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RESUMEN

Bacillus thuringiensis (Bt) es una bacteria Gram positiva, la cual se
caracteriza por producir un cristal paraesporal de origen proteico (8-
endotoxina) durante la fase de esporulaciéon. Las 8-endotoxinas son
sintetizadas como protoxinas, mismas que después de ser ingeridas por
las larvas de insectos susceptibles, son procesadas por proteasas del
intestino medio para generar el fragmento toxico (mitad N- terminal de la
protoxina). Los genes que codifican para las proteinas del cristal, han sido
clasificados en seis clases y varias subclases. Las clases son: Clase cryl
(especifica para lepidopteros), cryll (lepiddpteros y dipteros), crylll
(coledpteros), crylV (dipteros), cryV y cryVl (nematodos). En el orden
Lepidoptera se encuentra una plaga de gran importancia agricola,
Spodoptera frugiperda, la cual no es controlada por preparaciones
comerciales de Bt. Este problem motivdo nuestro interés por trabajar con
dos cepa de Bt, GM-7 y GM-10, las cuales desarrollan alta actividad
insecticida contra este insecto. Para clonar el fragmento téxico del gen
de la &-endotoxina de las cepas GM-7 y GM-10, en este trabajo
desarrollamos un sistema de amplificacion génica por medio de la
reaccion de polimerasa en cadena (PCR). A partir de regiones altamente
conservadas entre los genes de la clase cryl, disefamos los
oligonucleotidos BP-7 y BP-3, a los cuales se les cred un sitio para las
endonucleasas Pstl y Bell, respectivamente. A partir de ADN total, obtuvo
un producto Unico de 2.09 kpb. Este sistema de PCR nos permitid la
clonacidn y expresion de dos diferentes genes a partir de la cepa GM-10 y
uno de GM-7. Después de hibridaciones con probadores radiactivos,
inmunodeteccion con diferentes anticuerpos y la determinacion de la
secuencia nucleotidica, e! gen de GM-7 y uno de GM-10 fueron
identificados como crylA(b).

~Otro objetivo de este trabajo, fue el de analizar los patrones
estructurales de la familia de proteinas Cry. Este andlisis revel6 la
presencia de un motivo hidrofébico altamente conservado en el bloque de
homologia D2, el cual se encuentra presente tanto en toxinas especificas
contra lepidépteros, dipteros y coledpteros. Interesantemente, en la parte
media de este motivo hidrofébico se encuentra un residuo de &cido
aspartico. Comparaciones realizadas con patrones estructurales de la
toxina de difteria (TD), revelaron que ésta también contiene un motivo
hidrofébico similar al encontrado en Bt, mismo que juega un papel
fundamental en la actividad bioldgica de TD. Creemos que, al igual que en
TD, este acido aspartico podria jugar un papel importante en la actividad

bioldgica de las 5-endotoxinas de Bt.
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ABSTRACT

Bacillus thuringiensis (Bt) is a Gram-positive soil bacterium
characterized by its ability to produce crystalline protein inclusions
during sporulation. The insecticidal crystal proteins (ICP) are synthesized
as protoxins. After ingestion by susceptible larvae, the ICPs are disolved
and then processed by gut proteases to generate the true toxin (N-
terminal half of the protoxin). The ICP genes have been classified into six
classes: cryl (Lepidoptera-specific), cryll (Lepidoptera- and Diptera-
specific), crylll (Coleoptera-specific), crylV (Diptera-specific) and
cryV and cryVi (Nematoda-specific). In the lepidopteran order there is a
very important agricultural pest, Spodoptera frugiperda, which is not well
controled by the commercial preparations of Bt. This problem motivated
our interest to work whith two Bt strains, called GM-7 and GM-10, which
display high toxicity against S. frugiperda. In order to clone the toxic-
fragment of ICP genes from these strains, we established a polymerase
chain reaction (PCR) system. From highly conserved regions among cryl
genes class, we have designated primers BP-7 and BP-3 which carrying a
site for Pstl and Bcll endonucleases, respectively. The PCR amplification
was done by using total DNA and single product of 2.09 kb was obtained.
This PCR system allow us the cloning and expression of two different ICP
toxic-fragment genes from GM-10 and one from GM-7. After Southern blot
hybridization, Western blot- immunodetection and DNA sequencing, one
gene from GM-10 and those one from GM-7 were identified to be a crylA(b)
gene type. |

Another goal of this work was to analyze the structural patterns of the
5-endotoxin proteins family. This study revealed the presence of a highly
conserved hydrophobic motif within the previously described block D2,
which is present not only in lepidopteran toxins but also in toxins active

‘against diptera and coleoptera. An interesting feature of this hydrophobic
- motif is the presence of an aspartic residue (highly hydrophilic) in its
‘middle part. Comparison with the amino acid sequence from diphtheria

toxin, showed that it also contains a hydrophobic motif, similar to the one
present in the Bt toxins. It also contains an aspartic residue in the middle
part and some speculations are made in relation to the function of this
specific region with regard to the toxic mechanism of action.



I. INTRODUCCION
1.1 CONTROL BIOLOGICO COMO ALTERNATIVA A PESTICIDAS QUIMICOS.

lLa lucha del hombre contra las plagas que atacan y destruyen sus
cultivos es, quizas, tan antigua como la agricultura misma. Comunmente,
las pérdidas de alrededor de un 35% de los cultivos en precosecha, se
deben a plagas, de los cuales los insectos realizan una tercera parte (Van
Rie. 1991). Las labores realizadas para controlar las pérdidas provocadas
por insectos han sido desde la intensa labor de seleccion de métodos
fisicos (cuarentenas, cultivo de meristemos, fuego, etc.) (Gabriel and
Cook. 1990) hasta la aplicacién de insecticidas quimicos de amplio
espectro (Riba, et al. 1983; Van Rie. 1991).

Entre la mas serias consecuencias del uso de biocidas quimicos se
encuentran: la contaminacién del medio ambiente y mantos friaticos, la
potenciaciéon de los residuas quimicos através de la cadena alimenticia, el
avance de plagas de menor a mayor importancia debido a |la desaparicion de
enemigos naturales y la seleccion de insectos resistentes (Cunningham.
1988). En las tltimas 2 décadas en Estados Unidos y Europa, un gran
numero de productores de granos y legumbres, han tomado la decisidn de
evitar el uso excesivo de pesticidas quimicos en favor del biocontrol

- (Simon. 1991).

Con el desarrollo de las técnicas de DNA recombinante, el concepto de

“control bioldgico ha cambiado en los dltimos afios. Hoy en dia se entiende

como control biolégico al uso de organismos naturales o modificados
genéticamente ¢ al producto de gen(es), para reducir el efecto de un
organismo indeseable a favor de organismos benéficos (Gabriel and Cook.
1990). Los agentes usados para el control bioldgico se han dividido en

| “entomdfagos (predadores y pardsitos) y entomopatégenos (virus, hongos,

bacterias, protozoarios y nematodos) (Cunningham. 1988).
La tabla 1 muestra algunos de los organismos mas usados en el control
biolégico de diversos organismos plaga (Rajnchapel-Mesai. 1980).

1.2 Bacillus thuringiensis EN EL CONTEXTO DE LOS MICROORGANISMOS
ENTOMOPATOGENOS.

Los insectos son susceptibles al ataque de una gran variedad de
microorganismos, entre los que sobresalen virus, hongos y bacterias
(Tabla 2).



TABLA 1.- Algunos organismos usados en el control bioldgico de diterentes

~tipos de plagas*.

__ ORGANISMO

a Tricograma maidis
=4 (Lepiddptero)

-

. Encaricia formosa
= Aphelinus

.| abdominalis

__ (Himendptero)

. Diglyphus isaea
(Himendptero)

Phytoseiulus
~ persimilis
~ (Acaro)

_ NEMATODOS
- Neoplactena sp.

—

| HoNGOS

i Endothia parasitica
! (Cepa atenuada)
Fusarium

- oxisporum

~ | (Cepa atenuada)

!
s

 Hansfordia
é pulvinata

et

"

i

twwsnad

ORG. BLANCO

Piral del maiz

| Macosiphum

(Pulgén)
L yriomiza trifoli

Tetranichus urticae
(Acaro)

Lepidopteros y
Coleopteros

E. parasitica

F. oxisporum

Cladosporium fulvum

CULTIVO

Maiz

legumbres y hortalizas
en invernadero

Tomate en invernadero

Tomate en invernadero

Cultivos de flores y leg.

Flores y plantas de ornato

Castafio

Cultivos en invernadero

Tomate

PAIS

Francia
Alemania

Francia

Francia

Francia

Francia

Francia

Francia

Francia

Francia

NIVEL



Trichoderma
harzanium

Arthrobotrys
"irregularis
ey |
! Phytophtora
. palmivora |

' Alternaria casiae

s
i

- -
Colletotrichum

1 gleosporoides

i :

sovaky
. i

" Puccinia condrilina
Hirsutella
- thompsonli

1 Verticlllium
i lecanil

| BACTERIAS
" Pseudomonas
1 fluorescens

~ Agrobacterlum

" radlobacter

Stereum porpureum

Meloidogine
(Nematodo)

Morenla odorala
(Malezas)

Cassia obtusifolia
(Malezas)

Aeschynoneme
virginica
Cuscute
(Malezas)

Condria juncea
(Malezas)

Acaros de citricos

P_ulgdn de Invernadero

Phytium, Rhizoctonia
(Hongos)

Agrobactlerium
tumefaciens

. Baclerias entomopatégenas

i VIRUS

BEE

N

|* Adaptada de Rajnchapel-mesal, 1990. |
* C= Comercial; E= Experimental; D= Desarrollo; M= Depende de la demanda; NC= No comercial.

Arboles frutales

Cultivé) de flores

Huertas de citricos

Soya, cacahuate y algoddn

Arroz y soya

Soya

Algodén

Arboles frutales,
ornamentales y vifias

(Ver Tabla 2)

(Ver Tabla 3)

Francia

Francla

China
Australia

Australla

Australia:

Australia
Francia
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TABLA 2.- Microorganismos patégenos de insectos*.

| TIPO ESPECIES REPRESENTATIVAS
BACTERIAS Bacillus popillae

Bacillus lentimorbus

Bacillus sphaericus

* Bacillus thuringiensis

Clostrldlqm malacosome

Pseudomonas aeruginosa

Xenorhabdus nematopholus

Rickettsiella melolontha
wnus | | NPVy GV

HONGOS | Bauveria basslana
| Metarrhizium anisopliae

~ PROTOZOARIOS " Nosema fumiferanae

Vailrimorpha necatrix

* Adaptada de Aronson y col. 1986.

INSECTO BLANCO
Coledpteros

Coledpteros

Mosquitos

Lepidopteros, dipteros,
coledpteros y nematodos.
(Ver Tabla 4)

Malacosoma sp.

Paldgeno oportunista para la
mayoria de los Insectos.

Insectos susceptibles al

nematodo Stelnernema feltiae.

Coleépteros.' dipteros y

“ortépteros.

Lepiddpteros, himendpteros,
coledpteros, _deteros,

~ neurdpteros y otros

(ver Tabla 3).
Lepidépteros, homdptleros,
coledpteros, dipteros,
himenopleros.

Lepidopteros

Lepidopteros

A N £ A g e ey s
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Los virus pertenecientes a varias familias y varios subgrupos dentro de
esas familias, causan enfermedades en lepiddpteros y 10 diferentes
subgrupas son patdgenos a himendpteros. Sin embargo, muchos virus que
atacan mamiferos pertenecen a alguno de esos grupos (Crook and Jarret.
1991). No obstante, los virus que forman la familia Baculoviridae infectan
exclusivamente a artropodos y nunca se han localizado en vertebrados o
plantas (Wood and Granados. 1991). La limitada variedad de huespedes de
los baculovirus los ha hecho atractivos para su uso como bioinsecticidas
(Merryweather, et al. 1990). De éstos, los mas conocidos y usados son el
virus de la nucleopoliedrosis (NPV) y el virus de la granulosis (GV).
Ademas, el uso de NPV como vehlculo para otro tipo de gen(es) téxicos a
insectos se ha desarrollado rapidamente (Jarvis, et al, 1990; O'Reilly and
Miller, 1991), por ejemplo se ha hecho posible la construccién de un virus
que porta el gen de la & -endotoxina de Bacillus thuringiensis HD-73 el

cual resultd ser igualmente téxico que los cristales puros (Merryweather,

et al. 1990; Martens, et al. 1990).

No obstante, la producclén a nivel industrial de NPV y GV es aln
limitada (Tabla 3), ya que el virus requiere ser producido en larvas 6
Iineas celulares y las condiciones de almacenamiento son mas criticas que
para otros pesticidas (Cunningham. 1988).

Por lo que respecta a los hongos entomopatdégenos, se requiere del
contacto de las conidias, blastosporas & zoosporas, segin sea el caso, con
la cuticula del insecto blanco, ya sea en estado larvario ¢ adulto. La
mayoria de los hongos patdgenos de insectos producen quitinasas, lipasas
y proteasas, encontrdndose que, en algunas ocasiones, la produccién de
quitinasa no siempre se correlaciona con virulencia (Domnar and Warner.
1991). Por otra parte, Liger y col. (1986) reportaron que algunos hongos
entomopatégenos producen amino y carboxipeptidasas, esterasas,
quitobiasas, quimoelastasas y N-acetil-D-glucosaminidasas, las cuales,
en su conjunto, producen la muerte del insecto (Domnar and Warner. 1991).

‘Los hongos mas utilizados para el control bioldgico son: Beauveria

bassiana y Metarrhizium anisopliae (Aronson, et al. 1986) (Tabla 2). No
obstante, existen limitantes para su produccién y ésta depende de grandes
fluctuaciones en el mercado (Rajnchapel-Mesai. 1990).

El grupo de bacterias entomopatdgenas incluye especies con capacidad
para infectar insectos sanos, asi como a un gran nimero de patégenos
oportunistas, los cuales se multiplican répidamente si ganan acceso al
hemocele a través de heridas 6 por infecciones primarias. Un: ejemplo de

~esto Ultimo es la bacteria Xenorhabdus nematophilus, la cual habita en el
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Tabla 3.- Virus usados como bioinsecticidas*.

TiPO INSECTO BLANCO

NPV Neodiprion sertifer

Heliolis zea, H. armigera, H. virescens,
Mamestra brassicae, Spodoptera éxigua,
S. littoralis.

NPV* - 8. littoralis.

NPVao* Autographa californica, S. exigua, Plutella
xylostella, Estigmene acrea, Trichoplusia
ni, Pseudoplusia includens’

NPVg2* : S. suniay S. exigua

Q/ ~ Cydla pomonelia

* Tomada de Cunningham. 1988.
C= Comercial; E= Experimental.

- += Sus dos productos virales no son completamente activos.

PAIS
Finlandia |
Reino Unido
EUA

Francia

Francia

Guatemala

Guatemala
EUA

Bélgica

NIVEL
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tracto alimenticio del nematodo entomopatdgeno Steinernema feltiae. El
nematodo actua como jeringa para inocular la bacteria a las larvas
susceptibles, el microorganismo se multiplica rapidamente y la larva
muere por septicemia (Aronson, et al. 1986).

Aunque si bien, se conocen muchas bacterias que atacan insectos, solo
algunas cuantas son producidas a nivel industrial. La bacteria mas
ampliamente usada en el control microbiolégico de insectos plaga es
Bacillus thuringiensis (Bt) (Van Rie. 1991; Aronson, et al. 1986).

Existen otras bacterias del genero Bacillus que se usan para el control
de ciertas plagas de importancia agricola y de salud publica, entre las que
sobre salen B. popillae, B. lentimorbus y B. sphaericus (Balaraman and
Hoti.1988) (Tabla 2). De acuerdo con la National Pesticide Information, se
dice que hay 410 formulaciones registradas para Bt, 6 para B. popillae y
B. lentimorbus (Aronson, et al. 1986) y ninguna, a nivel comercial, para B.
sphaericus (De Barjac, et al. 1984, Aronson, et al. 1986). B. lentimorbus y
B. popillae producen "la enfermedad lechosa" en las larvas de algunaos

coleodpteros (Bakhiet and Stahly. 1985; Bulla, et al. 1978).

