urárit'é i~6ci~11~ . 

rio~i1¿. ; se::- iriCiC::iíi~ri ·.•··~ o/J:.:·,~1· Ai~ xc::a·f¿¡_¿;¡, iti~ i~" ~~2'' 5 .!ni .0~é. 
c;Z:ec1ni/~I1#p,,;?indüi5~r .~·; 2~?éJ~él~t¡<(1l~~- Ci~~:{i~~á·· C>i:>f'.r9a4'cié'~;o :.se ~/550 

· -'"·:,=-- -- , __ _:,,_ -;..o--'=-~!c~, :~_:_:_·, -'-~'-' --=dS~-.o;--.=.~~,~~-.c-? - -~ ""'-= _:;¡:.e_ .-.-:=-"'":.""~~~'-- ---'-::~.;c-b-_:-.i~;~/~-~~"----~-f':':- ~-.-~~~~~ :~~:~·~~.:_ ·-=-=:=·- ~·~;_.~ ;.;_~~~?~;L~---=- _·-~-
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nm (5xl07cel/¡nl). Se ~nfria el cultivo sobre hielo por 10-30. rnin; 

se centrifuga a 3000 rpm por 5min a 4°C. Se resuspenden•en 250 

de una solución fria -de CaC12 50 rnM _ (3 :67 g en 500 -ml); lÓ. 

Tris-HCl pH 7. 5. se mantiene en hielo aproximadamente l hr;y -

centifuga a 3000 rpm por 5 min a 4°C. Se resuspenden en 25''rnl

una solución fria de: Cac12 50 mM, 10 mM de Tris-HCl pH 7;5;''20%' 

Glicerol. Se alicuota en tubos esteriles preenfriados y congel.i'r. · 

rapidamente en hielo seco con ETOH o nitrogen6 liquido~· 

:!::c:::::z~:oº~~ transformación se prepara una . solución' del6~ • 
del plásmido a transformar, en 100 ul de TCM (10 mM Tris•pHf.s;. 

mM Cac12 , 30-50 mM MgClzl . Adicionar 100 1.ll .f!e celulas colll~~t¡:.ht~·~,··. 
se mezcla inmediatamente. Incubar a· O ºC: por 30.,.60 ll\in;• sé. mant:l.erié a' · 

temperatura ambiente (25 °C) por 1 O mi~, sé ~~cifdioi-ta l• ~l .~e/c.afdo 
Lu~ia- y se incuba a 37°C por 1 hr con .. agitació~; Se -pl'.atea<en:hajas 

-_ de- agar LB·· con el antibiótico respe~ti~o. ·sec· .re~úzi·:~oril::r(){:cte 
eficiencia de transformación; a;i ~orii'o conlro:i. ';~;a.~i;;.o;;~~°C~b~~d~-: •. 
¡~~S -ée1U1as en-· splu,c~6n _-s~n =pl~_~;~~P· ,:~ 

La trarisferencia.,de geles. de .agarósa a papel de nitrocelulosa (50), 

s~ h'cic~ .• C:óioc~ndo el gel en ~ri. recipiente adecuado y se ad:i.cionan 

100 ~l de HCL 0.25N, se agita suavemente por 15 min. Se descarta el 

--_. liqi.B.air y se adicionan lOOml :de una solución de NaOH O. 5M y: NaCL 

l~o~; se agita por 20 min. Se descarta el liquido. y se adicionan 

nuevamente otros 100 ml de la solución anterior, se agita por 25 

--~ - ·~-clllin·. _Y• se d~secha el liquido. Se adicionan 100 ml de una solución 

de: Tris O. 5M pH 7. 5, Na-i:::L l.5M; ·se agita durante 45 __ min. Se coloca 

el gel sobre un puente de papel whatman sumergidos ambos laci()5- en 
buffer SSC 6X (NaCl O. 9M, citrato de sodio O. 3M) pH 7. OJ . Sobre 

el gel se coloca papel de nitrocelulosa humedecido con buffer SSC 

6X, marcando la orientación de los carriles. Se coloca encima del 

papel de nitrocelulosa otro papel whatman, del mismo tamaño que el 

gel y encima de esto se colocan unos 10 cm de papel absorbente. Se 

deja a temperatura ambiente toda la noche, a fin de permitir la 

transferencia del ADN al papel de nitrocelUl.osa. Se seca el papel 

de nitrocelulosa 2 horas a aoºc; en unhornodevacio. 
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__ EZ:J1~ iue·~~ar~ado rifck t.ra!1slation1 ·usando DNA _pbíi!Üerasa -de 
• s';: co.li_ _en presencia . de .. , fttP 32 ) dCTPy (ocP3:fdÁii?;~.. .... . . . ·-

. protbcolo des-~rii~ po~ Rigby"-(44). ····- -- ·· --- -4-~--. 
. -· '.- . _··:·-·· .... ,-_,:" 

2.19. HIBRIDIZACION·DE DNA CON SONDA RADIACTÍ\T.A . 

so~thern 
tránsferido 

Las hibridizáciones se realizaron_ tipo 

El papel de _nitrocelulosa con el DNA 

bolsa de plástico y se humedece con la 

prehibridización, para un volumen final de 

Denhard lOX de una solución stock de Buffer 

siguiente solución de 

5 ml se utiliz<>: buffé:t: 
Denhárd 50X (Fico11.o:s 

. . - -·-· 

gr, Polivinilpirrolidona 0.5 gr, BSA. 0.5 gr , volumen final_50.ml.}:i 

buffer SSC 20X (Nacl 3M, citrato de sodio_ O. 3M), buffer fÓsfató'~ 
20X SSPE (3. 6M NaCL, O. 2M NaH

2
PO 

4
• H

2
0, 20 mM ., EDTA, pH--. 7,''.4J;/ •· _ 

posteriormente se le agrega ADN de timo de ternera (S,mg/ml)i,' ·· · 

previamente hervido 10 min y enfriado en hielo durante; 5 mirL' }f:a -

bolsa se sella, se incuba minimo 2 hrs. a 65°c. La-·'sold~id~ ·;dei'.-k· j 
prehibridización se descarta y se agrega la soiució:n. -d~.;< 

. hibridización la cual contiene buffer Denhard lOX, buffer ssc'.'2ox/:._ 

buffer fosfatos SSPE 20X, adicionado con DNA timo de >ternera• 
G • 32 · ·-- . - -·····•·:·-·>e-" 

(5mg/ml), más. lxlO CPM/carril de DNA marcado con P ; que en es_te. 

caso fue el plásmido pBt200 que lleva el gen cry IA(b). 

Los ADNs deben de estar previamente hervidos 10 min. y enfriados(en: 

hielo durante 5 min. Sellar la bolsa y repartir por . todo el filtro 

y colocar en caja de acrílico a 65°C durante toda la noche. 

Para lavar los filtros al final de la hibridizaci6n, abrir -la bólsa·

por arriba y agregar 5 ml de la solución 1 (SSC 2X + SDS · 10% á 

·. -••65°C)~;: Se desecha el volumen contenido en la bolsa en un contenedor· 

de material radiactivo Abrir toda la bolsa y colocar eLfiltr()~e11_ 

la solución 1 por 10 min a 65°c, desechar y agregar 500 ml de. la -

solución 2 (SSC o. lX+ sos o .1% a 65°ci . Incubar a 65°c por 20 min, 

desechar el liquido y agregar 500 mlmás de la solución 2., incubar 

20 min a Gsºc. Desechar el liquido y agregar 500 ml de solucl6n:3 

(SSC O. lXJ, incubar 20 min a temperatura ambiente. Secar.'el/fÜtro 

:egm:;ac:, 
6~:~~c:reg:~ -· ~:1 · f;::::tten pa:: :::0::di~:=:~fd,'.?~-fe~;~it 

oscuJ:ic!ad coiocar Ía beÚci.fr~, incubar.a -7o-ºc'.~;i;•24}1'ir'§; -~~~~lár 
la autoradiog

0

ri'f ia:r -v-··¿;~ ---~ - ---. · ·- ~--•~ .~--r-> --·- .'L 
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Para realizar la hibridizaeión en · co'fonÍa ~e siguió el 

descrito en Maniatis (50) . 

