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RESUMEN

Epilachna varivestis, es un insecto fitéfago del orden Coleoptera, plaga
de frijol que se controla con varias aplicaciones de insecticidas quimicos, lo que
elimina la entomofauna benéfica. Epilachna varivestis ha desarrollado
resistencia hacia algunos productos quimicos. Una alternativa para su control
pueden ser las proteinas producidas por Bacillus thuringiensis (Bt). Por lo que
en este trabajo se evaluaron cepas de Bt de dos colecciones y ademas se
aislaron cepas de Bt de cadaveres de E. varivestis. Se probaron 241 cepas
nativas de B. thuringiensis contra larvas neonatas de E. varivestis a dosis de
100 y 1000 ng/cm? ademé&s de cepas de Bt control; 10 tipos diferentes de
toxinas Cry1 contra lepiddpteros, 5 tipos diferentes de toxinas Cry3 y Cry7
contra coledpteros y 4 tipos diferentes de toxinas Cry4 contra dipteros. Ocho
cepas produjeron mortalidades menores al 50% a dosis de 100ng/cm? y solo
una causo 80% de mortalidad a 1000ng/cm? de follaje. Se buscé una cepa mas
virulenta, se aislaron cuatro cepas directamente de un cadaver de larvas de E.
varivestis, todas producen una proteina de 100 kDa. Una cepa fue
seleccionada se le nombré GP1. Se calculé la Concentracién Letal cincuenta
(CLsg) con esporas-cristales y cristales puros (14.1 y 8.6ng/cm?
respectivamente), también se evalu6 contra Spodoptera frugiperda, Manduca
sexta y Aedes aegypti, sin causar ninguna mortalidad a éstas especies. La
cepa GP1 se caracterizé por PCR con oligonucleétidos generales, todas las
reacciones de PCR fueron negativas, por lo que se asumié que se trataba de
un gene nuevo.

La proteina fue purificada, se secuencié el N-terminal
(AGKSFPDVPAGH), también de un fragmento interno de 50 kDa
(KLPVTFVTTDQYGDPYGAN), el analisis de Blast resulté en que ambas
secuencias concuerdan con las proteinas de superficie de B. lechiniformis OlpA
y de B. anthracis EA1. Se disefio un total de tres pares de oligonucledétidos para
obtener la secuencia completa del gene gp1.

El gene completo sl-gp1 se clon6 en el vector pHT315 y se transformé
en la cepa acristalifera 407 de Bt, amplificando tres productos por PCR (BSLX-
1y BSLN-5; BSLN-6 y BSLP-8; BSLP-7 y EAGB-4) que sobrelapan en los sitios
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de restriccion Ncol y Pstl, respectivamente. Se evalu6 la toxicidad de un cultivo
esporulado de una clona y produjo un 100% de mortalidad de larvas del primer
estadio de E. varivestis a una concentracién de 1000 ng/cm?® La Clsy se
determiné utilizando cristales puros y fue de 12.65 ng/cm?.

La proteina SL-GP1 se expresa durante la fase vegetativa y también
durante la esporulacion. Durante la fase vegetativa la proteina esta asociada a
la bacteria ya que toda la proteina detectada por Western blot se encontré en la
pastilla que se obtuvo después de la centrifugacién del cultivo. Durante la fase
de esporulacién la proteina se observa asociada a la bacteria y también se
encontrd en el sobrenadante del cultivo centrifugado.

El alineamiento de aminoacidos de 32 diferentes proteinas de superficie
se utiliz6 para analizar la relacién filogenética de estas proteinas. Este anadlisis
muestra que las proteinas de superficie es una familia compuesta de grupos de
proteinas altamente variables entre los diferentes grupos independientes. Las
proteinas de superficie de Bacillus cereus, B. sphaericus, B. anthracis, B.
licheniformis 'y B. thuringiensis estan agrupadas en una misma rama principal
(Grupo 1). Las proteinas de superficie de otras bacterias estan agrupadas
juntas en ramas separadas indicando la relacion entre los miembros de cada
rama durante su evolucién. La proteina de superficie GP1 esta altamente
relacionada a la proteina EA1 de B. anthracis y a la proteina CTC reportada de
B. thuringiensis con un 92% de identidad en la secuencia primaria. La proteina
de superficie GP1 tiene un 63% de identidad con la proteina OIpA de B.
licheniformis (U38842). Con relacién al resto de las proteinas de superficie
encontradas en el grupo Bacillus, su relacién es bastante baja ya que varia de
un 27 a solo 2% de identidad

Se encontr6 por primera vez que una proteina S-Layer de B.
thuringiensis es toxica para un insecto plaga, lo cual amplia los grupos de
proteinas producidas por Bt con propiedades insecticidas.



ABSTRACT

“The mexican bean beetle” Epilachna varivestis is a key pest of beans in
México, its control is with several applications of chemical insecticides, but
these also kill beneficial insects and this pest has developed resistance to some
insecticides. An alternative to control this pest could be the use of proteins
produced by Bacillus thuringiensis (Bt). In this work, we evaluated 241 native Bt
strains belonging to two collections against neonate larvae of E. varivestis, two
dosis were evaluated, 100 y 100ng/cm?, also 10 different Cry1 toxins, five
different toxins Cry3 and Cry 7 active against Coleoptera and four Cry4 toxins
active against Diptera. Eight strains caused mortalities below 50% with 100
ng/cm? and only one above 80% with 1000 ng/cm®. We look by more virulent
strains, this was achieve isolating them from a E. varivestis larvae cadaver
collected at bean fields. Four strains were isolated, all produced a 100kDa
protein, one was selected and named GP1. The lethal concentration 50 LCsq
was calculated with spores-crystals and pure crystals (14.1 and 8.6 ng/cm?,
respectively). This strain also was evaluated against Spodoptera frugiperda,
Manduca sexta and Aedes aegypti, but it was not toxic to these insects. The
GP1 strain was characterized with general oligonucleotides, all the reactions

were negative and we assumed that is was a new gene.

The protein was purified, and the N-terminal sequence was performed
(AGKSFPDVPAGH), an 50 kDa internal fragment was also sequenced
(KLPVTFVTTDQYGDPYGAN), Blast analysis showed that both sequences are
similar to S-layer proteins of B. lechiniformis OIpA and de B. anthracis EA1.
Three pairs of oligonucleotides were designed to obtain the complete sequence

of the gene gp1.

The complete sl-gp1 gene was cloned in pHT315 vector and transformed
in acrystaliferous Bt 407 strain, amplifying three PCR products (BSLX-1 and
BSLN-5; BSLN-6 and BSLP-8; BSLP-7 and EAGB-4), that overlap at restriction
sites Ncol and Pstl, respectively. A clone produced 100% mortality to neonate
larvae of E. varivestis at 1000 ng/cm®. The lethal concentration 50 was
performed with pure crystals and was 12.65 ng/cm?.



The SL-GP1 protein is expressed during the vegetative stage and also
on sporulation stage. During the vegetative stage the protein is associated with
the bacteria because all protein was detected by western blot on the pellet that
was obtain after centrifugation. On the sporulation stage the protein is

associated with the bacteria and also on the supernatant.

The alignment of amino acids of 32 different proteins was used to
phylogenetic analysis. This analysis shows that the s-layer proteins are family
composed of groups of proteins highly different. The s-layer proteins of Bacillus
cereus, B. sphaericus, B. anthracis, B. licheniformis and B. thuringiensis are grouped
in the same branch (group 1). The s-layer proteins of other bacteria are group
together on separated branches showing evolutionary relationship among the
members. The s-layer protein GP1 is highly related to EA1 protein of B.
anthracis and to the CTC protein of B. thuringiensis with 92% of identity of the
primary sequence, and 63% of identity with the OIpA protein of B. lecheniformis.
In relationship with others s-layer proteins of the Bacillus group is quite low, 27
to 2% of identity.

This is the first report that shows that an s-layer protein of B.
thuringiensis is toxic to an insect pest, increasing the groups of proteins
produced by Bt with insecticidal properties.
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INTRODUCCION
El problema de las plagas

El crecimiento de la poblacién mundial ha transformado una proporcién
grande de la superficie terrestre provocando disturbios ambientales, ya que el
hombre al concentrarse en grandes ciudades altera los ecosistemas para cubrir
sus necesidades de habitacion, vestido y alimentacion, desforestando selvas
tropicales, practicando la agricultura de subsistencia e intensiva o expandiendo
las areas urbanas (Caldas de Castro et al., 2006; Foley et al., 2005; Otsuka,
2003; Parris y Kates, 2003; Thomson, 2003; Vitousek et al., 1997; Western
2001). Para la produccién de alimentos se han modificado grandes extensiones
de tierra, donde se cultivan pocas especies de plantas en grandes superficies
generando el desarrollo de plagas (insectos, bacterias, nematodos, hongos,
virus y malezas) (Foley et al., 2005; Godfray et al., 2010; Heller y Keoleian,
2003; Matson et al., 1997; Tilman, 1999). Las plagas pueden causar
destrucciones masivas de cultivos importantes y estas pérdidas causa grandes

efectos socioeconémicos (National Academy of Sciences, 2000).

Las plagas se alimentan de las plantas cultivadas o compiten por
nutrientes, agua y luz, por lo que se requiere eliminarlos, se han utilizado
pesticidas para proteger los cultivos, de lo contrario podrian causar la pérdida
total de la produccidbn o causar enfermedades ya que son vectores de
microorganismos patégenos a humanos y de sus animales domésticos (Caldas
de Castro et al., 2006; Gratz, 1999; Margni et al., 2002; Thomas, 1999; Zaim y
Guillet, 2002). Dependiendo solamente del uso intensivo de agroquimicos para
el control de estas plagas (Lewis et al., 1997; Rocha et al, 1990; Thomas,
1999). Estudios reportan que, aun con el uso de plaguicidas se tienen pérdidas
de cultivos (Palumbi, 2001) y desarrollo de resistencia por parte de las plagas
(National Academy of Sciences, 2000; Whalon et al., 2007). Aunado a lo
anterior existe una demanda por parte de los consumidores de productos cada
vez de mayor calidad (Broadhurst, 1998; Frank et al., 2004; Rossing y Heong
1997).



Las plagas de insectos y los problemas causados por los insecticidas

quimicos

Los insectos si no se controlan pueden causar la pérdida total, tanto del
cultivo como de la cosecha en almacén, o causar enfermedades. Para reducir
los efectos negativos de los insectos plaga se emplean insecticidas quimicos
sintéticos a gran escala en la agricultura desde 1939, reduciendo las pérdidas.
Sin embargo estos beneficios implican costos ambientales y sociales como
son: la contaminacién de suelos, agua, presencia de residuos en productos
vegetales para consumo animal y humano, efectos adversos a organismos no
blancos, por ejemplo insectos benéficos, aves, peces, entre otros (Broadhurst,
1998; Margni et al., 2002; Mullin et al., 2010; Paoletti y Pimentel, 2000;
Williamson, 1998).

En anos recientes las politicas reguladoras sobre el uso de pesticidas de
Estados Unidos de Norteamérica y la Comunidad Europa han sufrido cambios
radicales, lo que ha propiciado la cancelacién o restriccion de mas del 50% de
los ingredientes activos utilizados para la formulacién de insecticidas, como los
pertenecientes a los grupos de los Organofosforados y Carbamatos (Whalon y
Wingerd, 2003). En las ultimas décadas se han visto efectos adversos directos
e indirectos en el hombre, causados por el uso inadecuado de estos productos,
ya que se encuentran presentes como residuos en los alimentos, agua para
beber (Tait, 2001), lagos (Peters et al., 2001), lluvia (Suzuki et al., 2003), aire,
casas, suelos o superficies contaminadas, ademas de que se esta en contacto

permanente con ellos.

Por ejemplo en un estudio realizado en Estados Unidos de Norteamérica
por los Centros para el Control y Prevencion de Enfermedades reportan que en
el monitoreo de 116 productos quimicos, incluyendo 34 plaguicidas en sangre y
orina en humanos; la poblacién muestreada tenia 23 plaguicidas de los 34
estudiados. El 99% de la poblacién tenia concentraciones detectables de DDT

aun cuando este insecticida no se usa desde 1970. Al 93% se le encontraron



residuos de Clorpyrifos, insecticida ampliamente utilizado en la agricultura y
para el control de plagas urbanas, resultando los nifios con las mas altas
concentraciones (hasta cuatro veces los limites permitidos). En promedio en la
poblacién muestreada se le detectaron 13 plaguicidas (Schaffer et al., 2004).
Ademas la exposicion continua a estos productos esta relacionada con el
desarrollo de ciertas enfermedades como algunos tipos de cancer y otras
enfermedades cronicas como la de Parkinson’s y Alzheimer's (Dich et al.,
1997; Frank et al., 2004; Schaffer et al., 2004; Schecter et al., 1997).

Otro problema es el rapido desarrollo de resistencia por los insectos
hacia los diferentes grupos de insecticidas quimicos, generalmente surge en un
tiempo no mayor de 10 afos después de la aparicion en el mercado de un
nuevo insecticida. Actualmente se reportan mas de 500 especies de insectos
plaga que han desarrollado resistencia a uno o mas grupos de insecticidas
quimicos (Casida y Quistad, 1998; Georghiu y Lagunas-Tejeda, 1991; Guicherit
et al., 1999; Hoy, 1998; McCaffery, 1998; Pittendrigh y Gaffney, 2001; Whalon
et al.,, 2007). Lo que hace necesario 1) el incremento de las dosis, 2) uso de
mezclas de dos 0 mas productos y 3) realizar aplicaciones frecuentemente. Lo
anterior mencionado incrementa los costos de produccion (Broadhurst, 1998;
Matsumura, 2004), los problemas de residuos, de contaminacién, problemas de
fitotoxicidad por la aplicacién continua de estos productos (Oliveira et al., 2001),
inclusive en algunos casos el control es dificil o imposible, teniéndose pérdidas
(de Maag et al., 1999; Palumbi, 2001).

Sin embargo se sigue dependiendo del uso de los quimicos para
proteger nuestros cultivos de las plagas (Urech et al., 1997), por lo que se
requiere del desarrollo de alternativas para el control de las plagas que no sean
perjudiciales para el hombre o ambiente. El control biolégico es una alternativa
que se utiliza frecuentemente para el control de plagas, incluye el uso de
parasitoides y depredadores y el control microbiano que es el uso de
entomopatdogenos como hongos, nematodos, bacterias y virus (Paoletti y
Pimentel, 2000; Tanada y Kaya, 1993).



1. ANTECEDENTES

1.1. Control microbiano de insectos

Actualmente el uso de insecticidas biolégicos (entomopatégenos) esta
teniendo un gran auge ya que su desarrollo y registro es barato, ademas de que
el tiempo para desarrollar un nuevo producto es relativamente corto en
comparacién con los insecticidas quimicos (Watkinson, 1994). Los
microorganismos que son patégenos de insectos son muy diversos y entre
estos tenemos una gran variedad de especies de virus, bacterias y hongos.
Cada uno de estos subgrupos esta integrado por un amplio espectro de
organismos que varian en su modo de accion, sitio de reproduccion y
mecanismo de patogenocidad. Mientras que algunos entomopatogenos exhiben
amplio rango de hospederos, muchos son especificos, asi como selectivos
hacia las larvas o adultos. Este rango probablemente refleja la relacién en los
medios naturales de algunos microorganismos en particular y los insectos, de
su mecanismo de patogenocidad y las necesidades del patégeno (Aronson et
al., 1986; Ibarra et al., 2006).

La comparacién entre los entomopatégenos y los insecticidas quimicos
convencionales normalmente se basa en su eficacia y control de las plagas.
Cuando se consideran los beneficios ambientales incluyendo seguridad para los
humanos, otros organismos no blanco, reduccion de residuos en alimento,
aumento de actividad de otros enemigos naturales e incremento de la
biodiversidad en los ecosistemas, sus ventajas son numerosas (Lacey et al.,
2001; Steinhaus, 1956). Actualmente existe un gran interés sobre el impacto de
los entomopatégenos en los efectos sobre la dindmica poblacional de los
insectos. Parte del incremento en el interés se debe a los avances tecnolégicos
en patologia de insectos que han permitido descubrirlos en infecciones de
insectos por virus, bacterias y hongos.



La importancia de los entomopatéogenos ha sido enfatizada por los
modelos de dinamica de poblaciones, los cuales han mostrado en cierto grado
que las poblaciones de insectos pueden ser influenciadas y aun reguladas por
los entomopatdgenos (Briggs y Godfray, 1996; Lacey et al., 2001; Lord, 2005).
Ademas de que se pueden manipular genéticamente para mejorar sus efectos.

Las bacterias son los microorganismos mas utilizadas en el control de
insectos. Las bacterias Gram positivas han mostrado ser los patégenos mas
usados con propésitos de control bioldgico y son la base de la industria de los
insecticidas microbianos (Priest, 2000). La mayoria de las especies son
capaces de infectar y matar insectos sanos y otras son oportunistas, se
multiplican rapidamente y tienen acceso a la hemolinfa del insecto huésped
estresado a través de heridas o después de la infeccion. Un gran numero de las
especies de bacterias son capaces de infectar y matar insectos sanos, son
bacilos formadoras de esporas. Para estas especies la hemolinfa de la larva
insecto es un excelente medio nutritivo para su multiplicacion y en algunos

casos para la esporulacién (Aronson et al., 1986).

1.1.1. Bacillus thuringiensis

Entre los bacilos formadoras de esporas, |la especie Bacillus thuringiensis
(Bt) es la mas empleada a nivel mundial para el control de insectos plaga
(Aronson et al., 1986; Federici, 2005; Schnepf et al., 1998). La bacteria B.
thuringiensis se encuentra naturalmente asociada a insectos muertos o
enfermos (de Maagd, 2002); varias subespecies 0 serotipos (kurstaki,
israelensis, tenebrionis, etc.) han sido aisladas de cadaveres de insectos,
aunque las epizootias son poco frecuentes (de Maagd et al., 2003; Schnepf et
al., 1998). Generalmente la cepa aislada de un determinado insecto es toxica
hacia ese organismo, sin embargo existen excepciones (Damgaard, 2000).



El microorganismo bioinsecticida mas ampliamente usado a nivel
mundial y de mayor éxito es la bacteria Bacillus thuringiensis (Bf), para el
control de insectos plaga de plantas cultivadas, de zonas forestales o para
combatir vectores de enfermedades (Crickmore, 2005; de Maagd et al., 2003;
Nester et al., 2002; Schnepf et al., 1998); representa una pequefa fraccidén del
mercado de los bioplaguicidas (Porter et al., 1993), con ventas anuales de
alrededor de 140 millones de dolares norteamericanos, con mas del 40% de las
ventas en Estados Unidos de Norteamérica (National Academy of Sciences,
2003). El uso de Bt se esta incrementado rapidamente debido a que no causa
efectos adversos al hombre, ambiente, o0 a los organismos no blancos (Joung y
Cété, 2000; Porcar et al., 2010). Ademas, se puede combinar con otras técnicas
de control de insectos plaga y es un componente fundamental en el Manejo
Integrado de Plagas (Lacey y Shapiro-llan, 2008). Ha sustituido a insecticidas
quimicos que han sido prohibidos por causar problemas ambientales o de
salud, que su uso esta siendo eliminado progresivamente en areas sensitivas
del medio ambiente; en productos para consumo humano, de exportacion, en
los cuales se requiere que estén libres o con bajos niveles de residuos
quimicos. En la agricultura organica Bt es el principal bioinsecticida que utilizan
los productores para el control de plagas de especies de Lepidoptera (Ferré y
Van Rie, 2002; Forrester, 1994; Lacey et el., 2001; National Academy of
Sciences, 2003; Schnepf et al., 1998; Whalon y Wingerd 2003; Zehnder et al.,
2007).

En México Bt es el bioinsecticida de mayor aceptacion y empleo, se
calcula que se aplica anualmente a 100 000 ha de maiz, 174 000 ha de algodoén
y 200 000 ha de hortalizas, sin embargo en el caso del maiz solo se utiliza en
un 5% de la superficie total cultivada bajo condiciones de riego. Se estima que
el empleo de Bt para el control de plagas oscila entre un 4 a 10% del total de
insecticidas quimicos empleados, por lo que se considera que es un mercado
incipiente de bioinsecticidas (Benbrook, 2009b; Tamez-Guerra et al., 2001).



Bacillus thuringiensis es un miembro del grupo Bacillus cereus que
incluye las especies B. cereus, B. anthracis 'y B. mycoides, |la caracteristica que
distingue a B. thuringiensis de los otros miembros del grupo B. cereus son sus
propiedades entomopatégenas (Bravo et al., 2005). Esta bacteria produce una o
mas inclusiones paraesporales, también llamados cristales, durante la fase
estacionaria, en cantidades que pueden ser hasta del 30% de la proteina total
de la célula, son liberadas al medio con las esporas cuando la célula se lisa.
Las inclusiones contienen varios tipos de protoxinas llamadas &-endotoxinas (de
Maagd, 2002; Koziel et al., 1993; Li, et al., 1996).

Las &-endotoxinas son los factores mas significativos que determinan la
toxicidad de esta bacteria hacia un amplio rango de especies de insectos e
inclusive otros organismos como los nematodos (de Maagd et al., 2003). Las
inclusiones pueden ser de forma bipiramidal, rectangular y plana, cuadrada,
esférica, amorfa, etc., son visibles utilizando un microscopio compuesto (Figura
1). Los cristales poseen propiedades insecticidas, las cuales son especificas,
aunque la bacteria puede producir otras proteinas insecticidas durante las
diferentes fases de su desarrollo y compuestos extracelulares como:
enterotoxinas, fosfolipasas, haemolisinas, proteinasas, proteinas insecticidas
vegetativas, B-exotoxinas, bacteriocinas, proteinas de superficie y antibiéticos
que pueden contribuir a su patogenocidad (Aronson y Shai, 2001; Dulmage,
1981; Fast, 1981; Fedhila et al., 2004; Hansen y Salamitou, 2000; Kubota et al.,
2006; Milner, 1994; Schnepf et al., 1998) y ademas pueden funcionar como
receptor, como es el caso de la proteina Cyt1Aa (Pérez et al., 2005).

Bacillus thuringiensis fue aislada por primera vez en 1901 por S. Ishiwata
de larvas enfermas de Bombix mori (L.), quien le dio el nombre de B. sotto,
haciendo una descripcion muy breve e incompleta. Diez afios después Ernst
Berliner aislé el mismo microorganismo de larvas enfermas de Anagasta
kuehniella (Zeller) en Thuringia, Alemania, dandole en nombre de Bacillus
thuringiensis, que es aceptado como el nombre cientifico original (Beegle y



Figura 1. Diversas formas y tamafos de cristales producidos por B.
thuringiensis: C, cristal. Tomado de Bravo et al., 1998.

Yamamoto, 1992; Milner 1994). En 1915 Aoki y Chigasaki infectaron
experimentalmente larvas de B. mori reproduciendo los sintomas de la
enfermedad. Mattes en 1927 reaislé una cepa de Bt de Ephestia y realiz6
pruebas subsecuentes de campo de esta cepa sobre “El Barrenador Europeo
del maiz”, dando resultados prometedores. Este trabajo llevé al desarrollo del
primer producto comercial llamado “Sporine”, producido en Francia en 1938
(Milner, 1994).

La historia moderna de Bt inicia con la investigacion pionera de
Steinhaus en Estados Unidos de Norteamérica en 1950, quien creci6 la cepa
Mattes en agar nutritivo y dejé que se secara a temperatura ambiente, luego
resuspendio las esporas en agua y la aplicé en campo a bloques de alfalfa para
el control de larvas del “Gusano de la Alfalfa” (Colias eurytheme Boisduval). En
siete de los nueve bloques Bt redujo las poblaciones de las larvas, abajo del

umbral econdmico en pocos dias y las larvas enfermas presentaban sintomas



similares a las larvas infectadas artificialmente en laboratorio (Milner, 1994).
Steinhaus determiné que Bt tenia potencial econémico y poco después se

encontrd que el cristal era toxico (Starnes et al., 1993).