Los bacilos que producen la enfermedad lechosa tienen la gran ventaja
de persistir por mucho tiempo en el medio natural, pero la desventaja
radica en que su produccidn se realiza en larvas vivas (Bulla, et al. 1978).

Por otra parte, B. sphaericus produce una toxina en forma de cristal, la

‘cual tiene que ser activada en el intestino de las larvas de dipteros

(Broadwell and Baumann.1987). E! cristal esta constituido por dos

proteinas, una de 51 y otra de 42 KDa; éstas, una vez activadas, dan lugar a

péptidos de 44 y 39 KDa, respectivamente (Broadwell and Baumann. 1987,
Baumann, et al. 1991; Clark and Baumann. 1990; Broadwell, et al. 1990).

- Este procesamiento involucra la remocion de aminoacidos en ambos

extremos de la proteina (Broadwell and Baumann.1987; Clark and Baumann.
1990). La actividad larvicida se lleva a cabo por la accion binaria de las
proteinas del cristal (Broadwell, et al. 1990). Los genes que codifican para
cada una de las proteinas han sido clonados y determinada su secuencia
nucleotidica, encontrandose gran similitud entre los dos genes, pero
difieren mucho con respecto a los genes de la §-endotoxina (Baumann, et
al. 1988). |

Por lo que respecta a Bt, este bacilo sintetiza un cristal de naturaleza
protefca, el cual es toxico contra las larvas de diferentes o6rdenes de
insectos. La mayoria de los productos comerciales a base del cristal de Bt
son activos contra lepiddpteros (Tabla 4) (Dulmage. 1989; Rajnchapel-

Mesai. 1990). El aislamiento de cepas especificas contra dipteros



(Goldberg and Margalit. 1977) y coledpteros (Herrnstad, et al. 1986) y su
rapida comercializacién, han ampliado el mercado potencial de Bt. Los
bioinsecticidas comerciales a base de Bt son efectivos contra mas de 50
especies de lepiddpteros (Fischhoff, et al. 1987).
Se ha estimado que las ventas de insecticidas es de 3,000-5,000
millones de ddlares anuales a nivel mundial, de los cuales solo en EU se
| invierten 400 millones en el control de lepiddpteros (Goldburg and Tjaden.
1990). La ventas anuales de Bt representan solo el 1% del total del
= mercado de pesticidas, aunque éstas podrian incrementarse
| dramaticamente en los proximos 10 afos, sobre todo por la produccidon de
plantas y microorganismos modificados genéticamente con genes que
codifican para la &-endotoxina provenientes de diferentes cepas de Bt
(Dart. 1990; Simon. 1991; Fox. 1989).

TABLA 4.- Cepas de Bacillus thuringiensis mas usadas®*.

SUBESPECIE | LUGAR DE AISLAMIENTO INSECTO uso
kurstaki '(HD-1) Texas, 1968 L Hortalizas y bosques.
| kurstaki (HD-12) Connecticut, 1980 L Mas potente (2-4X) que
- - HD-1 contra la palomilla
3 | gilaqa.

aizawai Inglaterra, 1977 L Control de Galleria

} mellonella en apiarios.

israelensis Israel, 1977 | D Control de mosquitos y
| moscas acualicas.

morrisonl Japén, 1985 D Igual que israelensis.
tenebrionis Alemania, 1983 | C Escarabajo colorado de la
| papa.
A san diego | California, 1985 C lgual que tenebrionis.

* Tomada de Dulmage. 1989.
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1.3 COMPUESTOS TOXICOS DE B. thuringiensis.

Bt sintetiza diversos tipos de factores tdxicos, entre los que se
encuentran la o y B exotoxinas, la & -endotoxina y el "factor piojo"
(Whiteley and Schnepf. 1986; Van Rie. 1991).

La o -exotoxina es una lecitinasa C termolabil. Esta enzima hidroliza
lecitina y esfingomielina, y aunque ha sido catalogada como toxina, se
trata de una de las varias exoenzimas que secreta Bt durante la fase de
crecimiento exponencial (Angus. 1962; Whiteley and Schnepf. 1986; Van
Rie. 1991).

Por otra parte, la B-exotoxina, también llamada thuringiensina, es una
toxina altamente termoestable, y es producida por algunas cepas de Bt que
muestran alta actividad toéxica contra insectos (moscas), acaros vy
nematodos, aunque también es tdxica a plantas y vertebrados (Van Rie.
1991). Quimicamente, la p-exotoxina es una adenina con un residuo de
glucosa y acido alarico. El mecanismo de accion de la pB-exotoxina no es
muy claro, pero se ha encontrado que interfiere con la RNA polimerasa
DNA dependiente. También se ha demostrado que inhibe la mitosis en
meristemos de raiz simulando el efecto de la colchicina y vinblastina
(Marec, et al. 1989). Bt produce la p-exotoxina en la fase de crecimiento
logaritmico y su aplicacidn se encuentra circunscrita a la Union Sovietica,
ya que debido a sus caracteristicas mutagénicas, ha sido prohibida en EU,
Europa y Japén (Rajnchapel-mesai. 1990).

La & -endotoxina es, indudablemente, la toxina mas importante de Bt. La
d-endotoxina se acumula durante la fase de esporulacion formando un
cristal parasporal, el cual representa de 20-30% de! peso seco de cultivos
esporulados (Aronson, et al. 1986; Hofte and Whiteley. 1989). A diferencia
de la o y P exotoxinas, la actividad téxica de la &-endotoxina es muy

especifica para algunos insectos en su estadio larvario y es la que mas
ampliamente se ha utilizado en productos comerciales.

Ademas de las toxinas anteriores, Bt sintetiza algunos otros compuestos
que podrian influir de manera importante en el aspecto global de la
toxicidad, sobre todo cuando la bacteria se encuentra en la fase

~ vegetativa. Se han logrado identificar dos inhibidores inmunes, el A (InA) y

el B, los cuales bloquean de manera selectiva el sistema de defensa
humoral del insecto contra Escherichia coli y Bacillus cereus,
respectivamente (Edlund, et al. 1976). InA es una metaloproteasa neutra
que degrada selectivamente dos proteinas antibacterianas (attacinas vy
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cecropinas) producidas en la hemolinfa del insecto (Dalhammar and
Steiner. 1984; Lévgren, et al. 1990).

Bt también produce una bacteriocina llamada thuricina. Este compuesto
demostrd poseer actividad antibacteriana contra 48 de 56 cepas de Bt y
otras Gram positivas, pero no contra algunas especies de Gram negativas.
Algunas preparaciones parcialmente puras de thuricina tuvieron actividad
de fosfolipasa A (Favret, et al. 1989).

l.4 MEJORAMIENTO DE LOS PRODUCTOS A BASE DE B. thuringiensis.

El avance realizado en la tecnologia de fermentaciones y formulacién de
producto de Bt, han reducido los costos de produccion del biopesticida
(Meeusen. 1990).

La alta especificidad de la toxina producida por la mayoria de las cepas
de Bt, puede ser una desventaja cuando determinado cultivo es atacado por
diferentes especies de insectos. Esta limitante ha sido contrarrestada en
dos formas: 1) el aislamiento y seleccién de cepas con amplio espectro de
huéspedes; 2) la transferencia de genes entre diferentes cepas de Bt para
producir cepas con mayor espectro insecticida (Klier, et al. 19883;
Gonzalez, et al. 1982; Gonzalez and Carlton. 1984; Battisti, et al. 1985;
Jarrett and Stephenson. 1990; Crickmore, et al. 1990; Gonzalez. 1990;
Honee, et al. 1990; Caramori, et al. 1991; Lecadet, et al. 1992; Lereclus, et
al. 1992). |

‘La estabilidad de la §-toxina en el medio ambiente es muy baja, ya que
diversos factores ambientales la inactivan. Tal es el caso de la luz solar
(Pusztai, et al. 1991) y el contenido y tipo de taninos del foliaje de los
cultivos (Luthy, et al. 1985). Una de la posibles alternativas para
incrementar la persistencia de la toxina es la microencapsulacion. Esto ha
sido posible por la clonacién del gen de esta proteina en Pseudomonas
fluorescens y la adicion de un fijador quimico al tanque de fermentacidn.
El fijador mata a la célula recombinante, dandole a la toxina una capsula
bioldgica. Otra forma de proteccion que ha dado buenos resultados ha sido
la clonacién del gen de la 3 -endotoxina en cepas de microorganismos
(Rhizobium sp. y Pseudomonas sp.) que colonizan la raiz de diferentes
cultivos obtendiéndose resultados similares a lo que ocurre con las cepas
nativas de Bt (Obukowicz, et al. 1986; Nambiar, et al. 1990; Stock, et al.
1990; Waalwjk, et al. 1991). Asi mismo, también se ha logrado controlar
al gusano barrenador del maliz, mediante la introduccion del gen de la §-
endotoxina en la bacteria endofitica Clavibacter xyli, habitante normal del
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xilema del maiz y otras plantas (Turner, et al. 1991).

La estabilidad de la §-endotoxina en el campo también se ha mejorado
mediante la insercion de la parte del gen que codifica para parte toxica de
la d-endotoxina en el genoma de plantas, resultando en cultivos
transgénicos, quedando, asi, protegidos contra el ataque de diversos
insectos (Barton, et al. 1987; Vaeck, et al. 1987; Delannay, et al. 1989;
Knight. 1989; Stark and Beachy. 1989; Goldburg and Tjaden. 1990;
Fischhoff, et al. 1987).

Por otra parte, en el control de larvas de mosquitos de importancia
medica, se ha demostrado que Bt subspecie israelensis controla
eficientemente a Anopheles subpictus y Culex sitiens causando una
reduccion del 96.2% en las larvas del primer estadio (Rawlins. 1989). Sin
embargo, las esporas-cristales son rapidamente removidos del area de
alimentacion de la larva. La clonacién del gen de la § -endotoxina en
cianobacterias podria ser una buena alternativa, ya que estos
microorganismos crecen y habitan la superficie de habitats acuaticos (Van
Rie. 1991; Murphy, et al. 1992; Thanabalu, et al. 1992)

1.5 CLASIFICACION DE B. thuringiensis.

El grupo de cepas de Bt presenta muchas similitudes fenotipicas y
genéticas con B. cereus. La determinacion del porcentaje de G-C, asl como
los datos de hibridacion de DNA sugieren una sola genoespecie para Bt, B.
cereus y aun para B. anthracis (De Barjac and Frachon. 1990). Los
resultados de la determinaciéon de acidos grasos confirma la similitud
entre estas tres especies de Bacillus (Kaneda. 1968). Sin embargo, la gran
importancia de Bt en el control biolégico de diversos insectos de interés
medico, agricola y forestal, apoya la decisién de clasificar a Bt como una
especie aparte. No obstante la diferencia en patogenicidad y especificidad

‘de Bt, hizo necesario implementar un método de clasificaciéon para Bt. Esta

se basod, en primer término, en la caracterizacion seroldgica y fenotipica
(Tabla 5) y, posteriormente, en patotipos (Tabla 6) (HGfte and Whiteley.
1989).

La capacidad de descriminar diferentes serotipos de cristales implicd
la presencia de diferentes tipos de endotoxina. El analisis de cristales de
varias cepas de Bt con diferente especificidad mostraron diferencias en el
peso molecular de las §-endotoxinas (Calabrese, et al. 1980; Lilley, et al.
1980; Tyrell, et al. 1981). En 1983, Takashi Yamamoto demostré que Bt
cepa HD-1 sintetiza dos tipos diferentes de toxinas, a las que denomind P1

11
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y P2. Estas toxinas poseen diferencias en peso molecular y especificidad,
ya que P1 fué toxica a lepidépteros y P2 a mosquitos (Yamamoto. 1983).

TABLA 5.- Clasificacion de Bacillus thuringiensis de acuerdo a
su antigeno flagelar*.

ANTIGENQ H

Ja

Jalb
dadb

4adc
5a5b

10
ttattb
ftatic
12
13
14
15
16
17
18
10
20a20b
20a20c¢
21
22

23
24
25
26
27

*Tomada de De Barjac and Frachon. 1990.

SEROVARIEDAD

thurtnglensls

finltimus
alostl

kurslaky
sollo

koenyae
galloriae

canadionsls
enloinpeidus
aizawai
morrisoni
oslrlaniae
nigeriensls
tolworlthi

dannstadiensis
toumanolli
kyushuensls
thompson!
pakistani
Israelensis
dakola

Indiana
tohokuensis
kumamoloensls
lochiglensls
yunnanensis
pondicherignsls
colmeri
shandonglonsis

faponensis
nooleonensis
coreanensis
silo
mexicanensls

ABREVIATURA
THU

FIN
ALE

KUR

KEN
GAL

AlZ
osf

NIG
TOL
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TABLA 6.- Clasificacion de las proteinas del cristal producido
~por Bacillus thruringiensis, de acuerdo a su organizacion
proteica y rango de huésped®.

TIPO DE PROTEINA PESO MOLECULAR HUESPED
(KDa)
CrylA{a) 133.2 L
% CrylA(b) 131.0 L
CrylA{c) 133.3 L
CrylB 138.0 L
i CrylC 134.8 L
CrylD 132.5 L
e CrylE 133.2 L
CrylF 133.6 L
CrylG - 130.0 L
o | CryllA | 70.9 L-D
CryllB 70.8 L
CrylllA | 73.1 c T~
CryiliB | 743 C
Cryllic 129.4 C
CryllID 73,0 c
| CrylVA | 1 134.4 D
"""" 3 CrylVB 127.8 D
| CryIve 77.8 D
| CrylvD 72.4 D
{
i
» CryV? . 81.2 LC
CryVA{a)'® N
CryVA(b)** N
CryVIA*® N
| CryviB** N
CylA 27.4 Cilotéxica
*Adapatada de Hoéfle and Whiteley. 1989, El peso molecular es dado a partir de la secuencia de
% aminoécidos deducida de la secuencia nucleolldica del primer gen reportado para cada una de las
clsases.
L= Lepiddpleros; C= Coledpleros; D= Dipteros; N= Nemalodos.
J **El peso molecular no se ha reportado.
? Aparecid después de Feitelson y col 1992,
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Estudios posteriores revelaron que el cristal de la mayoria de las cepas
de Bt pude estar constituido por diferentes tipos de protefnas (Haider, et
al. 1990), tal es el caso de Bt aizawai 7.29, la cual produce, al menos, 5
tipos de 6-endotoxina y cada una desarrolla diferente especificidad
(Lecadet, et al. 1988; Sanchis, et al. 1988).

No es muy claro si esas proteinas actuan sinergisticamente ¢ nd, aunque
se cree que en algunas cepas puede existir algun tipo de interaccién o
sinergismo (Yu, et al. 1987; Ohba, et al. 1988; Arvidson, et al. 1989;
Aronson, et al. 1991).

La expresidn de las §-endotoxinas no se realiza a los mismos niveles y
su sintesis puede diferir entre cepas que contienen el mismo tipo de gen,
ademas, algunos genes que codifican para la d-endotoxina pueden ser
cripticos ( Masson, et al. 1989; Dankocsik, et al. 1990).

Por lo anterior, se puede concluir que la diferencia de diferentes tipos
de proteinas en el cristal, su relativa abundancia y sus probables
interacciones, podrian explicar, en parte, la gran variacion en el espectro
insecticida (Van Rie. 1991).