Se colocan los filtros de papel ,de. riltroc~1t;:iosa entre dos piezas 
,__ -- -Íl-- .- --·- -- - - ''-- .... 

de papel whatman 3Mt1 y se esteriliza a 120 e por 20 minutos. 

dejan secar los filtros. Se coloca el filtro sobre 

petri, el filtro deberá humedecerse uniformemente. Se pican las 

colonias .. aisladas a partir de la caja original e inocular a 'una 

nueva caja y al filtro, cada colonia debe corresponder al lugár 

·-original. Se incuban las cajas durante la noche a 37°c. Para la 

lisis y desnaturalización se colocan los filtros (sobre los cuales. 

las .. ·colonias deberan ser visibles) con pinzas sobre una pieza -de 

whatman 3MM (las colonias deben quedar hacia arriba), 

previamente humedecido con una solución de NaOH 0.5N. Se dejan los

durante 8 min. Las colonias deben tener aspecto l:>riiioso; 

:si-este no es el caso, se dejan 10 minutos más. 

'Para la neutralización, se coloca el filtro 3 minutOs sobre \.ln: 
papel ~hatman 3MM previamente humedecido con Uria sólücf6n' Tris.:.HCL '-'· 

-'lM pH 7 .5, repite una vez este paso. se dejan los filtros ciurarte '5 

una pieza de whatman 3MM, humedecido 'conTiis-HcL O.SM'pli 

7.5, NaCL l.5M. Se coloca el filtro en papel "1hat~an)MM ¡-¡is(~ ~~e· 
se seque. Se sumerge el filtro 5 veces en eta~ol absoluto. , Se 

~coloca eL filtro sobre papel whatman 3MM, las colonias deben estar 

,en la parte superior. Se sumerge el filtro 5 veces en 

_seca· e_l filtro sobre papel whatman 3MM¡ se sumerge_ el 

• solución de NaCL O. 3M durante 3 min. Se seca el filtro 
temperatura ambiente. Se hornea el frltro a 'áoó~ por i 11:. tumpfia() ···-

este t.iempo el filtro queda listo para p_rehibridizar. ·•·e· hibrldizaf;! 

-=.-2.~fi.~i?uRl:iíCAcioN DE DNA DE~GEi.is~oE -A~o~I ~--ij_~~ ::i;_[-ci~--~-F-.c~, 
Para •urifioac ADN de ge1e• de e'gaJl~~l~e',:t~t~ ;, [~~<i•ó/~?~SÍto 
por Maniatis (50) . - :.-e, --- ·• ;1;[ ir,'}{ ''.;;• · • .. - •-:··-· · 

Se córre un ge 1 preparativo de f~~ª--_······;·~e;~ls.-···-···_•_•ª_-.. _._-.... D;,N§~-·-.·· t.ri'f;'B.dratos;'Eo!~ .1.x .;oi 
3 h a 60 volts, el cual·;•p~see '"A;":: :t:rat'adoi'c'OriS'enzirnas''de 

--------- - - 'ii-· -. ; • '\in~f:.·.~¡¡:gg'i;:~J-cl'~'~. "/: .'. 
::~~:~~:~~n:e ~~:::z;:1~~C>:º1\J~i=;~kt¡tíci°r\ª¿i;'.•iN .. -., ·;"' ··'.·:;~:; -~': i~2eeso_· 
Cortar a lo largo ·del··_ g~{ ~ri~ .~r~ilja~;}qiig_. g~Jf~~~~;, ~ªli;~lkto /el 

- -"'------~- -"-~-- .;L32;,;.:;. T~·ci: --~·. ;~~-~/~ .. ----•ce--- ;;"',; 



~~c~Hil~ ~l_maEcac:!o.z::_ ¡:ieso malee.u.lar- y uria po_i::c:i,..6.i:i de 2:~. ~ del 
~ C:ªJ:"_ril q~_e _posee el DNA digerido. Teñir con Bromui:;.o de etidio para 

:lo_calizar _las bandas con uv de onda corta, igualar con el resto del 

gel·y;observar en el transiluminador de UV de onda larga. 
-.;·. --:--,-

.· ... - , :Mai::car con una hoja afilada por la región inferior de la banda 1-2 
-=-~=mm? y· por el frente de la posición de la banda de interes y' hac-er 

·~na ranura penetrando en el gel. Con pinzas colocar una tira de 

papel DE81 dentro de la ranura, colocar el gel dentro de la ca~ara, 

desalojar el aire atrapado en la base del papel, iniciar nuevamente 

la electroforesis a 100 volts por '30 min. Observar nuevamente la 

porción de gel teñidó y si la- banda de interes ha pasado la marca 

final, se asume que e:L ft~gm~nto de DNA ha quedado atrapado en el 

papel. Retirar la tira, de_·:·pé(pel con la pinzas y colocarla en una 

jeringa de plástico'de.l ml; empujar el papel con el embolo de la 

jeringa en un tubo de 15 inl de fondo ·conicó. Lavar 3 'veces con 200 

· ·u1 de solución de lavado (0. lM NaCl, O .1 'mM EDTÁ: 10 mM Tris pH 

·.-s. 0), centrifugar a 2000 rpm por 3 min cada. una, observando la 

-- - columna (jeringa) en cada lavada, rto deb-e quedar liquidó en el 

cuerpo. ni en la punta. Sacar la jeringa.del tubo -- y~ ··-coloc;ar_:_·~un"' _ 

tubo eppendorf sin tapa dentro del tubo y colocar ·la· · jer~I1g~ ---

dentro del tubo eppendorf. El u ir el DNA con 200 ul de -NáCL '1M:: ·j-•' 

. veces a - 2000 rpm por 3 min. Retirar la jeringa:, sa6aí:-/ eí~t:UJ:>o:': 
eppendorf y hacer una extracción fenal-Cloroformo. 

Adicionar 2 volumenes de etanol a-2oºc, dejar a -20°c '-~lt1l:'an1::e : 

toda la noche. Centrifugar a 7000 rpm por 10 min y desca'.rtk'l:'~i
sobrenadante. Secar al vacio en savant por 10 min.; Resus~eride'Z el"l 

ul de. H2 0 destilada esteril. Precipitar ádicioriandO y1o·de~acetafo. 

de sodio 3M pH 4. 5 del volumen de resuspensión y •2' voFde "et~I"loÚa'} 
-20°c, dejar a -20°c por 2 h. Resuspender en :b°iiffer TE-.{ irfs iÓ:~: 
+ EDTA. 1mM. pH 8. 0) y mantener a :-20ºc g '

7> '.> 
< ~.-.:·~~ '. '," ~ • 

> ··:·.·:,,:;.;'- -_:__:.:·· 

- 2: 22 .~;uc:~;;;~~ ENzl:~~-rds~~~-~s-fir-cc!c)~~;-~-E ~;cJ6i6t:"'"~-~+~0 -- --- - . --

: ·Y·.: I•j· 

~:d::~0f ::1::~::asde r~st~icción usadas · ~~11·:.;:e §B·[~·ri¡~~ ~;rnc:. se 

adiC:ionó a la mezcla de reacc:Í.óri i/io·'d.el. ;ó'i\lílieri ctei; l)ti'ii~'r•íox ·. 
corréspondient'e de la . erlziina . :~s~d~~ los (voiümeriés' :EiÜ~i:'~~ ·_.·-de 

reacción fueron 10 ul. -Las enzj_~~; µtiÜzadas son BamHii. HiJ1crr~ 
HhaI, EcoRI, DraI, Hindl:r"r< 
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Las- _e reacciones ---con- -las~ endonucleasas__ f_ueron incubadas a 37°C, 

durante el tiempo requerido _de acuerdo con 

enzima, y despues -- detenidas incubando 

adicionando -1/3 del - volumen - de mezcla 

cÍ.a~~l de xileno O :os%; azÜl ele bromofenol 

Algunas de las reacciones 

saturado y 

de etanol. 
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3iJ:.t0c:Aiiá~~P-Iz~cib~- riE~CEP;,.S tiE: 
·~··t '"'· · ,:, : :-'._;·r- ,_ /.·;3r :-:.::.-.;·· ,.,~ 

P ar~/-i~, ;;:¡~l~~~~T¿n d~. e~Ee __ t;aba jo 

des6ri~'.~t1~ri/~~f!'¿~j:;J.es---_y métodos. 

3::1.i. ,;~:;I:~D~';Pr:SMIDOS. 
C~n: el::iE'de- identificar el numero de plásmidos que podan el 'gen 

de rá '.s-el'ldotoxina, se procedio a la purificación de los plásmidos 

dé las8 cepas de B. t. 

Siguiendó el protocolo reportado por Kronstahd et al (4-0), 

se obtuvo el perfil de plásmidos para las 8 cepas. Como se observa 

en .la figura 4, todas las cepas presentan varios megaplásmidos y 

plásmidos pequeños. En la tabla 7 se numeran los plásmidos de cada 

cepa los cuales van desde 4 a 11 plásmidos dependiendo-de ia cepa' 

y pesos moleculares de 1 a 150 MDa. 