En 1959 se comercializé Bt por primera vez en Estados Unidos de
Norteamérica, sin embargo la cepa utilizada no era muy patogénica (subespecie
thuringiensis) y los resultados obtenidos fueron muy variados, no pudiendo
competir con los insecticidas quimicos. Pero Dulmage en 1970 aislé una cepa
de Bt de una larva enferma de Pectinophora gossypiella (Saunders) que
constituyé una nueva subespecie (kurstaki) conocida como HD1, la cual es
base de una gran cantidad de productos comerciales contra lepiddpteros. Esta
cepa compite con los insecticidas quimicos en eficacia y costo para el control de
los insectos plaga, es de 20 a 200 veces mas potente que las cepas
comerciales existentes. La subespecie kurstaki es la que se comercializa en la
actualidad y es téxica a mas de 90 especies de insectos plaga pertenecientes al
orden Lepidoptera.

Otra subespecie B. thuringiensis israelensis es activa contra mosquitos y
moscas negras, fue descubierta en 1977 por Margalit y Goldberg en Israel, es la
cepa que se utiliza en todo el mundo para el control de mosquitos vectores de
enfermedades.

En 1983 Krieg y colaboradores aislaron una cepa de Bt de Tenebrio
molitor (L.) que es activa contra coledpteros, la cual es conocida como B.
thuringiensis subespecie tenebrionis, produce un cristal cuadrado y delgado, la
toxina es activa contra insectos de la familia Chrysomelidae, particularmente a
Leptinotarsa decemlineata que es una de las principales plagas del cultivo de la

papa en campo (Beegle y Yamamoto, 1992).

El descubrimiento de B. thuringiensis tenebrionis propicié la busqueda de
nuevas cepas de Bt por diversos grupos a nivel mundial. Actualmente se han



reportado cepas de Bt que son activas a insectos de los 6rdenes Lepidoptera,
Diptera, Coleoptera, Hymenoptera, Homoptera, Orthoptera y Mallophaga e
inclusive de otros organismos como nematodos, acaros y protozoarios (de
Maagd et al., 2003; Feitelson et al., 1992; Starnes et al., 1993; Wei et al., 2003).
Por lo que en anos recientes se han encontrado cepas activas con rango mas
amplio de toxicidad hacia otras especies de plagas que amplia el uso de Bt méas
alld de los mercados tradicionales, ademas de la disponibilidad de nuevas
toxinas para el uso de los agricultores y que podria reducir el riesgo de
desarrollo de resistencia por las plagas (Bravo et al., 2005; Feitelson, et al.,
1992).

A la fecha se han clonado y determinado la secuencia de mas de 400
genes cry y estas proteinas han sido clasificadas en 51 familias y diferentes
subclases (Figura 2). Los genes se han expresado en otros microorganismos y
varias especies de plantas cultivadas (Crickmore et al, 2010,
http:www.biols.susx.ac.uk/Home/Neil Crickmore/Bt/index.html).

1.1.1.1. Plantas transgénicas

Sin lugar a dudas algunos de los mayores cambios, experimentados,
actualmente en la agricultura, son: el control de insectos plaga, el desarrollo de
plantas transgénicas de especies cultivadas resistentes a plagas y su
introduccién comercial en 1995 (Ferry et al., 2004; Federici, 2005; Peferoen,
1997). Se han comercializado variedades de maiz, algoddn, arroz resistentes a
algunas especies de larvas de lepidopteros (Perlak et al., 1990; Wu et al,
2003) y papa a coledpteros, entre otros, que expresan una o dos toxinas Cry
diferentes de Bt, lo cual ha beneficiado tanto a pequefios como a grandes
agricultores (de Maadg et al., 1999; Delmer, 2005; Ferry et al., 2004; Zhao et
al., 2005). Se han cultivado de 1996 a 2008, 357 285 380 millones de acres en
todo el mundo de plantas que expresan una o mas toxinas de Bt (Benbrook,
2009a; Benbrook, 2009b).
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Figura 2. Proteinas Cry de tres dominios (Crickmore et al, 2010.
http:www.biols.susx.ac.uk/Home/Neil Crickmore/Bt/index.html).

11



Mezclas de Bt se han aplicado como aspersiones foliares sobre plantas
desde hace mas de 50 afos, pero la toxina generalmente pierde su actividad
insecticida en el medio ambiente en pocos dias y no es sistémica. Algunas
veces se requieren de aplicaciones continuas para controlar las plagas o bien
las toxinas no entran en contacto directo con insectos de diferentes habitos
alimenticios como: chupadores, raspadores o barrenadores (de Maadg et al.,
1999).

En los cultivos transgénicos la toxina es producida continuamente por la
planta, evitando la aplicacién frecuente de productos a base de Bt. Por lo tanto
la proteina esta protegida de la accién de los elementos del medio ambiente,
manteniendo su actividad insecticida durante todo el tiempo que dura el cultivo,
protegiéndola en las etapas de desarrollo que es susceptible. Lo cual permite
que el estadio mas sensitivo de la plaga comience a alimentarse desde un
principio. La plaga al alimentarse ingiere la toxina, la que le causa la muerte o
incrementa el tiempo de desarrollo, pudiendo ser mas susceptible al ataque de
parasitoides y depredadores (Perlak et al., 1990). Inclusive, la toxina es
generalmente expresada en todas las partes de la planta, incluyendo tejidos
internos, que dificilmente serian protegidos por los insecticidas quimicos. La
produccién interna de la toxina protege a la planta del dafo causado por
insectos barrenadores. Las primeras plantas transgénicas que expresan toxinas
Cry para el control de ciertas especies de insectos plaga se cultivaron en 1995
en Estados Unidos de Norteamérica, desde entonces la superficie y los paises
donde actualmente se cultivan se han incrementado afo con afno, como

resultado de los beneficios obtenidos por los agricultores.

Muchos agricultores estan cultivando plantas transgénicas porque tienen
un mejor control de las plagas y/o porque los costos de control son mas bajos
que con los métodos convencionales (insecticidas quimicos). También se han
reducido las cantidades de insecticidas quimicos previamente utilizados en

estos cultivos. Lo cual produjo beneficios adicionales; como menor exposicion
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por parte del hombre y otros organismos a éstos productos, menos
contaminacion de aire y agua e incremento en las poblaciones de los insectos
benéficos (Benbrook, 2009a; Delmer, 2005; Duan et al., 2008; Federici, 2005;
National Academy of Sciences, 2003; Pretty, 2001; Romeis et al., 2006).

Desde hace 10 afos en la Republica Mexicana, se cultiva algodén que
expresa proteinas Cry activas a Helicoverpa zea, Heliothis virescens y
Spodoptera frugiperda, especies de lepidépteros presentes en las regiones
donde se siembra algoddn. Antes de la introduccién del algoddn transgénico se
aplicaban 14 kg de ingrediente activo de insecticidas quimicos por hectarea
para el control de las plagas antes mencionadas, actualmente se aplican
alrededor de 2 kg de ingrediente activo por hectarea, reduciendo el uso de
insecticidas quimicos en un 80%. El area cultivada es de alrededor del 30% de
la superficie total, se siembra en los estados de Sonora, Chihuahua, Baja

California, Coahuila, Durango, Tamaulipas y Sinaloa (James, 2005).

Sin embargo aun con los beneficios generados por esta nueva tecnologia
para mejorar la calidad y disponibilidad de productos agricolas, existe
preocupacion por parte del publico en general y de cientificos, sobre posibles
efectos adversos al ambiente, organismos no blanco, salud del hombre (Conner
et al., 2003; Morin, 2008; Nap et al, 2003; Pretty, 2001; Serageldin, 1999;
Spiroux de Vendémois et al., 2009), economia de los agricultores (Benbrook,
2009b) y resurgimiento de plagas secundarias (Lu et al., 2010). Lo cual hace
necesario la aplicacién de insecticidas quimicos para su control (Shelton et al.,
2002).

Algunos autores consideran que la reduccion en el uso de insecticidas
quimicos solo se ha manifestado en algodén (Benbrook, 2004; Cattaneo et al.,
2006; Shelton et al., 2002; Wu et al., 2003). Por ejemplo para el control de
larvas de lepidopteros del complejo Helicoverpa zea y Heliothis virescens, en
China, con el cultivo de algoddn transgénico redujo hasta en un 60%-80% el
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namero de aplicaciones foliares y en Estados Unidos de Norteamérica de 4.1
aplicaciones que se realizaban en los afios 1992 a 1995 se redujeron a 0.8 en
el periodo 1999-2001 (Romeis et al., 2006) y en maiz ha tenido poco o ningun
impacto. Sin embargo segun Benbrook (2004) la reduccién en el uso de
insecticidas quimicos durante los primeros tres afios de la introduccion de
variedades de plantas que expresan toxinas de B, si lo hicieron, pero, a partir
de 1999 ya no se gener6 tal disminucién. Debido al resurgimiento de plagas
secundarias, generalmente insectos chupadores, que antes eran controladas
con la aplicacion de insecticidas para el control de larvas de lepid6pteros
(Cattaneo et al., 2006; Lu et al., 2010).

También se ha observado bajo condiciones de laboratorio que larvas de
una colonia de P. xylostella resistentes a la toxina Cry1Ac, pueden usar esta
proteina como suplemento alimenticio y esto se manifestdé en un desarrollo mas
rapido (dos dias) en presencia de la proteina, en relacién al control (Sayyed et
al., 2003).

Se cree que la presencia continua de la toxina de Bt en las plantas y por
lo tanto la exposicion permanente de la plaga podria generar rapidamente el
desarrollo de insectos resistentes a Bt, ademas de que pudiese tener efectos
adversos en organismos no blanco (de Maagd, 2002; Mckeon, 2003; Pretty,
2001). Sin embargo existen pocos reportes sobre la aparicibn en campo de
especies de insectos plaga resistentes a las proteinas aun cuando ya han
pasado 15 afnos desde que se cultivaron las primeras plantas que expresan
proteinas Cry (Bagla, 2010; Ferre y Van Rie, 2002; Mahon et al., 2008;
Tabashnik et al., 2009). Esto puede ser debido a las medidas tomadas en
campo, es decir el uso de cultivos refugio, para evitar el desarrollo de
poblaciones de insectos heterocigotos resistentes (Frutos et al, 1999;
Tabashnik, 2007; Tabashnik et al., 2009).
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1.1.1. 2. Resistencia de insectos plaga a 5-endotoxinas de B. thuringiensis

Actualmente las proteinas Cry se aplican en grandes cantidades para
combatir los insectos plaga principalmente en los cultivos de algodén, maiz,
cruciferas, para el control de vectores de enfermedades como mosquitos y
moscas negras, en varios paises (Bravo et al., 2005; Schnepf et al., 1998).

Los bioinsecticidas a base de B. thuringiensis se han aplicado en campo
desde principios de 1960 y a la fecha sélo la “Palomilla del dorso de diamante”
Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae) ha desarrollado resistencia en
campo, en diferentes partes del mundo (Tabashnik et al, 1990; Tabashnik,
1994; Tabashnik et al., 1997).

Poblaciones de “El falso medidor” Trichoplusia ni (Lepidoptera:
Noctuidae) que son plaga de vegetales cultivados bajo invernadero en
Columbia Britanica en Canada, desarrollaron resistencia debido al uso excesivo
de Bty a la presencia de multiples generaciones que se traslapan durante todo
el ano (Janmaat y Myers, 2003).

La forma en que el organismo puede evitar la accién de la toxina
probablemente se debe a los siguientes factores: solubilizacién defectuosa,
activacion proteolitica deficiente, demasiada protedlisis (degradacién de la
toxina), atracciébn de las moléculas de la toxina hacia sitios de unién no
funcionales, formacion defectuosa del poro y reparacion rapida de las células
(Griffitts y Aroian, 2005).

Cambios en el procesamiento proteolitico
La activacion de la proteina por las proteasas es el primer paso para la

activacién de la toxina. En varios casos, la parte media del C terminal de la
protoxina es indispensable para una activacién completa y se ha demostrado
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que cortes especificos en el N-terminal son necesarios para la actividad de la
toxina (Bravo et al., 2002)

Modificacion de los sitios de union

El primer reporte que demostré6 sobre un cambio bioquimico de una
poblacion de insectos resistente fue de Plodia interpunctella, seleccionaron la
poblacion resistente en laboratorio, la afinidad de unién de la toxina Cry1Ab se
afect6 hasta 50 veces. Los resultados también mostraron que esta poblacion
era resistente a la toxina Cry1Ca y se unia con alta afinidad a un sitio distinto de
union. Estos resultados demostraron una conexion entre la unién al receptor y
la resistencia. En 1991 Ferré y colaboradores, de una poblacion de la “Palomilla
del dorso de diamante” (P. xylostella) reportada como resistente a Bt comercial
(Dipel) encontraron que era hasta 200 veces mas resistentes a la toxina
Cry1Ab, que la poblacién susceptible criada en laboratorio. Lo cual es debido a
la baja capacidad de unidén de la toxina a su receptor, pudiendo deberse a una
disminucién en la concentracién del receptor, disminucion por la afinidad al
receptor o0 a ambos. Los receptores que se han determinado son
aminopeptidasas, fosfatasa alcalina, caderinas, glicolipidos y una glicoproteina
glicolisada de alto peso molecular.

1.1.1.3. Protoxinas de B. thuringiensis

Las d-endotoxinas

La mayoria de los genes que codifican las d-endotoxinas se encuentran
en plasmidos, existen cientos de subespecies de Bt y la mayoria produce,
principalmente durante la esporulacién, uno o0 mas inclusiones paraesporales,
pudiendo tener una o varias protoxinas insecticidas, cada una de estas
protoxinas es activa a un grupo de larvas de al menos tres 6rdenes de insectos

(Aronson y Shai, 2001; Schnepf et al., 1998). Debido a su especificidad las
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subespecies de Bt son generalmente activas a un amplio rango de especies,
normalmente dentro del mismo orden (Aronson y Shai, 2001). .

Nomenclatura de las d-endotoxinas

Segun Hofte y Whiteley para 1989 se habian reportado la secuencia de
nucleétidos de 42 genes de proteinas Cry, varias secuencias eran idénticas o
casi idénticas y por lo tanto representaban el mismo gene o ligeras variantes del
mismo. Propusieron un esquema de clasificacién de las proteinas Cry de B.
thuringiensis basado en una combinacion de su secuencia deducida de
aminoacidos y la actividad biologica. En esta clasificacion 38 toxinas fueron
colocadas en 14 clases distintas.

En 1998 Crickmore y colaboradores propusieron una nueva
nomenclatura de los genes cry y cyt (Crickmore et al., 1998; Crickmore, 2000)
basada solamente sobre la relacién de la secuencia entre las toxinas. El nuevo
sistema de nomenclatura se basa en la asignacion de nombres a los miembros
de superfamilias de genes de acuerdo a su grado de divergencia evolutiva
estimada por arboles filogenéticos. Este cambio de una nomenclatura
sustentada en secuencia y actividad, a una basada en la secuencia permite
que proteinas relacionadas cercanamente se agrupen y evita la necesidad de
los investigadores de realizar bioensayos con cada proteina nueva contra un
gran numero de especies blanco antes de asignarle un nombre. En esta nueva
nomenclatura los numeros arabigos en el primer rango, es dado a una proteina
si comparte menos del 45% de identidad con todas las demas proteinas Cry. La
letra mayuscula (segundo rango) se asigna a las proteinas que comparten
menos del 78%, pero mas del 45% de identidad con un grupo particular de
proteinas Cry. El tercer rango es una letra minlascula es dado para distinguir las
proteinas que comparten mas del 78% pero menos 95% de identidad.
Finalmente un niumero es asignado a proteinas que comparten mas del 95% de
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identidad, pero que no son idénticas y que deben ser consideradas variantes de
la misma proteina (Crickmore et al., 1998; Crickmore et al., 2000).

Las proteinas Cry se definen como una inclusién paraesporal (cristal)
proteica de B. thuringiensis que muestra alguna actividad téxica al organismo
blanco y que es experimentalmente comprobable o cualquier proteina que
posee una secuencia similar a una proteina Cry conocida. En el caso de las Cyt
se les define como una inclusion paraesporal proteica (cristal) de B.
thuringiensis que muestra actividad hemolitica o cualquier proteina que tenga
una secuencia parecida a alguna proteina Cyt conocida (de Maagd et al., 2003).

1.1.1.4. Modo de accidn de las toxinas Cry1

Los insectos deben de ingerir los cristales junto con el alimento, lo cual
es una desventaja, comparado con los insecticidas de contacto. Los cristales
son disueltos por el pH alcalino y el ambiente reductor del jugo del intestino del
insecto. Los polipéptidos liberados del cristal representan las protoxinas y no
tienen ninguna actividad biolégica. El peso molecular de las protoxinas puede
ser de 70 o 130 kDa. Luego, el paso mas decisivo es la activacién proteolitica
de la protoxina (Bravo et al, 2002). En el caso de las toxinas activas a
lepiddpteros la activacidon incluye las serina proteasas, siendo una de sus
funciones principales la digestion de los alimentos en el intestino medio de la
larva. Las serina proteasas cortan aproximadamente 600 aminoacidos de las
protoxinas en C-terminal en un polipéptido bien definido a casi la mitad de su
tamafo original (60 kDa). Ademas 29 aminoacidos son removidos del N-
terminal. La toxina activada (mondmero) muestra considerable estabilidad a la

degradacion proteolitica posterior (Luthy y Wolfersberger, 2000).
El monémero de la toxina se une con los receptores anclados por GPI

fosfatasa alcalina y aminopeptidasa, luego se une a caderina, lo cual causa un
cambio conformacional de la toxina y facilita un corte proteolitico de la hélice a-
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1, por una proteasa de membrana, lo que permite la formacién del oligdmero de
la toxina, lo que conlleva cambios conformacionales, aumentando su afinidad
por aminopeptidasa y fosfatasa alcalina y receptores anclados por GPI. Las
toxinas se insertan irreversiblemente sobre la membrana plasmatica de la
célula. Se forma un poro, lo cual rompe la permeabilidad de la membrana, entra
agua, iones, entre otros, la célula se hincha y se rompe (Figura 3). La hemolinfa
fluye hacia el intestino medio, las esporas germinan y finalmente el insecto
muere por hambre o septicemia (Arenas, 2010; Bravo et al., 2004; Knowles y
Dow, 1993; Pacheco et al., 2010).

Figura 3. Modo de accion de las toxinas Cr1. 1) El insecto ingiere las esporas y
cristales; 2) Los cristales son solubilizados; 3) Activacion proteolitica de la
toxina, el mondémero se une a los receptores anclados por GPl Aminopeptidasa
o Fosfatasa alcalina; 4) La toxina se une al receptor Caderina y sufre un corte
proteolitico de la a hélice 1; 5) Lo que permite la formacién del oligémero que
sufre cambios conformacionales; 6) El oligobmero se une con una alta afinidad a
los receptores Aminopeptidasa o Fosfatasa Alcalina anclados a GPI; 7) la
toxina se inserta, se forma el poro; 8) Ocurre un desbalance osmético; 9) La
célula muere y se rompe, las esporas entran en contacto con la hemolinfa,
germinan y el insecto muere ( Pacheco et al., 2009).
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Los sintomas externos después de la ingestidén de los cristales por parte
de la larva es que deja de alimentarse, luego la excrecién del contenido
intestinal, después una paralisis general la cual puede durar varias horas e
inclusive dias. La larva pierde peso y comienza a encogerse debido a la pérdida
de liquidos. Con frecuencia la infeccion de la hemolinfa por la bacteria inicia
después de la muerte del insecto (Whalon y Wingerd, 2003).

1.1.1.5. Estructura tridimensional

Las proteinas de tres dominios incluyen las que son téxicas a especies
de los 6rdenes Lepidoptera, Diptera, Coleoptera e Hymenoptera, asi como a
nematodos. Estas proteinas Cry generalmente tienen dos longitudes
(aproximadamente 130 o 70 kDa). El alineamiento de las secuencias de las
toxinas activas muestra la presencia de hasta 5 bloques conservados. Se ha
propuesto que las proteinas Cry que poseen estos bloques pudieran compartir
estructuras similares (de Maagd et al., 2001).

Las estructuras cristalinas de las toxinas activadas Cry1Aa (Figura 4)
(Grochulski et al., 1995), Cry3Aa (Li et al., 1991), Cry3Bb1 (Galitsky et al.,
2001), Cry4Ba (Boonserm et al., 2006), Cry8AEal (Gou et al., 2009) y una
protoxina corta (Cry2Aa) (Morse et al., 2001) se han determinado y confirmado
su estructura de tres dominios bastante conservadas estructuralmente, aun
cuando su secuencia es poco parecida. El dominio I, es un grupo de 7 a-hélices
donde la hélice a-5 estd completamente rodeada por seis hélices anfipaticas
externas. A este dominio se le ha relacionado con la formacion del poro. El
dominio Il consiste de tres hojas B antiparalelas, comparten una topologia con
una conformacion de una llave Griega, formando un prisma B. Este dominio
juega un papel importante con la interaccion con el receptor. Finalmente el
dominio Il es un B sanwich de dos hojas B antiparalelas en una conformacion

de una formacion de jellyroll y esta implicado con la unién al receptor y
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adicionalmente tiene implicacién en la formacién del poro (de Maagd et al.,
2003; Li et al., 1991).

DOMINIO I

DOMINIO |

DOMINIO I

Figura 4. Estructura tridimensional de la toxina Cry1Aa (Grochulski et al.,
1995).
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1.1.1.6. Las toxinas citoliticas de B. thuringiensis

Las toxinas citoliticas (Cyt) son un subgrupo (Figura 5) de las toxinas del cristal
de B. thuringiensis, se les conoce asi porque éstas poseen una actividad
citolitica general in vitro, aunque muestran actividad especifica in vivo contra
dipteros. No tienen analogia en la secuencia de aminoacidos con la familia de
las ©-endotoxinas de las proteinas Cry (Butko, 2003). La estructura de uno de
los miembros (Cyt2Aa) se ha resuelto y muestra un dominio Unico de tres capas
a-B proteina con un sélo plegamiento. Actualmente se proponen dos
mecanismos de accion para estas toxinas: interaccion directa con lipidos de
membrana, insertdndose en la membrana y formando poros destruyendo la
membrana por una interaccion parecida a la de detergente menos especifica.
Sin embargo se conoce bien su actividad sinérgica a otras toxinas contra otros
insectos, en la cual se facilita la unién y quizds la internalizacion de las
proteinas que sinergiza (de Maagd at al, 2003). Ademas, Pérez vy
colaboradores (2005) demostraron que Cyt1Aa funciona como receptor de
Cry11Aa utilizando vesiculas de membrana de Aedes aegypti. Lo cual sugiere
qgue es por esto que ninguna especie de mosquito ha desarrollado resistencia
a las toxinas de B. thuringiensis subespecie israelensis en campo, adn
cuando esta cepa se ha aplicado por mas de 20 afos para el control de
mosquitos en diferentes partes del mundo.

1.1.1.7. Proteinas insecticidas vegetativas

Las proteinas insecticidas vegetativas (vip, siglas en inglés) son
producidas durante la fase vegetativa, son solubles y no tienen homologia con
las proteinas de cristal y citoliticas. Han mostrado amplio espectro insecticida
hacia especies plaga de Lepidoptera y Coleoptera. La actividad es a nivel del
intestino medio, donde se unen a las células epiteliales, seguido de una
degeneracion progresiva de la cubierta epitelial. Lo cual se observa como un

aclaramiento del intestino y hay interrupcién en la alimentacion (Lee et al.,
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2003). Las proteinas insecticidas vegetativas se clasifican en tres familias: Vip1,
Vip2 y Vip3. La Vip1 y 2 son componentes de una proteina binaria producidas
por B. cereus y son activas contra coleépteros de la familia Chrysomelidae,
particularmente a Diabrotica virgifera virgifera'y a D. longicornis (Rang et al.,
2005) y las Vip3A a lepiddpteros como Agrotis ipsilon, S. frugiperda, S. exigua,
Heliothis virescens y Helicoverpa zea (Lepidoptera: Noctuidae) (Estruch et al.,
1996; Yu et al., 1997).