La secuencia nucleotidica de mas de 50 genes que codifican para &-

~ endotoxina ha sido reportada; muchas de esas secuencias son idénticas o

muy parecidas, por lo que representan al mismo gen. En base a la

~estructura primaria y espectro de actividad insecticida los genes que

codifican para las proteinas del cristal, han sido clasificados en 6 grandes
clases y varias subclases. Las 6 clases son: Clase cryl (especifica para
lepiddpteros), cryll (lepidépteros y dipteros), crylll (coledpteros), crylV
(dipteros), cryV y cryVl (nematodos) (Tabla 6). Clases adicionales podrian
ser agregadas posteriormente, por ejemplo genes que codifican para §-
endotoxinas atéxicas (Ho6fte and Whiteley. 1989; Feitelson, et al. 1992).
CLASE cryl.- Las &-endotoxinas pertenecientes a esta clase son las mas
comunes, y Se encuentran distribufdas en casi todos los diferentes
serotipos de Bt (Visser. 1989). Hasta el momento, se han caracterizado 11
diferentes tipos de genes cryl (Visser, et al. 1990; Chambers, et al. 1991;
Feitelson, et al. 1992; Gleave, et al. 1992). Todas las proteinas Cryl son
sintetizadas en forma de protoxinas de alrededor de 130-140 KDa, las
cuales forman cristales bipiramidales y son altamente especificos contra
lepidopteros. La (nica excepcion es una CrylAb producida por Bt var,
aizawai 1C1, la cual posee actividad contra lepidopteros y dipteros (Haider
and Ellar. 1988).

Las protoxinas requieren ser procesadas para dar lugar al fragmento

14
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tdxico cuyo peso molecular es de alrededor de 60-70 KDa (Hofte and
Whiteley. 1989; Aronson, et al. 1986; Aronson and Arvidson. 1987).

CLASE cryll.- Las &-endotoxinas Cryll poseen un peso molecular de 65-70
KDa. Estas proteinas forman cuerpos cuboidales en cepas de diferentes
serotipos y fueron nombradas, en primer instancia, como P2 (factor

“mosquito) (Yamamoto. 1983).

En esta clase solo se han caracterizado dos subclases, cryllA y cryllB. A
pesar de su alta homologia (87% a nivel de aminoacidos), CryllA es
especifico contra lepiddpteros y dipteros, mientras que CrylIB es tdxico
solo a los primeros (Donovan, et al. 1988(a); Widner, et al. 1989).

Estudios posteriores revelaron que la diferencia de especificidad esta
determinada por un segmento de 75 aminoacidos (307-382). En esta regidn
CryllA y CrylIB difieren solo en 18 residuos, indicando que la
especificidad puede ser dada por el cambio de unos cuantos aminoacidos
(Widner and Whiteley. 1990).

La activacion protelitica de las d-endotoxinas Cryll produce fragmentos

toxicos de 50-60 KDa (Nicholls, et al. 1990).
CLASE crylll.- Las proteinas pertenecientes a esta clase son especificas
contra coledpteros y, con excepcion de la subclase crylllC, todos los
genes crylll han sido clonados a partir de cepas que producen cristales
romboidales (Donovan, et al. 1988(c); Herrnstadt, et al. 1986; Van Rie.
1991(b)). La expresion del gen crylllA en E. coli, di6 como resultado la
sintesis de un péptido de 72 KDa. Esta proteina es convertida a un péptido
de 66 KDa, por proteasas asociadas con la esporulacién, las cuales
remueven 57 residuos de la parte N-terminal (McPherson, et al. 1988). La
parte amino terminal es homdloga a su contraparte en las clases | y |V,
careciendo de la regiéon correspondiente a la mitad carboxilo terminal de
cryl y crylV (Hofte and Whiteley. 1989; Sanchis, et al .1989).

La secuencia nucleatidica de, al menos, 3 crylllA ha sido reportada
mismas que resultaron ser idénticas a la reportada en primera instancia,
Bt var. san diego (Herrnstadt, et al. 1987; Hofte, et al. 1987; Sekar, et al.
1987; John, et al. 1987).

Las §-endotoxinas CrylliB y CrylliD son 69 y 74% homdlogas a CrylilA,
respectivamente (Sick, et al. 1990; Lambert, et al. 1992).

CLASE crylV.- La clase crylV esta compuesta por un grupo muy
heterogéneo de 6&-endotoxinas especificas contra dipteros. Hasta el
momento se han descrito 4 diferentes tipos de genes que codifican para
las §-endotoxinas clase CrylV. El gen de las subclases crylVA, crylVB,
cryWC y crylVD, codifican para protefnas de 135, 128, 78 y 72 KDa,
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respectivamente (Tabla 6). Los 4 genes fueron clonados a partir de un
mismo plasmido de 72 MDa, presente en Bt var. israelensis. Todas la
proteinas seiialadas conforman un cristal complejo de forma ovoide (Hofte
and Whiteley. 1989). Aunque si bién, ninguna toxina, en forma individual,
es tan téxica como el cristal intacto, preparaciones provenientes de
diferentes fuentes, Bt var israelensis (Chilcott and Ellar. 1988), cepas
recombinantes de E. coli (Bourgouin, et al. 1988; Chunjatupornchai, et al.
1988; Delécluse, et al. 1988) o B. subtilis (Donovan, et al. 1988(b);
Garduno, et al. 1988; Yamamoto, et al. 1988), han mostrado que todos los
componentes del cristal son, en diferente grado, téxicos contra larvas de
dipteros. Una posible explicacién a estos resultados, es que dos 6 mas
proteinas actuan en forma sinergistica para dar la actividad insecticida
(Yu, et al. 1987). Tal evidencia ha sido mostrada para la proteina CytA,

‘que tambiéen forma parte del cristal de algunas cepas de Bt subsp.

israelensis, la cual posee nula 6 muy baja actividad contra dipteros, ya

que se ha reportado que CytA incrementa significativamente la actividad

toxica de CrylVA, CrylVB y CrylVD contra larvas de Aedes aegypti (Wu and
Chang. 1985).

La organizacion de CrylVA y CrylVB es muy similar a Cryl. CrylVA vy
CrylVB son procesadas a péptidos de 53-78 KDa. El fragmento tdxico
radica en la mitad N-terminal, esto fue confirmado para CrylVB
(Chunjatupornchai, et al. 1988; Delécluse, et al. 1988; Pao-intara, et al.
1988).

El gen crylVC codifica para una proteina de 78 KDa. Este gen fue
denominado ORF1. Un segundo frente abierto de lectura (ORF2), fue
localizado 45 pb debajo del coddén de terminacién del ORF1. Es interesante
notar que crylVC (ORF1) muestra gran homologia con la parte 5' de otros
genes cry, mientras que ORF2 desarrolla la homologia a la parte 3,
sugiriendo que ORF 1 y ORF 2 formaban un solo gen (Thorne, et al. 1986).

Finalmente, crylVD codifica para una proteina de 72 KDa (Donovan, et al.
1988(b)). Esta toxina, a diferencia del resto CrylV, es convertida a un
péptido de 30 KDa (Chilcott and Ellar. 1988; Ibarra and Federicci. 1986;
Pfannenstiel, et al. 1986). La comparacién de secuencia de aminoacidos
reveld una muy limitada homologia con otras §-endotoxinas (Hofte and
Whiteley. 1989).
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1.6. ESTRUCTURA Y ORGANIZACION GENICA Y PROTEICA DE LAS
5-ENDOTOXINAS.

1.6.1 ORGANIZACION GENICA.
Los genes que codifican para la 3-endotoxina se ha localizado tanto en
el cromosoma como en plasmidos conjugativos en diferentes cepas de Bt.

Una caracteristica muy importante de la organizacion estructural de los
genes cry es la presencia de secuencias repetidas que flanquean al gen
(Kronstad and Whiteley. 1984). Estudios realizados con varios genes cryl,
mostraron que éstos son flanqueados por dos tipos de secuencias repetidas
invertidas (IR), I1R2 de 2150 pb (Kronstad and Whiteley. 1986) y por
elementos de transposicion (Lereclus, et al. 1984; Lereclus, et al. 1989),
las cuales son acompafadas por verdaderas secuencias de insercion (IS)
(Lereclus, et al. 1986; Mabhilion and Lereclus. 1988; Mabhilion, et al. 1985;
Menau, et al. 1990). Algo similar fue encontrado para el gen crylVA
(Bourgouin, et al. 1988) (Fig. 1).

El analisis de la secuencia nucleotidica de tres elementos IR revelaron
todas las formas de una secuencia de insercion (Mahillon, et al. 1987). El
elemento de transposicion, Tnd4430 (Fig. 1), cuya transposicion fue
obtenida tanto en Bt (Lereclus, et al. 1983) como en E. coli (Lereclus, et
al.1986), ha sido relacionado con la familia de Tn3. Asi, este transposdn,

‘de 4149 pb se define como un nuevo tipo de elemento de movilizacion
~ genética clase 1l (Lereclus, et al. 1989).

Se ha especulado que la presencia de los genes cry en plasmidos
conjugativos, ademas de las secuencias de insercidn y elementos de
movilizacion, podria conferir una ventaja adaptativa a las especies de Bt,
asegurando una rapida dispersidn de los genes cry a otras cepas de Bt 6
especies relacionadas (Delécluse, et al. 1991, Gonzalez, et al. 1981) ya
sea por conjugacion (Battisti, et al. 1985; Reddy, et al. 1987) 6
transduccion (Ruhfel, et al. 1984, Lecadet, et al. 1980), facilitando asi la
posible creacion de nuevos genes cry por medio de recombinacion homdloga
(Crickmore, et al. 1990; Caramori, et al. 1991; Van Rie. 1991(b)).

La sintesis de las §-endotoxina en Bt posee dos caracteristicas muy
particulares: a) es dependiente de la fase de esporulacidn y b) es muy
eficiente. Aunque si bién, no se ha demostrado feacientemente, que la
sintesis de la toxina sea regulada por los elementos génicos que flanquean
al gen, el nivel de sintesis de la toxina es mas dependiente del niumero de

copias del plasmido donde reside el gen y el nimero de copias del gen en

esos plasmidos 6 en el cromosoma bacteriano (Lereclus, et al. 1989).
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FIGURA 1.- Organizacién estructural génica de los elementos de insercidn y transposicién que
flanquean a los genes cry. A: Esle modelo resume lo enconirado en diferentes plasmidos y
cromosoma de algunas cepas de Bl. Las cabezas de flecha 1 y 2, indican insercién y la 3 delecidn,
para Bt HD-73 (1), aizawai 7.29 (2) y HD-1 (3). IR, secuencia invertida repetida; IS,
secuencia de insercion. La nolacion 1Sa, b y ¢ se refiere a que son iso-elementos de 1S235. B:

Representa a un fragmento de DNA del plasmido de 72 MDa residente en Bt subsp. israelensis.

Las flechas en los paneles A y B indican la direccién de la transcripcion y la relativa orientacion

~de IR2, IS e IRL. El doble sentido en Tn4430 implica que el transposdn puede ser encontrado en

ambas orientaciones.

La regulacidn de la expresion de los genes cry se puede realizar tanto a
nivel de transcripcidn como de traduccion. Diversos estudios realizados
con cepas de Bt spo- indican claramente que la sintesis de la toxina es
dependiente de la esporulacién ya que mutantes spo- bloqueadas en t, (o,
ty, etc. se refiere a numero de horas después que ha iniciado la
esporulacion), no produjeron cristal, mientras que mutantes bloqueadas
después de to sl lo hicieron. |

El mayor conocimiento de la regidn del promotor del inicio de la
transcripcion lo ha dado el estudio del gen crylA(a), el cual es transcrito a
partir de dos sitios, separados por 11 pb, BTl y BTH (Fig. 2). Estos
promotores son activados a diferentes tiempos durante la fase de
esporulacién (Wong, et al. 1983). BTI es activado en fases tempranas de
esporulacién (ti-t2), mientras que BTIl lo es desde la fase media hasta la
tardia (t4-ts) (HOfte and Whiteley. 1989). Estudios in vitro, realizados con

los genes crylA(a), crylB y cytA han demostrado que la transcripcién a

partir de BTl, es catalizada por una RNA polimerasa que contiene una
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subunidad sigma de 35 KDa (¢35) (Brown and Whiteley. 1988). Mientras que
otra RNA polimerasa, conteniendo una subunidad sigma de 28 KDa (o28) es
la que dirige la transcripcidn a partir de BTH (Brown and Whiteley. 1990).
Ninguno de esos dos promotores es activado por subunidades sigma de fase
vegetativa (Klier, et al. 1983). Sin embargo, en E. coli el gen de la delta-
endotoxina es trancrito desde la fase de crecimiento exponencial a partir
de un promotor que se encuentra entre BT! y BTIH, mismo que es
especifico para E. coli (Wong, et al. 1983).

-80 -60 -40
AGUTCATATGTTTTAAALTGTAGTAATGAAAAACAGTATTATATCATAATGA
BTl EC BTI
-20 -1
ATTGGTATCTTAATAAAAGAGATGGAGGTAACTT
SD

FIGURA 2.- Secuencia nucleolidica de la regidn de inicio de trancripcion del gen crylA(a). BTI,
BTl y EC representan la posicién del inicio de la transcripcién para B. thuringiensis y E. col,
respectivamente. SD indica la secuencia Shine-Dalgarno. Los nimeros indican el nimero de
bases hacia el §' del gen estructural de crylA(a).

La secuencia a nivel de aminoacidos del factor 635 y 028 mostraron 88
y 85% de identidad con respecto a o y-oK de B. subtilis , respectivamente.
Los factores o35y 028 fueron capaces de sustituir eficientemente a oF y oK
por lo que se piensa que las subunidades sigma de los promotores de las 8-
endotoxinas de Bt podrian ser las equivalentes de oF y oK en B. subtilis
(Adams, et al. 1991). Sin embargo, los promotores BTl y BTH no son los
unicos identificados en genes que codifican para la §-endotoxina de Bt

(Van Rie. 1991; Ward and Ellar. 1986). De esta forma, la regulacion de la
expresion de los genes que codifican para la toxina, a nivel transcripcional

parece ser debido a grandes cambios en los factores sigma (Waalwijk, et
~al. 1985; Shekar, et al. 1987).

Los altos niveles de expresidn de los genes que codifican para las §-

“endotoxinas han sido correlacionados con la alta estabilidad del RNAn

(Wong and Chang. 1986), misma que puede ser determinada por la
estructura del terminador transcripcional (Emory, et al. 1992). En el caso
del gen crylA(a) se mostrd que el terminador transcripcional actia como
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un retrorregulador positivo e incrementa la estabilidad del RNA, (Wong
and Chang. 1986).

1.6.2 ORGANIZACION PROTEICA.

lLas proteinas que conforman el cristal de las diferentes cepas de Bt
poseen, como caracteristica primordial, la de ser sintetizadas como
protoxinas. Estas deben ser procesadas, en el intestino de las larvas
susceptibles, a la forma biologicamente activa, la toxina. Las protoxinas
de 125-145 KDa son convertidas a fragmentos tdxicos de 60-70 KDa. Las
protoxinas Crylll, Cryli, CrylVA y CrylVB también producen una toxina de
60 KDa, mismas que son resistentes a posteriores protedlisis.

Estudios realizados con diferentes protoxinas y toxinas han mostrado
que, no obstante su divergencia en estructura primaria, se ha podido
obtener un consenso de estructura secundaria, De esta manera, por medio
de métodos fisicos y tedricos, se ha deducido que la region N-terminal es
rica en a-hélice y el C-terminal contiene, en forma alternada, B-plegadas

y formas sin estructuracion (loops y coils) (Carey, et al. 1986; Bietlot, et
al. 1989; Choma, et al. 1990; Convents, et al. 1990), |

Mediante experimentos de protedlisis, deleciones e inserciones, se ha
demostrado que la fraccion toxica reside en la mitad N-terminal de la
clase cryl{Chestukhina, et al. 1982; Nagamatsu, et al. 1984; Adang, et al.
1985; Schnepf and Whiteley. 1985; Wabiko, et al. 1985; Wabiko, et al.
1986).