3.L2. HIBRIDIZACION CON EL-GEN DE CryIA(b) DE LA SUBESPECIE. 

berliner 1715. 
• - <., .. ¡.<, :_~·:·-,.:,:.):.·?: 

conocido el perfil de plásmidos, el - siguient~ paso fué det~rr!lfria~ 
cuantos de éstos plásmidos codifican para la. 5:...erictotoxiÍ1¡:; 5·~ 
sig~±ó'· el protocolo de hibridización tipo southern de~~Út.6 eri 
·ffiat.ál:ia·les y métodos, utilizando como sorlcta --:-.---e1=-- -=·~'?g~~ =-_, 

- : 
est_ructural cryIA (b) especifico contra lepidópteros de la cepa 

_ _ -~- _ ~cle! __ !3; t. subespecie ber liner 1715, marcada con P32
• En la fi.gui:'a 5 

se muestra el resultado de la hibridización --con ést~~,gen:~-LOs- --

plásmidos que presentan homología con la sonda , 

plásmidos de alto peso molecular (tabla BJ . 

En este análisis observamos que algunas 
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-
DEL PERFIL DE PLASMIDOS DE B 
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.crornosornal , M: Marcadores de peso molecula:i:: 
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HD1 

u b 
GM2 

u b 

~=1.4. 1 . ·.t 
. ' ' 

~ i ·~: ( . 

~.; ~'.'-

t. 

HD25 

u b 
HD27 

u b 
B 40 
o b 

B 43 
u b 

GM7 
o b 

.>.. ._:, :-:-· --

HIBR~Bl:~ACION' D~L: PERFIL DE ~LASMIDos. DE •· 8 DIFERENTES CEPAS 

DE} B~thÚÍ:ih~Ú~hsis CONTRA EL GENE DE: 'f.A g-:;;ÉNDOTOXINA SUBESP. 

~ b~f1fnei' {i1s . ;; r.t 'i¿., ;., 

Gel-Agarosa _O ._7 S~. .•··- ,_ ;~ ;e:,, 
.·~1~ctr~f~i'~tl~c'cti#~lg$!riid.í)fl ·&~}ias;~cel'_as 

subésp. 



.1 

2 

3 

DE MEGEPLASMIDOS 

DE 15-ENDOTOXINA 
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- 'con· un-- -:solo ---- megaplásmido (HD27 ,B43, GM7, GMlO), 

.: otras cepas- _hibiict.Í.zaron _con 2 o 3 plásmidos (HD1,HD25, B40), 

lo' _cual .pcídria sugerir que contienen más de un gen de 

ó-:endotokina. La cepa HD27 presenta una sola banda con 

hibridización muy baja, lo cual puede indicar que se trata de un 

gen cÍÚ~iente ·.con baja homologia con el gen cryIA (b). Por último 

· 1a:. cepa GM2 .·que presenta 3 megaplásmidos no presenta ho¡{¡ologia ;con 

la sonda- utilizada. 
":·-~ - ; ' : . " 

,. ~:·-._ ' 

'P--0RIFICACION DE LA TOXINA Y PRODUCCION DE ANTICUERPOS, 
• .. ·. ~bN~JO ; -· ... - , , , ; . • -

·.,, - .---<,'-. '-"':-: - ·~~: :=_·:'~:] 
.- '!j·~'. "~ - -·::.--.;i> '> '.c'._' .• ~c-;_:·:·, · · 

cél1lo/~fghn~; cepas ptesen~~n más de un pÜ~mido q{¡~~ C:dhiftC:a.'. 
. _ _.la: ó-endotoxina, . se. qúiso saber si realmente sign'Hi.C:~:) q\.le '.éstas 

~;; _--__,_ C.E:!l'ª~ producen m_~s de- una a-endoto:dna. Las B -~ep-~s. de B .f: -~~ 
' crecier9il 1iasta la . fase de esporulaCión,. sé dete-rrríinó ·-p-icit:erria~f 

;_ ·'"' t~~~{ sÍg~iendo el método de Lowry y se realizó' _el ifaÚón .-. 
·}' ·~~~~: éíeCt-ró'f"Oiétfco oc de p_roteína total de una solución de --cUiti\iO ,--de 

----

- :., 

' ~fr~ias rotas1en gel de acrilamida al 7%, 

cada cepa. En la figura 6 se observa 

que .. estas cepas presentan 
- ' - -

con 

el patrón de 

la esporulación. 

La formación del cristal se 

durante 

revisó a lo largo del cultivo 

_ , __ simple con el c_olorante nílcr()sC:()pía utilizando una coloración 

cristal.violeta. Posteriormente procedimos a la purificación del 

cristal, según lo reportado por Thomas y Ellar (51), el cual 

involucra centrifugación diferencial en gradientes discontinuos de 

sticarosa. En la figura 7 se observa el patrón electroforético de 

las-~pr6teiíias asociadas con el cristal. La cepa HDl presenta 3_ 

proteinas, una de bajo peso molecular aproximadamente 60 Kb, la 

cual corresponde a proteína CryII y 2 de alto peso molecular que 

corresponde a las proteínas CryIA Cá)) y CryIA (b) . La cepa HD25 

también presenta 3 proteínas 2 de alto peso molecular y 1 que 

comigra con la proteína CryII de la HDl. Las cepas GM7 y B40 
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PATRON ELECTOROFORETICO 

B. thurin_giensis. 

Gel Acrilamida 7%, segun Laemmli (52) . 

M: Marcadores de peso m_ole_cular 



1 GM10 GM7 GM2 

-
. ;,•, 

FIG. 7. PATRON ELECTROFBRETICO .DE. LAS: 

-CIÜS'Í'AL. PURIFICADO-DE--CEPAS"DE,_¡B;~~tlflf.z:lfi"gici'!Jsis::c.: ~-
GEL ACRILAMIDA 7%, segun La~mn;Ú . (52) . 

M: Marcadores de peso molecula;r. 



presentan 2 proteirias de alto pe~o molecular y ~as cepas.restantes 

(HD27, GM2, GMlO y B43) presentan una sola proteína asociada al 

cristal. Dada la gran homologia reportada entre las diferentes 

proteinas CryI especificas contra lipidópteros, se quiso sabe-r que 

tan relacionadas entre si están las proteínas Cry de estas 8 

cepas. Para esto se elaboraron anticuerpos policlonales en 

conejos, utilizando unicamente las proteinas de alto peso.: 

molecular de la cepa HD25. La figura 8 muestra la purificación _del 

cristal de la cepa HD25 después de 3 pasos consecutivos de 

sacarosa. 

La banda correspondiente a las proteinas de 130 KDa, se cortó del 

gel : y se mezcló con el adyuvante completo de Freuden. Tres conejos

se .. inocularon con 100 ug - de proteína de este preparado, los 

inóculos se repitieron cada 8 dias. Al mes y medió se recuperó el 

' ·suero siguiendo el protocolo descrito en materiales y métodos. 

_i:;on -e~te suero se procedió a la inmunodetección de las proteinas 
~,----"-- oc~---, - . - -- -- ·- - -~-

·as ociadas. al cristal de las cepas restantes. Las proteinas de las 

8 cepas se electrotransfiricron a papel de nitrocelulosa, según la 

-técnica descrita para Western y la inmunodetecci6n se realizó 

utilizando el suero policlonal HD25 diluido 1: 1000 en buffer ! 

PBS. Como segundo anticuerpo se utilizó un suero anti-IGg de conejºo 

producido en cabra(Sigma) acoplado a la enzima peroxidasa. Como se 

aprecia en la figura 9, las cepas HD27, GM7, 6Ml0 y B43 presentan 

una sola banda de proteína que reacciona con el anticuerpo 

.poli-:-HD25. Las cepas HD25, HDl y B40 presentan 2 proteinas que 

reaccionan con el poli-HD25. Solamente la cepa GM2 no presenta 

reacción con el anticuerpo. En la tabla 9 se resumen las 

diferencias 
-Üerie-n más 

il-endotoxina 

entre estas cepas, 

de un plásmido con 

(HD25, HDl y B40) 

observándose que las cepas 

el __ gen_ que_ codifica para 

presentan varias proteínas 

que 

la 

de 

il-endotoxina asociadas con el cristal. Las cepas que tienen un 

solo plásmido con el gen de il~endotoxina presentan una sola 

proteina y unicamente la cepa cepa GM2 caracterizada por la 
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Universidad d.e Nuevo - Leen como; a:eói-:ica· -~ larvas .de lepidóptéros o 

dípteros, n; pres~l1t~ hib~:i.dizacióri con la· sonda - CryIA (b) 1 ni 
-- o-----·-- -- - . . - - -

inmunoprecipitación con _el anticuerpo poli-HD25. Se puede afirmar 

-que la cepa GM2 no se- trata de ~na mutante estructural en el gen 

de la toxina sino que posiblemente produce una toxina muy 

diferente a la que actúa en lepidópteros y por lo tanto podría 

ser activa contra otra clase de insectos por ejemplo, coleópteros. 