1.1.1.8. Proteinas binarias

Las familias Cry34 (14kDa) y Cry35 (44kDa) fueron aisladas de cepas de
Bt activas a D. virgifera virgifera (Ellis et al., 2002). Las proteinas de cada
familia son necesarias para que tengan efectos letales y por eso se les conoce
como proteinas binarias insecticidas de cristal (Figura 5). Los sintomas que se
visualizan en las larvas de D. virgifera virgifera se observan en el epitelium del
intestino medio. Las proteinas Cry34 no esta relacionada con otras proteinas
Cry, sin embargo, las Cry35 son homdlogas con las proteinas binarias de B.
sphaericus con un 26 a 29% de identidad a la mayoria de la secuencia, asi
como poseen varios de los elementos de secuencia conservados (de Maagd et
al., 2003).

1.1.1.9. Proteinas relacionadas a Mtx2/3

La proteina Cry 15Aa de B. thuringiensis subespecie thompsoni tiene
una homologia significante a las Mitx2 y Mitx3 de B. sphaericus. Es téxica a
larvas de Manduca sexta (Lepidoptera: Sphingidae) y se encuentra en cristales
asociada a una segunda proteina aparentemente no relacionada de un peso
molécular de 40 kDa. La proteina de 40 kDa no tiene actividad y tampoco afecta
la toxicidad de la Cry15A hacia M. sexta, pero sinergiza la actividad de Cry15A
hacia Cydia pomonella. De B. thuringiensis subespecie dakota se aislaron dos
proteinas con un 37% de identidad a la Cry15A y a la proteina de 40 kDa. Los
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genes que codifican estas dos proteinas, cry33Aay cryNT32 se encuentran en
un operdn. La proteina Cry35 se aisl6 de la cepa B. thuringiensis subespecie
cameroum, también pertenece al grupo homoélogo de las Mix2/Mtx3 junto con la
Cry35, la cual es homdéloga a la de 40 kDa y la CryNT32. La Cry38, de la que no
se le conoce actividad, cuyo gene se encuentra asociado con los que codifican
las Cry34 y Cry35 y la Cry23A, también producidas por Bt. La proteina Cry23A
tiene un peso de 29kDa y es activa a ciertas especies de colebptera como
Anthonomus grandis, s6lo en asociacion con la proteina Cry37 de 13-14kDa (de
Maagd et al., 2003) (Figura 5).

1.1.1.10. Proteinas de superficie (S-layer)

Las proteinas de superficie (S-layer) son unas estructuras ordenadas de
particulas cristalinas proteicas, las cuales cubren completamente la superficie
de muchas archaea y eubacteria (Beveridge et al., 1997; Sara y Sleytr, 2000) y
constituyen del 5 al 10% de la proteina total de la célula. La funcién de estas
proteinas de la cubierta de la superficie no se ha definido completamente, se
ha propuesto que estas proteinas estan envueltas en la integridad de la célula y
el mantenimiento de la forma (Beveridge et al, 1997). También, se ha
hipotetizado que pueden estar involucradas con el intercambio de
macromoléculas con el medio ambiente debido a que éstas son la capa mas
externa de la cubierta de la célula. En algunas bacterias patégenas, se les ha
asociado con la virulencia (Beveridge et al., 1997; Pei y Blazer, 1990).

En B. cereus, la cubierta de superficie promueve las interacciones con
los leucocitos humanos con el huésped, contribuyendo a la patogenicidad
(Kotiranta et al., 1998). En B. anthracis se propuso que la cubierta de superficie
proteica y la capsula pueden cooperar en la interaccion con el huésped (Mignot
et al., 2002).
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Figura 5. Otras proteinas insecticidas producidas por B. thuringiensis (Tomado
de  Crickmore et al, 2010. http:www.biols.susx.ac.uk/Home/Neil
Crickmore/Bt/index.html).
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Se clonaron varios genes que codifican para las proteinas de superficie y
la secuencia de sus aminoacidos revel6 baja similitud excepto en el dominio de
anclaje a la pared celular (SLH: S-Layer Homology), el cual esta implicado en la
union de estas proteinas al peptidogliclano unido al polisacarido (Sara y Sleytr,
2000). Por lo tanto diferentes tipos de proteinas de superficie pueden tener
diferentes funciones. Las proteinas de superficie de las especies de Bacillus
poseen un peso molecular entre 66 y 225 kDa. En B. anthracis se han descrito
dos proteinas de superficie diferentes, Sap y EA1 (Mignot et al., 2002). La
presencia de estas proteinas no es requisito para la encapsulacién normal del
Bacilo (Mensnaje et al., 1998). Estas proteinas aparecen secuencialmente en el
crecimiento de la bacteria, de manera dependiente de la fase de crecimiento. La
sintesis de Sap se presenta en la fase vegetativa, y la de EA1 durante la fase
de esporulacién (Mignot et al., 2002).

En B. thuringiensis subespecie galleria se ha descrito una proteina de
superficie (SIpA), la cual es similar a la Sap de B. anthracis. Se construy6 una
mutante interrumpiendo el gene correspondiente y se vio que no se expresa
ningun otro tipo de proteina de superficie en esta bacteria (Mensnage et al.,
2001). Una proteina de superficie diferente nombrada CTC fue descrita de B.
thuringiensis subespecie finitimus (nimero de acceso AY460125), esta proteina
es similar a EA1 de B. anthracis (Sun et al., 2001). El peso molecular de la
proteina CTC es de 100 kDa y forma cuerpos de inclusion esféricos durante la
fase de crecimiento de la esporulacién. La funcion de las proteinas de superficie
de B. thuringiensis sobre la virulencia contra insectos plaga no se ha descrito.

1.1.2. Importancia de la busqueda de nuevas toxinas
Se han secuenciado mas de 400 genes cry y cada proteina es activa solo
a una o pocas especies de insectos plaga. Es necesario continuar con la

busqueda de nuevas proteinas de Bt con mayor actividad insecticida
(Yamamoto y Dean, 2000). Existen cepas de Bt activas contra acaros,
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nematodos, protozoarios y trematodos, sin embargo poco se sabe de su uso
practico, ademas muchas especies de insectos no son susceptibles a las
proteinas Cry, como pulgones (Homoptera: Aphididae) y mosquitas blancas
(Homoptera: Aleyroridae) que son especies plaga de importancia mundial, y que
son vectores de enfermedades causadas por virus y han desarrollado
resistencia a la mayoria de los insecticidas quimicos (de Maagd et al.,, 1999).
También, para evitar el desarrollo de resistencia con el uso alternativo de
toxinas o para controlar las especies que han desarrollado resistencia a algunas
toxinas de Bt.

1.2. Epilachna varivestis Muls. (Coleoptera: Coccinellidae) una plaga de
frijol importante

El frijol es uno de los cultivos més importantes en México, es un alimento
basico en la dieta diaria por el aporte de proteinas. Sin embargo durante su
desarrollo la planta, es atacada por plagas, siendo la mas perjudicial la
“Conchuela del frijol” (Epilachna varivestis). Este coledptero posee
metamorfosis completa, huevo, larva, pupa y adulto (Figura 6), la hembra
oviposita de 500 a 600 huevecillos en toda su vida, en el envés de las hojas en
grupos de entre 30 y 40. Las larvas y adultos se alimentan del follaje, dejando
solo las nervaduras, llegando a defoliar completamente las plantas y en
ocasiones las flores y las vainas, causando pérdidas totales sino se controla
esta plaga (de la Paz et al., 1975; Michels y Burkhardt, 1981). Ademas, de que
los adultos son capaces de transmitir virus que causan enfermedad en las
plantas como “El virus del mosaico del sureste” y “El virus del moteado de la
vaina” que los adquieren los adultos cuando se alimentan de plantas enfermas.
Las particulas virales son retenidas en el intestino anterior del insecto, no entran
en la hemolinfa y no se reproducen en él. Sin embargo el adulto infecta plantas
sanas con los virus cuando se alimenta y regurgita (Musser et al., 2003).
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Figura 6. Ciclo bioldgico de Epilachna varivestis. A adultos; B huevos; C larva y
D pupas.

“La conchuela del frijol” se origind en México y se encuentra distribuida
desde Honduras hasta el oeste de Estados Unidos de Norteamérica. También,
se introdujo en Japén y Africa, sobrevive la época de secas en forma de adulto,
el cual entra en dormancia y en verano con el inicio de la temporada de lluvias
el adulto emerge. Su control se basa en el uso de insecticidas quimicos (Dobrin
y Hammond, 1983; Tenorio y Carrillo, 1987). Sin embargo, éstos afectan a la
entomofauna benéfica, propiciando el resurgimiento de plagas secundarias y
puede haber una reinfestacién hacia los campos tratados con insecticidas por
adultos inmigrantes de otros campos, ya que los efectos residuales de los
insecticidas duran en promedio 21 dias (Dobrin y Hammond, 1983). La mayoria
de los insecticidas tienen poco efecto sobre los huevos y pupas por lo que la
poblacién de insectos puede seguir creciendo y necesitarse otras aplicaciones,
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incrementandose los costos de produccién y dafnos a la entomofauna benéfica
(Bor, 1997; Dobrin y Hammond, 1983), por lo que el uso de la bacteria

entomopatdgena B. thuringiensis puede ser una alternativa de control para esta

plaga.
1.3. Uso de B. thuringiensis en el control de E. varivestis

Cantwell y Cantello (1982) reportan la actividad de B. thuringiensis
Berliner en larvas neonatas de E. varivestis, de pruebas de laboratorio y de
campo. La cepa de Bt que evaluaron produce B-exotoxina, crecieron la cepa en
medio de cultivo liquido, centrifugaron las esporas y cristales, recuperaron el
sobrenadante, el cual lo esterilizaron a 120° C durante 15 minutos. Con el
producto estéril hicieron bioensayos, para lo cual utilizaron diluciones de 10" a
10° que se aplicaron a hojas de frijol. Se pusieron 20 larvas neonatas de la
conchuela del frijol para que se alimentaran y como control utilizaron agua
asperjada sobre el follaje. Las esporas se aplicaron sobre las hojas de frijol a
una concentraciéon de 36X10° unidades, se dej6 que se secaran y luego se
pusieron 20 larvas neonatas de E. varivestis. Las mismas diluciones de la B-
exotoxina, pero incluyendo las esporas y cristales se evaluaron en campo,
realizando aplicaciones cada siete dias. Los resultados que obtuvieron en las
pruebas de laboratorio fueron que con la dilucién de 102 a los 7 dias se tuvo un
100% de mortalidad. En campo con la dilucion 102 se produjo el 100% de
mortalidad de las larvas a los siete dias y con las diluciones de 102 y 10 se
incremento el rendimiento de grano en forma substancial en comparacion con el
testigo. Concluyen que la B-exotoxina es la causante de la muerte de las larvas

neonatas de E. varivestis en laboratorio y campo.

Chilcott y Wigley (1994) citan que Slaney y colaboradores en 1991
reportan que una cepa de B. thuringiesis var. kumamotoensis es toxica a la
conchuela del frijol, sin hacer mencién del tipo de proteina que causa esta

toxicidad.
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La B-exotoxina también es tdxica a vertebrados y al hombre, ya que es
analoga del ATP estructural (Sebesta et al., 1981), por lo cual seria deseable
contar con una proteina toxica a E. varivestis e inocua a otros organismos no

blanco, incluyendo al hombre.
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2. HIPOTESIS:

Existen cepas de Bt productoras de proteinas tdxicas a Epilachna varivestis, las
cuales afectan las células epiteliales del intestino medio. A partir de una
coleccién grande de cepas nativas de Bt o de insectos muertos pudiéramos

encontrar las cepas téxicas hacia este insecto.

3. OBJETIVOS:

-Establecer métodos para evaluar el efecto toxico de cepas de Bacillus
thuringiensis (Bt).
-Seleccionar cepas de Bt patdgenas a E. varivestis.

4. METAS:

-Realizar bioensayos con toxinas Cry1, Cry2, Cry3, Cry 4 y toxinas raras contra
E. varivestis.

-Aislamiento de cepas de Bt a partir de cadaveres de insectos

-Purificacion de las toxinas con actividad hacia esta plaga y caracterizacién
bioquimica de las mismas. Clonacion de los genes de interés para su expresion

en bacterias acristaliferas.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Cria de E. varivestis.

El pie de cria se inici6 de huevecillos y adultos colectados en campo, de
poblaciones que se encontraron alimentdndose de frijol silvestre. Tanto las
larvas como los adultos se alimentaron de plantas de frijol variedad “Jamapa”.
Las plantas de frijol (Phaseolus vulgaris) se cultivaron en invernadero sobre
charolas germinadoras, usando como sustrato Peat moss y vermiculita en una
proporcién de 1:1, se regaron dos veces por semana y una fertilizacion foliar
cada 8 dias empleando 2 ml/litro de agua, (Bayfolan, Bayer: Nitrogeno 11.47%;
Fosforo 8:00%; Potasio 6%; Boro 0.036%; Cobre 0.040%; Fierro 0:050;
Molibdeno 0.005%; Zinc 0.080%). Cuando alcanzaron un tamafo de 20 cm o
mas se infestaron con larvas o adultos de la “Conchuela del frijol”, los que al
terminarse el follaje se pasaron a charolas con plantas nuevas para que

siguieran alimentandose.

Las larvas, adultos y las charolas se colocaron dentro de una jaula,
cubierta con malla antiafidos, de un tamano de 50x50x50 cm para evitar la fuga
de los adultos. La cria de E. varivestis se mantuvo en un invernadero, a una
temperatura de +28°C, Humedad Relativa de ~60% y en los meses de octubre a
febrero con 24 h luz para evitar que los adultos entraran al estado de
dormancia. Las hembras ovipositan en el envés de las hojas, se colectaron los
huevecillos cada 24 horas y se pusieron en cajas de Petri donde eclosionaron,
con un algodén humedo para evitar la deshidratacién de los mismos. Las larvas
neonatas se pasaron a las plantas para que se alimentaran hasta completar su
ciclo para mantener el pie de cria, y el resto se emplearon para realizar

bioensayos.
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5.2. Origen de las cepas de B. thuringiensis evaluadas

Las 144 cepas de B. thuringiensis que se evaluaron fueron obtenidas de
la coleccién del Instituto de Biotecnologia/UNAM ubicado en Cuernavaca, Mor.
Esta coleccidén cuenta con 2000 cepas aisladas de suelos de diferentes partes
de la Republica Mexicana. Estas cepas se caracterizaron por diferentes
metodologias: a) geles SDS-PAGE para conocer el nUmero y tamano de las
proteinas Cry; b) por ELISA, usando diferentes anticuerpos policlonales contra
toxinas Cry1, Cry2, Cry3 y Cry4 y c) por PCR que permite la identificacion de
los diferentes grupos de genes cry (Ceron et al., 1994; Ceron et al., 1995). Las
144 cepas de Bt seleccionadas expresan proteinas activas contra coledpteros
(Cry3, Cry7 o Cry8) o proteinas no conocidas porque no cruzaron con ningun
anticuerpo o0 no reaccionaron con ningun oligonucleétido de PCR y por lo tanto
podrian representar toxinas completamente nuevas con diferente espectro de
accion. La segunda colecciéon de las cepas de Bt que utilizamos fueron 97
cepas de la coleccién de Bayer BioScience, que también producen proteinas
Cry no conocidas. También se evaluaron cepas de Bt control de cada uno de
los grupos descritos (10 tipos diferentes de toxinas Cry1 contra lepiddpteros
(Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac, Cry1B, Cry1C, Cry1D, Cry1E, Cry1F y Cry1H), 5
tipos diferentes de toxinas Cry3 y Cry7 contra coledpteros y 4 tipos diferentes
de toxinas Cry4 contra dipteros). También se probaron cepas de una coleccion
de Bélgica (Apéndice VII) y cuatro cepas nuevas que fueron aisladas de

cadaveres de insectos (Epilachna, 32°, 6 1°y 8 1°).

5.2.1. Produccion de esporas-cristales de las cepas de B. thuringiensis
evaluadas

Las cepas se crecieron en medio SP sélido, una caja de Petri por cepa,
hasta esporulacion y la produccion de cristales se observé por medio de
microscopio Optico utilizando el ocular 100X. Las esporas y cristales de cada
cepa se recuperd en un mililitro de agua estéril en un tubo Eppendorf de 1.5 ml
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y se le agregd 1 pl de PMSF (fenil metanosulfonil fluoruro), posteriormente se
cuantificé la proteina total por medio de la técnica de Bradford.

5.2.2. Bioensayos preliminares y su estandarizaciéon con larvas neonatas

de E. varivestis

Los bioensayos preliminares se realizaron para poder seleccionar las
cepas patégenas empleando dos dosis de cada cepa; 100 y 1000 ng/cm? de
follaje, para lo cual se corté un cuadrado de hoja de frijol, previamente lavada
con agua estéril y secada con papel absorbente, de 4 cm por lado, teniendo una
superficie total de follaje de 16 cm?. Las esporas y cristales se impregnaron con
la ayuda de un pincel, cubriendo toda la superficie sobre el haz y envés del
follaje, utilizando un volumen total de 60ul mas 3 ul de adherente comercial por
cada ml de la mezcla (Agrex F, Agroenzimas, S. A. de C. V.). Los cuadros de
follaje se colocaron en cajas de Petri en cuyo interior se le agregd una capa de
agar bacteriolégico, cubierta con papel absorbente para evitar el contacto
directo de la hoja con el agar.

Las hojas se secaron en una campana de flujo laminar y finalmente se
colocaron 5 larvas neonatas con la ayuda de un pincel, se hicieron dos
repeticiones por tratamiento. En el caso del control al follaje solo se le impregné
de agua mas adherente. Después de 7 dias se contabilizé el nUmero de larvas

vivas y muertas. Los bioensayos se repitieron al menos tres veces.

5.3. Aislamiento de cepas de B. thuringiensis a partir de cadaveres de

larvas de E. varivestis

Se colectaron cuatro larvas muertas de E. varivestis sobre plantas de
frijol asociadas a maiz. Las larvas se colocaron en tubos Eppendorff estériles de
1.5 ml, se les adicioné 500 uyl de agua destilada y estéril. Las larvas se
maceraron con la ayuda de una punta de plastico estéril y se le dio un choque
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térmico a 60°C/60 minutos para eliminar otras bacterias y hongos
termosensibles. Se tomé una azada de este sobrenadante y se estrié sobre
medio SP sélido en una caja de Petri, para obtener colonias Unicas. De las
colonias crecidas de cada caja de Petri se tomaron 10 colonias y se sembraron
individualmente en medio SP hasta esporulacién. Se checd el patrén proteico
de cada cepa en gel de SDS-PAGE al 10%. Se seleccioné una cepa de cada
muestra y se evaludé contra larvas neonatas de E. varivestis, utilizando 100 y

1000 ng/cm? de follaje.
5.4. Postulados de Koch

Los postulados de Koch son los siguientes:
1. El mismo patébgeno debe de estar presente en todos los casos de

enfermedad.
2. El patégeno debe de ser aislado del huésped enfermo en cultivo puro.

3. El patdégeno del cultivo puro es inoculado a un huésped sano y debe de

causar la enfermedad.

4. El patdgeno debe de ser aislado del animal inoculado y debe de ser igual al
organismo inicial (Tortora et al., 1998)

De los bioensayos preliminares de las cuatro cepas aisladas de larvas
muertas de E. varivestis que mostraron alta toxicidad (100% a una dosis de 100
ng/cm?) se seleccionaron cinco larvas muertas al azar, se lavaron
perfectamente con agua estéril, las maceramos por separado en un tubo
Eppendorff estéril de 1.5 ml mas 300ul de agua estéril, se le dio un choque
térmico a 60°C/60 min. Se tomé una azada y se estrié sobre medio SP sélido
para obtener colonias unicas, de cada muestra, una colonia se creci6é de nuevo

en SP hasta esporulacién. El patron de proteina total de cada cultivo se verifico
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en gel de SDS-PAGE al 10%, para visualizar la proteina. Estos cultivos se

utilizaron para repetir los bioensayos preliminares.

5.5. Bioensayos para determinar la CLs, de las cepas de B. thuringiensis
aisladas E. varivestis usando esporas-cristal y de la cepa seleccionada

con cristal puro

Primero se calcul6 la Clsy para la mezcla de esporas y cristales
empleando dosis de 5, 10, 15, 20, 25 y 30 ng/cm? de follaje, utilizando cuatro
repeticiones por tratamiento, cinco larvas neonatas por repeticion y realizando
cada bioensayo al menos tres veces. La toma de datos se realizé a los siete
dias.

La metodologia de bioensayo empleada para calcular la Concentracion
Letal 50 con cristales fue igual a la utilizada en los preliminares. Sin embargo
para poder purificar los cristales se tuvo qué desarrollar una nueva técnica, ya
que los cristales que producen las cepas activas son muy pequefios por lo que
la purificacion de cristales por medio de gradientes de sacarosa no funciond.

Las cepas se crecieron en medio SP solido durante 48 horas, cada cepa
se crecié en cuatro cajas de Petri y se recuperaron en 20 ml de agua estéril
mas PMSF (fenilmetilsulfonil fluoruro) a una concentracién final de 1mM, en un
tubo de plastico estéril de un volumen de 40 ml. Las esporas y cristales se
resuspendieron completamente. Las muestras se centrifugaron a 10 000 rpm
durante 10 minutos (Beckman J2-HS, rotor JA-20). Los sobrenadantes se
recuperaron y la pastilla se resuspendié de nuevo, utilizando el volumen de
agua y PMSF mencionados anteriormente, guardando nuevamente los
sobrenadantes. Los sobrenadantes se centrifugaron a 19 000 rpm por 30
minutos, en las pastillas obtenidas se encontraban los cristales, cada una se
recuperd en un tubo Eppendorff de 1.5 ml en 1 ml de agua destilada estéril y
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PMSF a una concentracién final de 1 mM. Se cuantifico y se visualizé la
proteina en un gel de SDS-PAGE al 10%.

5.6. Bioensayos contra Manduca sexta, Spodoptera frugiperada y Aedes
aegypti

Se realizaron bioensayos empleando esporas-cristales de la cepa
seleccionada (GP1) contra “El gusano del cuerno” M. sexta (Lepidoptera:
Sphinguidae), la cual es una plaga de importancia econémica de cultivos como
jitomate y tabaco, entre otros. Se utilizé una dieta meridica (Apéndice IIl) con la
cual se llenaron 24 pozos con 2 ml de dieta en una placa de poliestireno (Cell
Wells, Corning Glass Works, Corning New Cork 14831), con una superficie de 2
cm?. Se utilizaron dos dosis: 100 y 1000 ng/cm? en un volumen de 30 pl, el cual
es suficiente para impregnar la superficie de un pozo. Para cada dosis se
hicieron 4 repeticiones (6 pozos por repeticion y una larva por pozo). En el
control se utilizé agua estéril, la mortalidad se cuantificé siete dias después.

Ademas, se realizaron bioensayos contra otra especie de lepidoptero, “El
gusano cogollero” S. frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae), esta especie es una
plaga polifaga, es considerada como una plaga primaria de los cultivos sobre
los que se alimenta. Se evalud la actividad tdxica de esporas-cristales de la
cepa seleccionada (GP1) hacia larvas neonatas de esta especie de insecto. Se
utilizé una dieta meridica (Apéndice V) con la cual se llenaron 24 pozos de una
caja de poliestireno con 2 ml de dieta (Cell Wells, Corning Glass Works, Corning
New Cork 14831) con una superficie de 2 cm? por pozo. Se utilizaron dos dosis:
100 y 1000 ng/cm?en un volumen de 30 pl, el cual es suficiente para impregnar
la superficie de un pozo. Para cada dosis se hicieron 4 repeticiones (6 pozos)
con 6 larvas neonatas. En el control se utilizé agua estéril, empleando el mismo

numero de larvas. La toma de datos se realiz6 a los siete dias.
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En los bioensayos contra Ae. aegypti (Diptera: Culicidae) se utilizaron
larvas de 4to. estadio, empleando esporas-cristales de la cepa seleccionada.
Esta especie es de importancia médica ya que es vector de enfermedades
humanas. Las pruebas se realizaron utilizando vasos de plastico transparente
de un volumen de 100 ml. Se evaluaron tres dosis: 10, 100 y 1000 ng/ml de
agua estéril en un volumen total de 50 ml. El control fue solo agua, 24 horas

después se observaron los resultados.