Ensayos realizados con cristales puros de Bt subsp. dendrolimus,
revelaron la presencia de una secuencia (nica en el N-terminal de la
protoxina (M-D-N-N-P-N-1} y después de digerir los cristales con
tripsina, la banda de 145 KDa (protoxina) did un fragmento téxico de 58
KDa, cuya secuencia de aminoacidos en el N-terminal difiri6 del de la
protoxina, dando C-D-X-G-Y-T (Nagamatsu, et al. 1984). La secuencia del
N-terminal del fragmento toxico, correlaciona con la secuencia de
aminodacidos de muchas otras Cryl en la posicion 28-30 (Hofte and
Whiteley. 1989), lo que sugiere que la protoxina es digerida tanto en el
amino como en el carboxilo terminal. Esta hipétesis fue demostrada por
Schnepf y Whiteley (1985) usando inserciones con Tn5 en crylA(a), donde
inserciones mas alla de coddn 60 y antes del 645 diéron como resultado
una proteina inactiva. Resultados similares se obtuvieron con deleciones
del extremo 3" de crylA(b), donde deleciones, de 3'a §°, hasta el coddén 612
resultaron en un producto téxico, mientras que toxinas con deleciones a
partir del 603 6 después fueron atdxicas (Wabiko, et al. 1986).
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Como se ha mencionado anteriormente, la tripsina produce el fragmento
toxico a partir de fa protoxina. Sin embargo, la protedlisis del cristal se
realiza mediante un proceso bastante inusual, mediante 7 rompimientos
especificos, los cuales ocurren en secuencia ordenada iniciando en el C-
terminal hacia el estremo amino. En cada paso se generan fragmentos de
10 KDa, mismos que son rapidamente digeridos en péptidos muy pequefos
(Choma, et al. 1990).

El resultado anterior, aunado a lo reportado por varios grupos donde se
muestra que la mitad N-terminal de la protoxina es rica en regiones
hidrofébicas y la parte C-terminal lo es en hidrofilicas (Whiteley, et al.
1984; Schnepf, et al. 1985; Yamamoto, et al. 1988) hacen suponer que la
protoxina estd organizada en subdominios. Los dominios son representados
por el dominio N-terminal y C-terminal. En el dominio amino, existen dos
subdominios y en el carboxilo cuatro (Fig. 3) (Debabov, et al 1984,
Chestukhina, et al. 1990).

5-Endotoxina
130 kDa

N-terminal 70 kDa

" Reglon conservada Reglon varlable
30 kDa 33 kDa

FIGURA 3.- Organizacién de la cadena polipetidica de la &-endotoxina de Bl subsp. alesti. Los
rectangulos muestran la organizaciéon en subdominios. Los nimeros |y Il indican 10y 15 KDa,
respectivamente.

El hallazgo realizado por Bietlot y col. (1990) de que todos los residuos
de cisteinas en la mitad C-terminal de la protoxina forman multiples
puentes disulfuro intercadenas, resulta en un arreglo cristalino, es
consistente a lo encontrado por Choma y Kaplan (1990) de que la fraccion
téxica y la parte C-terminal de la protoxina de CrylA(c) se pliegan y
despliegan en forma independiente, pareciendo como si se tratase de dos
proteinas auténomas que fueron fusionadas, donde al parecer la mitad
carboxilo sirve solo para la formacién del cristal, ya que la mayoria de las
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cisteinas se encuentran presentes en este dominio (Dastidar and
Nickerson. 1979; Huber, et al. 1981; Hoéfte and Whiteley. 1989; Choma and
Kaplan. 1990).

Por otro lado, en experimentos realizados con fa protoxina y toxina de
CrylA(c) bajo condiciones desnaturalizantes (6M de cloruro de guanidinio y
8M de urea) demostraron una condicidn bifasica de desplegamiento de la
protoxina, donde la mitad C-terminal se despliega rapidamente, mientras
que el fragmento téxico, se despliega a tasas mucho mas bajas, semejante
a lo que ocurre con la toxina pura. Este fendmeno se repite también con
otras toxinas (Bt subsp. alesti y Bt subsp. israelensis), sugiriendo que la
organizaciéon de dominios y subdominios podria ser una caracteristica
general de las proteinas Cry (Choma and Kaplan. 1990; Chestukhina, et al.
1990; Convents, et al. 1991; Choma, et al. 1991).

La comparacién de la secuencia de aminoacidos del fragmento téxico de
las tres subclases de CrylA revelaron que la parte N-terminal (residuo 1-
280) es muy conservado, mientras que la parte C-terminal (281-618) es
muy variable. Esto sugiere que las diferencias en el espectro insecticida
de esas toxinas puede ser debido a la variacion en el C-terminal (Jaquet,
et al. 1987).

El alineamiento y comparacién del fragmento tdxico de las subclases
CrylA(a), CrylA(b), CrylA(c), CryiB, CrylC, CrylD, CrylllA, CrylVA, CrylVB y
CrylVC, revelaron la existencia de 5 bloques de secuencia de aminoacidos
muy conservados (Fig. 4) (Hofte and Whiteley. 1989). Esto implica que las
diferencias de aminoacidos entre las diferentes clases y subclases no se
encuentran distribuidas al azar, ademas, las regiones altamente
conservadas se encuentran separadas por regiones muy variables (Van Rie.
1991). Otro hecho notable es que todas las 8-endotoxinas, excepto Cryll y
CrylVD, contienen, en posicién comparable en la secuencia de aminoacidos,
porciones hidrofdbicas que podrian ser secuencias transmembranales
(Hofte and Whiteley. 1989).

Es claro que la diferencia en la regidn hipervariable (346-600) debe
residir la especificidad hacia el insecto blanco, lo cual ha sido demostrado
por Wu y Aronson (1992) quienes al mutar una regidon altamente
conservada entre las toxinas CrylA (codén 84-93 de CrylA(c)) se modifico
la toxicidad pero no la unién al receptor ni la capacidad de competencia
con la toxina nativa. Estudios preliminares realizados por el grupo del Dr.
David Ellar ya hacian suponer que la regién importante para el
reconocimiento al receptor se deberia encontrar en la parte C-terminal de
la toxina (Ward, et al. 1988; Ahmad and Ellar. 1990; Raymond, et al. 1990;
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Honee, et al. 1991), ya que en esta parte se encuentran sitios de corte para
proteasas. Un ejemplo de esto es el caso de Bt subsp. aizawai IC1, la cual
ha sido clasificada como CrylA(b) pero poseé actividad dual (lepidépteros
y dipteros). Esta capacidad estd dada por el cambio de tres aminoacidos (L
por F en la posicidn 537, | por P en 545, | por T en 568) con respecto a
otras CrylA(b). Estas modificaciones mapean entre el bloque de homologia
4 y & vy, al realizar mutagénesis sitio-dirigida en esos residuos
sustituyéndolos por el correspondiente de las otras CrylA(b), la actividad
toxica se redujo a lepidopteros (Haider and Ellar. 1989). Otro ejemplo de
toxinas muy relacionadas y que desarrollan diferente toxicidad es el de Bt
subsp. kenyae (CrylA(c)) la cual difiere en 7 residuos con respecto a otra
CrylA(c) (HD-73), pero es menos toxico contra Plutella xylostella (Tersch,
et al. 1991). Lo anterior muestra que toxinas muy relacionadas pueden
interactuar en diferente forma con la celula blanco 6 interactuar con
diferentes huespedes (Van Rie. 1991).

TOXINA

)

A Ol ! L A
2 R R PR TR

1 | 1155

q LSRN A LB F m%

ML RN NS MRS BRI SO -DOO M NI BHIDSANII LN SO R DRI IS

FIGURA 4.- Bloques de homologia a nivel de aminoacidos enire las diferentes clases de las &-
endotoxinas. Los 5 bloques de homologia son indicados por los rectangulos. La secuencia, de amino
a carboxilo terminal es: Bloque 1 del aminoacido 153 al 183; Bloque 2, del 203 al 270, Bloque
3, del 453 al 501; Bloque 4, 522 al 531; Bloque 5, 597 al 609. El ndmero de los residuos
esta dado en base a CrylA(b), tanto en los bloques como para la toxina y protoxina.

Un andlisis mas fino del papel de los subdominios de la toxina, ha sido
realizado mediante el intercambio de segmentos de las regiones variables
e hipervariables entre diferentes genes cry que codifican para toxinas con
diferente grado de toxicidad hacia algun insecto blanco. Tal es el caso
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reportado por Ge y col. (1989) para los genes crylA(a) y crylA(c), donde
CrylA(a) es casi 400 veces mas téxica que CrylA(c) contra Bombix mori.
Encontrando que la region responsable de la especificidad contra B, mori
se localiza entre los residuos 332-350. De la misma manera, se encontrd
que la regidn comprendida entre los residuos 335-450, en CrylA(c), se
encuentra asociada con la especificidad contra Trichoplusia ni, y de 365 a
615 da completa especificidad contra Heliotis virescens (Ge, et al. 1991).
Estudios realizados por Schnepf y col. (1990) usando CrylA(a) y CrylA(c)
s contra H. virescens y Manduca sexta, observaron que al intercambiar
segmentos de crylA(a) en crylA(c) (X, 332-428; Y, 429-447: 7, 448-722)
cada segmento contribuyé en forma sustancial y aditiva en la eficiencia
hacia H. virescens. De esta manera, el reemplazamiento del segmento Y de
crylA(c) con el de crylA(a) resultdé en una proteina menos téxica (27-50
veces) contra M. sexta, mientras que para H. virescens fue solo de 3-4
| veces. La subdivisién del segmento Y y el reemplazamiento de residuos en
este segmento redujo la toxicidad contra M. sexta de 5-2000 veces,
dependiendo de los residuos modificados, mientras que para H. virescens
‘se redujo solo de 3-10 veces. Estas observaciones indican que: a).-
regiones diferentes pero sobrelapadas en crylA(c) determinan la
especificidad hacia cada uno de los insectos probados, b).- algunos de los
segmentos interactuan en determinar la especificidad. y c).- diferentes
secuencias en crylA(a) y crylA{c) son requeridos para la maxima toxicidad
contra M. sexta (Schnepf, et al. 1990).

. Es indiscutible que la solucién, & parte de ella, concerniente al papel
que juega cada regién de la toxina solo seria resuelto mediante la
elucidacion de la estructura tridimensional de la toxina (Holmes and
“ Monro. 1965; Li, et al. 1988; Garfield and Stout. 1988). La resolucion de la
estructura tridimensional de Bt subsp. tenebrionis a 2.5 A (CrylllA), reveld
| 8 la existencia de tres dominios, de amino a carboxilo terminal, un grupo de
7 hélices, un dominio de tres P-plegadas y uno de B-sandwich (Fig. 5).

El dominio I, que va del residuo 58 al 290 esta compuesto de 7 a-
hélices donde una hélice central esta rodeada completamente por las 6
restantes. La hélice central es la as, la cual esta orientada con su C-
terminal hacia el B-sandwich. El orden de las hélices restantes es, en
contra de las manecillas de reloj, a4, oo, g, a4, ag y o7, con las o1 y a7

adyacentes a los dominios de [3-plegadas.
El arreglo de las 7 hélices es muy parecido al dominio formador de
poros de la colicina A. En forma similar a las hélices de la colicina A, el
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- conjunto de hélices de la toxina de Bt podrlan ser las directamente

involucradas en la formacién del poro en la membrana celular del intestino

. medio de las larvas susceptibles.

Demaln i1

FIGURA 5.- Organizaclén estructural de
la §-endotoxina CrylliA, de acuerdo a la
gstructura tridimensional a 25 A de
resolucidn. A: Dominlo |I; B: Domlnlo Il ;
C: Dominio Ill{Tomada de LI, ot al. 1991)

Dominio II.- Este dominio esta formado for tres B-plegadas y va del
residuo 291 al 500. En este dominio existe una aparente duplicacién
estructural entre las PB-plegadas 1 y la 2. Cada B-plegada esta constituida
por 4 hebras antiparalelas. Las conecciones en la cadena son: B4, B3, P2, Y
Bs para la }-plegada 1 vy, Ba, B7, Bs, By para la f-plegada 2, siguiendo ol
orden de una topologia tipica de “llave Griega”. Este dominio esta en
contacto con la a7 del dominio | sobre la cara de ia B-plegada 3. A este

dominio se le ha conferido el papel del reconocimiento al receptor el la

membrana de las células del intestino medio del insecto susceplible.
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Dominio Hl.- El ultimo dominio, del residuo 501 al 644, consiste de
un sandwich de 2 estructuras tipo B-plegada antiparalelas y junto con el
dominio I, forman los extremos de la molécula. La B-plegada que contiene
la hebra del extremo carboxilo terminal (hebra interna) esta en contacto
con el dominio . Al final del B-sandwich, se forman hebras paralelas por
medio de puentes de hidrogeno de las hebras B2 a B4 al final de la hebra
externa y f}; a B43 al final de la hebra interna.

La distribuciéon de los dominios, en base a los 5 bloques de homologia
entre las &-endotoxinas (Hofte and Whiteley. 1989) revelaron que el bloque
1 (residuos 189-218 CrylllA) corresponde a la hélice central (as) del
dominio |. El blogue 2 (239-305) el cual se sobrelapa con la segunda parte
de ag, con a7 ¥y 1, corresponde a la union entre los dominios | y Il. El
bloque 3 (491-538) se sobrelapa con la ultima parte de B44, la cual se une
por un puente de hidrogeno a fy y con los loops conectando al dominio Il y
lll. El resto del bloque 3, junto con el 4 y § (560-569 y 633 al extremo C-
terminal) constituyen las tres hebras de la f-plegada interna del dominio
[ll. El alto grado de conservacion de los dominios internos implica que

proteinas homélogas podrian adoptar una estructuraciéon similar (Li, et al.

1991).
1.7 MODO DE ACCION

Estudios in vivo e in vitro, usando lineas celulares de insectos y
liposomas, han mostrado que la 3-endotoxina producida por las diferentes
subespecies de Bt perturban membranas lipidicas de manera muy similar
aunque estas toxinas varien considerablemente en su rango de hueéesped
(Thomas and Ellar. 1983; Yunovitz and Yawetz. 1988; Haider and Ellar.
1989). |

Una vez que el insecto ha ingerido la 6-endotoxina, los primeros
sintomas de envenenamiento son los siguientes: deja de comer, paralisis
del intestino y tracto alimenticio, vomito, diarrea, paralisis total y |,

- finalmente, la muerte (Aronson, et al. 1986; Van Rie. 1991).

Los cambios histopatolégicos observados al microscopio dptico
muestran los efectos de la toxina sobre las células del epitelio del
intestino medio larvario (Fast, et al. 1978). Se ha reportado que existe
hipertrofia de las células goblet y columnares, vacuolizacion del
citoplasma, disgregacion de las microvellosidades apicales e
hinchamiento celular, lo que conduce a la lisis celular (Mathavan and
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Sudha. 1989). En el interior de la célula afectada también se observan
cambios estructurales tanto en el reticulo endoplasmatico rugoso, como
en el complejo de Golgi y mitocondrias (Ebersold, et al. 1978; Ebersold, et
al. 1980).

Datos recientes han demostrado que la toxina no se internaliza y que las
celulas blanco presentan un receptor especifico para la toxina (Tojo.
1986).

Estudios previos, indican que una vez que la larva ha ingerido la
protoxina ésta es solubilizada en el ambiente alcalino del interior del
intestino y es procesada a la forma téxica por accién de las proteasas
presentes en el intestino larvario. El siguiente paso es la unidn de la
toxina a su blanco celular, EI hecho de que los primeros efectos de la
toxina esten confinados a cambios estructurales en la membrana apical y a
la ausencia de un periddo lag, sugieren que la toxina no se internaliza
(Ellar, et al. 1985; Tojo. 1986; Hoéfte and Whiteley. 1989). Ademas,
estudios inmunocitoquimicos de la localizacion de la toxina en el intestino
de larvas intoxicadas han demostrado que la protoxina se une a la
microvellosidad apical y nunca es internalizada durante todo el sidrome
patdlogico (Bravo, et al. 1992).