A fin de discernir ~i se trata.de una proteína semejante a las 

reportadas contra insectos coleopteros (CryIIIA), se procedió a la 

inmunodetección en gota, utilizando anticuerpos poli-CryIIIA y 

poli-'CryIA (b), las cuales nos fueron facilitados por la compañía 

Plant Genetic Systems. 

'ELanticuerpo poli-CryIA(b) reaccionó 

·con la - cepa GM2, confirmando. 

prbteina contra lepidópteros;-. 

poli-CryIIIA 





•PRoriucfoo. POR· .CADA UNA DE - ESTAS 

cepas que hibridizaron con la sonda y con el anticuerpo -

(HD1,HD25,HD27,B40,B43,GM7 y GMlOJ producen un cristal bipiramidal 

y la cepa GM2 produce un. cristal. rectangular, en la foto 1 se 

·observa la forma de -1os cristales de la cepa GM7 y GM2. 

GM7 GM2 

3.2. MANIPULACION GENETICA DE CEPAS DE B. thuringiensis. 

El segundo objetivo de este trabajo consiste en establecer una 

estrategia __ que J:>ermit:éi_ manipular genéticamente a cepas de B. t. con 

el objetivo de cambiar o ampliar el espectro de - su - actividad 

biocida. Para ello se planteó utilizar el proceso de conjugación 

~nt~e .cepas de B.t. a fin de transferir los plásmidos que 

-codifican para la ó:-endotoxina de una cepa a otra. Con el 

proposito de poder identificar a las 



la transferencia de plasmidos entre diferentés cepas ~fo p1an:tearón 

2 - est;rátegiiJ.s: una fu_é ~marcar con un gen · de resiStencia a 

.antibiótico 'el'. plásmido de ·B. t. que codrfica .para ó:::eridotoxina 

con aiuda.-de un- trárispóson. Se decidió ·utHizar ·e1.'.::transposon Tn916 

el cuaÍ fue aislado de Streptococcus iáecaliS -~-•• qUe se expresa en 

bacterias Gram positivas. Este transposo-~. confiere .resistencia a 

. Tetracicliná. 

Lá. segunda estrategia fue - clonar:,. eh •gen que codifica para 

ó-eridót;oxina junto a. un gen dé r~~i~feri•¡:i·~- a antibiótico en. ul1 . 

--~~:s:~d:~:u:n:0vetzi:::t~:iá:\tf·.i\};~~fÍ~~~~~fmfda·~;:n~~:t:i:::,•·~~-
recómbinacion, integrando ~~i, e1X~~¡;;_¿¿·~es'ist~ncia 'junto 'aJ.;gen 

la. ó-endotoxina, co_n . lo ~~é .•se• 3.'6giar& marcar : ei.'.:.p}~s!Íliéib •• de 
'.;:,~;:' - ,·,.;., - "~" . -lL-o~.~~7-,-;;·-:~~ L~( ·:(::_:~---~~,~J;)r .;,~}1 .:.~_._::_:~ :~ )~;~_·;~ 

:~-~ '· . - ·¡·);. 
' e-•;_ . .,..:,:, ·'.{,{':·: • .,~, 

-'~~-; _, .. '';., ' 

·nÉ::ái?A's~RE:éE:P,i()fu .-~~ ~~~~Ib~ } 
.:Li~ - ~ C'l'.;; 

:_--~~::· -~t;::~(~~-~~ tk~~'.-,~;~~~~: -~~:i -~~-- ;;--L~~,~:;:~~ ~ ~-;:~::· -. ___ ~-"-- -~ 
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;_Las :a ~-cepas': cte ·B. t. ·-:~-ori~~-::~~~-~:f~:t-~:~-'-te·-§~-;-n~~t-~·iit~~- -~---

de.oblenér 'cepas,>í:ecép~or~s re~fstentes· á. otros ~~tibi6ticos, las 
c~i:~as_ HD27; • GMZ~:. lM7/ .··• .···•· .. CGMlO .. fUeron -· mutagenizadas c;on 

·.• nitrosoguariidina · (NTG), sHuierído el protocolo descrito .en. -

! m~teria'ies y método~. En la tabla 10 se decribe el numero de cepas 

résistentes a Rifampicina, 

obtuvimos al final de 

Estreptomicina 

la selección de 

·formación del. cristal de estas cepas 

micrósco¡:iiá ccon 'coloración simple 

observar que la. mutación no afectaba 

insecticida. · 

--7-.oc,-.o-;-,.-_:_·_,_.--cc 

CONSTRUCCioN 
·~n9l.6.· 

y Eritromicina 

la mutagénesis. 

que 

'La 





' ',is-::endotcíidria con un gen de resistencia a antibiótico, se utilizó 

.,,el plásmido pBC16 el cual es un plásmido transferible que posee el 

-- _, · transposón Tn916, que contiene el gen de resistencia_ a 

Tetraciclina. Este plásmido contiene la región de ADN necesaria 

para que se pueda transferir de una cepa a otra pero requiere que 

en la cepa que lo porte lleve la información Trans para mobilizar 

plásmidos por conjugación. Con el fin de introducir el plasmido 

pBCl 6 en B. t. se siguió el protocolo de entrecruzamiento en 

liquido descrito en materiales y métodos. Como cepa donadora se 

utilizó a la Streptococcus faecalis, que posee el plásmido pBC16. 

Como cepas receptoras se utilizaron B.thuringiensis HDl y HD25. 

La selección fue realizada en LB suplementado con Amp y Te. No se 

pudieron seleccionar transconjugantes resistentes a tetracicliná~ 

Se decidió entonces realizar entrecruzamientos usando la ce~a'de 

: .. B,,, subtilis, .BSl estreptomicina resistente (Smr), com() . '.paso 

_ intermedio entre S. faecalis y B. thuringiensis. Las:_'",, 

. __ -·transconjugantes Ampr se seleccionaron en medio agar 'l\lria. 

' .,.Am~rTcr. La tabla 11 resume las cepas transconjugantés .y su 

;;:J:recuencia de conjugación. 
· r r 

Estas transconjugantes fueron crecidas en· medio agar LB -Amp Te 

: hasta esporulación y por microscopía con coloración_ simple con 

cristal violeta se observó la producción del cristal. De ·esta 

manera contamos con cepas de B.t. que contienen el plásmido PBC16. 

Estas cepas podrían ser utilizadas en experimentos de conjugación 

ya que al contener el plásmido PBC16 se tiene un marcador de 

conjugación de tal manera que al transferir el plásmido pBC16 

también se pueden transferir otros plásmidos. Con el fin de 

facilitar el análisis de transferencia de plásmido de a-endotoxina 

-- ·- ~po-r · c:·onjugación entre diferentes cepas de B. t. sé propuso· marcar 

al plásmido de la toxina con un marcador de resistencia a 

antibiótico. Como el plásmido pBC16 contiene el Tn916 se intentó 

inducir la transposición del Tn916 a fin de buscar una resultante 

con el Tn916 en el plásmido que codifica para a-endotoxina. 





- ·'.siguiendo' el protocolo de transformación para B. thu.Z:..Úigiensls 
desé:rito ~n mat.eria.1Ei~ y. métodos; se transformaron con el plásmido 

::;. -:pBClG 'a- las cepas·.· HDl y HD25. Las transformantes AmprTcr se 

"'~> . . ~~·-6l:;t'Ü~i~i6~· ~··_c.-~-~~---~,~-n~ f_~e_c~encia- de 10 2 transformantes/ug ADN, y 

' t~iribi~n son capaces de producir el cristal al crecerlas en medio 

.cLB AinprTcr. La cepa transformante HDl AmprTcr, se utilizó ahora 

como· donadora en entrecruzamientos con GM2 y GM7 Rifr y con .HD27 ·y 

_ ,G~{o Smr como receptoras. La frecuencia de conjugación fue ,muy 

baja, de la. transconjugante HD27 SmrTcr se obtuvieron solo' 38 

colonias y dos colonias de la GM7 RifrTcr; no se obtuvieron 

transconjugantes GMlO s~:Tc: y GM2 Rif:Tc:. Las transconjugantes 

. se' .C:recie'ron en medio agar . Luria Smr Ter y _Luria 
' ·~·r.: r · -
, Rif Te respectivamente, la formación del cristal se siguió por 

- observación al microscópio con_ coloración simple. A- las cepas 

R.ifrSmr que formaron crist~l, · se les- realizó purificación de 

-":-plásinidos y posteriormente se realizaron hibridizaciones con el 

·i• , ;-P,~ásmido pBC16 como sonda radiactiva. En la autoradiografia ( Fig. 