5.7. Corroboracion de la especie B. thuringiensis

Con la finalidad de confirmar si la cepa GP1 pertenece a la especie B.
thuringiensis se amplificé el gene 16S del rRNA utilizando los oligonucleétidos
disenados por Aguino de Muro y Priest (1993) (Oligo BSH1 GCG CAA GCT
TAG AGT TTG ATC CTG GCT CAG GAC G y el Oligo BSB2 GCG GAT CCT
ACC TTG TTA CGA CTT CAC CCC AQG). El producto de PCR se mand6 a
secuenciar en las instalaciones de secuenciacion automatica del Instituto de
Biotecnologia-UNAM. La secuencia obtenida se utilizo para hacer una
busqueda en bases de datos usando BLAST n.

5.8. Caracterizacion de la cepa GP1

La cepa GP1 se caracterizd por medio de la técnica de la Reaccidon en
Cadena de la Polimerasa (PCR), utilizando oligonucleétidos generales que
amplifican los genes que codifican para diferentes proteinas Cry: cry1, cry2,
cry3, cry4, cry7, cry8, cry9, cry11, cry13, cytA, cytBy nematodos.

5.9. Purificacion de la proteina solubilizada por medio de cromatografia de

intercambio idnico

Para caracterizar la proteina de 100kDa se procedié a crecer la cepa
GP1 en medio sdlido SP hasta esporulacion, en 24 cajas de Petri. La
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purificacion de los cristales se llevd a cabo utilizando la metodologia antes
mencionada, solo que en tubos de plastico de una capacidad de 40 ml. En cada
tubo se recuperaron las esporas-cristal de cuatro cajas de Petri, en un volumen
de 20 ml de agua, mas Tritébn al 0.01% se agregd un inhibidor de proteasas
(PMSF) a una concentracién final de 1 mM, para evitar que la proteina se

degradara.

Las pastillas del primer sobrenadante se resuspendieron en un volumen
de 4 ml de agua + 1ml de Buffer de Carbonatos 0.05M (Stock de Na,COs3; y
NaHCO3; de 0.5 M pH 10.5) + 30 pl de Cloruro de Sodio 5 M + 0.02% de B-
Mercaptoetanol, las del segundo sobrenadante se solubilizaron igual que las
primeras. Las mezclas se incubaron durante 2 horas a una temperatura de 37°C
y con una agitacién de 250 rpm. El solubilizado se centrifugé a 19 000rpm
durante 30 minutos. Los sobrenadantes se recuperaron, se cuantificé el
contenido de proteina, generalmente se obtenian 30 mg de proteina
solubilizada y se visualizé en gel de SDS-PAGE.

La proteina se purifico por intercambio iénico, los 10 ml en los cuales se
encontraba la proteina solubilizada, se utilizaron dos tipos de buffers: A (Buffer
de carbonatos 10 mM) y B Buffer de carbonatos mas Cloruro de Sodio 1 M), se
empleé una columna de HiTrap Q (Amersham Pharmacia Biotech, Upsala,
Sweden), se recupero la elusion en fracciones de 5 ml, en tubos de ensaye de
10 ml, de cada muestra se tomaron 30 pl, para correrla en gel SDS-PAGE y ver
en cual tubo se encontraba la proteina de nuestro interés.

5.10. Bioensayos con la proteina solubilizada y purificada por intercambio

idnico

La proteina purificada se cuantifico6 y se hicieron los bioensayos,
utilizando la técnica antes mencionada y cantidades de proteina de 100 y 1000
ng/cm? de follaje.
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5.11. Produccion de anticuerpos

Se inmunizé subcutaneamente un conejo blanco de Nueva Zelanda con
la proteina purificada por intercambio idnico. Se inyecto el conejo tres veces, en
cinco sitios en el dorso del animal, cada 15 dias, utilizando 1 mg de proteina. La
proteina se mezclé con adyuvante de Freund incompleto. Antes de cada
inyeccién se tomo6 una muestra de 0.5 ml sangre después de cada inyeccion se
tomaron también muestras de sangre, con la finalidad de observar la produccion
de anticuerpos. Las muestras se dejaron reposar durante una hora a
temperatura ambiente y luego se centrifugaron 4 min/5000 rpm. Cinco dias
después de la tercera inmunizacién se desangré el conejo. La sangre se dejo
una hora a temperatura ambiente, se centrifugé 5 min a 2000 rpm, se recuperé
el suero, el volumen total se dividié y guardaron 300 pl de suero en tubos
eppendorff de 0.5 ml.

5.12. Western blot

Se hizo una electroforesis cargando 3 ug por pozo en un gel SDS-PAGE
al 10%. El gel se marca y se sumerge en el buffer de transferencia durante 15
minutos. La membrana de nitrocelulosa se corta, se marca y se sumerge
durante 15 min en buffer de transferencia. La membrana y el gel se montan,
utilizando las fibras, papel whatman y los soportes. Se agrega el buffer de
trasferencia cubriendo completamente el montaje. Se monta la camara de
transferencia y se llena con el buffer de transferencia hasta cubrir el soporte con
el gel hacia el lado — y el papel hacia el +. Se deja correr dos horas a 350 mA.
Se tifie la membrana con rojo de Ponceau S 0.1% (Sigma, St. Louis, MO) pocos
segundos para visualizar que la proteina se haya transferido, se quita el exceso
de colorante con agua destilada y estéril. Se bloquea con leche descremada al
5% en PBS-Tween 0.05% durante una hora. Se quita el exceso de leche
lavando con agua destilada y estéril. La membrana se lava dos veces con 2%
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Tween-20 en TBS, durante cinco minutos cada uno. Luego se lava con 0.5%
Tween-20 TBS, durante tres minutos cada uno.

Se incuba con el primer anticuerpo 1:15 000 en TBS (anti GP1) durante 1
hora. Se enjuaga con agua miliQ una vez. Lavamos dos veces con 0.05%
Tween-20 en TBS, 30 ml, durante tres minutos por lavado. Incubamos con el
segundo anticuerpo de cabra anti-conejo acoplado a peroxidasa de rabano
(GAR Sigma, St. Louis, MO) (1:7500) durante una hora. En 30 ml de 0.05% de
Tween-20 con TBS. Se enjuaga con agua miliQ y lavamos dos veces durante
tres minutos con 0.05% de tween-20 en TBS. Se lavé con TBS durante 5
minutos y finalmente se visualiz6 con el sustrato quimioluminiscente

SuperSignal (Pierce, Rockford, IL).
5.13. Secuencia del N-terminal

Para la secuencia del N-terminal se utiliz6 la proteina solubilizada y
purificada por intercambio iénico. Se prepar6é un gel SDS-PAGE (Acrilamida al
8%) y se le puso la mitad de Persulfato de Amonio. La mezcla utilizada para
hacer el gel se desgasificd durante 10 minutos. Se dej6é 24 horas envuelto en
papel humedo para que polimerizara y se dio una corrida con mezcla litica 1X
antes de cargar la proteina. Se cargaron 100 pg de proteina por pozo. Después
se transfiri6 a una membrana de transferencia de PVDF (Polyvinylidene
diflouride) Immobilon-PS® (Apéndice V), utilizando una cdmara semiseca de
transferencia (Modelo EBU-4000, C.B.S. Scientific Co.).

La proteina transferida se visualizd agregando sobre la membrana Rojo
de Ponceau al 0.5%, el colorante se elimin6 lavando la membrana con agua MQ
estéril. Se corté la banda de la membrana que contenia la proteina, la cual se

utilizé para realizar la secuencia.
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5.13.1. Secuencia del N-terminal de un fragmento interno

La proteina solubilizada y purificada por intercambio i6nico se cortdé en
diferentes fragmentos utilizando tripsina (1:50) a 37°C durante 2 horas, la
reaccion se paro utilizando PMSF 100 mM. La proteina se transfirid utilizando la
técnica antes mencionada y se corté la banda de la membrana que tenia un

fragmento de 50 kDa, el cual se utilizé para hacer la secuencia del N-terminal.

5.14. Diseino de oligonucleétidos para obtener la secuencia completa del
gene

De la secuencia del N terminal y del N terminal de un fragmento interno
se disefiaron un par de oligonucle6tidos GP1X Der y GP1Xrev que amplifican
1536 pb. Estos oligonucleétidos contienen sitios de restriccion Xba | en sus
extremos 5’. Las reacciones en cadena de la polimerasa fueron realizados con
las técnicas estandar (Sanbrook et al., 1989), utilizando la ADN polimerasa Pfu
(Strategene, La Joya, Ca. USA). Se purific6 ADN total de la cepa nativa GP1 y
fue utilizado como templado en todas las reacciones en cadena de la
polimerasa. El fragmento de PCR fue digerido con la enzima de restriccién Xbal
(New England BioLabs, Beverly, Ma. USA) y clonado en el vector pBluescrip SK
(Stratagene, La Jolla, Ca., USA), previamente digerido con la enzima Xbal. El
producto de ligacion se purific6 con mezclas de fenol: cloroformo, precipitado
con etanol y electroporado en células TG1 electrocompetentes de Escherichia
coli.

Las colonias transformadas se crecieron en cajas de Petri con LB
(Apéndice VI) mas agar y ampicilina (100 pug/ml) y las colonias seleccionadas se
guardaron en glicerol al 20% a -70°C. El plasmido se le denominé GP1-SL1. El
inserto de DNA fue secuenciado en Departamento de Secuenciacion del
Instituto de Biotecnologia/UNAM. El andlisis BLASTn de la secuencia identificd
dos secuencias similares de genes S-layer (GenBank numeros de accesos
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U38842 y X99724). En el alineamiento de estas secuencias se observa que
tienen terminaciones 5 y 3 iguales. Por lo tanto se disefiaron dos pares de
oligos utilizando las terminaciones 5’ y 3’ de estos dos genes S-layer y de la
secuencia interna del fragmento amplificado. Los oligos BSLX-1 y BSLX-4
amplifican 553 pb en la terminacion 5’ y los oligos BSLX-3 y BSLX-2 amplifican
un fragmento de 1 372 pb en la terminacién 3’. Estos dos fragmentos se
procesaron igual al anterior para obtener clonas en pBluescript. Posteriormente
se purificaron estos plasmidos y se enviaron a secuenciar en las instalaciones
del Instituto de Biotecnologia/UNAM. De esta manera se obtuvo la secuencia
completa del gene que codifica la proteina S-layer.

5.15. Diseno de oligonucledtidos para clonar el gene

El gene que codifica la proteina S-layer no se pudo clonar por la técnica
tradicional de clonacion. Es decir, utilizando DNA total de GP1, se purificaron
fragmentos de 5 000 a 10 000 pb obtenidos de una reaccion de restriccién Sau
3. Estos fragmentos se limpiaron con mezclas de fenol: cloroformo y se
precipitaron con etanol, se clonaron en el Vector Puc19. Con el producto de
esta ligacion se transformaron células electrocompetentes de E. coli, las cuales
se crecieron en cajas de Petri con LB y ampicilina. Se seleccionaron las
colonias recombinantes, las cuales se utilizaron para hibridizar utilizando el
fragmento interno de DNA del gene S-layer de la cepa GP1 amplificado por
PCR y marcado con DIG Probe Sintesis Kit (Boehringer Mannheim, no. de
catalogo 1636090) en una reaccion de PCR, pero ninguna colonia resulté
positiva.

También se intent6 utilizar los oligonucle6tidos BSL-Xba1 y BSL-Xba2
para amplificar el gene completo (3 159 pb), pero tampoco fue exitoso. Se logrd
la amplificacién del tamafno esperado, pero cuando se intento clonar este
fragmento en un vector pBluescrip previamente digerido con Xbal, no obtuvimos
ninguna cepa recombinante. Posteriormente, mediante revision de literatura

encontramos reportes que indican que los genes S-layer no se pueden clonar
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completos con su promotor en células de Escherichia coli. El problema es que
al expresarse el gene S-layer en E. coli, la proteina mata a la célula huésped.
Por lo cual se tuvo qué desarrollar una estrategia alternativa para poder clonar

el gene S-layer.

5.16. Estrategia utilizada para clonar el gene S-layer

Para clonar el gene S-layer se propuso clonar fragmentos contiguos
directamente en el vector pHT315 para luego transformar Bt sin pasar por E.
coli. Se disenaron tres pares de oligonucledtidos: el producto del primer par
incluye el promotor (BSLX-1 y BSLN-5) y amplifica un fragmento de 300 pb. El
oligonucleétido BSLX-1 tiene 10 pb extra en la terminacion 5’, contiene un sitio
de restriccion Xbal y el oligonucleétido BSLN-5 posee un sitio interno de
restriccidn Ncol presente en la region Shine-Delgarno anterior al inicio de
transcripcion. El segundo fragmento se obtuvo con los oligonucleétidos BSLN-6
y BSLN-8 amplifican un fragmento de 800 pb. El oligonucleotido BSLN-6 incluye
un sitio de restriccion interno de Ncol y el oligonucle6tido BSLP-8 posee el sitio
unico de restriccién Pstl del gene S-layer de la cepa GP1. El tercer fragmento
se amplifico con los oligonucleétidos BSL-7 y EAGB-4, los cuales amplifican
un fragmento de 2.04 kb. El oligonucleétido BSL-7 incluye el sitio Unico de
restriccidn Pstl y el oligonucleotido EAGB-4, el cual es similar a BSLX-| pero
tiene 8 pb extra que incluyen el sitio de restriccibn Bam Hl en la terminacion 5’.

Cada producto de la reaccién en cadena de la polimerasa fue purificado
y digerido con la enzima de restriccién correspondiente y subclonado en el
plasmido pBluescript KS. Los fragmentos de ADN de estos plasmidos se
purificaron independientemente y se ligaron con el pldsmido pH315, el cual fue
digerido previamente con las enzimas Xbaly Bam HI. El producto de la reaccién
de ligacién se transform6 directamente en la cepa acristalifera de B.
thuringiensis 407, la cual se creci6 a 30°C en LB con 7.5 ug de Eritromicina. El
plasmido resultante se le denominé pHT-GP1. La cepa recombinante se crecid
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en medio de esporulacion sélido, se realizaron bioensayos con esporas y
cristales y cristales puros. Ademas se realiz6 un western blot utilizando el

anticuerpo policlonal dirigido para la proteina de 100 kD de la cepa GP1.
5.17. Interrupcion del gene S-layer en la cepa GP1

Se traté de interrumpir el gene S-layer, para que la proteina no se
expresara, lo cual se comprobaria con bioensayos y la proteina de 100kDa no
se visualizaria en un gel desnaturalizante SDS-PAGE, con un casete de
resistencia a Kanamicina introducido en el gene de GP1 por medio de una
recombinacién homologa. Se amplificaron dos fragmentos utilizando los
oligonucleétidos EAG-1 y EAG-2 que amplifican 658 pb y EAG-3 y EAG-4 que
amplifican 715 pb. Ademas se utilizé un casete de Kanamicina de 1500 pb que
proviene del vector pDG783 y que contiene el gene aphA3 de Enterococcus
faecalis. Este casete se extrae del plasmido mediante una digestion Xbal-
EcoRI. Se purificaron todos los fragmentos y se ligaron los tres fragmentos con
el vector termosensible PRN5110 Ap" previamente digerido con la enzima Bam
HI y el producto de esta ligacion se utilizd para transformar células
electrocompetentes de E. coli cepa DH5a. Las células se platearon en medio
LB sélido mas Kanamicina 10 ug/ml, de las colonias que crecieron se pusieron
a crecer en LB y Ampicilina 100pug/ml. Se selecciond una colonia resistente a
ambos antibidticos y se crecié en medio LB liquido durante 12 horas, se purifico
el plasmido, corroborando la presencia del inserto por medio de una digestion
con BamHI y se utilizé6 este plasmido puro para transformar células de E. coli
GA-81 Dam”, se seleccionaron las que fueron resistente a Kanamicina y
Ampicilina.

Se purifico el plasmido de una clona y fue utilizado para transformar
células de la cepa GP1, una colonia se crecié en LB liquido sin antibiético a 30°
C, se tom6 un microlitro del cultivo y se crecié durante 24 h en LB mas

Kanamicina, se diluyé nuevamente el cultivo y se repitié el proceso anterior,
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aunque la temperatura fue de 37° C, realizamos diferentes diluciones para
obtener colonias Unicas. Cien colonias se crecieron a 30° C durante 10 dias y
cada 24 h se hacian diluciones. De cada cultivo se hicieron diluciones para
obtener colonias Unicas y se tomaron 100 colonias (en total 10 000), cada
colonia se sembr6 en LB en dos cajas de Petri, una con Kanamicina 200 pg/ml
y otra con Eritromicina 100pg/ml. Se buscaban colonias que fueran resistentes
a Kanamicina y susceptibles a Eritromicina sin embargo no se tuvo éxito.
También se les dio un choque térmico a 40° C y las colonias se procesaron
como lo antes mencionado, so6lo que se buscoé la doble recombinante en 6 300

colonias. Tampoco obtuvimos ninguna colonia doble recombinante.

5.18. Expresion de la proteina S-layer

Con la finalidad de determinar en qué estado de desarrolld6 de Bt se
expresa la proteina S-layer en las células de la cepa GP1 se realiz6 una
cinética de crecimiento, para lo cual se creci6é la cepa en medio SP sélido en
cajas de Petri. El crecimiento se inicié a partir de esporas, recuperando la mitad
de un cultivo de una caja de Petri y se disolvié en 1 ml de agua Mili Q estéril y
se le dio un choque térmico a 60°C/60 min para eliminar todas las células
vegetativas. Las esporas se estriaron sobre el medio de cultivo cubriendo toda
la superficie. Se tom6 una azada a las 6, 9, 12, 15 18, 21, 24 y 36 horas, la
muestra colectada se guard6é en un tubo Eppendorff de 1.5 ml en 300 pl de

agua estéril.

De cada muestra se tomaron 3 ul para hacer observaciones en un
microscopio compuesto y determinar en qué fase de desarrollo se encontraba la
cepa (fase vegetativa o fase de esporulacion). Las muestras se centrifugaron
a 10 000 rpm/min, el sobrenadante se recuperé en un tubo Eppendorff y la
pastilla se resuspendid en 300 uyl de agua estéril. A cada muestra se le
agregaron 30 pl de muestra litica 4X, se hirvieron durante cuatro minutos y se
congelaron. De cada muestra se tomaron 30 ul para cargarlos en un gel SDS-

46



PAGE al 10% para hacer un Western Blot utilizando un anticuerpo especifico

contra la proteina GP1.

5.19. Deteccion de proteina S-layer en otras cepas de B. thuringiensis

La proteina se detectdé por medio western blot utilizando
anticuerpos especificos para la proteina GP1 Las cepas: B. thuringiensis
subespecie kurstaki HD1 y HD 73, B. thuringiensis subespecie israelensis
HD567, B. thuringiensis subespecie aizawai HD137, B. thuringiensis
subespecie folworthi HD125 y B. thuringiensis subespecie morrisoni y B.
thuringiensis subespecie tenebrionis se crecieron hasta esporulacién. Se tomé
una muestra de cada cepa y se corridé un gel SDS-PAGE, el cual fue transferido
a una membrana de nitrocelulosa. Ademas con el ADN total de estas cepas se
realizd una reaccion en cadena de la polimerasa utilizando los oligos GP1Xder y

GP1Xrev. Para detectar la presencia del gene GP1 en estas cepas.

5.20. Extraccion quimica de la proteina S-layer de la cepa nativa y de la

recombinante

Las cepas GP1, B. thuringiensis 407 y la recombinante pHT-GP1, se
crecieron en 25 ml de medio LB liquido. El crecimiento se inicié a una D. O. de
0.05 y las células se recuperaron cuando el cultivo alcanzé una D. O. de 0.9. Se
centrifugé el cultivo a 10 000 rpm durante 10 min, el exceso de medio de cultivo
fue eliminado, la pastilla de cada cepa se dividié en cuatro tubos eppendorff de
1.5 ml, a dos tubos se le agregaron 500 ul de 2M de cloruro de guanidio y a los
otros dos 500 pl de PBS. Los tubos con PBS fueron los controles. Todos los
tubos se incubaron 30 min a -20°C, luego se centrifugaron 10 minutos a 10 000
rpm, y se recuper6 tanto la pastilla como el sobrenadante. Las pastillas fueron
resuspendidas con 500 ul de PBS. A todas las muestras se les adicion6 acido
tricloroacético al 10% para precipitar la proteina, se congelaron durante 20

minutos. Posteriormente las muestras fueron centrifugadas 5 minutos a 10,000

47



rpm y se descart6 el sobrenadante. La pastilla fue lavada dos veces con agua
destilada y finalmente fue resuspendida en 0.03N de hidréxido de sodio.

La cuantificacién de la concentracién de proteina se realizé por el método
Bradford (Bradford, 1976). Se tomé una alicuota de la muestra y se llevd a un
volumen final de 800 ul con agua destilada y se le adicion6 200 ul del reactivo
de Bradford (Protein assay, Bio-Rad) después de mezclar muy bien se midié la
absorbencia de las muestras a una longitud de onda de 595 nm en un
espectrofotometro (Beckman coulter). La curva de referencia se prepard con
albumina sérica bovina (BSA).

5.21. Purificacion de la proteina GP1

Se purifico la proteina GP1 por FPLC (Fast Performance Liquid
Chromatography) utilizando una columna de intercambio i6nico mono Q
(Amersham Pharmacia Biotech), La proteina se purific6 mediante un gradiente
con cloruro de sodio de 0 a 500 mM pH 8.

5.22. Analisis filogenético de la proteina GP1 S-layer y otras proteinas S-
layer

Se alinearon las secuencias de aminoacidos de 33 diferentes
proteinas
S-layer, para realizar un analisis filogenético de estas proteinas. Se estimaron
las filogenias a partir de una matriz de distancia que fue obtenida bajo el modelo
aditivo, de acuerdo al cual las distancias se espera que sean igual a las sumas
de las longitudes de las ramas entre las especies. Las filogenias se estimaron
usando el método de Fitch y Margoliash (1967) y el criterio de minimos
cuadrados.
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El alineamiento de secuencias de aminoacidos de 33 proteinas S-layer
de diferentes bacterias Gram® fue hecho con el programa CLUSTAL W. Con
este alineamiento se corrié el programa PROTDIST del paquete de Philyp. La
matriz de distancias que resulta del analisis Prodist se utilizd6 para correr el
programa FITCH, el cual nos genera un arbol filogenético de estas 33

secuencias.

Para hacer mas solido este estudio, se repitié6 todo este proceso 100
veces utilizando el programa BOOTSTRAP. Este programa re-muestrea los
datos iniciales para evitar sesgar la informacién. Al final los 100 arboles que se
obtienen se utilizan para obtener un arbol consenso, utilizando el programa
COSENSE. Con esta informacién podemos mostrar un arbol filogenético muy
sélido en donde podemos analizar la distribucién de cada rama del arbol en los
100 arboles obtenidos y asi identificar las ramas que estén presentes en todos

los arboles.
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6. RESULTADOS
6.1. Cria de E. varivestis

Para lograr nuestras metas fue fundamental contar con cantidades
suficientes de larvas neonatas de E. varivestis y plantas de frijol durante todo
el desarrollo de la presente investigacion, esto se logré con el
establecimiento de la cria en un invernadero con una temperatura de +28°C,
humedad relativa de £70% y 16 horas de luz controlados automaticamente,
asi como la calendarizacion de actividades tales como: siembra de 20
charolas con frijol cada 10 dias; cada 30 dias poner a crecer 200 larvas para

tener 200 adultos de la conchuela del frijol.