Experimentos posteriores revelaron que la toxina se une a sitios
especificos localizados en las microvellosidades de las células epiteliales
del intestino medio (Hofmann and Lithy. 1986; Hofmann, et al. 1986;
Hofmann and Lithy, 1988). Los estudios de union y competencia realizados
con las toxinas CrylA(b) y CrylB, en vesiculas de la microvellosidad apical

aisladas de Manduca. sexta y Pieris brassicae, mostraron que existe una

correlacion estricta entre la toxicidad observada in vivo y la unién
especifica de las toxinas a su receptor, ya que CrylA(b) que es tdxica para
ambos insectos se unid a saturacion a las vesiculas aisladas de ambos

insectos mientras que CrylB, que es tdxica solo para P. brassicae, solo se

unié a las vesiculas de este insecto y no a las de M. sexta. Ademas, otras
dos toxinas, una especifica para dipteros (CrylVB) y otra para coledpteros
(CrylllA) no se unieron ni la las vesiculas de M. sexta ni a las de P.
brassicae. Los estudios presentados en el trabajo de Hofmann y col. (1988)
demostraron que CrylA(b) y CrylB se unen a diferentes receptores en P.
brassicae (Hofmann, et al. 1988).

En 1989 Van Rie y col. estudiaron la importancia del papel que juegan
los receptores para la toxicidad. Mediante el uso de tres diferentes
toxinas (CrylA(a), CrylA(b) y CrylA(c)) las cuales desarrollan igual
toxicidad contra M. sexta pero difieren contra H. virescens, mostraron que
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la afinidad de las tres toxinas por las vesiculas de la microvellosidad no
fue significativamente diferente para H. virescens, sin embargo la
concentracién de los sitios de unidén para cada una de las toxinas mostrd
grandes diferencias, lo cual podria ser el reflejo directo de la variacion de
toxicidad in vivo (Van Rie, et al. 1989)

Estos datos, en su conjunto, muestran que la heterogeneidad en el tipo y
niumero de los receptores dentro del intestino larvario ocurre
frecuentemente y resulta en la sensibilidad a mas de un tipo de toxina
(Van Rie, et al. 1990). Aunque si bién, los resultados anteriores sefalan el
papel preponderante del receptor para la 3-endotoxina, existen otros
factores que también influyen en la toxicidad. Lo anterior se demostro
para CrylA(b) y CrylA(c), donde la primera es casi 400 veces mas tdxica
contra Lymantria dispar (palomilla gitana) y sin embargo, la afinidad de
CrylA(c) por las vesiculas aisladas de este insecto es 10 veces mas grande
que para CrylA(b) (Wolfersberger. 1990).

En cuanto al efecto que produce la toxina en la membrana del intestino,
se ha hipotetizado que ésta inhibe el transporte activo de potasio (K+) de
las células epiteliales hacia el lumen. En 1986, English y Cantle
reportaron que la toxina de Bt subespecie kurstaki inhibid una ATPasa
dependiente de Na+ y K+ sugiriendo que este fendmeno esta relacionado con
un sistema de intercambio de K+H+ dirigido por ATP. Sin embargo, esto
implica que la toxina se internalizé y migré hacia el interior de la
membrana basal, ya que la ATPasa se localiza en el lado de la hemoilinfa,
contradiciendo las evidencias de que la toxina no se internaliza. Se ha
discutido que esa actividad, se podria atribuir a efectos secundarios no
especificos, similar a lo reportado por Knowles y Farndale (1988) de que
la toxina de Bt HD-1 presentd un efecto positivo en la activacion de la
adenilato ciclasa en células de Mamestra brassicae, ya que en ambos casos
fue necesario afadir concentraciones muy altas de la toxina. Himeno y col.
(1985) propusieron que la &-endotoxina actuaba sobre una ATPasa de
Na+K+, asi como sobre un canal de Na+ en la linea celular TN-368
(proveniente de ovarios) de T. ni . Sin embargo, el tipo de las células no
fueron las adecuadas ni los experimentos se pudieron reproducir en medios
para cultivo de tejidos (Van Rie. 1991(b)).

Gupta y col. (1985) demostraron que después de la administracion de
cristales de Bt HD-1 a M. sexta la concentracion intracelular de K+
disminuyé un 78% en las células goblet. Estos resultados fueron
interpretados como un efecto directo de la toxina sobre ila bomba de
potasio de la membrana apical de las células goblet, similar a lo reportado
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par Griego y col. (1979) de que la permeabilidad celular y el transporte de
K+ en el intestino medio de M. sexta, fue rapidamente afectado después de
la ingestidn de la toxina. |

En 1986, Sacchi y col. encontraron que la toxina de Bt redujo tanto la
toma inicial como la acumulacién transitoria de histidina en vesiculas
preparadas a partir de las microvellosidades del intestino medio de P
brassicae y que la toxina no afectd el equilibrio de distribucién de
histidina entre el espacio intravesicular y la solucidn externa,
demostrando que la toxina de Bt inhibe la toma de histidina debido al un
incremento en la permeabilidad para el potasio y no por la interaccion
directa de ésta con el sistema de transporte de aminoacidos. Ademas, la
toxina no incrementd la permeabilidad para Na+ ni H+ en las vesiculas de P.
brassicae. Por los resultados anteriores, se propuso que la accién primaria
de las toxinas de Bt es la de abrir 6 formar canales de K+ en la membrana
apical de las ceélulas columnares. Esta hipotesis fue corroborada por el
grupo de Slatin en 1990 mediante experimentos donde utilizaron dos
bloqueadores de canales de potasio (Ca+2 y Bat2) al afiadir ambos cationes
divalentes a un sistema in vitro de células epiteliales se logrd prevenir y
revertir el efecto de la 6-endotoxina, concluyéndose que la formacion &
apertura de canales es parte fundamental de la toxicidad de las toxinas de
Bt (Slatin, et al. 1990). Resultados semejantes se obtuvieron con la linea
celular GF-1 (purificada de Choristeneura fumiferana) donde se observéd la
formacién de poros de 10-20 A de diametro catién-selectivos. Aunque si
bién, la magnitud del daho celular puede variar de toxina a toxina, el
efecto global es el mismo (Knowles and Ellar. 1987; Prince. 1990; Reuveni
and Dunn. 1991; Wolfersberger. 1991).

Se ha hipotetizado que la formacion del poro en la membrana del
epitelio del intestino medio del insecto es realizada por la accion de las
hélices hidrofébicas y anfipaticas del dominio | (en relacién a la
estructura tridimensional), las cuales podrian penetrar en la membrana,
previo cambio conformacional e iniciar, en forma cooperativa, la
formacidn del poro (Li, et al. 1991).

Las investigaciones realizadas para elucidar el modo de accidén de la
toxina de Bt, han sido muy variadas tanto en el tipo de toxina como de

~ensayo utilizado. Sin embargo, a pesar que no se cuenta con el proceso

molecular de la formacion del poro, Li y col. (1991) propusieron el modo
el siguiente mecanismo como modelo general:

12.- El "disparo” para el cambio conformacional puede ser dado por la
unién de la toxina al receptor.
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2%.- La inserciéon en la membrana es rdpida y la toxina ya no puede ser
desplazada por otras toxinas que comparten el mismo tipo de receptor.
3%.- El extremo del dominio |l junto con el dominio | se insertan en la
membrana, con las hélices orientadas hacia el citoplasma. De esta manera,
se cree que el par de hélices wg y a7 son los iniciadores en la formacion
del poro, ya que éstas forman una region muy conservada en la interfase
del dominio | y I (Li, et al. 1991).

En cuanto a los estudios relacionados con el receptor de la toxina, se ha
descrito muy poco. La purificacion y caracterizacion del receptor estan
aun en proceso. Existen algunos reportes donde se afirma que el receptor
es una glicoproteina de 146 KDa. Esto se ha demostrado por el uso de .
aglutininas que se unen especificamente a N-acetilgalactosamina.
Mediante este ensayo, se inhibid el efecto del cristal de Bt HD-1 sobre la
linea celular CF-1 (Knowles, et al. 1984; Knowles and Ellar. 1986). No
obstante, existe la duda de que ésta proteina sea el receptor, debido a que
el cristal de Bt HD-1 esta compuesto por 3 diferentes toxinas y la linea
celutar GF-1 no proviene del intestino medio de C. fumiferana. Usando otra
estrategia metodoldgica, Oddou y col. (1991) encontraron que en H.
virescens las toxinas CrylA(a) y CrylA(b) se unen, en diferentes sitios, a
una proteina de 170 KDa, mientras que CrylA(c) lo hace a dos péptidos, uno
de 140 y otro de 120 KDa. También demostraron que esas proteinas no
forman un complejo proteico y, a diferencia de lo reportado por Knowles y
Ellar (1964), la remocién de los azlcares de la glicoproteina de 170 KDa
no evitd la union de CrylA(a) ni de CrylA(b). En ese mismo afo Garczynski
y col, trabajando con CrylA(c) y con 4 diferentes insectos, 2 sensibles (M
sextay H. virescens), 1 moderadamente sensible (Helicoverpa zea)y 1
resistente (S. frugiperda) encontraron que los 4 insectos presentaron alta
afinidad y sitios saturables de unién para CrylA(c), logrando identificar
como receptor una molécula de 120 KDa para M. sexta y una de 148 KDa
para S. frugiperda. Pero para H. zeay H. virescens, el receptor resultd
estar formado por un complejo protelco que consta de 5 proteinas cuyo
peso molecular es de 155, 120, 103, 90 y 63 KDa. De estos resultados se
puede concluir que, la presencia del receptor es importante pero no es lo
unico que determina la toxicidad ya que S. frugiperda es resistente a
CrylA(c) y sin embargo, presenta sitios saturables de unién para esta
toxina.

De los datos disponibles con respecto al modo de accidén y tipo de
receptor para la 8-endotoxina, indican que falta mucho trabajo en este

aspecto. Creemos que con la clonacién del gen que codifica para el
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receptor, la caracterizacién de la proteina y la incorporacién de ésta a
bicapas lipidicas, se daria un avance significativo en la elucidaciéon del
proceso molecular del modo de accién de las toxinas de Bt. Sin embargo,
podemos decir que para que una protoxina de Bt realice su actividad
toxica, es necesario que se lleven a cabo los siguientes eventos:

12,- La solubilizacion del cristal para liberar la(s) protoxina(s),

2%.- El procesamiento proteolitico de la(s) protoxina(s) para dar lugar a
la(s) toxina(s).

3%.- La unién de la toxina al receptor.

42.- La formacion de un poro ¢ apertura 6 formacion de un canal para
provocar la lisis celular.

1.8 RESISTENCIA A LA 3-ENDOTOXINA DE B. thuringiensis.

lLos insectos constituyen una de las clases mas importantes del reino
animal. Cientos de especies de insectos se relacionan con el hombre de una
u otra manera, donde los vinculados con la destruccién de los cultivos y
con salud publica reciben especial atencién. Para contrarrestar la
actividad nociva de muchos insectos, el hombre ha inventado y producido
muchos compuestos toxicos. Sin embargo, ha tenido que contender con el
desarrollo de resistencia de los insectos hacia dichos productos quimicos
6 bioldégicos. Hoy en dia, se usan mas de 8,000 formulaciones de

insecticidas de los cuales mas de 500 estan constituidos por mas de un

producto activo (Tripathi. 1988). No obstante, mas de 500 especies de
insectos son resistentes a uno & mas insecticidas. Muchos de eso insectos
poseen g¢genes que codifican para altos niveles de proteinas

“destoxificantes. Un ejemplo de ello es la amplificacion del gen que

codifica para la esterasa B-1en colonias resistentes de Culex pipiens, la
cual le confiere resistencia contra insecticidas organofosforados (Poirié
et Pasteur. 1991).

Por lo que respecta a Bt, se ha demostrado que algunos insectos pueden
desarrollar resistencia hacia alguna de las toxinas del cristal. En 1985,
MacGaughey encontré que Plodia interpuctella, plaga de granos
almacenados, fue capaz de desarrollar resistencia a preparaciones de Bt

‘HD-1 en unas cuantas generaciones. La resistencia se incrementd 30 veces

en solo 2 generaciones y alrededor de 100 veces despues de 15
generaciones. De este estudio se concluydé que la resistencia se hereda en
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forma recesiva, ya que al realizar cruzas entre la colonia resistente (R) y
la sensible (S), la progenie resultdé ser susceptible (MacGaughey. 1985).

El mecanismo de resistencia a la toxina de Bt, a nivel molecular, ha
mostrado ser diferente en diversos insectos. En 1990b, Van Rie y caol.
reportaron que el mecanismo de resistencia de P. interpuctella hacia
preparaciones de Dipel (Bt HD-1) es debido a una disminucién de 50 veces
en la constante de afinidad del receptor para CrylA(b), pero la colonia R
resultdé ser mas sensible para CrylC, ya que en la colonia R, la
concentracidon del receptor para CrylC se incrementd 3 veces (CrylC no se
encuentra presente en Dipel). Estos datos sugieren que en P. interpuctella
han ocurrido 2 cambios importantes; 1.- que el receptor para CrylA(b) no
solo ha reducido la afinidad para la toxina sino que también ha sido
funcionalmente afectado y 2.- que esta pérdida es compensada por el
incremento en la concentracion del receptor para CrylC (Van Rie. 1990;
Van Rie. 1991b). Similarmente, Ferré y col. (1991) reportaron que una
colonia de Plutella xylostella, colectada de cultivos de Filipinas es
resistente a Dipel (la LCs0 de la colonia R es 200 veces mayor que para la
colonia S), estos investigadores demostraron que la resistencia fue debido
a una sensible disminuciéon en la constante de unién para CrylA(b), pero la
colonia R es aun susceptible para CrylB y CrylC (Ferré, et al. 1991).

Por otra parte, Macintosh y col. (1991) trabajando con una colonia de H.
virescens seleccionada en el laboratorio por su resistencia a CrylA(b) y
CrylA(c) encontraron que en colonia R, la constante de afinidad se redujo
de 2-4 veces pero la concentracion del receptor se incrementd 4-6 veces,
sugiriendo que el desarrollo de resistencia puede ser debido a: mutaciones
multiples 6 a modificacion de los eventos post-union toxina-receptor vy
que cambios en la afinidad de unidn al receptor podrian ser perjudiciales
para el insecto (Macintosh, et al. 1991).

Otro factor que podria estar involucrado en el desarrollo de resistencia
es el de la maodificacidn en el tipo y/é6 concentracién de las proteasas
responsables de la activacion de la protoxina. Pero esto no ha sido
demostrado, ya que los resultados de los patrones electroforéticos vy
actividad del contenido del intestino medio de larvas de colonias R y S de
P. interpuctella no dieron diferencias significativas por lo que se cree que
no existe modificacion en el tipo de proteasas intestinales en las colonias
R (Johnson, et al. 1990).

Se ha sugerido que asperjar los campos con productos de Bt que esten:
constituidos por 2 6 mas diferentes tipos de toxinas, que actuen sobre el
mismo insecto pero que se unan a diferentes receptores, podria ser una
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buena alternativa para demorar la aparicién de resistencia (Lambert and
Peferoen. 1992), Este tipo de aplicacién se podria correlacionar a lo
reportado para insecticidas quimicos, donde se observd que la aplicacién
de dos & mas pesticidas, en la misma formulacion, retrasan la apariciéon de
resistencia en varios érdenes de magnitud  (medida como el nimero de
generaciones a la cual se presenta la resistencia) (Mani. 1985).
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OBJETIVOS

En nuestro pais, una de las plagas mas importantes es la larva de
Spodoptera frugiperda -gusano “cogoliero del maiz"-, el cual no es
controlado adecuadamente por preparaciones comerciales de Bacillus
thuringiensis. Sin embargo, en la Universidad Autdnoma de Nuevo Ledn se
aislaron, a partir de suelos agricolas, dos cepas de Bt (GM-7 y GM-10) que
resultaron ser 20 veces mas téxicas que el producto comercial Dipel, a
base de Bt HD-1, contra S. frugiperda tanto a nivel de laboratorio como de
campo.

Resulta interesante determinar: porqué las cepas GM-7 y GM-10
desarrollan tan alta actividad insecticida?, la alta toxicidad se debe a que
estas cepas sintetizan una o6-endotoxina diferente a las reportadas? y de
ser asi, dénde radican las diferencias?