10) se observa una banda de hibridización en cromosoma. No se 

observa ninguna banda a nivel de plásmidos. El transposon Tn916 

puede transponer a plásmido y también a diferentes sitios sobre el 

·cromosoma. Aparentemente lo que obtuvimos al transformar a 

Tn916, fue una transposición al cromosoma y por esta 

al realizar los entrecruzamientos con las otras cepas 

obtuvo una frecuencia muy baja de conjugación. 

CLONACJ:ON DEL GEN DE 'Ci-ENDOTOXJ:NA JUNTO A EL ,GEN :DE ---

iJ:5{~TENCJ:A A. iN.riál'.oTico iDiL i;:LAsM:i:oci pBs42. 
:::t:·.:: : .·· -' ·,': ,o '··.· -~~e-~ <_.':i}< '• .· '"' 

~.3.i/vector<de clon~ci¿~>f'-'- ~-- '· 

Con erpi°Ópó-sit~ ci~·-;nhC:¿¡rji~~~l~~mi~o;gu~-:cQciifica •_P_?-ra el ge~ de 

la to~in'a; ·-se p{~nteió lJ\ ekt'ráte·~i.~ de clonar el gen de - Ta 
c;-endotoxina jtfnto a:- \Jn'.: m<liC::ici~; de resistencia a antibiótico en 

un vector no. r~pLtbable}~~ tJ3?f. . tal manera que al introducir 



---eo---- · .... r 
FIG.10. HIBRIDIZAC!ON DE -CEPAS TRANSFORMANTES .HD25 .. Y !_~le Te , CON 

EL PJ:,ASMIDO pBCl6 COMO SONDA RADIOACTIVA. 

c:CROMOSOMAL 
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ésta 'col1·s~Íuc¿di eri una cepa de B. t. por recombiriaci6n entre 

gél1es de ,~..:endotoxina tendriamos el marcador de resistencia a 

______ á~_t·i_!l~6~2:i-9'.~~ _e~ _el ~~-s~o p_lásmido q~e codifi~a _para la toxina< 
Se de~{~iÓ ú~iliz~r el plásmido pBS42, este es un vector que 

codifica para resistencia a cloramfenicol y que presenta dos 

origenes de .replicación, uno proviene del pBR322 y funciona. en 

ba.cterias Gram negativas, el otro proviene del pUBilO\ y _es 

f_uncional en bacterias Gram positivas (fig .11) . 

Este plásmido se purificó siguiendo el protocolo descrito en 

materiales y métodos, al efectuar una doble dígesÚón cie<~fo<hg' de 
DNA de plásmido con la~ endonucle_asas BamHI'. Y HiricII, ~é .;¿eden 

sep~rar los dos orígenes de replicación. i · 
La<f~gura. 12< muestra ,la eJ.ectroforesis cié 'esta• :dig~·s~,ióh'iy ·sé 
puede observar. dos bandas.de 2.5 Kb.·y 2.3 Kb; en -ú fragmerltode 

2.3 _Kb·se "~rié_ue~tz.-a el gen de_ resistencia a clof~_mfenj_~o~~-X e:L 
orig!=n .. de replicación proveniente .de pBR322, funcional· unicaillente, , 

en oa'ct_é,rfifa-Gr~ni negativas~ el cual-· ufl.Hz~mos 
a.delante_, para clonar el gen de la o-endotoúna. 

3l3;2."Purificación del gen del~ o-end6toxi.n~ 
El plásmido pBt200, posee el gen Ci:yIA (b) 

o-endot.oxina. Este gen se encuentra en un fragmerifo de 5. 4 Kb de 

Hha. El pBt200 se purificó-de E: colL'siguiencio el pfotocolo de 

materiales y método_s. _PÓste:C:iorrnen,te se digirió con la 

endor¡ucleasa HhaI, se co_I"ri_ó ufr gel ~cÍ.eiagélrosa al 1% (fig. 12). • 
6-·ba.:nda.:s;-~lfr~'gm~r;t.;•d.~ ADN cÍe-~ayor peso molecular Se observan 

corresponde 

CryIA (b). 

al·_._fragmehtd de'S.4". Kb.>que el de 

- . - - <i'.· : .... 
-~io; __ ,-=--.:.;_'.-=-~~-o-''.;._;~--=-="=-'~ =-,-,-~z-._'. _ _,_:¡....;'"-';- -__ ,_,:,_='.----~ - ·-- -

3. 3. 3. Pu~Ú~ca~¡ó~ del~~- fl:agmeri~os 
La purificaéión de los··. fragmentos 

fragmento corres~ondient~ a 5. 4. Kb el 

el fragmento de 2.3 Kb que porta 

de interés, 

cual. posee el 

el gen de 

es decir, · el 

gen CryIA (b) y 

resistencia a 
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Xmnl ( 2395) 

Fig 11 P/Ósmido pBS42 

ApaLI ( 1513) 

StuI ( 2086) 



FIG. 12 ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA AL 1%, DEL ADN. ·DE LOS 

. PLASMIDOS . pBt200 -y-'pBS42; Carl:iJ..::: {pst200,~~~;2:;ss~2,c~fr 
Marcador de peso molecular il.-HindIII, 4:pBt200 cortado con 

HhaI, 5:pBS42 cortado con BamHI/HincII. 
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:.?-'.-:' ,,'_;·'.~-i~r·aih·f~rif:~·o·i:~ -~. se __ realizó siguiendo e1- -p-rotcicolo --:.-d~-Séi'tto-~·--
-gfua't~riiies y métodos. Posteriormente fos -dos fragmentos 

~e-~~e~tiyos- fueron tratados por una hora con la T4 DNA polimerasa · 

li. .:i'i~•·d~--convertir los extremos cohesivos a extremos rasurados, 

, . -i~~go: se realizó una e:-¡tracción fenol-cloroformo y una 

:~pr~°Cipita-ción con etanol a -7o 0 c; y se ligó con DNA ligasa de fago 

)-r4'a Úºc durante 12 horas. 
ESTA TESIS 

DE 1.A 
NO DEBE 
BIBLIOTEGA , •·--·-~·- •• - <l3 .~. 4_: Transformacion en E. coli HB101. 

-- •/EÍ~reS'ultado de la reacción de ligasa · se utilizó para transformar 

-fa· cepa de E. coli HBlO.l, seleccionandose en cajas de medio agar 

':.i\JÚa con 20 ug/ml de .-cioramfenicol; se obtuvieron 100 colonias 
":-,·: ··.-:i. ' . .'.' . , 

- - •transformantes resistentes a cloramfenicol. Poste:i;iormente se 
--•- _ 11fcieron dobles repiques en cajas con medio agar Luria y 20 ug/ml 

· d~ cloramfenicol incubandose a 37°c. En una de las cajas se 

- -_ ;-epicaron tambien en tres diferentes_ sitios la cepa que posee el 
-.- __ ."'·;_=:-.-_:o_·:;:.:-

plásmido pBS42 como control._ 11: __ las colonias de esta caja se le 

realizó hibridización en_ cólonia utÚiiando · el oligoriúcleótido 

RB-9 como sonda radioactiva. _ ,Est:e .oligonucleótido es homólogo a -

1lna región de'l gen CryÍA(b) '. La.; fig. 13 muestra la l1ibridizaci6n 

positiva en 18 de las•·rio-.:;_.-·601.o~fas. Los controles negati,Yos 'no 

:~::~:~::::~~e se realii~ron dobÍes 'repiqties de las 18 colonias 

c¡ue hibridizaron con l~. sonda, en, cajas con m~dio agar L~ria 
suplementado con 2_0 ug/ml de_ él~ra'mfenicol; se incÜbaron<a 37°C. A 