6.2. Produccion de esporas-cristal de las cepas evaluadas de B.

thuringiensis

Las 241 cepas de Bt que fueron evaluadas en este trabajo se
crecieron en medio SP y produjeron cristales, en promedio a las 48h. Los
cristales se visualizaron en microscopio compuesto con el objetivo 100X. El
tamano y patrén proteico de cada cepa se analizd en geles SDS-PAGE.

6.3. Bioensayos preliminares y su estandarizacion con larvas neonatas

de E. varivestis

Las primeras evaluaciones del complejo espora-cristal de Bt se
hicieron sobre hojas completas de frijol y diluyendo las dosis en 10 ml de
agua mas 30 ul de adherente. Cada hoja se sumergia en la suspension
correspondiente, sin embargo no se conocia la cantidad exacta de proteina
que se impregnaba en la hoja y la superficie de la misma. Se determiné que
con una superficie de 16 cm? de follaje eran suficientes para realizar los
bioensayos y no se necesitaban grandes cantidades de proteina de cada
cepa. Ademas se calculé que con un volumen de 60ul, incluyendo 3ul de
adherente por ml de suspension, se cubria la superficie total utilizada y
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usando un pincel del No. 1 de pelos de camello se logré distribuir
uniformemente el complejo espora-cristal o cristales puros sobre la superficie

de la hoja.

En un principio las hojas se colocaban en una caja de Petri
conteniendo papel filtro humedo, sin embargo, las hojas en menos de 24h se
deshidrataban y las larvas ya no se alimentaron. Se opt6 por poner una capa
de agar en el fondo de la caja de Petri y se utilizé un volumen de 20 ml/caja
mas un pedazo de papel absorbente para evitar el contacto directo de la hoja
con el agar, asi como la acumulacion de humedad sobre la tapa de la caja
de Petri. Este sistema funcion6 perfectamente ya que se logré6 mantener las

hojas verdes hasta por mas de siete dias.

6.4. Bioensayos preliminares de las cepas de B. thuringiensis de las
diferentes colecciones

Las cepas de Bt que expresan toxinas conocidas que son activas
contra especies de coledpteros (Cry3a, Cry3Bb, Cry3Ca, Cry7Aa y Cry8)
fueron evaluadas contra larvas neonatas de E. varivestis (Coleoptera:
Coccinellidae). Ninguna de estas toxinas Cry present6 actividad insecticida
contra esta plaga. Se evalud entonces la actividad insecticida de 144 cepas
de colecciéon del IBT/UNAM y 97 de la compania Bayer BioSciences
(Apéndice VII), se seleccionaron ocho de las cuales solo cinco causaron
mortalidad mayor al 50%, aunque ninguna al 100% con la dosis de 1000
ng/cm? (Tabla 1). Tres pertenecen a la coleccién del IBT/UNAM y dos a la de
Bayer Bioscience. Cada cepa fue caracterizada por medio de Reaccion en
Cadena de la Polimerasa utilizando oligonucleétidos generales y luego con
oligonucleétidos especificos para identificar el tipo de genes cry que se
encuentran presentes en estas cepas. Los resultados obtenidos de estas
reacciones nos indican que las cepas 1B 206, IB 281, IB 293 e IB 476 tienen
genes que codifican proteinas que son activas a coledpteros; la IB 312 e IB
477 no amplificaron con los oligonucleétidos utilizados lo que sugiere que
tienen genes nuevos que codifican proteinas que no han sido reportadas y
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las cepas 2134N y 306 B tienen genes cry1, los cuales expresan proteinas
gue son téxicas a larvas de lepidopteros (Tabla 1). Desde el punto de vista
comercial no es viable la mortalidad producida por estas cepas, ya que se
requeririan grandes cantidades de la proteina para lograr el control de las

larvas de la “Conchuela del frijol” en campo.

Tabla 1. Cepas de Bacillus thuringiensis de las colecciones de Bt que
mostraron actividad contra larvas de Epilachna varivestis.

Cepa Genes cry  Y%mortalidad Y%mortalidad
100ng/cm? 1000ng/cm?

IB 209 cry 8C 12 50

IB 281 cry3B 5 35

IB 293 cry8C 8 40

IB 306 crylAa 10 55

IB 312 - 10 60

IB 476 cry3A 30 80

IB 477 - 5 35

2134N cry1Aa, cryliAc 10 50

6.5. Aislamiento de cepas de B. thuringiensis a partir de cadaveres de

larvas de E. varivestis

Posteriormente se decidié buscar insectos muertos en cultivos de frijol
asociado a maiz en la localidad de Chamilpa, Cuernavaca, Mor. La
busqueda de larvas muertas se realizd sobre plantas con hojas que
presentaran dafnos causados por la alimentacion de las larvas, las cuales se

alimentan sobre el envés de la hoja.

Se evalué la toxicidad de cuatro cepas seleccionadas de 40 que se

aislaron de cuatro larvas de E. varivestis que se encontraron muertas en
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campo. Estas cepas son muy similares ya que todas tienen el mismo patron
de proteinas cuando se analiza en geles de SDS-PAGE (Fig.7).

Figura 7. Patrén de proteinas producidos por las cepas aisladas de
cadaveres de larvas de Epilachna varivestis colectados en campo.

6.6. Postulados de Koch

A las cuatro cepas se les realiz6 tres veces los postulados de Koch,
los cuales se cumplieron, es decir de los cadaveres se aislaron colonias
puras de B. thuringiensis; las cepas se crecieron hasta esporulaciéon y se
evaluaron nuevamente, de los cadaveres de esta evaluacién se aislaron
nuevamente las cepas puras de Bt. De esta forma pudimos comprobar que
las cepas de Bt eran las que les causaban la muerte a las larvas neonatas

de E. varivestis.
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6.7. Bioensayos para determinar la CLs, de las cepas de B.
thuringiensis aisladas E. varivestis usando esporas-cristal y de la cepa
seleccionada con cristal puro

Un cristal pequerio (Fig. 8), compuesto de una proteina de 100 kDa es
producido por las cepas (Epilachna, 3 2°, 6 1°y 8 1°). Las cuatro cepas
produjeron un 100% de mortalidad cuando se evaluaron a dosis 100 y 1000
ng/cm®. La Clsy fue calculada utilizando esporas-cristal para las cuatro
cepas (Apéndice VIIl), al menos dos veces se repitieron los bioensayos
(Tabla 2). Finalmente se seleccion6 una cepa de las cuatro (Epilachna) y se

le nombré GP1, la cual fue utilizada para realizar los estudios posteriores.

CRISTAL

CRISTAL

ESPORA

Figura 8. Espora y cristal proteico producido por la cepa GP1, observacion
en microscopio éptico con objetivo 100X y prisma de Normarski.

El promedio de las CLso para las cuatro cepas sobre larvas neonatas
de E. varivestis realizados con esporas-cristal fue de 14.1, 9.9, 13.5y 10.9
ng/cm?® de follaje para las cepas Epilachna, 6 1° 3 2° y 8 1°

respectivamente. Se realizaron tres bioensayos con los cristales puros de la
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cepa GP1 para calcular la CLs, (Tabla 3), con un promedio de 8.4 ng/cm? de
follaje. Lo que confirma que los cristales proteicos son los que tienen la
actividad bioinsecticida.

Tabla 2. CLso de las cepas de Bacillus thuringiensis aisladas de cadaveres
de larvas de Epilachna varivestis colectadas en campo.

Cepa CLso Limite inferior  Limite superior
ng/cm? de follaje

Epilachna 10.4
12.6 7.97164 19.17852
13.4 8.47271 20.49967
20.3 12.02071 35.20724
32° 7.5 4.45655 11.72368
15.8 9.18579 27.28283
17.2 10.05401 29.82148
61° 5.6 11.35275 35.48268
6.4 3.15706 11.78579
17.9 11.35275 35.48268
81° 8.6 4.46074 15.95289
13.3 7.10751 24.74586

Tabla 3. Concentracién Letal 50 empleando cristal puro de la cepa GP1 con
larvas neonatas de Epilachna varivestis.

Cepa Concentracién Letal 50 Promedio
GP1 4.8 8.4
10.0
10.4
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6.8. Bioensayos contra M. sexta, S. frugiperday Ae. aegypti

Para determinar si la actividad de la cepa GP1 es especifica para E.
varivestis se probd su toxicidad en bioensayos contra M. sexta, S.
frugiperda y Ae. aegypti. La mezcla de esporas-cristal de la cepa GP1
produjo poca mortalidad a larvas de primer estadio de los insectos
lepiddpteros M. sextay S. frugiperda, a dosis de 100 y 1000 ng/cm? de
dieta meridica. Las larvas de cuarto estadio del diptero Ae. aegypti no
fueron afectadas por la proteina a dosis de 10, 100 y 1000 ng/ml de agua.
Estos resultados sugieren que esta proteina es especifica hacia larvas de E.
varivestis (Tabla 4).

Tabla 4. Porciento de mortalidad causada por espora-cristal de la cepa GP1 sobre
larvas neonatas de M. sexta, S. frugiperday Ae. Aegypti.

% de mortalidad
dosis M. sexta* S. frugiperda* Ae. Aegypti**
0 0.0 8.4 0.0
10 - - 0.0
100 0.0 12.5 0.0
1000 8.34 20.84 0.0

6.9. Corroboracion de la especie Bacillus thuringiensis

El gene 16S rARN de la cepa GP1 se amplifico usando los
oligonucleoétidos reportados por Aguino de Muro y Priest (1993). El producto
de PCR que se obtuvo se envid a secuenciar a las instalaciones del Instituto
de Biotecnologia/lUNAM. El analisis de BLAST de la secuencia de ADN del
gene 16S confirmé que la cepa GP1 pertenece a la especie B. thuringiensis.
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6.10 caracterizacion de la cepa GP1

La cepa GP1 se caracteriz6 por PCR con oligonucleétidos generales
cryl, cy3, cryb, cry7, cry8, cry9, crii, cry13, cri14, y cytA (Bravo et al., 1998;
Cer6n et al., 1994; Cerédn et al., 1995). Todas las reacciones de PCR fueron

negativas, por lo que se asumio que se trataba de un gene nuevo.

6.11. Purificacion de la proteina por intercambio ionico

La inclusibn de la cepa GP1 se purifico por centrifugaciones
sucesivas, seguida por su solubilizacion y purificacion por cromatografia de
intercambio iénico (Figura 9), utilizando una columna Hitrap Q (Amersham
Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden). La proteina de 100 kDa eluy6 en 250
mM de Cloruro de Sodio.

100 kD

Figura 9. Proteina purificada por intercambio iénico. Carril 1 marcador de
peso molecular; Carriles 7, 8 y 9 proteina de 100kDa con actividad a E.
varivestis.
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6.12. Bioensayos con la proteina solubilizada y purificada por

intercambio idnico

La proteina pura se dializ6 con agua y se evalud a dosis de 100 y
1000 ng/cm® de follaje contra larvas neonatas de E. varivestis para
comprobar su toxicidad (Tabla 5). Como se puede observar la proteina de
100 kD tiene actividad insecticida a larvas neonatas de E. varivestis.

Tabla 5. Porciento de mortalidad causada por la proteina producida por la
cepa GP1 de B. thuringiensis solubilizada y purificada por intercambio i6nico
a larvas neonatas de E. varivestis.

Dosis Total larvas % de mortalidad
100 ng/cm? 20 100
1000 ng/cm? 20 100
Control (agua) 20 0.0

6.13. Secuencia del N-terminal

Para identificar la proteina de 100 kDa producida por la cepa GP1 se
purific6 por cromatografia de intercambio i6nico y se transfiri6 a una
membrana (Immobilon P*9) y la secuencia del amino terminal de la proteina
se determin6 en las instalaciones de Departamento de Microquimica de la
Universidad de Harvard (Cambridge, Massachusetts, E.E.U.U.). La
secuencia obtenida de aminoacidos (AGKSFPDVPAGH) corresponde a los
primeros 12 aminoacidos después del péptido sefal de la proteina de
superficie de B. licheniformis OlpA (u38842) y de B. anthracis EA1 (x99724)

(Tabla 6), determinada mediante analisis BLAST.
6.14. Secuencia del N-terminal de un fragmento interno

Se realiz6 una digestion con tripsina de la proteina pura y soluble de
100kDa de la cepa GP1 y se purificé un fragmento de 50 kDa por
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cromatografia de intercambio i6nico a partir de la cual se obtuvo una
secuencia interna de 19 aminoacidos (KLPVTFVTTDQYGDPYGAN), la cual
también se encontr6 en las mismas proteinas de superficie OIpA y EA1

(Tabla 6).

Tabla 6. Localizacién de las secuencias de fragmentos de GP1 en proteinas
homoélogas OIpA de Bacillus lechiniformis (u38842) y de Bacillus anthracis

EA1(x99724).
CLUSTAL W (1.81) multiple sequence alignment
x99724 MAKTNSYKKVIAGTMTAAMVAGIVSPVAAAGKSEFPDVPAGHWAEGSINYLVDKGAITGKP 60
u38842 MAKTNSYKKVIAGTMTAAMVAGVVSPVAAAGKSFPDVPAGHWAEDSINYLVDKGAIVGKP 60
**********************:*********************.***********.***
GP1 AGKSFPDVPAGH
x99724 DGTYGPTESIDRASAAVIFTKILNLPVDENAQPSFKDAKNIWSSKYIAAVEKAGVVKGDG 120
u38842 DGTYGPTESIDRASAAVIFTKILNLPVDENAQPSFKDAKNLWSSKYIAAVEKAGVVKGDG 120
****‘k***********************************:*******************
x99724 KENFYPEGKIDRASFASMLVSAYNLKDKVNGELVTTFEDLLDHWGEEKANILINLGISVG 180
u38842 KDNFYPEGKIDRASFASMLVGAYNLKEKVDGTLVTKFDDLRGHWGEEKANILVNLGISVG 180
*:******************_*****:**:* ‘k‘k‘k.*:** ‘**********:*******
x99724 TGGKWEPNKSVSRAEAAQF TALTDKKYGKKDNAQAYVTDVKVSEPTKLTLTGTGLDKLSA 240
u38842 TGGKWEPNKSVSRAEAAQFIALTDKKYAKPENSDAKVINVAATEPTQLTLTGTGLNKLTA 240
**‘k‘k‘k**********************_* :*::‘k **:‘k ‘:***:********:**:*
x99724 DDVTLEGDKAVAIEASTDGTSAVVTLGGKVAPNKDLTVKVKNQSEFVTKFVYEVKKLAVEK 300
u38842 EDVILEGNKAIALEASKDGKSAVVTLSGKIAPNKELPVKVKGNTFIVKYVYEVKKLRVEQ 300
:******:**:*:***.**_******_**:****:*.****‘::*:‘*:******* **:
x99724 LTFDDDRAGQAIAFKLNDEKGNADVEYLNLANHDVKFVANNLDGSPANIFEGGEATSTTG 360
u38842 LTFDDDRADQAVVFKLNDEKGNADIEYLDIAGHDVKFVANNLDGTPANIFEGGTAESTTG 360
**‘k‘k‘k***'**: '***********:***::*.************:******** * Kk kK
x99724 KLAVGIKQGDYKVEVQVTKRGGLTVSNTGIITVKNLDTPASAIKNVVFALDADNDGVVNY 420
u38842 KLAVGIAEGKYKVEVQVTKRGGITVSNTGIIEVKNLDAEATAIKDVVFAVDTDKAG-VNY 419
* Kk Kk kK k :*_************:******** ‘k‘k‘k**: *:***:****:*:*: * Kk kK
x99724 GSKLSGKDFALNSQONLVVGEKASLNKLVATIAGEDKVVDPGSISIKSSNHGIISVVNNYI 480
u38842 AKPLSGTDFTLNSKTLVAGEKAGIHKVVAQINKENKVVDPSAISLKSSNPGVISVKNGEI 479
***'**:***:'**.****.::*:** * ‘k:‘k****‘:**:**** *:‘k‘k* *. *
x99724 TAEAAGEATLTIKVGDVTKDVKEFKVTTDSRKLVSVKANPDKLQVVQONKTLPVTEVTTDQY 540
u38842 KAEAAGSATLTVKVGDVTKTEDFVVKTDTRKLTTVKANPDQLKVVDGKELPVTEFVTTDQY 539
'*****'****:******* __* *_**:***‘:******:*:**:‘* K’k Kk kk KKk kKK
GP1 LPVTEVTTDQY
x99724 GDPEGANTAAIKEVLPKTGVVAEGGLDVVITDSGSIGTKTIGVTIGNDVGEGTIVHFQN--G 598
u38842 GDPFGANSGAIKEVFPQTGVVKV--LDVTTTINEGSIGTSSIKVKGENVGAGTIHFQNPNA 597
*******:'*****:*:**** ***_**:‘*‘k***.:* *.*::** **:****
GP1 GDPYGAN
x99724 NGATLGSLYVNVTEGNVAFKN--FELVSKVGQYGQSPDTKLDLNVSTTVEYQLSKYTSDR 656
u38842 SGEGYGSLHVEVTKSNIGHEAPRLELVSKAGQKGEAADTTLG——AGNTVAYQLSNYTTEG 655
*** * * Kk . '* B ***** Kk k. T, **“k .. ‘k* ***‘k * k. B
x99724 VYSDPENLEGYEVESKNLAVADAKIVGNKVVVTGKTPGKVDIHLTKNGATAGKATVEIVQ 716
u38842 VYADAADLAGYEFRVGNDKIASAKIEGKTLKVTGKTAGVTDVILTKDGATAGHATITVTQ 715
** * * ***" * K’ kK k. [ * Kk kK k * ‘*: **‘k ***** ‘k* :
x99724 ETIAIKSVNFKPVQTENEFVEKKINIGTVLELEKSNLDDIVKGINLTKETQHKVRVVKSGA 776
u38842 ENIQITSVKFKDVEVEQFENRKVNIDRVLDVVKSDKDDVLNGIKLNISTEHKVRIVDEGT 775
‘k.* *'**:** *:.*:* ::*:**_ **:: **: ‘k‘k:::*‘k:*‘ .*:****:*“*:
x99724 EQGKLYLDRNGDAVENAGDVKLGDVIVSQTSDSALPN-————————————— FKADLYDTL 822
u38842 EQGKVYLDRNDNATFDGNDVALGYVTAVKSNDTVSKEGNDLFKFLTDETATNKNDVFKGV 835
***‘k * Kk Kk kK :* * . ** * % ** :..*“ : * * .
x99724 TTKYTDKGTLVFKVLKDKDVITSEIGSQAVHVNVLNNPNL 862
u38842 TTAFGDKGTVIFKVMKDRVAPTTEYGTKAVTINVIKEEI- 874
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continua Tabla 6
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6.15. Diseno de oligonucleédtidos y estrategia para obtener la secuencia
completa del gene

Se disefiaron dos oligonucleétidos (GP1der y GP1rev) a partir de las
dos secuencias del amino terminal obtenidas de esta proteina. Los
oligonucleoétidos se utilizaron para amplificar un fragmento interno de 1495
pb que fue secuenciado. El analisis de BLAST de la secuencia resultante
mostré un alto porcentaje de similitud (Tabla 7) con la secuencia de los
genes olpA'y eag de B. anthracis (89 y 60%) que codifican para proteinas de
superficie (numero de acceso x99724 y AEO01119), asi como para B.
licheniformis (72%, numero de acceso u38842) y un 65% para una proteina
producida por una cepa de B. thuringiensis (con un numero de acceso
AJ249446). La Figura 10 nos muestra la estrategia que se emple6 para
obtener la secuencia completa del gene S-layer de la cepa GP1.

Tabla 7. Por ciento de identidad de la secuencia de 1495 pb del gene S-layer
de la cepa GP1 y otros genes S-layer de otras especies de Bacillus.

PROTEINA IDENTIFICADA ESPECIE DE BACTERIA
%IDENTIDAD

COMPONENTE S-LAYER Bacillus anthracis X99724 89
PROTEINA S-LAYER Bacillus licheniformis U38842 72
PROTEINA S-LAYER Bacillus anthracis AEO11191 60
PROTEINA S-LAYER Bacillus thuringiensis AJ249446 37

Usando esta informacion y la secuencia del alineamiento del DNA de
estos genes que muestran alta similitud en sus extremos 5 y 3’, se
disefiaron nuevos oligonucleétidos para amplificar dos fragmentos con un
sitio de restriccion Xbal que da extremos cohesivos (Tabla 8). Un par

amplifica 500 pb adelante del codén ATG para obtener el promotor putativo y
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el otro par incluye 200 pb después el codon putativo de terminacion TTA
(Figura 11). La secuencia completa del gen gp7 de la proteina de superficie
se obtuvo mediante la secuencia de los tres fragmentos sobrelapantes (Gen
Bank Acession No. AY956311). El gene estd compuesto de 2,589
nucleétidos, antecedida por la secuencia de Shine-Dalgarno (AGGAGG). Se
observé una estructura palindromica de 22 nucleotidos debajo del codon de
terminacién. La comparacion de la secuencia del amino terminal de la
proteina y la secuencia de aminoacidos deducida por la secuencia de
nucleotidos confirma que la proteina es también sintetizada como un pre-

polipéptido con un péptido sefal de 29 aminoacidos.

Tabla 8. Oligonucledétidos utilizados para obtener la secuencia completa del
gene S-layer de la cepa GP1 de Bacillus thuringiensis.

Nombre  Secuencia POSICION 5" SITIO DE
RESTRICCION

GP1Xder ACGCTCTAGATAGCAGGTAAATCATTCCCAGACG 411 Xbal
GP1rev  ACGCICTAGATCGCCGTATTGGTCAGTTGTTAC 1,951 Xbal
BSLX-1 GCTICTAGATGAGAGTGCTTTATAGGAAAAT -21 Xbal
BSLX-2 GCICTAGATCCTCGACCTGCGTCACTATCA 3,386 Xbal
BSLX-3 GCICTAGATACTGCTGAGGCTGCTGGTGAGG 1,766 Xbal
BSLX-4 GCICTAGATCTTCAGCCGGAGCGTATGTACC 530 Xbal
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Figura. 10. Estrategia empleada para obtener la secuencia completa del
gene que codifica la proteina GP1.

6.16. Deteccion de proteina S-layer en otras cepas de B. thuringiensis

Con la finalidad de determinar si esta proteina también se expresa en
otras subespecies de B. thuringiensis se realizd un western blot utilizando el
anticuerpo policlonal anti-GP1 preparada previamente como se detallo en
Materiales y Métodos para la inmunodeteccion de la proteina GP1 en otras 9
cepas de B. thuringiensis como las subespecies kurstaki HD1 y HD73, la
subespecie israelensis HD567, la subespecie aizawai HD137, la subespecie
tolworthi HD125, la subespecie morrisoni 'y tenebrionis, en ninguna de las
cuales se detecto (Figura 11). El andlisis por PCR de estas cepas utilizando
los oligonucle6tidos GP1der y GP1rev, confirmd que estas cepas no tienen

el gene que expresa la proteina de superficie GP1.
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Figura 11. Andlisis de la presencia de la proteina S-layer en diferentes
subespecies de B. thuringiensis y otras cepas de Bt, por medio de la
técnica de Western blot.

6.17. Mutagenesis por interrupcion del gene S-layer con casete de
resistencia a kanamicina

Nuestro objetivo con esta técnica fue el de encontrar una cepa doble
recombinante que tuviese insertado un casete de kanamicina (km) dentro del
gene de GP1 y que no se presentara en el resto del plasmido y por eso
buscamos que fuese susceptible a eritromicina (erm) y resistente a
kanamicina, ya que km es el antibidtico del casete que interrumpe el gene y
Erm es el antibiético cuya resistencia se codifica en el plasmido. Al
transformar la cepa GP1 se obtuvieron ocho colonias resistentes a
eritromicina y kanamicina, se tomé una colonia y se le dio un choque térmico
a 37°C, se crecieron 100 colonias durante 10 dias a 30°C, haciendo
diluciones de cada una cada 24 horas. De cada cultivo se tom6 una muestra,
se plaqued y se tomaron 100 colonias (total 10 000 colonias) para crecerlas
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en LB con eritromicina y kanamicina, algunas perdieron la resistencia a

kanamicina.