E! objetivo de esta tésis es el de estudiar a estas cepas tan potentes.
Con el fin de contestar las preguntas anteriormente sefialadas,
proponemos que la clonacién del gen de la 8-endotoxina de estas cepas
como una manera de obtener la informaciéon necesaria que permita hacer un
analisis de su secuencia nucleotidica. La mayoria de las cepas de Bt
poseen mas de un gen que codifican para diferentes §-endotoxinas, por lo
tanto es fundamental contar con una estrategia de clonacidon que permita
la clonacién de los diferentes genes presentes en la cepa a estudiar, por lo
que proponemos utilizar las metodologias de amplificacion génica por
medio de la Reaccién de Polimerasa en Cadena (PCR). Mediante el disefio de
oligonucleétidos de regiones altamente conservadas entre las diferentes
clases de genes que codifican para la 8-endotoxina. |

Como se menciond en la introduccidn, la 6-endotoxina pertenece a una
familia de proteinas con actividad biocida contra un amplio rango de
insectos. |

Las comparaciones de la secuencia de aminoacidos y patrones
estructurales (hidrofobicidad, probabilidad de superficie, prediccién de
structura secundaria, etc) de las &-endotoxinas nos podran proporcionar
informacién de la existencia de motivos estructurales conservados. El
analisis de estos parametros nos podrian indicar si las diferencias entre
las toxinas con diferente especificidad, mapean en sitios de posible
relevancia bioldgica, tales como la regién de reconocimiento por el
receptor O la region responsable de la formacion del poro.
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En este trabajo presentaremos un analisis completo, que incluye a todas
las secuencias de la &-endotoxina reportadas a la fecha, utilizando el
programa Predict7, el cual incluye el algoritmo de Kite y Doolitle y el de
Janin y Emmini para hidrofobicidad y probabilidad de superficie,
respectivamente.

Una cepa con alta actividad toxica contra un insecto dado tiene un alto
valor comercial. Serfa interesante determinar si el conocimiento de una
toxina mas potente nos pudiera dar informacién sobre las posibles formas

para hacer que otras toxinas incrementes su potencia contra otro insecto:

plaga.
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MATERIALES Y METODOS

Cepas y condiciones de cultivo. Las cepas de Bacillus thuringiensis
GM-7 y GM-10 fueron proporcionadas por el Dr. Luis Galan Wong de la Fac.
de Ciencias Bioldgicas de la UANL. Las cepas se hicieron crecer en agar LB
a 30°C hasta total esporulacion. Los cristales fueron purificados en un
gradiente discontinuo de sacarosa de acuerdo a Thomas y Ellar (1983).
Todas las electroforésis en poliacrilamida fueron corridas en condiciones
desnaturalizantes de acuerdo a Laemmli y Fabre (1973).

Purificacion de ADN. Las cepas se crecieron en 50 ml de LB en agitacién
constante a 30 °C hasta la fase exponencial tardia y el ADN total se
purifico6 de acuerdo a Kronstand y Whiteley (1984). Todas las
electroforésis de ADN fueron corridas en geles de agarosa 0.8 % en buffer
de tris-acetatos (Maniatis y col. 1982). Cuando fue necesario purificar
bandas de ADN a partir de los geles de agarosa, ésta se realizd el método
de extraccion con fenol y cloroformo (Benson. 1984).

Diferentes técnicas de ADN recombinante. Las reacciones de
digestion y ligacidon del ADN, se hizo bajo las condiciones recomendadas
para cada una de las enzimas usadas. Para marcar radiactivamente el
plasmido pBT200 se usé «32P-dCTP usando el kit de nick-translation y
para marcar los oligos, se usd y32P-ATP usando la Polinucleotido kinasa
de T4 (Boehringer). Las condiciones de hibridacién se realizaron de acuerdo
a Maniatis y con (1982). Para las amplificaciones de ADN por medio de la

'Reaccién de Polimerasa en Cadena (PCR) se utilizé la Taqg polimerasa y el

buffer 10X de Promega. Las condiciones de PCR fueron las siguientes:
Mezcla de reaccion; dNTP's, 200 uM; templado, 10 ng; primeros, 50 pmol;

buffer 10X, 10 ul; Tag DNA polymerasa, 5 U; agua para 100 pl. Condiciones;
cada ciclo consistio de 1.5 ma 92 °C;1.5ma 55°Cy 3.0 ma 70 °C para
desnaturalizacion, alineamiento y polimerizacidn, respectivamente. Se
dieron 30 ciclos mas un ciclo de 15 m a 70 °C para polimerizacion. El
producto de PCR fue purificado por GENCLEAN vy visto en gel de agarosa. Las
transformaciones de E. coli se realizaron por el método de Inoue (1990).
Determinacion de la secuencia nucleotidica. La determinacion de la
secuencia nucleotidica fue realizada usando ADN proveniente de E. coli
DHS5a, por el método de secuencia en doble cadena “caminando en el gen”
usando diferentes oligos, de acuerdo a lo recomendado en el manual de
Sequenasa ver. 2.0 (USB).

El resto de los métodos utilizados se mencionan en los articulos generados
en este trabajo.
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RESULTADOS
Los resultados del presente trabajo se presentardn en el siguiente orden:

19.- “Polymerase Chain Reaction Amplification, Cloning and Expression of
the Insecticidal Protein Toxic-Fragment from a Bacillus thuringiensis
Strain”, Este articulo se presenta como un manuscrito listo para ser
enviado a publicacion en la revista Journal of General Microbiology.

2%.- Resultados de la determinacion de la secuencia nucleotidica del gen
crylA(b) de las cepas GM-7 y GM-10. La secuencia del gen de la cepa GM-7
se enviaron al GenBank, y una vez que se tenga la clave de acceso, el
manuscrito se enviara a la revista Nucleic Acids Research.

3?2.- Resultados del esquema de clonacion del gen crylA(b) de las cepas GM-
7y GM-10. |

4°.- "The delta-endotoxin protein family displays a hydrophobic motif
which might be implicated in toxicity”. Este articulo fue aceptado para su
publicacién en la revista Molecular Microbiology. 1992, volumen 6.
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SUMMARY

A polymerase chain reaction (PCR) system in order to clone the toxic-
fragment of insecticidal crystal protein (ICP) genes from Bacillus
thuringiensis was established. From highly conserved regions among cryl
genes class, we have designated primers BP-7 and BP-3 which carrying a
site for Pstl and Bcll endonucleases, respectively. The PCR amplification
was done by using total DNA and a single product of 2.09 kb was obtained.
The PCR product was digested and ligated to pUC13 plasmid. This PCR
system led us the cloning and expression of two different ICP toxic-
fragment genes in Escherichia coli. After Southern blot hybridization and
Western blot immunodetection one gene was identified to be a crylA(b)

gene type.
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INTRODUCTION

Bacillus thuringiensis is a GGram-positive soil bacterium
characterized by its ability to produce crystalline protein inclusions
during sporuléiion. These inclusions can be compoused of one or several

different &-endotoxin proteins. The insecticidal crystal proteins (ICP) are

synthesized as protoxins. After ingestion by susceptible insect larvae, the
ICPs are dissolved and processed by the gut proteases to generate the true
toxin (Aronson et al., 1986; Hofte & Whiteley, 1989).

Hoéfte & Whiteley, (1989), have classified the B. thuringiénsis ICP
genes into four major classes and several subclasses based on amino acid
sequences and insecticidal spectra of the encoded proteins. The classes
are Cryl (Lepidoptera-specific), Cryll (Lepidoptera- and Diptera-specific),
Crylll (Coleoptera-specific) and CrylV (Diptera-specific). However,
recently two new classes, CryV_ and CryV!l (Nematoda-specific) have béen -
added to these classification (Feitelson et al., 1992). In spite of the high
specificity of the ICPs, several workers have reported the presence of
insect resistance to B. thurihgiensis ICP (McGaughey, 1985; Van Rie et al.,
1990; Van Rie, 1991; Ferré et al, 1991). This problem has motivated the
interest on isolating new strains bearing novel ICP genes for the

preventive management of insect resistance (Carozzi et al, 1991; Gleave



&

et al., 1992).

Until now, the cloning of the ICP genes has been carried out by using
conventional méthodologies. However, the utilization of the polymerase
chain reaction (PCR) has led to the amplification'of specific DNA
fragments using oligonucleotides as primers. Moreover, PCR has the
advantage of allowing the creation of restriction enzymes specific sites,
making easier the further cloning (Higuchi et al., 1988; Saiki et al., 1988;
Carozzi et al, 1991).

- On the other hand, it is known that only the N-terminal half of the
protoxin is necésary for the insecticidal activity (Schnepf & Whiteley,
1985; Wabiko et al.,, 1985; Aronson & Arvidson, 1987). In this report we
describe the amplification and cloning of the N-terminal half genes from
B. thuringiensis GM10. This strain was isolated from an agricultural soil
samples in México. The above strain produces a crystal which is toxic to
lepidopteran pest and it proves to be highly toxic to Spodoptera frugiperda

larvae, when compare with HD-1 strain (Table 1). |
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METHODS.

Bacterial strains and culture conditions. B. thuringiensis GM10 was
obtained from the collection of the Laboratorio de Microbiologia Industrial
y del Suelo, Facultad de Ciencias Bioldgicas UANL México. B. thuringiensis
was grown in LB broth (Maniatis et al., 1982) at 30°C until sporulation.

The culture was washed twice with deionized sterile water, the spore-

crystal mixture was dried and stored at 4°C. Escherichia coli DH50. was

This strain was used as host strain for plasmid pUC13 (Pharmacia)
derivatives. E. coli recombinant clones were grown at 37°C in LB

containing ampicillin (100 pg mi-1).
Purification of the crystal §-endotoxin. The method used for crystal &-

endotoxin purification was performed as described by Thomas and Ellar

(1983). The ICPs were solubilized and trypsinated as reported by Hofte et

~al (1986).

DNA manipuiarions.' All DNA procedures were carried out according to
Maniatis et al. (1982) unless otherwise indicated. Restriction enzymes, T4
DNA ligase, T4 polynucleotide kinase and dNTP's were purchased from

Boehringer Mannheim, Tag DNA polymerase and PCR buffer 10X from

Promega.

Total DNA from B. thuringiensis GM10 was purified according to

4




Kronstad et al. (1986) and DNA fron E. coli recombinant clones was
obtained by alkaline-method.

PCR ampilification. The PCR experiments were performed using BP7 and

BP3 oligonucleotides as primers (Table 2). They were synthesized by the

“‘“‘ phosphito-triester method in an automated DNA synthesizer (Systec, Inc.

Mode!l 1450A). PCR conditions were as follow: dNTP's, 200 pM; DNA

template, 10 ng; primers, 50 pmol; PCR buffer 10X, 10 ul; Tag DNA

; polymerase, 5 U; water to 100 ul. Amplification mixture reaction was

placed in a BioSycler (Bios Corporation) using the step-cycle program set
to denature at 92°C for 1.5 min, anneal at 55°C for 1.5 min and extend at
72°C for 3.0 min, for a total of 30 cycles, afterward, one cycle of 10 min

at 72°C was performed. Following amplification, 2 pl of the PCR reaction

mixture Was analyzed by ‘agarose gel electrophoresis, stained with
N ethidiurh bromide, and photographed.

" In order to clone the PCR product, it was purified using the GENCLEAN
Kit (Bio 101 Inc. La Jolla, Ca). The PCR product was digested with Pstl and

Bell endonucleases and ligated to pUC13, previously digested with Psil

and BamHl. E. coli DH5 o competent cells were transformed with the

ligation reaction mix. The cells were submitted to electroporation in a




GENPULSER apparatus (BioRad) by using the conditions recomended by the

manufacturer. The transformant cells were selected in LB agar medium

su_pplemented with ampicillin (100 pg mil-1), 40 pg 5-bromo-4-chloro-3-

indolyl-B-D-galactopyranoside (X-Gal)mi-t and 0.2 mM-isopropyl-§-D-

- thiogalactopyranoside (IPTG). White colonies were toothpicked in the same

medium without IPTG and X-gal. DNA from the those colonies was purified
and a dot blot hybridization technique was performed by using the
oligonucleotide Rb-9 as probe (Table 2). The oligonucleotides were labeled

at their §' end by reaction with (y-32PATP) (3,000 Ci.mmol-!; Amersham)

and T4 polynucleotide kinase. A typical reaction used 20 .pmol of

oligonucleotide, 80 uCi of (y-32P)ATP, and 5 U of enzyme for 1 h at 37 °C.

The kinase mixture was used directly in the hybridization' step.

Nitrocellulose filters were incubated overnight at 37°C and washed once

with SSC2X-0.1% SDS at 37°C for 15 min. The filters were expoéed to X-
omat films at -70°C for 14 h, then they were developed with Kodak
reagents. |
Polyacrilamide gel electrophoresis and immunoblotting. Colonies giving
positive signal in the dot-blotting experiments, were inoculated in 5§ ml of

LB plus ampicillin and incubated at 37°C for 40 h (Haider & Ellar, 1989).
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The cultures were washed twice with deionized sterile water and

sonicated. A gel of 10% SDS-PAGE was loaded with samples containing

100 ug total protein. The electrophoresis was carried out as described by

Laemmli & Fabre (1973). Proteins were transferred electrophoretically to

nitrocellulose filters (Towbin et al., 1979). Immunoblotting was

- performed according to Knowles & Ellar, (1988) by using a polyclonal

antibody raised to the toxic fragment of CrylA(b) protein from B.

thuringiensis berliner1715, as described by Haider et al. (1986). The
specificity and sensitivity of the polyclonal antisera were determined in a
dot blot. assay. A dilution sleries of purified CrylA(a), CrylA(b), CrylA(c),
CrylB, CrylC, CryID, CrylllA proteins and bovine serum albumin (BSA) were
spoted on nitrocellulose filter. Then incubated 1h with poly CrylA(b)
(1/20,000) and 1h with (1/1000) peroxidase conjugated goat antirabbit
ant'ibody solution (Sigma). The peroxidase was detected with freshly

prepared DAB/H202 solution (25 mg Diaminobenzidine in 100 ml 0.1M

KH2POyq4, pH 7.5, 20 pl H205).
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RESULTS

Characterization of the insecticidal cristal proteins from B. thuringiensis
GM10. ‘

To characterize the proteins present in the crystals of GM-10 strain, we
analyzed the molecular weigth (MW) of the intact crystal proteins, the MW
of the tryptic core fragments and their reactivity with the polyclonal
antisera (polyCrylAb) raised against the toxic fragment of purified
CrylA(b).

The MW of the crystal proteins was determined by using SDS-PAGE (Fig.
1A). GM-10 strain produced a crystal compoused by at least two different
proteins ofca. 13’0-140 kDa.
| The proteolytic activation of B. thurfngiensis protoxins which in vivo’ |
depends of proteyases inside the larval midgut, can can also carried out in

vitro with trypsin or other proteolytic enzymes. The GM-10 crystal

- protein were treated with trypsin and analysed by electrophoresis in SDS-

PAGE. Fig. 1B shows .that the trypsin-digested crystals from the GM-10
strain were resolved in two bands (Lane 1), one of ca. 70 kDa and other one
of ca. 65 kDa. T'he CrylA(b) trypsin-treated protoxin yield one band or ca.

65 kDa (Lane 2). The crystal proteins and their tryptic fragments were
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further characterized by using the polyCrylAb antisera. Fig. 1C and 1D
shows the results obtained in the immunoblots of crystal proteins and
toxins respectively, from GM-10 strain incubated with this antisera. The
polyCrylAb recognized the 130 kDa crystal compounent and the 65 kDa
tryptic fragment present in GM-10 strain and it also strongly reacts with
the control CrylA(b) toxin. The specificity and sensitivity of the
polyclonal antisera was determined using different purified Cry proteins.

The antibddy proved to be highly specific for its antigen CrylA(b) and also

'gave a cross-react with CrylA(a), CrylA(c), CrylD and CrylE. This antisera

did not react with CrylllA and bovine serum albumine (BSA) but niether

-~ with CrylB and CrylC (Fig. 2).