- , 'una de las cajas se .le realizó irímunodetección s'iguiendo el 

protocolo descrito en materiales y ;;ét~do~-, utilizando el 

anticuerpo polyclonal Poli-CryIA(b). La cepa HBlOl con el plásmido 

-~pBt200, se _uso como control po_sitivo la cepa y como control 

negativo la cepa E. co1T1fiioi. En'la'Fig~ -14 se observa que~las 
6 clonas reaccionan con el anticuerpo al igual que los controles 

positivos. El control negativo no reaccionó con el anticuerpo 

indicando que_la cepa receptora.HB101, no produce una proteinaque 



,- --- --~ ·-<·-

. FIG'.1}~~ ~~BRIDfzAéI~~L E.~ · .. COLONIA ·.DE TRANSFORMANTES CLmr CONTRA.·.· EL 

é) OLIGONUCLÉOTIDOC iui:::.'9>' ·¿'colonias crecidas en medie> ,agar 

LL'dJ::.ii ifün °c16rarnf~~i~6.l 20ug/ml. Controles negativos pBS42; 
d~Il.tro.de 
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-- FIG·J.14~~-íilMUNooilii~dc±óN,~ENlGoT.A .:~ , ,;;;;:;·:s:;;:.,.;;c--; , --~ -- : ·, --

, cC>ioiíia~ i2;-3;4;'sj,6~ reaccion-:posiúV:a con el 

(:~,yÍÁcbi': cb~f~oles_, __ -c.;· __ -__ •·_I>_._::,º,)_('H~l.B0_:t1•l.0° vlo) s: . C:!:, HB10lpBt200 I 
Control né~.;~ivo: , ,·, 

:.<:'. }{?. 
•;,.; 

antic~ecyo

d: HDl. 
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;E~aC:citfiec: con er antic\.lerpC> pa1Í;_¿~yA.tbJL ~R;~/io_ qu~ -5e =pact:i:üi 
úirmá'r ~eiias,:cr:?#a~;}~z~~taf1te~} col1t:i.eri~n 'y ·e;xpresii-h el '§eri~ci~' 

. la i..:e~ci;-tB:íifri#.'SZ <et J~ - }~<.; -· ... __ .. 
~·· 3;~.;~l~~ik ·de ~1st~jicciÓ{ del Plasmido pCl. . .. __ ---·~-

-Para i:i!~a::liz-¿;~ ~l ;atrdn ·de restricción se partió de la -cepa :.{ 

21dianif~lii6~~ r\isistérite y siguiendo el protocolo de purif:Lca"cióh 
cle .. pÜ'sir\fdos e~ E-.- coli, el plásmido denominado: pCl, fue, e~tori~e;r 
diger:Lcio~'conyárias endonucleasas de restricción. En la Fig. is se 

~b~erva '~1 patióri de restricción de los plásmidos pCl, pBS42 y 

-~B'i200; en el cual el patrón de bandas que preserita el. ¡:Hásmido 

pCle~iciüererite al patron de bandas que presenta tanto.el.pBS42 
.·caiií~ ei pBt200; 
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Electroforesis 

plásmido pCl, 

en gel de Agarosa al 

pBS42 y pBt200 

varias endonucleasas .de restricción. 

corresponde al marcador 

.: ~iiinai1r')1os. carriles: 2;3,4, muestran 

de peso 

.el patrón 

pBt200 y pCl 

:carriles 51 6, 7, 11, 12, D,17,-is·, 19, muestran el patrón -de. restrj.sc~_ó_n 

de EcoRI, HindIII y DraI de los plásmidos pCl, pBS42 y PBt200 

respectivamente; los carriles: 

restricción. con 

de 

8,9,10,14,15,16.20,21,22, muestran 

dobles de HhaI:...EcoRI, 

pBS42 . y pBt200 
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-~ -·---, DISCUSÍO~' . 

<{~'E{·~~~~n\~r ~~foque utilizado para la caracterización 

·, ; c;:,d~,: ~·:t: fue ia .hibridización contra el gen de la ó-endotoxfoa ' 

,·,c'{rr'Ji.(b/. De los datos obtenidos podemos observar que las cepas de 
•·:·B:·t.: poseen diferentes plásmidos cuyos pesos moleculares oscilan 

~~t~·~ l. 5 y 150 MDa (Fig. 5) • Siete de las 8 cepas presentaron 

· > r{il:irictización con el gen detector. Se corrobora con lo' 

arii:.eJ:iormente reportado en la literatura que el gen que codifica 

p·a~ai·la ó-endotoxina se encuentra codificado en megaplásmido (Fig 

5¡;;. :J:>e ~sí:os datos podemos concll:lir que 7 de las cepas presentar¡ 

un, gen tipo CryI, ya que como se mencionó existe una• gran'' 

116llloi6~ia .~entre . proteinas cryI (55% a 90%) • El .hechO'~ de '.clue> 
<" '2. sAé!t_e<; de ias :Cepas hayan hibridizado., con esté gen se' ,i

0

'Jn,n_ia'¿fc1t'c
1
tv .. :

1
\qd:uaed,,;. 

,¡ .2::i>'~s'e~.ri -.~P ~~!1: parecido y por lo 1:anto un.i p~'óte'id~ 
.•. Ú~- iitiloc{d.i,~contl:a insectos lepidópteros. con ~sta prti~l:>~'. !lci; ~ci<le~os{ 
., :::. :c;''d:Í:sc-~~nú 'cte ¿uál de l~s .ge!les cr;·s~ tr~t~ sóio'_· c:on'.í?,¿ti~B'~'s''inás' 

''ºto .:.'. .•. '.fi'ric~~ coin6 -. por ejemplo lá Utilizil.Ciórr 'aé''h::i.brití.f:i~'e::i:bfi;;i.sgori'# 
'' ' '. ()l/go~ué::leótidos especif icos se podria: ' - a:.i.feierlf iél.r ·6ad.~ ,, \Jrio i de ·._·· 

:.;-~ :2 lqs ~genes CryI. <> - · .·- ,: - , 
' -~·~ Algul'Ías . cepa~ presentan h.ibdtliza.~ió!l _ ~on 'clln 5012 i.lá.smic!C>, otras -

. hibr:Í.dizaron con 2 ó 3 mégaplásiniéiC>s·· (Flg 5) , lo que significa que 

por lo menos tienen 2 ó .3. geries _ ;de .5-endotoxina. Con 

el proposito de identificar si ~e tra~a de copias iguales de genes 

6 'diferentes, se propone la ,utÚización de hibridizaciones con 

o:t~gonucleótidos especificas contra los diferentes genes Cry. 

i?6r otro lado cepa; que hibridizaron con un solo megaplásmido,no 

significa que tengan un solo gen, ya que los plásmidos son muy ·,· 
, '. ,'' ' ' 

g,rarides y pudieran 'tener más de un gen, como lo repOrtado Pélra las 

-:-~~cepa's~cle B. t~ subespecie Kurst-aki ( 45) . - -~ e- :-~--~-7 ;~,:_~"e= ~e-""º 
La cepa HD27 presenta muy baja homofogia con la _sonda, Cr;IA (b) 

utilizada. Esto nos indica que esta cepa produce una -pr'oteina 

contra larvas de lepidópteros, producto de un •gen rriás al~jado del'. 

gen CryIA(b). Por último la cepa GM2, f~e la única que n; p;~senta 
homologia con el gen CryIA (b}, es decir no posee . un gen --,que·· 

codifique una proteina contra lepidópteros. - Para determinar ,é:~ue' 
tipo de.proteina produce esta cepa, se propone la utilización ,de• 
sondas que representen genes CryII, CryIII ó CryIV a firi ' de 

distinguir. el tipo de gen Cry que :contiene esta cepa. Por:_stipu·e~tp, 
que este ensayo tambien se podria realizar con oligo~'uC:l'\iótid~:s ... 
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~ -dist:.IngGTi--ce.1:_1i.I>o-cte geJ'Ccry que ~on~iene_-_est:a- cepa: -- für supuesto 

qti<: .este ensáio 'tambieri se ¡:ioctria ·realizar con oligonucleótidos. 
· -~·; ••- péJ:~a iabei¡_~si ef~ctivamente estas cepas de_ B. t. producen más. de 

.- .. --... ·• una :.:;p'ro.t'elnl'; ó-endotoxina, se crecieron -- hasta fase• de -

··-~-·~~ei~~rul~cíÓn,· se purificó el cristal y se obtuvo el patrón 

_elect~oforéti~8 de las proteinas asociadas al cristal. En la Fig 7 

' sé:> ob~erva <que las cepas que presentan varios plásmidos 

?I(ttoi;Ho2.5,B40h conteniendo el gen de la toxina prod~ce'n y-~rLás 
}': ·t~/c:it.eiri:3'~ y las que presentan un solo plásmido de, a:._endoj:()xffla 

••. (HD27,B43,GM7tGM10), presentan una sola proteina; L<Í. cepa G~Z que 

·''; nS ' liib~idl~ó. con la sonda (gen CryIA (b)) , . presenta üriai;; sola 

é protei~~ asociada al cristal y al igual que la;• otras cepas e'~i:a 
<p;oteiná pi-esenta un peso molecular arrededor de'•i30-l40 KDa; 

< Con el propósito de ver que tan relacionadas estan estai ~fot<=Í.nas 
-entre• ~i, - se< produjeron anticuerpos contra las ¡:)r~tÚnéls cie' i3o 
KDa ctei cristal de la cepa HD25. Esta cepa se .,~scogi¿ -~6rtj~~ 

-... ,~¿_ · produce-. 2 • proteinas diferentes de alrededor de 130 KDa en el _ 

--·-· - --~-. 

c.Hs~·al/ c:pn est:e anticuerpo poli-HD25 se analizaron las • demás 

'cepas, (Fig 9) confirmandose en este análisis que la cepa 
0

GMZ, que' 

no· hibridizó con el gen CryIA (b), presenta una_ proteina que no 

--·• -e-sta relacionada con la proteina contra lepidópteros, indicando 
-._: ~·-; q~e -es --una proteína muy diferente a la de- las demas cepas. -Es 

importante señalar que no todas las proteinas reaccionan con el 

anticuerpo, por ejemplo las proteinas de 60 KDa de la cepa HDl y 

HD25 las cuales pertenecen al grupo CryII, dado su peso molecular. 