Se tomé otra colonia y le dimos un choque térmico a 40°C de la cual
tomamos 100 colonias; 50 colonias se crecieron durante 10 dias a 30°C y
cincuenta colonias se crecieron durante 20 dias a 30°C. Se plaqueron un
total de 6300 colonias de ambos tiempos de crecimiento, el 50% de las
colonias perdi6 la resistencia a ambos antibiéticos y el resto a kanamicina,
no se encontré ninguna que fuera susceptible a eritromicina y resistente a

kanamicina.

6.18. Diseio de oligonucleétidos para clonar el gene

Finalmente, el gene completo sl-GP1 se cloné directamente en el
vector pHT315 y se transformo en la cepa 407 acristalifera de B.
thuringiensis (Figura 12), amplificando tres fragmentos por PCR con sitios de
restriccion diferentes respectivamente (Tabla 9). No fue posible obtener
células transformantes de E. coli con esta construccién, sugiriendo que la
proteina de superficie es téxica a E. coli como se habia reportado
previamente para la proteina Olp de B. anthracis, ya que al expresarse la
proteina en las células de E. coli, las mata (Mensnage et al., 2001; Sun et
al., 2001).

Tabla 9. Oligonucleétidos utilizados para clonar el gene S-layer de la cepa
GP1 de Bacillus thuringiensis.

Nombre Secuencia POSICION 5°  SITIO DE
RESTRICCION
BSLX-1 GCTCTAGATGAGAGTGCTTTATAGGAAAAT -21 Xbal
BSLN-5 TCTTTGCCATGGTATAAATTTCCTCCTTC 335 Ncol
BSLN-6 TTATACCATGGCAAAGACTAACTCTTAC 317 Ncol
BSLP-7 AACGCTGCAGTTGTAACACTTGGTGGTAAAG 1,108 Pstl
BSLP-8 AAAACTGCAGAAGTACCGTCAGCACTTGCTTC 1,114 Pstl
EAGB-4 CGGGATCCTCCTCGACCTGCGTCACTATCA 3,150 BamHI
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PROMOTOR 300 pb NH, TERMINAL 800 pb C TERMINAL + TERMINADOR 2.04 kb

Xbal Nco | Nco | Pstl Pstl Bam HI
BSL1 PGR1B PGR14 BSL 8 BSL7 EAG4
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Xba BamHI
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[ pHT 315
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Bt 407 CLONAS

Figura 12. Estrategia utilizada para clonar el gene S-layer de la cepa GP1 en
una cepa acristalifera de B. thuringiensis.

Sin embargo si pudimos obtener células transformantes de Bt La
cepa resultante de Bt expresa la proteina de superficie GP1 en bajas
cantidades, como lo muestra la inmunodeteccion usando anticuerpos

policlonales producidos contra la proteina pura GP1 (Figura 13).
6.19. Bioensayos con la proteina recombinante

Se evalud la toxicidad de un cultivo esporulado de esta clona vy
produjo un 100% de mortalidad de larvas del primer estadio de E. varivestis
a una concentraciéon de 1000 ng/cm? en contraste con el control que fue la
cepa de Bt acristalifera transformada con el vector pHT315 que no expresa

la proteina de superficie GP1 y no causdé mortalidad a las larvas de E.
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varivestis. La CLso se determiné utilizando cristal puro utilizando dosis de 0,
5, 10, 15, 20 ng/cm? de follaje y fue de 12.65 ng/cm?, con un limite inferior
de 7.03 y el superior de 19.65.

1- Marcador de Peso Molecular. 2-
2- 2ug de proteina total de
Bt 407: pHT315 a 48 horas de
100 kDa —» crecimiento.
3- 2 ng de proteina total de
Bt 407: pHTGP1 a 24 horas de
crecimiento.
4- 2 ug de proteina total de
Bt 407: pHTGP1 a 48 horas de
crecimiento.
5- 0.5 pg de una preparacion de es-
poras + cristales de la cepa GP1
silvestre.

Figura 13. Western blot con el anticuerpo policlonal anti-GP1; 1. Marcador
de Peso Molecular; 2. Proteina total Bt 407:pHT315; 3. B t 407:pHTGP1; 4.
Bt 407:pHTGP1 48h; 5. Esporas—cristales GP1.

6.20. Expresion de la proteina S-layer

Se analiz6 el patron de la expresion de la proteina de superficie GP1
durante el crecimiento de la cepa en medio de esporulacion SP. La proteina
SI-GP1 es expresada durante la fase vegetativa y también durante la
esporulacién. Durante la fase vegetativa la proteina esta asociada a la
bacteria ya que toda la proteina detectada por Western blot se encontrd en
la pastilla que se obtuvo después de la centrifugacion del cultivo. Durante la
fase de esporulacién la proteina se observa asociada a la bacteria pero

también se le encontr6 en el sobrenadante del cultivo (Figura 14).
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1- CELULAS 6 HORAS

«100KkDa 2- GELULAS 9 HORAS
3- CELULAS + ESPORAS 12 HORAS

4- ESPORAS 15 HORAS
5- ESPORAS 18 HORAS
7- ESPORAS 21 HORAS
8- ESPORAS+ CELULAS 24 HORAS

12345 6738 B SOBRENADANTE

1 CELULAS 6 HORAS
< 100kDa 2. CELULAS 9 HORAS
3. CELULAS + ESPORAS 12 HORAS
4- ESPORAS 15 HORAS
5 ESPORAS 18 HORAS
7- ESPORAS 21 HORAS
8- ESPORAS+ CELULAS 24 HORAS

Figura 14. Expresion de la proteina S-layer durante diferentes fases de

desarrollo.
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6.21. Purificacion quimica de la proteina S-layer de las cepas nativa y

recombinante

Se extrajo quimicamente la proteina S-layer de células vegetativas de
la cepa nativa (GP1) y de la recombinante (pHT-GP1) (Figura 15) y no se
detectd en la cepa acristalifera Bt 407, la presencia de la proteina se
determiné por gel SDS-PAGE 10% y Western blot.

A B [ g B407
Bt407 BtGP1 pHT-GPI Bt407 BtGpl PHT-GPI

M 1T 2 3 4 5 6

'.._.' 100

Figura 15. Extraccion quimica de la proteina S-layer. Panel A: M Marcador
de peso molecular; carriles 1, 3, 5, visualizacién de la proteina S-layer en las
células de las diferentes cepas después de la extraccion quimica; carriles 2,
4 y 6 proteina S-layer extraida quimicamente. Panel B deteccién de la
proteina por Western blot en las diferentes cepas, sobre las células y
proteina extraida quimicamente.
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6.22. Relacion filogenética de la proteina de superficie GP1 con otras
proteinas de superficie

El alineamiento de aminoacidos de 32 diferentes proteinas de
superficie se utilizd para analizar la relacion filogenética de estas proteinas
(Tabla 10). Se estimaron las filogenias de datos de matriz de la distancia
bajo el modelo del arbol aditivo, por lo que de acuerdo con este modelo se
espera que las distancias sean igual a las sumas de los largos de las ramas
entre las especies usando el método de Fitch y Margoliash (1967) y el
criterio de minimos cuadrados. En este andlisis se encircularon algunas
ramas que muestran una topologia sélida, debido a que fueron encontradas
en mas del 95% de los arboles obtenidos. Este analisis muestra que las
proteinas de superficie es una familia compuesta de grupos de proteinas
altamente variables entre los diferentes grupos independientes. Las
proteinas de superficie de Bacillus cereus, B. sphaericus, B. anthracis, B.
licheniformis 'y  B. thuringiensis estan agrupadas en una misma rama
principal (Grupo 1). Las proteinas de superficie de otras bacterias estan
agrupadas juntas en ramas separadas indicando la relacion entre los

miembros de cada rama durante su evolucion (Figura 16).

La proteina de superficie GP1 estd altamente relacionada a la
proteina EA1 de B. anthracis y a la proteina CTC reportada de B.
thuringiensis con un 92% de identidad en la secuencia primaria. La proteina
de superficie GP1 tiene un 63% de identidad con la proteina OIpA de B.
licheniformis (U38842). Con relacién al resto de las proteinas de superficie
encontradas en el grupo Bacillus, su relacion es bastante baja ya que varia
de un 27% a solo 2% de identidad (Tabla 11).
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Tabla 10. Proteinas de superficie utilizadas en el andlisis filogenético

Base de Genes

Especie Gene No. De aminoacidos No. De acceso
Bacillus anthracis sap 814 736946
Bacillus anthracis eag 862 X99724
Bacillus cereus S-layer like 530 AE017000
Bacillus cereus S-layer like 486 Eo170006N
Bacillus licheniformis olpA 874 u38842
Bacillus thuringiensis SL-GP1 863 AY956311
B. thuringiensis israelensis slp 393 X62090
B. thuringiensis galleriae sIpA 821 AJ249446
B. thuringiensis mexicanensis cryTKD 823 D86346
Bacillus thuringiensis ctc 816 AJ012290
Bacillus sphaericus slaP 1,176 M28361
Bacillus sphaericus sbpA 1,268 AF211170
Bacillus stearothermophilus sbsA 1,228 X71092
Bacillus stearothermophilus sbsC 1,099 AF055578
Brevibacillus brevis mwp 1,053 M19115
Brevibacillus brevis hwp 1,116 D90050
Campylobacter fetus sapA2 1,109 S76860
Campylobacter fetus sapA 933 J05577
Campylobacter fetus sapA1 920 L15800
Campylobacter fetus sapB2 1,112 AF048699
Campylobacter fetus sapB 936 U25133
Clostridium thermocellum sdbA 631 U49980
Halobacterium csg 852 J02767
Haloferax volcanii 827 M62816
Lactobacillus acidophilus sIpA 444 X89375
Lactobacillus helveticus slpH1 439 X91199
Lactobacillus helveticus slpH2 439 X92752
Lactobacillus crispatus cbsA 440 AF001313
Rickettsia prowaseki spaP 1,612 M37647
Rickettsia rickettsii p120 1,300 X16353
Rickettsia typhi slpT 1,645 LO4661
Serratia marcescens slaA 1,004 AB00725
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Figura 16. Agrupacion de las diferentes proteinas S-layer producidas por las
diferentes especies de bacterias
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Tabla 12.- Porcentaje de identidad en la secuencia primaria entre las proteinas S-layer.

GenBank
AN /species -
= 2 =9 (=%
= 2 S 3 2
@ 2 § % a % ° ° = 2 -2
- = — N N = S i~ = S S
-2 s & S S S & -2 = o = 2= 5 = =
<o = = . ) &n _ § S >
§ egs 5 E =z | §°| §° £ 5 3 Z T2 | =
LER - R S B - - I D - B O R I
Bacillus 100 96 92 66 26 24 23 23 13 13 7 8 3
anthracis
eag
Bt finitimus ctc2 100 92 65 26 24 23 23 12 13
S-layer GP1 Bt 100 63 27 25 22 23 13 12
B. lecheniformis 100 24 27 24 23 13 12 7 7 2
olpA
Bt galleriae slpA 100 73 25 26 15 13 9 7 3
Bt mexicanensis 100 25 26 15 13 9 7 3
cryTKD
B. anthracis sap 100 87 13 13 9 7 2
Bt ctc 100 14 13 9 7 2
B cereus s-layer 100 21 4 ) 5
like
B. cereus s-layer 100 4 3 5
like
B. sphaericus 100 18 2
slaP
B. sphericus 100 2
sbpA
Bt israelensis slp 100
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7. DISCUSION

La mortalidad producida por las 8 cepas seleccionadas de
colecciones de Bt por su actividad hacia larvas neonatas de E. varivestis fue
bastante baja. En el mejor de los casos (cepa IB 476) se observd 80% de
mortalidad a una dosis de 1000 ng/cm? Ninguna de éstas podria ser
utilizada para desarrollar un producto insecticida ya que desde el punto de
vista comercial no es viable, debido a que se requeririan grandes cantidades

de la proteina para lograr el control de las larvas de la “Conchuela del frijol”.

Se propuso entonces buscar insectos muertos de E. varivestis con la
premisa de que seria posible encontrar cepas activas de Bt contra este
insecto al buscar directamente sobre insectos muertos. Esta hipétesis resultd
correcta ya que fuimos capaces de aislar una bacteria con una actividad

extremadamente alta y especifica contra E. varivestis.

De esta manera podemos decir que una conclusion importante de
este trabajo es proponer que la busqueda de bacterias de Bt activas para un
insecto determinado se haga a partir de cadaveres de insectos de esa
especie (Angus y Norris, 1968; Dulmage, 1970; Hansen et al., 1998; ltoua-
Apoyolo et al., 1995; Lynch et al., 1976; Pinto et al., 2003) y no de muestras
de suelos (Rosas-Garcia et al., 2008; Mastache-Pina, 2009)).

Se aisl6é y caracterizd la cepa GP1 de B. thuringiensis que produce
una inclusion compuesta de una proteina de superficie de 100 kDa que es
bastante toxica a larvas de la especie plaga E. varivestis del orden
Coleoptera. La proteina pura de esta cepa es responsable de la actividad
insecticida contra E. varivestis, esta actividad parece ser especifica ya que
esta cepa no es activa a dos especies de lepiddpteros y a una especie de
diptero. Esta es la primera vez en que una proteina de superficie esta
implicada en la virulencia hacia un organismo blanco. Guo et al (2008)
reportan que de 59 cepas de Bt aisladas de suelo de diferentes localidades
de China que se analizaron por western blot para determinar la presencia de
proteinas S-layer, 15 (25.4%) presentaron proteinas S-layer, de las cuales
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solo dos mostraron ligera toxicidad; la cepa B22 produjo un 22.22% de
mortalidad a larvas de Helicoverpa armigera, a una concentracién de 1000
ug/ml™"y un 3.33% a larvas de tercer estadio de Aedes albopictus Skuse, a
una concentracién de 100 pg/ml™ y la cepa 113 causo 77.78% de mortalidad
a larvas de H. armigera a una dosis 1000 pg/ml”' y 6.67% a larvas de A.
albopictus a una dosis de 100 pg/ml™.

La funcion de las proteinas de superficie es controvertida. Se propone
que estas proteinas sirvan de proteccién a la bacteria ya que la cubren por
completo en su exterior y son la barrera con el medio ambiente. También se
propone que estan involucradas en transporte al interior y también existen
reportes en donde se propone que estan involucradas en la virulencia de
diferentes especies de bacterias como en Aeromonas salmonidica,
Campylobacter fetus, B. cereus, B. anthracis, y Rickettsia sp (Claus et al.,
2005).

Esta controversia en cuanto a la funcion de las proteinas de superficie
se debe en gran medida a la gran variabilidad de estas proteinas en su
secuencia principal. Practicamente sélo se parecen en la regién SHL que
son tres fragmentos repetidos que caracterizan a estas proteinas y el resto
de la secuencia es completamente variable en secuencias y tamarios (Claus
et al., 2005; Schuster y Sleytr, 2009; Upreti et al., 2003).

Se clon6é exitosamente el gen completo s/-GP1 en una cepa
acristalifera de B. thuringiensis y se demostr6 que este gen codifica una
proteina que es activa contra larvas neonatas de E. varivestis. La regién
codificadora encontrada en la secuencia contiene 2589 nucleétidos y esta
antecedida por una secuencia de Shine-Dalgardo (AGGAGG). Se observé
una estructura paliandrémica 22 nucle6tidos abajo del codon TTA de
terminacién. La comparacién del amino terminal de la secuencia de la
proteina y la secuencia de aminodcidos deducida de la secuencia de
nucleotidos confirma que ésta proteina también es sintetizada como un
propolipéptido con un péptido sefial de 29 aminoacidos de largo. En esta
secuencia tres motivos de dominio homdlogos S-layer estan presentes; el
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primero se observo de los residuos 34 al 76
(FPDVPAGHWGLDSINYLLVDKGAIEGKPDGTYAPAEEIDR-ASAA), el
segundo de los residuos 95 al 136 (FKDAKNHWASKYIAAVEKA-
GVVRGDGKENFSPDKKIDRASFA) y el tercero de la posicion 162 a 198
(DHWGEEKKANILIHLGLGEGTGGNKWEPNKSVRAEAA).

La baja expresiéon de la proteina de superficie GP1 en la cepa 407 de
Bt puede ser debido al sistema complejo de regulacién de las proteinas de
superficie. Se ha reportado que en B. anthracis es dependiente de diferentes
factores sigma (Mignot et al, 2002). En esta bacteria existen 2 tipos
diferentes de proteinas S-layer (EA1 y Sap). Especificamente en el caso de
la expresion de la proteina EA1, la proteina Sap participa para el control
temporal de EA1, debido a que Sap actia como un represor transcripsional
del gen eag que codifica para EA1. El resultado de esta regulacion es que el
gen sap es expresado durante la fase exponencial, mientras que la
expresion de eag comienza cuando Sap desaparece que es cuando se entra
a la fase estacionaria. La sintesis de EA1 desplaza a Sap de la membrana,
por lo que Sap puede ser encontrada en la célula y excretada en el
sobrenadante del cultivo, en contraste EA1, sélo se encuentra asociada a las
células de la fase de esporulacion (Mignot et al., 2002). Es posible que otros
factores presentes en la cepa 407 de Bt pueda estar afectando la sintesis de
la proteina de superficie slI-GP1, se necesitan otros estudios para entender la
regulacion de la proteina de superficie GP1 en Bt. La proteina S-layer de la
cepa GP1 se empieza a expresar desde la fase vegetativa, se observo sobre
las células vegetativas y en el sobrenadante, incrementandose en el inicio de

esporulacion.

Las proteinas de superficie comprenden una familia que se localiza en
la superficie de especies de bacterias muy diferentes que viven en
condiciones ambientales muy diversas y que tienen variados blancos. Estas
proteinas estan formadas por modulos, consistiendo de dos dominios

funcionales.
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En este trabajo, se analizd la relacién evolutiva de la familia de
proteinas de superficie. Debido a que las proteinas de superficie son una de
las proteinas celulares mas abundantes, se ha propuesto que son productos
metabdlicos muy costosos y deben dar al organismo alguna ventaja de
seleccién en diferentes habitats (Beveridge et al.,, 1997). Los estudios
filogenéticos reportados en este trabajo muestran que las proteinas de
superficie estan agrupadas en un arbol filogenético y sugiere un origen en
comun. Pero la distribucién y gran separacién de las diferentes ramas, las
cuales agrupan las diferentes bacterias analizadas, puede indicar la
separaciéon de estas proteinas que se fueron adaptando y seleccionando
para actuar en condiciones particulares de vida. En el caso de B.
thuringiensis, la actividad insecticida es una ventaja para tener acceso a los

nutrientes de la hemolinfa de los insectos blanco.

La proteina de superficie aqui reportada presenta una alta identidad
con la proteina EA1 de B. anthracis (Mensnage et al., 1998) y a la proteina
CTC encontrada en B. thuringiensis subespecie finitimus (Sun et al., 2001),
la cual también tiene un peso molecular de 100 kDa y forma cuerpos
parasporales durante la fase de esporulacién. Sin embargo no reportan
actividad contra alguna especie de insecto, pero esta proteina (CTC) pudiera

ser téxica a algun insecto como lo muestran nuestros datos.

Esta es la primera vez en que se implica directamente a una proteina
de superficie en la virulencia hacia un insecto. El Unico dato que liga
directamente a una proteina de superficie de B. thuringiensis con virulencia
es el reporte que indica que la expresion de los genes de proteina de
superficie estan controlados por plcR. El activador transcripcional PIcR
regula la expresion de varios factores extracelulares de virulencia como son
enzimas liticas y enterotoxinas (Agaisse, 1999).

Los programas de busqueda de bacterias de Bt han identificado miles
de cepas diferentes, las cuales tienen un rango limitado de huéspedes .ya
que cada cepa presenta sélo algunos genes cry y es activa hacia un nimero
muy limitado de insectos. Pero juntas todas estas bacterias cubren un rango
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muy amplio de o6rdenes de insectos (Lepidoptera, Diptera, Coleoptera,
Hymenoptera, Homoptera, Orthoptera y Mallophaga) y aun otros organismos

como nematodos, 4caros y protozoarios.

Las toxinas producidas por Bt pertenecen a diferentes grupos de
proteinas que no tienen relacion alguna filogenética (de Maagd et al., 2003)
y que por lo tanto pueden ser divididas al menos en 4 o 5 grupos distintos
(Cry de tres dominios, Vip, Cyt, parecidas a Mtx y parecidas a Bin). Algunas
de las toxinas producidas por Bt muestran similitudes con las toxinas
producidas por otras bacterias como es el caso de las proteinas Bin
producidas por B. sphaericus, las cuales tienen alguna homologia con las
proteinas Cry 35 y Cry 36 producidas por cepas de Bt a las que también se
les cataloga como parecidas a Bin. Las proteinas Vip se parecen
estructuralmente a toxinas que afectan ADP-ribosilacién, como la proteina
de difteria que tiene un dominio muy semejante a nivel de estructura con un
dominio de Vip. Se propone que Vip pudiera tener esta funcién, pero aun no
se ha encontrado una proteina blanco de esta posible ADP-ribosilacion.

Dado que nosotros encontramos que una proteina tipo S-layer es
capaz de matar un insecto coledptero sera importante evaluar si otras
proteinas de superficie producidas por Bt tienen actividad contra otras
especies de insectos plaga. Este conocimiento es muy importante para el
control futuro de los insectos ya que permitiria tener mas herramientas para
el control de plagas insectiles. EIl modo de accion de esta proteina de
superficie GP1 no lo conocemos, sera importante disefiar experimentos para
entender como funciona esta proteina, asi como su inocuidad hacia otros

organismos incluyendo el hombre.
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8. CONCLUSIONES

1. Se aislaron cepas de Bacillus thuringiensis de cadaveres de larvas de
Epilachna varivestis, las cuales producen una proteina de 100kDa, la
proteina es altamente toxica a larvas neonatas de E. varivestis, la proteina

producida por la cepa GP1 es una S-layer.

2. Esta es la primera proteina S-layer que se comprueba su actividad toxica

hacia un insecto.

3. La proteina GP1 es altamente especifica, no es toxica a larvas de otros

insectos ya sean lepidépteros o dipteros.
4. La proteina GP1 no se expresa en otras cepas de Bt como B.
thuringiensis Kurstaki, B. thuringiensis aisawai, B. thuringiensis tenebrionis,

B. thuringiensis israelensis, B. thuringiensis morrisoni.

5. Epilachna varivestis no es susceptible a las proteinas Cry3 y Cry7 activas

contra coledpteros.
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9. PERSPECTIVAS
1.- Evaluar la proteina S-layer contra especies de lepidopteros plaga como
Plutella xylostella, Phthorimaea operculella, Diatraea spp, Trichoplusia ni;
coleépteros como Leptinotarsa decemlineata, Diabrotica virgifera virgifera,
Anthonomus grandis, entre otros, para determinar si es tdxica a estas

especies.

2.- Determinar la inocuidad hacia mamiferos (ratones), insectos benéficos

como Apis melifera, catarinitas depredadoras y plantas (frijol, maiz).

3. Determinar si la proteina es activa contra adultos de E. varivestis.

4.- Conocer la activacién de la proteina, por medio de enzimas como la

tripsina o de las presentes en el intestino de E. varivestis.