PCR Amplification, cloning and expressioh of the toxic-fragment gene.
The amplification of the ICP's genes was done by using the
oligonucleotides BP7 and BP3 as primers. Primers were selected to
amplify Specifically the toxic fragment sequence. They were made
corrésponding to highly conserved regions ambng crylA(a), cryIA(b),
crylA(c), crylD, crylE and crylF genes (Table 2). Prim_er BP-7 cofrespon_ds

to the region -118 to -102 from crylA(b) sequence, and in this primer a

- Pstl endonuciease site was created. It shares 100% homology with crylA
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genes and 1 to 3 mismatchs with crylD, crylE and crylF (Data not shown).
The primer BP3 carries a natural site for Bell. This primer corresponds to
the region 2071 to 2095 from crylA(b) sequence. This region is highly
conserved among cryl genes. it represents up to 90% homology among all
cryl gene including crylB and crylC. When both primers were included in
the PCR reaction mixture a single product of 2.09 kb was obtained (Fig. 3).
The PCR product was digested with Pstl and Bell and ligated to pUC13

plasmid, previously digested with Psti-BamHIl. The ligation reaction

mixture was used to transform E. coli DHSa. The positive recombinat

clones were selected by dot-blot hybridization using Rb-9 oligonucleotide
as probe. Two different clones were selected (10A and 10B) and further
characterized. In order to determine if those clones produce a toxin
similar to the one present in GM-10 strain, a Western blot
im_munode_tection was performed using the polyCrylAb antisera. The clones
were grown in appropiate medium until late stationary phaée. A crude-
extract proteins were obtained and electrophoresed. Fi_g. 4 shows that

clone 10A express a protein that cross reacted with the antiserum while

there is no cross reaction with any one of the proteins expressed by the

clone 10B.

DNA plasmid was purified from both clones and its restriction pattern

10
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was determined to find out if the genes cloned on them were different.
Fig. 5 shows the results obtained after the DNA digestion with Clal,
EcoRV, Hindlll, Pstl and Xbal enzymes. We found that the restriction
pattern is different to both clones, suggesting that different genes were

cloned in each one. The datas obtained from the restriction pattern

suggest that that the clone 10A harbour a gene type crylA(b).

In order to identify the gene from the clone 10B an hybridization
analysis using several oligonucleotides specific to crylB, crylC and crylD
was performed (Table 2). We also use Rb-9 oligonucleotide as probe wich
is homologous to crylA genes. We found that the clone 10A hybridized only
with the Rb-9 probe, while clone 10B did not hybridize with any one of the

tested probes (Fig. 5).

11
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DISCUSSION

B. thuringiensis produces a crystalline protein inclusion which displays
a very specific insecticidal activity. However, there are several reports
that have demostrated the presence of insect resistance to the some
commercial preparation based on the B. thuringiensis insecticidal crystal.
These resistance has been demostrated not only at laboratory level but
also in field studies (McGaughey, 1985; Van Rie et al, 1990; Van Rie,
1991; Ferre ot al., 1991). This problem has motivated the isolation and
characterization of new strains bearing novel ICPs. Some reports have
shown that the cloning of these ICP genes could be not easy, because the
ICP genes have a very low clonation efficiency in E. coli (Oeda et al.,1987;
Mclinden et al.,1985; Held, et al, 1982). For these reasons, it .is necessary
to develop methodologies that led to a rapid prediction of the insecticidal

activity (Carozzi et al., 1991) as well as the efficient cloning of these

- genes.

In this work we have developed a system of amplification and clonation
that, theoretically, will led the cloning of the toxic-fragment from the
cryl class genes. This system is based on the PCR by using two primers
selected from two highly conserved sequences among ICP genes class |.

On the other hand, is known that pests belowing to Spodoptera genus are

12
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not well controlled by the major of B. thuringiensis preparations (Sanchis
et al., 1989). The B. thuringiensis GM-10 strain is an interesting strain
because it is highly toxic against S. frugiperda (Table 1). The intact
crystal of this strain is compoused for, at least, two different proteins,
and when it was trypsin-digested, it was resoived in two different bands.
This results are very similar to those found in other B. thuringiensis
strains, such as the subsp. colmeri, however this strain is not toxic to S.
frugiperda (Haider et al., 1986). The results of the immunoblotting showed
that only the minor band, cross reacted with the polyCrylAb antisera. We
believe that the band of high molecular mass could be a CrylB, CrylC or

other ICP protein that our antibody is unable to recognize, because the

.specificty of the polyCrylAb, showed to be specific to all Cryl proteins,

except to CrylB and CrylC.

In order to clone different genes, we performed the PCR experiments

using total DNA from GM-10 and the oligonucleotides BP-7 and BP-3. The

PCR product was visualized, on agarose gel, as a single band, which migth
be compoused by several different cry genes. From the PCR product, we

were able to clone two different genes which were expressed in E. coli

(clones 10A and 10B).

The toxic-fragment gene from the clone 10A was found to be a crylA(b)

13
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gene type. This gene was full sequenced and only one mismatch was found
in three different clones having identical restriction pattern, indicating
that these change was not due to a nucleotide misincorporation in the
amplification process. This change is localized on the codon 287, where a
residue of threonine was changed by one of isoleucine (data not shown).
According with the tridimentional structure from the CrylllA toxin, the

amino acid change maps in the domain H on the loop between the helix ag
and the B2 (Li et al., 1991). We do not think that this single change could

account for the high toxicity agaisnt S. frugiperda displayed by this strain.
The toxic-fragment gene from the clone 10A encodes for a protein product
whi.ch cross-reacted strongly with the polyCrylAb antisera and its
restriction pattern is identical to crylA(b) gene, in contrast the clone 10B
bearing a gene with different restriction pattern and immunological
propierties than the clone 10A. Moreover, thel Southern hybridization
shows that this gene gave a very weak signal with the probe Rb-9. This
results suggest that this clone harbours a different gene of crylA(b).
Actually, the sequence of this gene is in progress. The hybridization
analysis perfdrmed with several specific cryIB, crylC and crylD
oligonucleotide probes demostrate that the clones 10A and 10B do not

represent clones of these genes.

14



In this paper we have reported a PCR system in order to perform the
amplification, cloning and expression of the cry genes. We think that with

the oligonucleotides BP-7 and BP-3 different cryl genes can be cloned.
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TESTED INSECTS

Spodoptera frugiperda

Heliotis virescens

LCso (ng. mil-1 diet)

1092.2 (1X)

62.1 (17X)
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OLIGO GENE

BP-7

BP-3

Rb-9

C-8

C-10

C-12

DNA SEQUENCE

.
crylA(b) TTTAGTCTGCAGTTAGTTGCACTTTGTGC
crylA(b) CTAAATTGGATACTTGATCAATAGT
crylA(b) CTAGTTGATATAATATG

orylB CTTCATCACGATGGAGTAA

crylC  AAAGATCTGGAACACCTTT

crylD CTGCAGCAAGCTATCCAA

*Prefontaine et al. (1987).

10

POSITION

-118 to -102
2071 to 2095
319 to 336 *
1007 to 1025
1306 to 1325

837 to 856
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LEGENDS TO TABLES AND FIGURES

Table 1.- Toxicity of Bacillus thuringiensis GM-10 strain against

different insects®*.

Footnote.- * Dr. Luis Galan-Wong Personal communication.

Table 2.- Oligonucleotides used as primers and probes.

Footnotes.- * Prefontaine et al., 1987.

The oligonucleotides C-8, C-10 and C-12 were disignated from the

sequence reported by Brizzard & Whiteley, 1988; Honeé et al., 1988 and

Hofte et al., 1990, respectively.

Figure 1.- SDS-PAGE and Western b'lotting of intac{ and trypsin
digestions of crystals' and CrylA(b) protoxin. (a) Intact crystals. Gel
stained with a Coomassie solution;' (b) Western blot of same gel using the
polyCrylAb antisera; (c) Trypsin-treated samples stained as (a); (d)
Western blot as (b). Lanes: 1, 20 pg GM-10 crystals; 2, 40 ug CrylA(b)

protoxin.
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Figure 2.- Dot-blot immunodetection in order to test the specificity of
the polyCrylAb antisera. (a) Different Cryl proteins. Lanes: 1, CrylA(a); 2,
CrylA(b); 3, CrylA(c); 4, CrylB; 5, CrylC; 6, CrylD; 7, CrylE. (b) Unrelated

Cryl proteins, Lanes: 1, CrylllA; 2, BSA.

Figure 3.- PCR amplification product using BP-7 and BP-3 as primers.

_Lanes: 1, Molecular DNA size markers; 2, PCR product.

Figure 4.- Western blot of trypsin-digested crude extracts from the'i
- recombinant clones obtained from the PCR-product cloning. Lanes: 1, 100

ng of total protein from clone 10A; 2, 100 ng of total protein from clone
10B; 3, 200 pg of total protein from clone 10B; 4, 30 pg of CrylA(b) tripsin-

treated protoxin.

«««««

Figure 5.- Restriction pattern and Southern blot hybridization of the DNA

~from the recombinant clones 10A, lanes 1-6 and 10B, lanes‘'7-11. (a)
Restriction pattern using several endonucleases; (b) Southern blotting
~using the oligonucleotide Rb-9 as probe. Lanes: 1, Clal; 2, EcoRV; 3,

Hindlll; 4, 'Pstl; 5, Xbal; 6, Clal-EcoRV; 7-11 same order than lanes 1-5;

12, DNA size markers.
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stggataacaatccgascatcastqastgcattacttetanttgtttaagtasccctgasgtagaagtattaggtggagasagestagaaactggttacaceccaategatatttcottyg
H D N NP ¥ 1 N2 CTITP Y NCILSESNUZPEVEVLGGEA RTIOZ®TOGGYT®P11DT1 38 L

Ltcgetancgoaattictittgaglgaatitgttceccggtgotggattiqtgttaggactagttgatstaatatggggastttttggtecctotonstgggacgaatitottgtacaaatt
5 . T Q F L L 8 EF VP GAMGTF VL G LV DI I WE6E6T1TTGC P B3 QN DATF ULV Q1

gascagttaattaaccasagratigaagaattcgetaggasccaagecatitetagattagaaggactaagesatetttatossatttacgcagaatettitagagagtgggaagesgsat
P gL I N gR 1 EEF AR NOAIS5RLEGL B ¥ L Y QI Y AZDRL ST RUEMWZEAD

coctactaatccagcattasgagaagagatgegtattcasticaatgacatgascagtgoccttacaaccqotattoctottttigocagtteaasattatcaagttectcti ttatcagta
P T NP A LWR EEMHWHRTI OQF NDMHNGSALTTAMIPULFAVY QWNTYOQQVPL LSV

tntqttcalchqcanatLtaratttntcaqttttqnqnqntqtttcuqtqtttqqncnuqutqqqqntttqntqccchnctntcnntnqthttntlltqntttlactaqqcttltt
Y VagAAINKLHNKL SV LRARDY S V F G Q F DAAMT I KBRS RARY KDL TR L 1

qqcaactatAcnqltcltqclqtacqctqqtncaatacqqqatthachtqtatqqqgnccqqlttctnqlqlttqgutalqutatantcnntttaqnlqnqlnttlacnctanctqtl
G ¥ Y T D HA V RN N T GG L vV ¢ P DS RDWY¥W 1 RY NAQFHRRARARELTULTUV

ttagatatcgtttotctatttcogaactatgatagtagsacgtatecaattcgascagtttcecaattaacaagasgasaatttatacasaccocagtattagasaatttigatggtagtett
. p i v 3 LF PN¥ Y DS RARTY P11 RTVS QLT RETITYTWN NZPV LEWMNTFUDTGSTF

cqnqqcthqctcnqqquclqalgqlnqtattIgqlthCacuttantqqatltlcttllcnqtltlICCltCtltlcqqlthtcntlqquanltlttlttqqtcquqcatCIl
R 5 Q 6T K 1 R 8 P W L HD I LK 8 1T T 1 VY TODMUBMKUBRTGEY Y WS G K Q

ltlntgqcttctcctqthqqtttthqqqccaqnuttcncttttccqctltatqqnactatqqqalltqcnqctrcncnncancqtattqttqctcnncthqtcquchtqtltha
1 M A S5 P VG F 8 G PEFTVF P LY 6GTHG N AMAMPOQQHR I V Mg L G QG V

acattategtceactitatatagaagacctitiastatagggataantaatcaacasctatotgttotigacgggacagastttgettatgganccteatcasatttgecatoeqatgta
T L 8 8 T LY RAPTF®HNI1GI NHNOQOQL S5 VYV LD GTUETFAY GT S 8 N L P 3 AV

tncaqaaanachqalcqqtlqntthctqqatqanatnccqccacnqautnncnncqtqccncqtaqqca:qqntttnqtclthnttnaqccatqtttcaatqttthttcqucttt
Y R X 5§ TV D S8 L DE 1T PP QHNNMKV P PRQGTF S8 HR L S8 HV B H F R 5§ F

agtaatagtagtgtaagtataatasgagectoctatgttetottggatacatecgtagtgetgaatttaataatataattecticatcacasattacacasatacetttascannatotact
3 N 8 8 V 81 I R AP MHF S N ] HR S ALELTI N K11 I1UPS5 3% Q1 TGQgTTPULTKS ST

antottygyctetggaacttctgtegitansggaccaggasttiacaggaggagatattettegasgaacticacctyggecagatttcaaccttasgagtanatattactgcaccattates
¥ L &6 58 6 TS VYV KG?PGTF T GOGDDPI!I L ARRT S5 P G Q1 8 T L ARV N1 TAMUP L S

canagstatogyagtaagaaticgetacqrtictaccacaant ttacaatiocatacateaattgacggangacctatlaatesggggaatitticagcasctatgagtagtgggagteat
G R Y RV BRI RY A STTHKLGF HTS 1 DGHRTPFP 1 HQOG NTF 8 A TMHS 3 G 8 N

ttacagtccgqgaagctttaggactgtaggtittactacicogtitaacttttcanatygatcaagtgtatitacgttaagtgetcatgtettcasticaggoaatqasgtttatatagat
LQ 5 G S FRTVGFTTO®PVF NF 8 KG S 8 VY FTUL S AHVY F N S5 G HNZEWVWVY 1 D

cgnnttqaatttqttccqqcagnaqtnacctttqnqqcaqaatatqntttnqaanquqcncalnnqq:qqtqlntqagctqtttncttcttccnitcanachqqttanaaacaqatqtq
R 1 EF VP ANEV T F EAME Y D L E RMOGKAV HNKELDLFTS S KO1G6 L X T DV

acqqnttatcatattqatcnnqtatccaatttaqttqnqtqtttltctqatqlattttqtctqqntqaaaa.aaaqlatthccqaqaaaqtcnaacatchnachacttnqtqntqaq
T D Y H T pQ VS5 N LV ECL S5 DETFTCULDETURIKTETLSEIXV KHAKURUL 8

cqqnltttncttcnaqitccaaactttaqaqqqatcaatnqacanctaqnccgtqqctqqaqnqqaaqtacqqatnttaccatccaaQqagchatqncqtnttcnaaqaqnuttacqtt
R N L QD P NF R GI NR QUL DRGH™H T D I T 1 @ 6 G D DV F KX H Y V

acqgehtattgggtacctttgatgagtqcetatcecaacgtatttatatcananaatagatgagtegaaattasaaagectataccegitaccaattasgaqgggtatatcqgaagatagtcaaqac

L L 6T FDECY P TVY LY QXK 1 DESUKLEXXAYTHRYOQOLRGY 1! ED S5 QD

ttagaaatctatttasttegotacaatgocasacacgasacagtasatgtgeoaggtacgggttcecttatggeegettteageoccangtcoantecggaasaatgtgeecoateattcecat
L E 1 ¥ L 1 AR Y N A K HE TV NV P GTG S L WP LS AP S P I G K C A Il H 8 H

catttctecttggacattgatgttggatgtacagacttasatgaggacttaggtgtatgggigataticaagattaagacgcargatqgocatgoaagactaggasatctagastttcte
H F S8 L DI DVGCTUDULNKETDTLUGV WV I F K1 X TOQgDGHAMAMRBILGWNILETFL

qnlqaqaaaccatththqaqlaqcactaqcthtqtqalaaqachqaqaaaaaatqqagaglclaacqtqaalaattqqantngaaacalntattqtttltaalqnqqcaAllqll
E E K P L VG E. AL ARV X R A K K W R D K REKULEMNWETHN ] V Y KE A KE

tectgtagatgotttatttgiaaactcteaatatgatagattacaagcggataccaacatcgeogatgattcatgeggeagatanacgegitcatageattcgagaaget
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From a Bacillus thuringiensis isolate, highly active against several lepidopteran
lavae (e.g. Trichoplusia ni and Heliothis virescens), the amino-terminal halfl of a crystal
protein gene was isolated and scquenced. The comparisons with other Bacillus thurin-
giensis crystal proleins genes showed to be highly homologous to the crylA(b) gene (1),
The difference with respect to crylA(b) is localized at 287 codon number where a
change T for I was found.
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LEGEND TO FIGURE.