Con -el proposito de discernir si la proteina codificada por la 

cepa GM2, pertenece al grupo _de las_ proteinas_ con actividad a 

coleópteros, se realizaron inmunodetecciones en gota ¡ utilizando 

anticuerpos policlonales producidos .. ~ontra la proteina CryIIIA. y 

tambien anticuerpos contra la proteina CryIA(b); De estos 
- . -·· experimentos podemos concluTr 'que lás 7cept/s• c'il:'act:erizictas -como-· -

cepas portadoras de genes CryI; efectivamente producen una 

proteina semejante a la proteina CryIA (b) ya que el anticuerpo 

poli-CryIA(b) reacciona contra todas ellas. Cuando se uso el 

poli-CryIIIA, no se obtuvo reacción con ninguna. - de ·1as 8 cepas; 

lo que quiere decir que no producen una prqteina semejante' a >las 

producidas por el grupo CryIIIA. La cepa ,GM2 produce 

semejant~ •al. c~is1::'a1 



·.con ilCti vi dad contra insectg,s ;cpl.t:óPSer()S .- Dac:lo' ql.le esta cepa no 
.presento homología con el gen pa¡;a .. lepidópteros, ni crnzÓ c'ón.el

=· anticuerpo de lepidópteros se pef1só que erá probaDle .que la; cepa . 

GM2 presentara una proteína ··del' tipo: de las proteínas ·específicas 

contra coleópteros; al reali'zar ia iiúriuriodéteccióri ·: c'oh el 
anticuerpo CryIIIA no se obtuvo re.acc.ión con este anticuerpo. 

El anticuerpo CryIIIA, fue producido contra ú proteína CryIIIA; 

la cual tiene un peso molec\.liar. de 73 KDa, ·qué al ser .digerida por 

las proteasas libera un peptido t'óxico de· 66• KDa¡ .mientras que la 

GM2 produce una proteína de 130 KDa, no se conoce el tamaño del 

péptido toxico ·de esta proteína . al ser digerida por enzimas 

Con el f.in de establecer .si la GM2 produce una 

. contra coleópteros se propone .que· esta proteína sea 

~~·:· a'ig~r{d<Í. ·y se realice nuevamente " la inmunodetección con el 

<} a'Í"it:'i'ÉúerpÓ poli-CryIIIA. A si mismo realizar J;ibÍ:'idizac::iones 

· ' Útilizil.rido el gen completo CryIIIA, lo cual ayuda"~ia a resolver 
-~., ·:.'.'.:.'. '··- - - ---

esté problema. '-_:._1'0:.'--

~:~. ="'.c~~~'~l·'Í.in de tener un análisis más especíÚco, se propone 
.·.·,.,· ld' ~ni.Í.sma ·metodología, pero utilizando anticuerpos monoclonales 
·fe~:. _·_;,~·-

~.ue ;~sean capaces de reaccionar especificamente con cada una 

de, ',I.ás ·proteínas Cry descritas. La utilización de anticuerpos 

p~Ú~lonales específicos contra la proteína CryIA(b) y la proteína 

c·ryIIIA, permitió de una manera general determinar cuáles de las 

¡:)iot:eínasproducidas son contra insectos lepidópteros y cuáles son 

·· con'tra insectos coleópteros. Este debe ser un paso importante Y. 

necesario a realizar antes de la utilización de anticuerpos 

monoC:lonales más específicos, podemos concluir que. 

teniendo anticuerpos policlonales, monoclonales y oligonucléótidos. 

específicos contra genes Cry se puede realizar un análisis 

~·- ·;:.: _c.ompleto de e.epas 9e ~-· t.~.u~ando la misma metodología des_a.r:sc>ll~_?éi_ _ 
en este trabajo: De esta manera se pueden caracterizar muchas 

cepas .e inclusive se pueden encontrar nuevas cepas que presentan .. 

nuevos genes· y nuevas toxinas, lo cual sería de gran interés para 

ei desarrollo dé nuevos bioinsecticidas. 

Después de un análisis como éste, el pasó a seguir son los 

bíoensayos, :_determinando las concentraciones letales (LDso) 

necesarias matar a diferentes larvas de insectos. . En 

de las cepas 
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~útil.i.zacl.as-por:-nosotros HDi,GM2/GM7y GMlÓ(tabla 12) . -seued.üzarol1-

\ "]2-~-~iJÍ~t:~:~~e:eli;:;:~:ir!ece:,in;::~::pl u~:~idnó:it.ero~a c~?aod:::e::·-·.--
; es activa contra . ninguno de estos lepidópteros. Es importan_t:e 

__ _, -. ;:: destacar que las cepas GM7 y GMl O presentan actividades 

_ =;= :,:bióirisecticidas -20 veces mayores que la cepa HDl. Esto se puede 
_ d~ber a que el gen de la cepa HDl sea diferente al de las cepas 
-- GM7y -GMlO. Seri_a muy interesante ver las diferencias entre las 

proteinas por estas cepas con anticuerpos monoclonales y conocer 
_:•_si_ los genes son exactamente iguales, o si son proteinas 
·•:d.ifer~ntes: 

,e~· '. . .,: : ~ .. : ,,.; : . , . ;-

:' -,~i. s~gu~do objet.iv6, propuesio en .este trabajo fue el establecer 
•'una: ~~strategia que permita ·1a: rn~nipúlación genética de las cepas 

- ~iTd~{_B;f ;/ ~Ón el fin-: de obtener una cepa que exprese 2' ó más genes 

~.:., ;_¿c:l~~;dffererites origenes y de esta manera amplific~r el rango _de 
-;:~ ··ia;;~iÓri d~ i~ tox:i.n~. - Se escogió el proceso de conjugación, ya que 

-- - ;:t~:ra-'-'C:onju-gac'ióh periliite que•-- genes de o-'endotoxina - conteriidcis =eh --

- .·_-piásrrlictode B.t. puedan ser transferidos a otras cepas como B. 
~~, -.~~~\ 

,Cefeus y B. subtilis ó B. thuringiensis. La co11jugación es' ~tin 
-... -. '.~~p-:iOc~·~:o_-~---más ____ rapido ·~- _que _la clan-ación,_ que_ .~_tarribién- _"'_f;e·~ffii~~:E{_._- ~-1.a~-~~~-~ _ 

expresión de 2 ó más genes en una sola cepa ya .qük< al ;~ai~.r-.• 
-- algunos plásmidos de uná cepa a otra se .va _a p~sar' el plá~mi~ó'._C::ori) 

'E!i'· -g~ri~ d~ ia. .5-..,eric:iotoxina- C::oei:tistiencicCasi .en una misma cepa : ';/ > 

<'E:J.·J p~obfom~· qµe ·~se , ti~neP',0ar1 __ t-_._-_eu_ sar _·P_e
1
1á·---smméi•-.td'o

0
-_dso __ --- •_-: __ dceon, :-__ cºe:n_

1
J_· ug_-_-_._··g:~aecn-_i_· ____ 'ónd.te.'P ___ ª.·-·----____ r

1
,_-aª_•--•-·-•-_••_-___ ._-. 