5.- Determinar el modo de accion de la proteina S-layer.
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The use of Bacillus thuringiensis as a biopesticide is a viable alternative for insect control since the insecti-
cidal Cry proteins produced by these bacteria arve highly specific; harmless to humans, vertebrates, and plants;
and completely biodegradable, In addition to Cry proteins, B. thuringiensis produces a number of extracellular
compounds, including S-layer proteins (SLP), that contribute to virulence, The S layer s an ordered structure
representing a proteinaceous paracrystalline arvay which completely covers the surfaces of many pathogenic
hacteria. In this work, we report the identification of an S-layer protein by the screening of B, thuringiensis
strains for activity against the coleopteran pest Epilachna varivestis (Mexican bean beetle; Coleoptera: Coc-
cinellidae). We screened two B. dringiensis strain collections containing unidentified Cry proteins and also
strains isolated from dead insects, Some of the B. thuringiensis strains assayed against E. varivestis showed
moderate toxicity. However, a B. thuringiensis strain (GP1) that was isolated from a dead insect showed o
remarkably high insecticidal activity, The parasporal crystal prodoced by the GP1 strain was purified and
shown (o have insecticidal activity against E. varivesds but not against the lepidopteran Manduca sexa or
Spodaprera frugiperda or against the dipteran Adedes aegypai, The gene encoding this protein was cloned and
sequenced, It corvesponded to an S-layer protein highly similar to previously described SLP in Bacillus
anthracis (EA1) and Bacillus ficheniformis (O0lpA). The phylogenetic relationships among SLP from different
bacteria showed that these proteins from Bacilfus cerens, Bacilfus sphaericns, B. anthracis, B. licheniformis, and
B. thuringiensis arve arvanged in the same main group, suggesting similar origins. This is the first report that

demonstrates that an S-layer protein is divectly involved in toxicity to a coleopteran pest,

Chemical insecticides cause many environmental problems.
Their exhaustive use has resulied in pollution of soils and under-
ground water, Moreover, a number of synthetic insecticides have
lost their efficacy against certain pests due to the development of
resistance in these insects, The use of Bacilus thurigiensis as a
biopesticide is a vizble alternative for insect control in agriculture
and other areas (i.e., disease vectors) and will intensify crop pro-
duction in an economically sustainable and environmentally
[riendly way. The Cry toxins produced by B thuringiensis are
highly specific; hamless to humans, vertebrates, and plants; and
completely biodegradable, so they cause no residual toxic prod-
ucts to accumulate in the environment (26). To date, aver 200 oy
rene sequences have been determined and classified into 44 fam-
ilies and different subclasses (7). Additionally, B. thuringiensis
produces a number of extracellular compounds, such as phospho-
lipases, protenses, and chitinases, and other toxins, such as B-exo-
toxin and vegetative insecticidal proteins, that may contribute o
virulence (26).

The S-ayer s an ordered structure of proteinaceous para-
erystalline arrays which completely covers the surfaces of many
archaea and bacteria (3, 25) and constitutes up 1o 15% of the
total cell protein. The function of S-layer proteins (SLF) has
not heen accurately defined. It was proposed that these pro-
teins are involved in cell integrity and shape maintenance (3).
Also, it has been hypothesized that they may be involved in

* Comesponding outhor. Mailing address: Instituio de Biotecnologia,
UNAM, Ap. Postal 510-3, Cuernavaca 62250, Morelos, México. Phone:
(52) 7773 291635, Fac: (532) T773 172388 E-mail: bravodaibtunam.ms,

e

macromalecule exchange with the environment since they are
the outermost cell envelope component (3). In some gram-
negative pathogens, they have been implicated in virulence and
resistance to complement-mediated killing (3, 23). In Bacillus
cerens, the SLP promotes interactions with human leukocytes
and with the host, contributing to pathogenicity (14). It has
been proposed that in Bacillus anthracis, the S-layer and the
capsule might cooperate in the interaction with the host (21),

Severa. S-layer genes have been cloned, and their amino
acid sequences have revealed that they have low similarity
except in the cell wall-targeting S-layer homology domain,
which is involved in the anchoring of these proteins to the
peptidoglycan-linked  polysaccharides (25). Thus, different
types of SLP may have different functions. SLP from Bacillus
species have a molecular mass of between 66 and 255 kDa. In
B. anthracis, two different SLP (Sap and EAL) have been de-
scribed previously (18, 21). The presence of these proteins is
not required for normal encapsulation of the bacilli (19). These
proteins appear sequentially in a growth phase-dependent
manner, with the synthesis of Sap preceding that of EAL (21),
In B. thurngiensis subsp. galleria, an SLP termed SIpA is similar
to the Sap of B. anthracis. The construction of a null mutant
with a mutation in the corresponding gene revealed that the
mutant strain does not express another S-layer gene (20). A
parasporal body protein named CTC, described to occur in B.
thuringiensis subsp. finitimus (GenBank accession number
AY460125), shows high identity with the S-layer protein EA1
from B. anthracis (27). CTC has a molecular size of 100 kDa
and forms a parasporal body during the sporulation phase of
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Primer ; " 5 Restriction
L, Oligonueleotide Sequence position site
GP1Xder | ACGCTCTAGATAGCAGGTAAATCATTCCCAGACG 411 Khal
GPLXrev | ACGCICTAGATCGCOGTATTGGTCAGTTGTTAC 1951 | Xbal
BSLX-1 | GCICTAGATGAGAGTGCTTTATAGGAAAAT -21 Xbal
BSLX-2 | GCICTAGATCCTAGACCTGOGTCACTATCA 3.386 | Xbal
BSLX-3 | GO TAGATACTGCTGAGGCTGCTGATGAGE 1,766 | Xbal
BSLX-4 | GOICTAGATC TTCAGCCGGAGCGTATGTACC 530 | Xbal
BSLN-5 | TCTTTGCCATOGTATAAATTTCCICCTTC 335 | Neol
BSLN-6 | TTATACCATGGCAAAGACTAACTCTTAC 317 Neol
BSLP-T | AACGCIGCAGTTGTAACACTTGGTGGTAAAG L.108 Pstl
BSLP-8 | AA AACTGCAGAAGTACCGTCAGCACTTGCTTC Litld | Pell
EAGB-4 | cGGGATCCICCTOGACCTGOGTCACTATCA 3.150 | BamHI

FIG. 1. Diagrammatic representation of S-laver gene fragments and PCR primers. (A) Representation of the S-laver gene of the GPI strain
and locations of oligonucleotides used as PCR primers (arrows); (B) sequences of oligonucleotides used in PCR amplification. Underlined

sequences correspond to restriction sites.

growth. So far, the role of SLP of B. rhuringiensis in virulence
against insect pests has never been described.

In this work, we report the screening of B thuringiensis
strains for activity against the coleopteran pest Epilachna
varivestis (Mexican bean beetle; Coleoptera: Coccinellidag),
This is a serious pest in various legume crops in North America
and in other crops in Asia and Africa, such as cucurbits, so-
lanaceae, beans, maize, sorghum, rice, wheat, cotton, sesame,
lettuce, soybean, and cowpea (12). We found that B. thurin-
grengis strains expressing known Cry toxins active against cole-
opteran species (Cry3A, Cry3Ba, Cry3Bb, Cry3Ca, and
Cry7Aa) were not active against this pest. Two B. thurmgiensis
strain collections containing unidentified Cry proteins and B.
thuringiensis strains isolated from dead insects were used o
search for insecticide activity against this pest. One B. thurin-
giensis strain (GP1) was selected, and the parasporal crystal
was characterized. Our results show that the GP1 strains pro-
duced an SLP that confers toxicity to the E. varivestis coleop-
teran pest.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains. B. fhuringienss strains thar express the diffzrent Cry3 or Cry7
toxins were kindly supplied by 1. Van Rie, Bayer BioScience N.V.. Belgium. B
thumngiensis strains from the Mexican collection 4 ) and from the Plant Genetc
System (now Bayer BioScience N.V.) collection were also usad in this swdy,
Movel B, thurmgiensis strains were isolated from dead insect samples by the
acetate selection method (28). The E varivestis corpses were washed twice with

sodium hypochlorite 19 and with sterille water before homogenization and B
dheeringrenais SUrain isolation,

Bioussays. The bicassays against E. varvestic were performed with spore-
crystal suspensions or with pure crystal protein using the leaf dip technique.
Squares of 4 cm by 4 cm from the Phaseslus veigars plant leaves were dipped in
the toxin diluents and allowed o dry. Different concentrations of each toxin were
tested with five larvae at the first instar stage per treated leaf. Four repetitions
per concentration were done. Mortality and leaf damage were determined after
6 days. Bioassays against firsi-instar larvae of Mawduca sexin or Spodoptera
frugiperda were done In artificial diecassays as described previously (4). Bioassays
against Aedes aegepti larvae were done in 100 ml H,O as described previously
(13).

Purification of the crystal inclusion present in the GP1 strain. The GP1 sirain
was grown in petri dishes containing solid nutrient broth sporilation medium
(15). The spore-crystal mixnire was collected in 5 ml of sterile water and cen-
trifuged for 10 min at 10.000 ppm. The supsrnatant was recovered, and the pellet
containing only spores was discarded. This step was repeated five times in order
1o eliminate all spores from the suspension. Finally, the crystal inclusions were
recovered by centrifugation at 19,000 pm for 30 min. The crystal proteins were
solubilized in 50 mM Na.CO;, pH 105, with 0.2% B-mercaproethanol and
purified by anion-exchange chromatography in a Q-Sepharose column, using fast
protein liquid chromatography (Pharmacia) (11),

N-terminal sequencing. N-terminal sequencing of the crystal pratein produced
by the GP1 strain was performed at the Microchemistry Facility of Harvard
University { Cambridge. Massachusetts) after szparation on 7% sodium dodecyl
silfate (SDS) gels and transfer onto polyvinylidene diffuoride membranes
(Millipare Co., Bedford, MA) in a semidry transfer chamber as directed by the
manufacturer. N-termindl sequencing was also carried out from a trypsin frag-
ment of the GP1 crystal protein that was purified by size exclusion high-perfor-
mance liguid chromatography (11).

Antibody production. A New Zealand White rabbit was immunized with the
crystal protein produced by the GP1 strain by subcutaneous injections. Cine
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TABLE 1. S-layer proteins used in the phvlogenetic analysis

Mo of

Species Gene .';Tilg: acf.'fa:ﬁln :u.
Bacillus anthracis sap 814 Z36046
Bacillus anthracis eag 862 X99724
Bacillus cereus S-layer like 530 AEO017000
Bacillus cereus S-layer like 486 AEO170006N
Bacillus licheniformis olpd 874 L3ER42
Bacillus thuringtensis GP1 SL 863 AY956311
B. thuringiensis galleriae slpA 821 Al240446
B. thuringiensis finitimus efed B62  AY400125
B. thuringiensis meticanensis ayTED 823 De6ddo
Bacillus thuringiensis cfc 816 AJ012290
Bacillus sphaericus slaP 1176 M28361
Bacillus sphaericus shpAd 1268 AF211170
Geobacillus stearothermophilus  sbed 1,228 XT71092
Geobacillus srearothermophilus  shiB 920 X98095
Geobacillus stearothermophilus — sbsC 1,099 AFO55578
Brevibacillus brevis nwp 1053 M19115
Brevibacillus brevis hwp L1116 DAo0s0
Campyiobacter ferus sapA2 1109 570860
Campylobacter fetus sapA U3 J0sET7
Campylobacter fens sapAl a0 L15800
Campylobacter ferus sapB2 L1112 AF048699
Campylobacter ferus sapl 36 U25133
Clostridiurn thermocellum silbA 631 U49980
Halobacterium halobivm osg 852 J02767
Haloferax volcanii 827 Mo2B16
Lacrobacillus acidophilus sipA 444 XB93TS
Lactobacillus helveticus slpH I 430 X91199
Lacrobacillus helvericus sipH2 439 X92752
Lacrobacillus crispanus cheAd 440 AFO01313
Rickettsia prowazekii spalP 1,612 M3TedT
Rickertsia vickertsii pl20 1,300 X16353
Rickettsia wphi sipT 1,645 LO466]
Serratia marcescens stad 1,004 ABOOTI2S

milligram of GP1 SLP in phosphate-buffered saline was emulsified with Freund's
complete adjuvant and injected ut five sites on the hack of the rabbit, The rabbit
wits bousted three times at 15<day intervals with 1 mg of the GP1 SLP mixed with
incomplete Freund's adjuvant. A sample of the blood was callected 40 days after
thee primary immunization.

Determinntion of the DNA sey of the SLI genv produced by the GP'L
strain. Based on the N-terminal sequencing of the crystal protein and of an
intemal wyptie fragment of the erystal protein, wo PCR primers, GPIXder
and GPLXrey, that amplity o 1,536-bp PCR product were designed (Fig, 1),
PCRs were performed by standard techniques (24) with Pfu DINA polymerase
(Stratagene, La Jolla, CA), Total DNA was extracted from the GP1 strain (22)
and used as o template inoall PCRs, The PCR product was sequenced in the
In-house auomated sequencing facilities of the Instituto de Bloteenologf,
UNAM (Cuernavaca, México). BLAST analysis of the sequence identified two
relared sequences of S-layer genes (GenBank accession numbers LIASE42 and
XO0T24), Alignment of these sequences demonstrated that they had similar 5°
and 3’ ends. Four PCR primers were designed from the 5°- and 3 -terminal ends
of these S-layer genes and from the internal sequence of the GP1amplified
(rgment. Primers BSLX-1 and BELX < amplitied a 553-bp 5'-end fragment, and
primers BSLX-3 and BSLX-2 amplified a 1,372-bp 3"end fragment (Fig. 1).
Each PCR fragment was digested with Xbal (Mew England BioLabs, Beverly,
MAY and cloned fmo pBluescrpt SK (Stratagene, Lo Jolla, CA) previously
digested with the Xbal restriction enzyme. The ligation products were purified by
extraction with phenol-chloroform, precipitated with ethanol, and electroporated
i electocompetent Eselenichia coli TG cells (16), Transformant colonies
were grown on LB agar plates and supplemented with ampleillin (100 pgiml),
and selected colonies were mixed with glycerol (209%:) and stored ar —70°C,
These plasmids were named GP1 8L1, GPI 812, and GP1 SL3, and their DNA
Inserts were sequenced at the in-house automated sequenciog facilites of the
Instituto de Biotecnologls, UNAM.

Cloning and expression of GPL SLP in B, thuringiensis. The complete putative
S-lyer gene was reconstituted by cloning three PCR fragments into the pHT31S

S-LAYER PROTEIN OF BACILLUS THURINGIENSIS

fas
n
tn

plasmid (16). The first PCR product containing the promotes region was ob-
tained with BSLX-1 and BSLN-5. Primer BSLX-1 has an exwa 10 bp at the 5
end containing nn Xbal restriction siie, and primer BSLN-5 has an inern ol Neol
restrietion sie (Fig 1) The second PCR fragment was obtained with primer
BSLMN-, which contains an internal Neol restriction site, and primer BSLP-5,
which includes the unique Pstl restriction sie of the GP1 SL gene. Finally, the
thind PCR fragment was amplitied with primer BSLP-T, which also includes the
unigue Pstl restriction site, and primer EAGB-4, which is similar to BSLX-2 but
has & extra bp containing the BamHI restriction sie at the 5" end (Fig. 1). Each
PCR product was purified and digested with the corresponding resiwiction en-
rymes and sibeloned separately into pBluescript KS. The DNA fragments ob-
tained from these plasmids were purified, ligated, and inserted into the pHT315
plasmid previously digested with Xbal and BamHIL The product of the ligation
reaction was directy transformed In the acrystalliferous B, tharinglensis strain 407
(16}, which was kindly provided by Didier Lereclus (Pasteur Instirute, France)
and was growi @t 30°C in LB supplemented with 7.5 wg/ml erythromyein, The
resulting plasmid was named pHT-GPL The B thenngiensis staln containing
PHT-GPL was grown in petri dishes containing solid sporulation medium sup-
plemented with erphromyein. The spore-crystal misture was collected In 2 ml
sterile water and used In Western blot experiments, Detection was done with
anti-GP1SL polyelonal antibody (dilution, 110000, 1 Ry and visualized with a
goat anti-rabhit antibody coupled with horseradish peroxidase (Sigma, St Louis,
MO (ditution, 177,500, 1 1), ollowed by SuperSignal chemiluminescent sub-
strate (Plerce, Rockford, IL) as described by the manufacturers,

Chemical extraction of S-layer protein. The GP1 strain, the B thvrivgiensis
strain contamning pHT-GP, and the serystalliferaus B thuringlensis sirain 407
were grown in brain heart infusion broth medium (Difoo) until an optical density
at 600 nm of 0.9 was reached in order o have exclusively vegerative cells. Cells
were pelleted by centrifugation (10 min at 10,0080 rpm). Pellets were washed and
resuspended o 150 of the dnldal vlume of 1, 15, or 2 M guanidinhim hydne-
chloride (pH 2.5), as described by Luckevich and Beveridge (17), 10 extract
specifically the cell surface-anchored proteins. The samples were centrifuged for
L0 min ae 10,000 rpm, and the pellets containing the bacterial cells and the
supernaiants contalning the extracted protelns were then precipitated by adding
trichloroacetic acid 1o a final concentration of 109 (20 min at —20°C). The
precipitaned proteins were than centrifuged for 10 min at 10,000 rpm, washed two
times with Hz0, and resuspended in 0.3 N NaOH. An equal volume of 2x
Laemmli sample loading buffer was added. Samples were boiled for 5 min, and
equal amounts of proteln were loaded ono o SDS-LOG polyserylamide gel
electrophoresis ( PAGE) gels, One gel was stalned with Coomussie brilliant blus,
and the duplicated gel was elecrrotransferred onto polyvinylidene difluoride
membranes for Western blot derection using anti-GP1 SL polyelonal antibody as
deseribed above,

Aming acid sey Iy and phyk lysise An amino acld
sequence alignment of 33 different SLF (Table 1) was done with the ClustalW
progeam. The genetic distances among the sequences were calculaed with the
PROTDIST program in J. Felsenstein's PHYLIP 3.5 phylogeny inference
package with the Dayhoff PAM matrix (%), The program FITCH was then
used o estimate phylogenies from the dstance mateix data under the additve
tree model. The phylogenetic analyses were carried out 100 tmes by using the
hootstrapping wol, which generates multiple dara sets, in order 1o ger a strict
consensus tree, The consensus phylogenetic trees were computed by the
CONSENSE program (9),

TABLE 2. Selected Bacillus thuringiensis strains from collections
that showed activity against Epilachnia vavivestis lnrvae

%o Mortality
Suretn o s 100 ngem? of 1000 ngdem? of
treated Jeal tremted leal
18281 oviB 5 35
18312 10 60
18476 oyid 30 50
1B209 aviC 12 50
18293 eniC 8 40
1B4T7 5 35
2134N aylda, aylde 1 50
3068 crylda 10 33
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FIG. 2. SDS-PAGE analvsis of the fractions from Q-5epharose chromatography of the crystal inclusion protein of the GP1 strain. (A) Protein
profile of the spore-crystal mixture. (B) Elution profiles of anion-exchange chromatography with a linear gradient of 50 1o 4000 mM NaCl, in 50
mM Na,CO5 (pH 10.5), 0.2% B-mercaptoethancl. Lanes | to 8, fraction samples subjected to SDS-PAGE and stained with Coomasste brilliant

blue; lane M. molecular masses (kD) of standard marker proteins,

RESULTS

Isolation of B. thuringiensis strains active against Epifachna
varivestis. The toxicity of control B. thuringiensis strains con-
taining coleopteran-specific Cry toxins (Cry3s and Cry7Au)
was analyzed, These strains showed no toxicity against E.
varivestis. We then tested 241 native B, thuringiensis strains that
are part of two different strain collections. one (144 strains)
from Mexico (4) and the other (97 strains) from difterent parts
of the world, supplied by Bayer BioScience. From this screen-
ing, only moderately toxic strains were found (Table 2).

Finally, the toxicity of four B thuringiensis steains that were
isolated from corpses of E varivestis larvae was assayed. These
strains produced similar point crystals composed of a 100-kDa
protein and had identical twtal protein patterns (data not
shown). The four strains showed 100% mortality when tested
at 100 and 1,000 ng,.’cm2 of treated leaf.

One of these four strains was selected and named GP1, and
the erystal inclusion was purified by successive centrifugation
followed by solubilization and anion-exchange chromatogra-
phy (Fig. 2). The bioassays against £. varivesus larvae per-
formed with spore-crystal mixtures of this strain showed o 507
lethal concentration (LCy,) of 16 ngfem? of treated bean plant
leaf (93% confidence interval, 7 to 23 ng/em®), and the bhioas-
says performed with pure crystal protein presented an LCx; of
8.6 ngfc:m2 of treated leaf (95% confidence interval, 4 1o 14
ng_."cm:). In contrast, neither the pure crystal nor the spore-
erystal mixture of this strain (up to 10,000 ngfem® of artificial
diet) showed toxic activity against the first-instar larvae of the
lepidopteran insects Manduca sexia and Spodopiera frugiperda,
and neither of the 10,000-ng/ml mixtures was toxic against the
fourth-instar larvae of the dipteran Aedes aggypri.

The GP1 strain was characterized by PCRs using general
and specific primers for the crvl, enyd, end, cnv?, o8, en®,
cryll, ervl3, erpd4, and cwlA genes (4, 5, b). All PCRs were
negative (data not shown). The 165 rRNA gene of the GP1
strain was then amplified using the primers cesigned by Aguino
de Muro and Priest (2). BLAST analysis of the 165 DNA

sequence confirmed that the GP1 strain belongs to the B
thuringiensis group,

Characterization of the GP1 protein found in the crystal
inclusion. The 100-kDa protein produced by the GP1 strain was
purificd by anion-exchange chromatography and transferred to
Immobilon P, and the amino-terminal sequence of the protein
was obtained. Sequence analysis suggested that the GP1 protein
could be an S-layer protein, as the amino-terminal sequence
(AGKSFPDVPAGH) corresponded to the first 12 amino acids
after the signal pepride of an SLP precursor from B. ficheni-
formis OlpA (GenBank accession number U3S842) and B
anthracis EA1 (X99724). Trypsin digestion of the pure GPI
protein was performed, and a fragment of 50 kDa was purified
by size exclusion high-performance liquid chromatography. An
internal sequence of 19 amino acids (KLPVTFVTTDOQYGDP

=10 kD

FIG. 3. Westemn blot analysis of GP1 S-layer protein, Lane 1, con-
trol strain, 5. thuringiensts 407 tansformed with pHT215 plasmid; lane
2, B thuringlensis 407 strain transformed with pHT-GPL plasmid; lane
3, GP1 strain. Samples were subjected to SDS-PAGE, and the GP1 5L
protein was detected by Western blotting with an anti-GFP1 SL poly-
clonal antibody.
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FIG. 4. Expression of the GP1 SL protein in the GP1 strain. (A and B) Analysis of the expression of the GP1 SL protein during growth in 8P
sporulation medium determined by Western blotting using a specific anti-GP1 SL antibody, (A) Detection of the GP1 SL protein attached fa the
bacteria in the pellet of centrifuged cultures (10 min at 10,000 rpm). (B) Detection of soluble protein secreted into the supernatant of the same
centrifuged cultures. Lane 1, & h of growith: lane 2, 9 h of growth; lane 3, 12 h of growth; lane 4, 15 h of growth; lane 5, 18 h of growth; line 6,
21 hoof growth; lane 7, 24 h of growth; lane 8 36 h of growth, (C and D) Extraction of S-laver proteins from vegetative cells by using 2 M guanidine
hydrochloride (pH 2.5). The proteins that remained attached 1o the cell wall or were released into the supernatant after chemical extraction we re
analyzed by SDS-PAGE, the gels for which were stained with Coomassie brilliant blue (C), and by Western blot detection using anti-GPl SL
palyelonal antibady (D). The proteins that remained attached to the cell wall are presented in even-numbered lanes, and the proteins extiacted

from the cells are ’:resented in odd-numbered lanes. Lanes 1 and 2, control strain, B, thuringiensis 207, lanes 3 and 4, GP1 strain; lanes 5 and 6,
1

B. thuringiensis 40

YGAN) that was also found in OlpA and EAL SLP was ob-
tained.

PCR primers (GP1Xder and GP1Xrev) (Fig. 1) were de-
signed from the N-terminal sequence of the GPI protein and
from the internal tryptic fragment of this protein. These prim-
ers were used for the amplification of an internal fragment that
was sequenced. BLAST analysis of the resulting sequence
showed high scores with sequences of two S-layer genes, olpA
and eag. Using this information and the DN A sequence align-
ment of these genes, novel PCR primers were designed 1o
amplify wo other overlapping PCR products, One included
500 bp vpstream of the ATG codon in order to have the
putative promoter (Fig. 1), and the other included 200 bp after
the putative stop codon (Fig. 1). The sequence of the complete
GP1 SL pene was obtained (GenBank accession number
AYU36311). The open reading frame found in this sequence
contained 2,589 nucleotides; it was preceded by a Shine-

ransformed with pHT-GP1L plasmid containing the GP1 SL gene. Bt B thuringiensis.

Dalgarno sequence (AGGAGG), A palindromic structure was
observed 22 nucleotides downstream from the TTA stop
codon. Comparison of the N termini of the sequenced protein
and of the amino acid sequence deduced from the nucleotide
sequence confirmed that this protein is also synthesized as a
prepolypeptide with a 29-amino-acid-long signal peptide. Three
S-layer homology domain motifs are present in this sequence; the
first was observed from residues 34 to 76 (FPDVPAGHWGLD
SINYLVDKGAIEGKPDGTYAPAEEIDRASAA), the second
from residues 95 to 136 (FKDAKNHWASKYIAAVEKAGV
VRGDGKENFSPDKKIDRASFA), and the third from posi-
tions 162 to 198 (DHWGEEKANILIHLGLSEGTGGNK
WEPNKSVSRAEAA).

Finally, the complete GP1 SL gene was cloned directly into the
B, thuringiensis acrystalliferous strain 407 by amplifying three
PCR fragments that overlap in Neol and Pstl restriction sites
(Fig. 1). It was not possible to obtain E. coli transformant cells
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FIG. 5 Unrooted phylogenic tree of S-layer protein sequences,
Encircled branches correspond 1o branches with solid topology and to
different groups of bacteria. Groups: 1, the Bacilluy sp. group; 2,
Brevibacillus brevis; 3, Geobacillus hermaophilus; 4, Campylobacter
ferus; 5, Rickensia sp.; 6, Lactobacillus sp. The numbers of the S-layer
proteins correspond (o their accession numbers in GenBank.

with this construction. Other authars have reported that in many
cases, the cloning of the S-layer gene in E. coli cells with its
regulatory region could lead to problems (20, 27). The resulting 5.
thuringiensis strain expressed the GP1 SL protein, as judged by
immunodetection of the protein using a polyclonal antibody
raised against the pure GP1 protein (Fig. 3). A sporulated culture
of this strain showed 100% mortality of E. varivestis larvae when
assayed at 100 and 1,000 nglem® of treated leaf. This was in
contrast 1o what was found with the control strain transformed
with the pHT315 shuttle vector that does not express the GP1 SL
protein; it did not show toxicity to £ vanvestis larvae, The crystal
inclusion was purified from the transformant strain 407pHT-GP1,
and bioassays against E, varivestis larvae showed a lethal concen-
tration (LCsy) of 10 ng/em? of treated leaf (95% confidence in-
terval, 5 to 19 nglem?).

Expression of the GP1 SL protein in the GP1 strain. The
expression of the GP1 SL protein during growth in SP sporu-
lation medium was then analyzed. Figure 4A and B show that
this protein was expressed during the vegetative (lanes 1 to 3)
and the sporulation (lanes 4 to 8) phases of growth. During the
vegetative phase of growth, the protein was associated with the
bacteria since all the protein detected by Western blot analysis
was found in the bacterial pellet obtained after the cenirifu-
gation of the culture (Fig. 4A. lanes | 1o 3). However, during
the sporulation phase, the GP1 SL protein was found associ-
ated with the bacteria (Fig. 4A, lanes 4 to 8) and also found in
the supernatants of centrifuged cultures (Fig. 4B). Luckevich
and Beveridge (17) described a specific extraction procedure
for the SLP of B, thuringiensis subsp. galleria. We used this
method with the purpose of testing whether the GP1 SL pro-
tein has the ability to bind to the cell surface from the original
strain and in the transformant strain as other SLP do. Figure
4C and D show the treatment of vegetative cells with 2 M

APPL. ENVIRON, MICRORIOL.

chaotropic agent at a low pH, which resulted in the specific
extraction of the GP1 SL protein as judged by the SDS-PAGE
(Fig. 4C) and Western blot analysis (Fig. 4D) of the extracted
protein. The GPL SL protein was present only in the GP1
strain and in the B, thurmgiensis 407 transformant strain; this
protein was absent in the 407 acrystalliferous strain that, in
contrast, showed a protein of 37 kDa (Fig. 4C). Similarly, as
reported by Luckevich and Beveridge (17), the GP1 SL protein
was extracted from the vegetative cells only with the treatment
of 2 M chaotropic agent; treatments with lower concentrations
of the chaotropic agent (1 to 1.5 M) did not extract the protein
from the bacterial cells (data not shown).

Western blot detection of the GP1 SL protein was also
performed in other B, thuringiensis strains, such as B. thurin-
glensis subsp. kurstaki HD1 and HD73, B. thuringiensis subsp.
israclensis HD367, B. thuringiensis subsp. azawai HD137, B.
thuringiensis subsp, tolworthi HD125, and B. thuringiensis subsp.
morrisoni tencbrionds. These studies showed that this protein is
not produced in these strains (data not shown). PCR analysis
of these strains, using primers GP1Xder and GP1Xrev, con-
firmed that these B, thuringiensis strains do not harbor the GP1
SL coding sequence (data not shown).

Phylogenetic relationships of GP1 SL proteins with other
S-layer proteins. An amino acid sequence alignment of 33
different SLP was used to analyze the phylogenetic relationship
of these proteins. We have estimated the phylogenics from the
distance matrix data under the additive tree model, according
to which the distances are expected to equal the sums of the
branch lengths between the species, by using the Fitch and
Margoliash method (10) and the least squares criterion. Figure 5
shows the phylogeny of the SLP sequences. The encircled
branches represent branches with a solid topology, since they
were found in more than 959 of the obtained trees. This
analysis demonstrated that SLP are highly variable in forming
independent clusters. The SLP from Bacillus cereus, B. spha-
ericus, B. anthracis, B. licheniformis, and B. thuringiensis are
arranged in one main group (Fig. 5, group 1). The SLP of other
bacterial species are clustered together in separate branches,
indicating the relationship among the members of each branch
in the evolutionary process,

The GP1 SL protein is highly related to the EAL protein
from B. anthracis and to the CTCL protein reported for B.
thuringiensis subsp. finitimus, with 92% identity at the nucleo-
tide sequence level with both proteins. The GP1 SL protein
showed 63% identity with the OlpA protein from B. licheni-
formis (GenBank accession number u38&42). In relation to the
rest of the SLP found in the Bacillus group, the sequence
identity is quite low, ranging from 27% to 15% identity.

DISCUSSION

We isolated and characterized B. thuringiensis strain GP1,
which produces a parasporal crystal composed of a 100-kDa
S-layer protein that is highly active against the coleopteran pest
Epilachna varivestis. The pure crystal protein preparation of
this strain is responsible for the insecticidal activity against E.
varvestis, and this activity appears to be specific since this
strain is not toxic to the larvae of the two lepidopteran species
and the one dipteran species examined here, [t was shown for
the first time that an SLP is directly implicated in virulence
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against the target organism. The complete GP1 5L gene from
a B. thuringiensis strain was successfully cloned, and it was
demonstrated that this gene encodes a protein active against
this pest.

The GP1 SL protein of the GP1 strain shows 929 identity at
the primary sequence level with the EA1 protein of B. anihra-
cis. In B. anthracis, the expression of SLP is dependent on
different sigma factors (21). In addition, in the case of the EAL
protein, the regulatory system is quite complex, since the Sap
protein (the other SLP) is required for the temporal control of
EAL, as it acts as a transcriptional repressor of the eag gene.
The result of this regulation is that the sap gene is expressed
during the exponential phase, whereas egg expression starts in
the stationary phase. The synthesis of EA1 displaces Sap from
the rigid cell wall layer: thus, Sap could be found both cell
associated and secreted into the culture medium. EA1, in con-
trast, is associated only with the sporulated cells (21). In the
case of the GP1 SL protein of the GP1 strain, this protein is
associated with the bacteria during both growth phases but is
also found in the medium of sporulated cultures. Further stud-
ies are needed to understand the regulation of the GP1 SL
protein in B. thuringiensis.

The SLP comprise a family of proteins found on the surfaces
of very different bacterial species that live under different en-
vironmental conditions and have different targets. These pro-
teins are modular in structure, consisting of two different func-
tional domains. In this work, the evolutionary relationship of
the SLP family was analyzed. Since SLP represents an abun-
dant cellular protein group, it has been proposed that these
metabolically expensive products must provide organisms with
some advantage of selection in different habitats (3). The phy-
logenetic studies reported here showed that SLP distribute in
different branches that group the different hacteria analvzed.
These data support the divergence of these proteins, which
were adapted and selected for acting under particular living
conditions. In the case of B. thuringiensis, the insecticidal ac-
tivity is an advantage in gaining access to the nutrients of the
hemocoel in a sensitive insect. The phylogenetic study showed
that the SLP described here is highly related to the EAl pro-
tein from B. anthracis (19) and also to the CTC protein found
in B. thuringiensis subsp. fimitimus (27}, which has a molecular
size of 100 kDa and forms a parasporal body during the sporu-
lation phase of growth. However, this is the first time that a
putative SLP has been directly implicated in the virulence of B.
thurmgiensis strains against their targets. The only evidence
that links SLP of B. thuringiensis with virulence is the report
that the expression of S-layer genes is controlled by plcR. PleR
is a transcriptional activator of several extracellular virulence
factor genes, such as degradative enzymes and enterotoxins
(1).

Screening programs have identified thousands of different B.
tharmgiensis strains, all of which have a limited host range but
together span a wide range of insect orders (Lepidoptera,
Diptera, Coleoptera, Hymenoptera, Homoptera, Orthoptera,
and Mallophaga) and even other organisms, such as nema-
todes, mites, and protozoans. The toxins produced by B, thu-
ringiensis belong to different protein groups (8) that could be
divided into at least four or five fundamentally distinct homol-
ogy groups (three Cry domain toxins, Vip, Cyt, Mix-like, and
Bin-like). Some of the toxins produced by B. thuringiensis share
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similarities to toxins produced by other bacteria, as in the case
of the binary toxins produced by B. sphaericus, which have
some homology with the Cry35 and Cry36 proteins produced
by B. thuringiensis strains. This work will add a new protein to
the list of insecticidal proteins produced by B. thuringiensis.
This work also showed that classical screening sirategies using
B. thuringiensis strains isolated from soil samples could be
laborious and inefficient at isolating strains highly active against a
selected pest. The strategy for isolating B. thuringiensis strains
from dead insect bodies seems to be highly effective at identifying
active strains.

Finally, it would be relevant to test whether other S-layer
proteins produced by B. thuringiensis have some insecticidal
activity against other insect species. This knowledge could be
important for future control of insects. However, the mecha-
nism of action of this SLP is unknown, and future work is
needed to describe it
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APENDICE II
Medio minimo SP

Volumen final 1 litro

Caldo nutritivo 8¢
MgSOg4 0.25¢
KCL 19
Stock 1 1ml
Stock 2 2ml
Stock 3 1ml

Disolver todos los reactivos en un volumen de 950 ml de agua destilada,
ajustar el pH a 7 con KOH 5M. Aforar a un litro con agua destilada, agregar
15 g de agar para medio sélido.
Stocks

1. Disolver 0.198 g de MnCl, 4H,O en 100 ml de agua.

2. Disolver 9.15 g de FeSO4 7H, en 250 ml de agua

De un stock 1 N de H,SO,4 tomar 7 ml y disolver en 250 ml de agua
3. Disolver 9.8 g de CaCl, 2H,O en 100 ml de agua
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APENDICE Il

Dieta para Manduca sexta. Ingredientes para preparar 1 litro.

1.- Kappa carragenina 12.5 g o agar 20.0¢9
2.- Agua destilada 1000 ml
3.- Germen de trigo 80.0¢g
4.- Caseinato o caseina 36.09
5.- Sacarosa 3209
6.- Levadura 16.0g
7.- Sales Wesson 12.09
8.- Acido sérbico 20g
9.0 Acido ascorbico 409
10.0 Methyparaben 1.09
11.- Colesterol 3.0¢
12.- Vitaminas Vanderzant 10.0g6
13.- Solucién vitaminica* 10.0 ml
14.- Tetraciclina 0.25¢
15.- Formaldehido al 37% 1.0 ml
16.- Aceite de linaza o vegetal 4.0 ml

*Ingredientes para preparar 400 ml de solucion vitaminica.

1.- Pentotenato de calcio 48¢
2.- Niacinamida 231¢
3.- Riboflavina 1.29
4.- Acido folico 0649
5.- Tiamina 0649
6.- Biotina 0.048 g
7.- Hidroxocolsalamina (axofort) 10.09
8.- Agua destilada 400.0 ml

Mezclar muy bien todos los ingredientes, agitar, aforar a 400.0 ml. Guardar

en frasco ambar y en refrigeracion.
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APENDICE IV
Dieta Meridica para alimentar a Spodoptera frugiperda. Cantidades para

preparar un litro.

1.- Agar 15.0g
2.-Agua destilada 1000 ml

3.- Harina de soya 7119
4.- Germen de trigo 31.7¢g
5.- Sales Wesson 10.6 g
6.- Sacarosa 13.09
7.- Methylparaben 169
8.- Acido sérbico 1.0g
9.- Acido ascorbico 43¢
10.- Solucién vitaminica* 3.5 ml+
11.- Acido acético 25% 12.0 ml+
12.- Formaldehido 10% 4.4 ml+
13.- Cloruro de colina 15% 7.3 ml+

+ Agregar cuando la temperatura haya bajado a menos de 40°C.
Preparacion.

1.- El agar se licua con el agua hirviendo.

2.- Se funde tres veces en el horno de microondas.

3.-Se licua el agar con los ingredientes secos.

4.- Llenar los recientes antes de que solidifique.
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APENDICE V

Técnica para realizar la transferencia de proteina a membrana PDVF en
camara Semiseca:

1.- Poner la membrana en Metanol absoluto de 5 a 20 segundos.

2.- Pasar a buffer Ill entre 15 y 20 minutos o media hora, para equilibrar (no
dejar secar).

3.- sacar gel y poner en Buffer Il por 15 minutos.

4.- Hacer sanwich para electroforesis semiseca. Se ponen 3 pedazos de
papel filtro (8X7cm) humedecido con el Buffer |, sobre estos se ponen 6
pedazos de papel filtro humedecidos con el buffer Il, se coloca el gel (con la
parte de enfrente hacia arriba), luego la membrana previamente marcada
para saber donde que la parte de enfrente y finalmente 6 pedazos de papel
filtro humedecidos en Buffer IlI.

5.- Tiempo de transferencia 50 mintutos, 56 mA.

Buffer | Il 1]

Tris 36.3¢ 3.0g 3.0g

SDS 50.0mg 50.0mg 50.0mg
Metanol 100.0ml 100.0ml 100.0ml
Glicina 3.0g
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APENDICE VI
Medio LB (Luria-Bertani)

Volumen final 1 litro

Bacto-triptona 10g
Bacto-extracto de levadura 59
NaCl 109
Bacto agar para medio sélido 15¢g

Disolver en 500mL de agua destilada, si se prepara, solido agregar 15g de
agar y aforar a 1L. Esterilizar en autoclave 20 min a 15 Ib/sq.
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APENDICE VII

Resultados de los bioensayos contra E. varivestis utilizando las cepas de las
diferentes colecciones.

CEPA %MORTALIDAD DOSIS
1000ng/cm?
IB5 10
IB6 10
IB7 5
IB24 5
IB37 15
IB46 20
IB49 10
IB51 15
IB64 15
IB65 15
IB68 5
IB111 10
IB122 10
IB131 5
IB137 0
IB141 5
IB142 5
IB150 0
IB151 0
IB173 0
IB175 15
IB194 10
1B200 0
IB203 15
IB205 10
IB209 50
IB212 15
IB220 0
IB229 15
IB230 20
IB233 20
IB234 70
IB241 10
IB244 5
IB253 15
IB255 20
IB256 10
IB262 60
IB278 15
IB280 20
IB281 70
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|1B293 65
IB310 5
IB312 60
IB366 0
IB386 0
IB387 15
IB392 5
IB426 20
|B436 0
1B441 5
IB456 0
|B466 10
IB470 5
IB473 10
IB476 50
IB477 70
IB481 0
|B486 5
BTSH 10
BTS00125L 5
BTS02260A 0
BTS02109P 20
BT2001371 0
2134N 50
306B 55
450D 0
349U 10
677C 0
861 10
2507A 0
2592AA 10
186B 10
516QA 5
1201AS 10
591D 20
567AA 10
276D 10
2351AA2 20
181M 20
262B 20
130AG 25
1102B 20
2289 30
253C 5
2330B 10
2431 5
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831Cblanca 5
831Cparda 10
198AV 5
1058C 20
3800A 0
2584C 95
186B 10
2435B 0
1060D 10
354A 5
2179A 55
2516AA 10
1056W 15
2065C 0
7024E 0
766TE 5
2178B 15
501AA 10
1011J 20
2452K 0
2265A 0
2537 0
591A 10
2210W 10
330H 0
2271 20
958B 10
2331C 5
2701M 0
1099E 10
1011Q 0
2185S 20
469A 5
756TQ 0
2231A 10
9870G 0
607K 15
203AB 15
484F 0
604AA 0
237G 0
21980 10
444E 0
2212A 0
2242A 10
504A 10
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3728B 0
1176T 0
213M 0
586M 0
311M 0
2377A 0
390AK 0
365A 0
877A 10
352C 0
1224J 0
212 0
1025D 0
162V 0
11680 10
4208 0
10900 10
2170Q 10
1225A 0
251V 0
3266AA 45
2331D 5
2300A 10
835D 0
1219CA 0
1088A 15
446A 0
327D 5
2216F 0
3400AAblan. 10
3400AApar. 10
702AE 0
BTS1 10
BTS00125L 5
BTS02260A 0
BTS01209P 20
BTS00137J 0
2134N 50
3068 55
1023W 25
828C 25
381l 20
335AB 10
2209AD 20
2134N 50
350B 5
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306G 60
2210W 15
327D 20
9870W 25
1177B 10
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APENDICE VIiI

Resultado de los bioensayos para calcular las CLsy de las diferentes cepas
de B. thuringiensis aisladas de cadaveres de larva de E. varivestis.

CEPA Epilachna CLs; 13.4 ng/cm?  8.47271 20.49967

DOSIS TOTAL DE LARVAS MUERTAS TOTAL LARVAS
LARVAS R1 R2 R3 R4 VIVAS MUERTAS
5 20 2 1 1 2 14 6
10 20 1 2 3 2 12 8
15 20 5 2 2 0 11 9
20 20 3 2 3 4 8 12
25 20 5 5 3 4 3 17
30 20 5 4 5 5 1 19
TESTIGO 20 0 1 1 0 18 2
CEPA Epilachna CLsp 12.6 ng/cm?  7.97164 19.17852
DOSIS TOTAL DE LARVAS MUERTAS TOTAL LARVAS
LARVAS R1 R2 R3 R4 VIVAS MUERTAS
5 20 3 2 2 1 12 8
10 20 0 1 4 4 11 9
15 20 2 3 3 4 8 11
20 20 2 1 4 3 10 10
25 20 4 4 3 3 6 14
30 20 5 5 5 4 1 19
TESTIGO 20 1 0 0 0 19 1
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CEPA Epilachna CLs, 20.3 ng/cm® 12.02071

DOSIS

5

10

15

20

25

30
TESTIGO

CEPAG6 1°

DOSIS

5

10

15

20

25

30
TESTIGO

TOTAL DE
LARVAS

20

20

20

20

20

20

20

LARVAS MUERTAS

R1

O A~ O N A O DN

R2 R3 R4
0 1 5
3 0 4
1 3 1
2 2 2
2 5 2
5 3 2
0 0 0

CLso 17.9 ng/cm? 11.35275

TOTAL DE
LARVAS

20

20

20

20

20

20

20

LARVAS MUERTAS

R1

O NN W N ==

R2 R3 R4
1 1 3
4 2 A
3 3 3
3 4 2
5 2 4
3 4 5
0 0 O

35.20724

TOTAL LARVAS
VIVAS MUERTAS

12
13
12
12
11

6
20

35.48268

TOTAL LARVAS

8

©O »~h © 0 0 N

VIVAS MUERTAS

14
12

20

6
8
11
12
13
17
0
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CEPAG6 1°

DOSIS

5

10

15

20

25

30
TESTIGO

CEPAG6 1°

DOSIS

5

10

15

20

25

30
TESTIGO

CLsy 5.6 ng/cm?

TOTAL DE
LARVAS

20

20

20

20

20

20

20

CLso 6.4 ng/cm® 3.15706

TOTAL DE
LARVAS

20

20

20

20

20

20

20

LARVAS MUERTAS

R1

O O N W N ==

LARVAS MUERTAS

R1

O N W N = =

R2 R3 R4
1 1 3
4 2 A
3 3 3
3 4 2
5 2 4
3 4 5
0 0 O

R2 R3 R4
1 1 3
4 2 1
3 3 3
3 4 2
5 2 4
3 4 5
0 0 0

2.71545

10.43648

TOTAL LARVAS

VIVAS MUERTAS

14
12

20

11.78579

TOTAL LARVAS

6
8
11
12
13
17
0

VIVAS MUERTAS

14
12

20

6
8
11
12
13
17
0
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CEPA 3 2° CLso 7.5 ng/lcm® 4.45655 11.72368

DOSIS TOTAL DE LARVAS MUERTAS TOTAL LARVAS
LARVAS R1 R2 R3 R4 VIVAS MUERTAS
5 20 2 3 1 3 11 9
10 20 2 3 1 5 9 11
15 20 4 4 4 2 6 14
20 20 3 4 4 5 4 16
25 20 4 5 4 3 4 16
30 20 5 2 5 5 3 17
TESTIGO 20 0 0 0 0 20 0
CEPA32° CLso 15.8 ng/cm® 9.18579 27.28283
DOSIS TOTAL DE LARVAS MUERTAS TOTAL LARVAS
LARVAS R1 R2 R3 R4 VIVAS MUERTAS
5 20 2 0 0 0 18 2
10 20 3 1 0 3 13 7
15 20 0 1 4 3 12 8
20 20 1 5 2 2 10 10
25 20 3 2 4 3 8 12
30 20 3 4 5 2 6 14
TESTIGO 20 0 1 0 0 20 1
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CEPA32°

DOSIS

5

10

15

20

25

30
TESTIGO

CEPA 8 1°

DOSIS

5

10

15

20

25

30
TESTIGO

CLsy 17.2 ng/cm? 10.05401

TOTAL DE
LARVAS

20

20

20

20

20

20

20

LARVAS MUERTAS

R1

o o0 A W W O O

R2 R3 R4
1 0 1
3 2 0
1 2 2
2 2 4
3 3 2
3 5 2
0 2 0

ClLsy 13.3 ng/lcm?® 7.10751

TOTAL DE
LARVAS

20

20

20

20

20

20

20

LARVAS MUERTAS
R1

O A W = O =+

R2 R3 R4
0 2 3
3 3 2
1 2 0
4 3 2
3 3 4
4 4 3
0 0 0

29.82148

TOTAL LARVAS
VIVAS MUERTAS

18
15
12
9
8
5
18

24.74586

2
5
8
11
12
15
2

TOTAL LARVAS
VIVAS MUERTAS

12
11
17
10

7

6
20

8
9
3
10
13
14
0
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CEPA 8 1°

DOSIS

5

10

15

20

25

30
TESTIGO

CLs; 8.6 ng/cm® 4.46074

TOTAL DE
LARVAS

20

20

20

20

20

20

20

LARVAS MUERTAS

R1

= N W A WO O DN

R2 R3 R4
0 3 1
1 2 2
3 1 3
4 3 1
4 4 2
4 5 3
0O 0 ©

15.95289

TOTAL LARVAS
VIVAS MUERTAS

14
15
10
8
7
6
20

6
5
10
12
13
14
0
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