'prbcttici~_ una >cép'a ----que ·2 
:a..:ellct~to;;in_.;_ es qÜe si la cepa receptora, ~ya-p~octu'2e?ia l!o~ina;r.-66m0 / 
<pci'~r~fuoi: reconocer que la trans-conjuga!lte -•• .. redbi:ó ; un· riue\rci 

plásmidb portador del gen de la toxina ? ' '·,¡ '>1
0
> 

·---~_c.:ij;;fÍ_;.,é~te;;'trabajc•·Se qui.so. enfonces--:=-esfablecEú'S°uriai~est.I::'~tégfa~p;ffa;.'• :o·~~ 
ta·~11it·~·~ e·1 r-8conoc.imiento . cte ias. ·transcon.j.Gg:~ht'.~-~/~iY~ .:~a~~á;s:~~'tkri-~'-~--~-< 
una presión seleeti va para ' asegurar que' el ti~évb' ~iá~~i'c:i6 ;~ci· 

.:: ~~~:~~ ~n mar~ar él -• plásmicto ·- qu~ _-codü:ic¡, ~aJ~ .. 10 i_:eri~;fixi;a · 
con un _ gem' __ ··cie -~e~ist~ncüa.••·ª · ~riÚbiÓti'éó \péJ.~i'ciél.ftél.r}~~t~'f~iái~+do,·_·-·---

·:~:f_ulánpcs:i.~0oi:n.:ens:;;: ___ ._d}e:i~~.i'!~=~~~ZJ~·~:i~t~~~~·l;o;r_,_._;ªq''.~u-.-_:_e•:f_:_:_'._: __ :_:_ .. _:_.a.~Il_•~-~-:_;_ •• '.iP_·~-~_:a:_·:_.~s~···_'at_!_r;!._~_._-_. __ -_._-_-_::_;d•-_;?_0_e;_'_l:_:_•_-_.·_-_._~u:_~'._·:n._ 0a•_.;n_d_:,:_-___ :_._~--.~~{~~~~ -.-:--
t~ahsf~~encia; ,:; pof cepaj'a ··---

_ :-: L .. T.:J;;-~~~~·';~,~~·i'-cj'.,_--~/ ' ;: .. -<-.'== ":"-~i;;__+,o•:l-(f :;•';'•:_¿e: .,-':i.-~.;~;-.- __ ¡;;.:i'' ~- ·~~ º'°' 
'-· -.-,-.,-,.-¡ ~-_67.'" ----- -_-__ - __ •. _._--__ -• -.'. >;;; -- ;;; '.:·-· ,-, 

i_';~~L_ ... :~:~.' ---~~L:_,. -u·- ~~:~~[: ~-~f ·_ ~~-,'°- --.. ~~:.· _ ~~-:X-_l?. ><~:: ,.,, -~~ ;~-~ --~~t.·<~~:-~_:;~::.- ·-~~:-'.~: _:!:·,~;,. /: ·-





• ·~· Ótr~: se pasa tambien el plásmido que lo transfii_:io"y "pos{Diemerite~ 
algunos más. Las cepas de B. t. que se obtuvieron come> portadoras 

' .del' plásmido pBC16 se puede utilizar para un proceso de 

.. :6()nj~gación con otras cepas de B. t. El análisis de las 

tra.nsconjugantes Ter que poseen el plásmido pBC16 es laborioso ya_ 

que hay que determinar si el plásmido con el gen de la toxina 

tambien fue transferido a las transconjugantes. Como el gen de 

resistencia a Tetraciclina del plásmido pBC16, está contenido 

dentro de un transposón (Tn916), se trató de inducir la 

transposición con el fin de buscar cepas con el transposón 

integrado en el plásmido que codifica para la ó-endotoxina. 

Mediante experimentos de transformación de cepas de B. t con el 

plásmido pBC16, logramos inducir la transposición del Tn916, pero 

al analizar las cepas resultantes, solamente obtuvimos 

transposición en el cromosoma (Fig.10). Teoricamente deberíamos de 
··: 

ser capaces de encontrar cepas de B.t. con el transposon Tn916 

integrado tambien en ADN de plásmido. El hecho de que no obtuvimos 

ie~as de este tipo se pudó deber a que no analizamos un número 

suficientemente grande de cepas resultantes de la transformación ó 

_ tambien a que existe un sitio dentro del cromosoma de B. t. en 

dónde la transposición de este Tn916 sea favorecida, por lo que 

aún en un análisis exhaustivo de transformantes, únicamente 

encontraremos cepas con el Tn916 integrado en el mismo lugar. 

La segunda estrategia consistió en clonar el gen de la toxina 

junto a un gen de resistencia a antibiótico en un vehículo que no 

se replique en B.t., de tal manera que al introducir esta 

construcción en B .• t. por recombinación homóloga se integre con el 

gen de la toxina nativo quedando asi marcado el plásmido que posee 

el gen que codifica para la ó-endotoxina con un gen de resistencia 

a antibiótico. 

Para esto se utilizó el plásmido pBS42 al cual se le reali-zó una· 

doble digestión con las enzimas BamHI y HincII. Se obtiene un 

fragmento que posee el gen de resistencia a Cloramfenicol y el 

origen de replicación en Gram negativos y al cual se liga el gen 

de la ó-endotoxina, tal y como se describió en resultados. 

Al transformar con esta construcción a células de E.coli ~BlOl;, s~ 

obtuvieron 100 colonias Clmr, a las cuales se les 'realizó 

hibridización en colonia usando como sonda el oligonucie61;.:i.do 
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· -_ RB-9·,·· el cual es 

esta prueba se obtuvieron hibrldizacfones con is coloni~s;-a. 'fá~ ~ 
que posteriormente se les -realizó una inmunodetección en · gota-· 

_,, usando -anticúerpos policlonales CryIA (b) , obteniéndose 5 ccífon:ias 
'.-.. ·~ ~·': .. · ~--.-;·-~ 

positivas que producen una -proteína· que cruza con el· antiéue'rpo.: ._,~-: -
- específico contra la proteína CryIA(b) (Fig 14). Esto indica. qúe: 

: ' ·-: ... ,,. ': ·.'····':<· _' 
la construcción está bien hecha. Cualquiera de las ._5 -.cólémias··--

detectadas puede ser _ utilizada 

seleccionando transformantes~Clmr .. 

trarisformar -•:•B 

El plásmido 

de B. t., el 

una toxina 

pCl puede ser transformado; a cualC!utera de_ l_ •• ___ 'ap_. ___ .sr···_;o._;_;cd••_·ue ___ Pz: __ ªcsa·····_:_•_-_._: 
único requisito de la cepa Í:eéeptoÍ:a e~;c:11;1e 
contra · 1epidópte~~~ a.:-firl -de (que'. sé pliedci•_ establecer 

de recombináCi6n ?q~.e. ;'pei~if~ --- lá( ix1h9"rá2:ióri . dei el evento 
marcádor -;· __ , - • -- - - . -- · 

El 'aná.Í'isis de~~estasc.• tiri.riif'or~arite~ es muy . fácil, ~olo_ hay 'que 

dete';m:Í.rlar: que< .ei .m~rC:~ciói de CLmr se encuentr-~ en ú mismo 

- ¡:ii.á~fu:i.cto~'tjúe'-jtci<iifiC-~ 1i;~~Í:a~:e1•gen CryI. Posteriormente esta_ cepa. 

::-~;_j~::dé~_:~.~t-~,~€~ _-'¡'.i_~&_C!~t;i:it:~¡Ú~r -en -expériementos de con jugáción con:: 

____ éuaiquier/Ótra ¿épa dELBit. para produ~ir -una cepa con_ 2 gene15 de 
• :'a2ei1aotoxina':: '.cie-i .. ctifeferit~s orígenes con lo cual se llegará' . al.: 

-_- __ •; Óbj~tifÓ ;fin~_l;'.~ue'' es• Í~ c~x1strucc:Í.ón de una .cepa de B. t. Lque 

Iioi:f.t·z,' ge-ne·s a-e· º:;~h~Bt:~~~irii ele a.üererttes 
·-.;',-,·_-_,, 

' ,_,;, ',. 

' .-.-," ~-- - {~/· :- -'.~ ,. -. ,_., ---.-· rixh· ····--·-· 
_:1~2t>" :_,~:l_c. ~ '.o·· ·'r ,/·;_;¡ .. <~é;" -~e·.'": ... 

:.:::·:.- :. -_,._--_. __ , __ :· . ,-~·~_,,.- ::?:º ;~~-___ ;-.~!_- ·'' ' --
·-;::, ''·. " 

"'"~ ::i2.~~- ' .. e' ':~~>i~:>~ .-~~/~;: -~¿:(_ ':~~~:~;-, ''.~~i?.;,·~~;;~2 
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·:,;¡ .c:i~~·:-¡:;.:~_ ,·' •· ~·,;,~\'.·;·:''. i'." :;~~;· - , 

' . ~;~~-} ;.~J.::·. 
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