Figure 1. Nucleotide sequence and deduced amino acid sequence from the N-terminus
of the putative minimum toxic fragment coded for the cryIA(b) gene variant. The
unique point mutation and the amino acid change are in boldface. Putative BTI
promoter sequence (2) is underlined and a putative Shine-Dalgarno sequence is double
underlined. The amino acid delineating the C-terminus of the putative toxic fragment
(3) is marked (*).
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RESULTADOS

Esquema de clonacién del gen crylA(b) de las cepas GM-7 y GM-10.

L.a estrategia de clonacion del gen de la 6-endotoxina de Bt cepas GM-7 y
GM-10 se inicié aplicando los criterios tradicionales de clonacidn, esto es:
Primero, era necesario saber de cuantas y qué tipo de proteinas conforman
el cristal de ambas cepas. Para ello, se realizd la purificacion del cristal,
mismo que se sometid a electroforésis en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida al 10% y tenidos con coomassie. El resultado de la
electroforesis reveld la presencia de dos bandas de aproximadamente 130-
140 KDa para ambas cepas (Fig. 6A). Otro gel, corrido en iguales
condiciones, fue transferido a nitrocelulosa para realizar un experimento
tipo "Western". E!l filtro de nitrocelulosa fue Iincubado 1 h con un
anticuerpo policlonal obtenido contra la fraccion tdxica de CrylA(b) y
revelado con un 2% anticuerpo acoplado a peroxidasa, observandose que
solo la banda inferlor didé reaccién cruzada con este anticuerpo (Fig. 6B).

1 2 1 2

FIGURA 6.-Electroforésis en gel de SDS-poliacrilamida al 10% del cristal de las cepas GM-7
y GM-10. A.- Patron electroféretico de GM-7 , carril 1 y GM-10, carrll 2. B.- Western del
mismo gel.

Posteriormente, se decidié realizar una digestién de los cristales de GM-
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10 y protoxina de CrylA(b) con tripsina y el producto de las digestiones
fue sometido a idéntico proceso que los ocristales sin digerir. Los
resultados mostraron que el cristal de GM-10 se resolvid en dos bandas,
una de 70 y otra de 65 KDa, mientras que CrylA(b) solo dié una de 65 KDa
(Fig. 7A) y el Western muestra que solo la banda de 65 KDa did reaccion
positiva con el anticuerpo usado (Fig. 7B).

1 2 1 2 |
«
1
|
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FIGURA 7.- Eleciroforésis en gel de SDSépollacrllamida al 10% de las toxinas de GM-10y

CrylA(b) obtenidas por digestion con tripsina. A.- gel tefiido con coomasie. GM-10, carril 1;
CrylA(b) carril 2, B.- Western del mismo gel.

- PURIFICACION DE ADN Y EXPERIMENTOS DE HIBRIDACION TIPO “SOUTHERN".

El ADN total de ambas cepas fue obtenido y digerido con diferentes
enzimas de restriccién. En un principio se seleccionaron BamHl, Bglil y
Pstl debido a que la clonacidn de los genes reportados hasta ese entonces,

- se habfan realizado usando alguna de estas enzimas. La Fig. 8 muestra el

resultado del Southern, usando como probador el plasmido pBT200, el cual
contiene el gen completo de crylA(b) clonado a partir de Bt subsp.
berlinert715 (Wabiko, et al. 1986). Este plasmido fue proporcionado por el
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FUGURA 8.- Hibridacién de la digestion del ADN total de GM-7 y GM-10, usando el gen
completo de crylA(b) como sonda marcado con a32P-dCTP. GM-7, carrll 1, BamHl; carril 2,
Bglill; carril 3, Pstl, GM-10, carril 4, BamH!; carril 5, Bglll; carril 6, Pstl.

Dr. Luis Herrera Estrella. CINVESTAV, lrapuato. Las bandas que dieron
sefal positiva, resultaro ser de un tamafio muy grande, aproximadamente

- 24 Kpb para BamHl, 17 Kpb para Bglll y 26 Kpb para Pstl en ambas cepas.
No obstante el tamaho de las bandas, éstas fueron purificadas del gel de
agarosa para intentar clonarlas en E. coli usando los plasmidos pBGS19 y
“t pBR322. A la par con estos experimentos, el ADN total de las cepas de Bt,
b fue digerido con Hindlll, debido a que previos reportes sefialaban que con
| dicha digestion se podia saber el tipo ¢ tipos de genes para la §-endotoxina
' que poseen las cepas de Bt. La Fig. 9 muestra el resultado de la digestion
con Hindlll, usando como sonda el oligo Rb-9 (Prefontaine, et al. 1985)

donde se observa que ambas cepas dan solo una sefial positiva a la altura

de 5.4 Kpb. Asi mismo, se realizaron comparaciones multiples de las
‘secuencias de ADN de los genes cry reportadas hasta esa fecha,
encontrando, que la enzima Dral podria dar fragmentos de menor tamafo

donde se encontrara contenido el gen estructural. Por este motivo

7 decidimos digerir el ADN total de ambas cepas con esta enzima y para

3 '
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FIGURA 9.- Hibridacidn de la digestién con Hindilidel ADN total de GM-7 y GM-10,‘ usando el
oligonucledtido (y¥32P-ATP)-Rb-9 como sonda. A.- Gel de agarosa al 0.8%, tefiido con bromuro
de etidio. Carril 1, A-Hindlll; carril 2, GM-2, control negativo; carril 3, GM-7; carril 4, GM-

10, B.- Hibridacion del mismo gel, después de ser transferido a un filtro de nitrocelulosa.

saber si el gen estructural se encontraba completo en alguna de las
bandas, usamos tres oligos como probadores, marcados con y32P-ATP, el

NH»>, el Rb-9 y el COOH (Tablas 7 y 8). El resultado del Southern muestrd la
presencia de una sefal positiva, en GM-10 para los probadores Rb-9 y COOH

a la altura de 3.7 Kpb y para GM-7 dos sefiales, una de 4,5 y otra de 3.7
para los mismos oligos (Fig. 10). Las bandas que dieron sefal positiva

fueron purificadas del gel para intentar clonarse en el plasmido pBGS19 y

pUC19 en el sitio Smal, sin resultados positivos.
Debido a los problemas que se tuvieron el la clonacién directa de los
fragmentos de ADN decidimos realizar la amplificacién especifica de los

genes usando las metodologias de PCR.
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TABLA 7.- Secuencia de los oligonucledtidos utilizados en las reacciones
de PCR y su posicion con respecto a los genes cryl”.

TIPODE  NUMERO DE pb SECUENCIA
GEN HACIA EL 5
5!
cryA(G) -82 CATATGTTTTAAATTGTAGTAATGAAAAA CAG
- cryA(b) -82 CATATGTTTTAAATTGTAGTAATGAAAAA CAG
o crylAlc) -82 CATATGTTTTAAATTGTAGTAATGAAAAA CAG
crylD 82 CATATGCTTTAAATTGTAGTAAAGAAAAA CAG
T e -8e CATAT GTTTAAAATTGT GG TAAAGAAAAAACAG
crylF 77 CATATGTTTTACATTGTAATACAGTAAG  AG
OLIGO NHz CATATGTTTTAAATTGTAG TAATG
.. OGO BP-] 6TCATATGTCC TGCAGAAATTGTAG TAATGA AAAACH
| cylAle) a8 TTAGTTGCACTTTET GC
T olAlb) J18 TTAGTTGCACTTTGT GC
S aylAle) 218 TTAGTTGCACTTTGT 6C
crylD N7 TTC6TTCCATTTTCT 6T
cryIE 116 TTT6TT6C CTTTGTIGC
crylF s TTG6TTGCACTTTET 6C
OLIGO BP-7  TTTAGTCTGCAGTTAGTTGCACTTTGTGC ¥*

*No se incluyen los genes crylB ni crylC debido a que la secuencia
disponible no llega hasta la region de inicio de la transcripcion.
. **La secuencia resaltada indica el sitio de corte para Pstl. Las bases
subrrayadas indican el cambio de base con respecto a crylA(b).
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TABLA 8.- Secuencia de la regidn 3' de los genes cryl, que son tdéxicos
contra Spodiptera frugiperda.

GEN SECUENCIA

5
| cryIC ACTCCTTATGGAGGAATAAGAT ATGT
“ oD ACTCCTTATGGAGGAATAGGACCATGC
! crylE ACTTCTTATGGAGGAATAATAT ATGC

o crylF ACTCCTTATGGAGGAATAGT CTCATAC
- OLlGOCOOH GCATGAGATCTATTCCTCCATAAGGAGT™

El triplete resaltado representa al coddon de término de sintesis de la
proteina. |
*El oligo COOH es complementario a la secuencia del gen crylA(b).

FIGURA 10.- Hibridaclén del ADN total digerido con Dral, usando diferentes oligonucleotidos
marcados radiactivaments. A.- GM-7, carrll 1, oligo NH» ; carril 2, oligo Rb-9; carril 3, oligo

o 'COOH B.- GM 10, mismo orden que para GM-7.

T
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El ADN de nuestras cepas fue parciaimente digerido con Draly
totalmente con BamHI| para realizar los experimentos de PCR, usando los
oligos NH, y COOH como primeros, Las condiciones de la PCR fueron las

siguientes: 1,5 min a 92 °C; 1.5 min a 55 °C y 3.0 min a 70 °C por ciclo

~ durante 30 ciclos. El experimento de PCR diéd un solo producto de 3.6 Kpb

para ambas cepas (Fig. 11).

12 3 4 5 6 7

.

s

- FIGURA 11.- Electroforésis en gel de agarosa de los productos de la reaccion de PCR usando los

oligonucledtidos BP-1 y COOH como primeros. Carriles 1 y 2, ADN total de GM-7 y GM-10
digerido con Dral; carril 3, PCR de GM-7; carrll 4, PCR de GM-10; carril §, fragmento de 5.4
Kpb del plasmido pBT200; carril 6, PCR del fragmento de 5.4 Kpb; carrll 7, A-HindlIl.

Este producto fue digerido con Hindlll y Bell, dando un patrén semejante
a crylA(b) (Fig. 12). Este producto de PCR lo intentamos clonar tanto en
pUC19 como en pBGS19 pero en ningln caso obtuvimos transformantes
positivas. Debido a los problemas que se tuvieron al intentar clonar el gen
completo, decidimos intentar la clonacién del fragmento interno de la
digestion del producto. de PCR con Hindlll, en el plasmido pBGS189.

44
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FIGURA 12.- Digestion del producto de PCR de las cepas GM-7 y GM-10. Carril 1, A-Hindlli;
carril 2, PCR GM-7 digerido con Hindlli; carril 3, PCR GM-10 digerido con Hindill; carril 4,
PCR GM-7 digerido con Bcll; carril 5, PCR GM-10 digerido con Bcll.
De esta manera, obtuvimos tres transformantes positivas, una paraGM—?
(pLR1) y dos para GM-10 (pLDA1) (Fig. 13).
1234 56
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FIGURA 13.- Digestién con Hindllldel ADN de las clonas recombinantes obtenidas con el

fragmento Hinatll-Hindill del producto de la PCR de las cepas GM-7 y GM-10. Carril 1, clona
para GM-7; carril 2, A-Pstl; carriles 3, 4 y 5, diferentes clonas para GM-10; carril 6,
.l pBGS1s. | |
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A estas clonas se les determind la secuencia nucleotidica, la cual no
revelo cambio alguno a las reportadas para crylA(b) (Wabiko, et al.
1986). En base a los datos obtenidos de la secuencia, se diseidé el
oligonucledtido BP-3 (Tabla 9) para realizar la amplificacién del
fragmento toxico bajo el razonamiento siguiente. Si la mayoria de las
diferencias entre los genes cryl se localizan en la mitad amino terminal
(fragmento tdxico), pues entonces intentemos amplificar y clonar
Unicamente la regidn que codifica para la fraccidén téxica.

TABLA 9.- Secuencia del oligonucledtido complementario y su posicién
con respecto a los genes cryl.

TIPODEGEN  NUMERO DE SECUENCIA *
CODON

- 5’

crylA(a) 644 CATATTGATCAAGTATCCAATTTAG
crylA(b) 644 ~ CATATTGATCAAGTATCCAATTTAG
crylA(c) 644 CATATTGATCAAGTGTCCAATTTAG
crylB 672 CATATTGATCAAGTATCCAATTTAG
crylC 651 CATATTGATCAAGTATCCAATTTAG
crylC(b) 642 CATATTGATCAACTITCCAATTTAG
crylD 628 CATATTGATCAGGTATCCAATCTAG
crylE 636 CATATTGATCAAGTITCCAATTTAG
crylF 636 CATATTGATCAAGTATCCAATTTAG
OLIGO BP-3 CTAAATTGGATACTTGATCAATATG

*La secuencia resaltada indica el sitio de corte para Bcll. Las bases
subrrayadas indican e! cambio de base con respecto a crylA(b).

La amplificacién del fragmento téxico se realizéd con los oligos BP-1 y
BP-3 (Tablas 8 y 9), al oligo BP-1 se le diseid un sitio para Pstl y el oligo

BP-3 lleva el sitio natural para Bcll, de esta manera podrfamos clonar el
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producto de PCR de manera diregida usando los sitios de Psil y BamHI del
“polilinker” de pBGS19. El producto de la amplificacion de ambas cepas
(Fig. 14) fue clonado en E. coli DH5«.

FIGURA 14.- Electroforésis del producto de PCR de las cepas GM-7 y GM-10, usando como
primeros BP-1 y BP-3. Canril 1, PCR GM-7; carril 2, PCR GM-10; carril 3, A-Hindill,

Para la cepa GM-7 se obtuviéron dos clonas positivas, plasmidos pLWM1

y 2 (Fig. 15), mientras que para GM-10 solo una, plasmido pAB1 (Fig. 16).

Sin embargo, en ninguna de estas clonas nos fue posible detectar el
producto del gen truncado (dato no mostrado) a pesar de que el producto de
PCR deberia contener la secuencia de union al ribosoma del gen silvestre.
Lo que nos hizo pensar que para poder obtener expresion del gen, era
necesario realizar la amplificacién a partir de un sitio mas distante, para
lo cual se disefid el oligo BP-7, localizado a 46 pb hacia el extremo 5' del
oligo BP-1 (Tabla 8). Para mayores detalles ver articulo 1.
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FIGURA 15.- Electroforésis del ADN de las clonas recombinantes obienidas con el producto de
la PCR de GM-7. El ADN plasmidico fue digerido con Hindlll. A.- Carril 1, marcadores de tamafio
molecular; carriles 2, 3 y 4, diferentes clonas. B.- Hibridacién del gel A, usando Rb-9 como
sonda. C.- Hibridacién del gel A, usando Rb-23 como sonda.,

48



e T

......

b
8
-

: i
[AR—-

i b i

E i
H H
[ SR

frees |

'ft‘;gz“ v .
G i

34 5 34 5

b s e At ek s 4 —————b (b m———

«4>

FIGURA 16.- Electroforésis del ADN de ias clonas recombinates obtenidas con el producto de la
PCR de GM-10. E! ADN plasmldico fue digerido con Hindlll. A.- Carril 1, marcadores de tamafio
molecular; carril 2, pBGS19; carril 3, clona 7 de la PCR de GM-7; carril 4 y 5, diferentes
clonas. B y C, lgual que en la figura anterior.
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La determinacion de la secuencia nucleotidica se realizé en base a los
plasmidos pLDA1, pLR1 (fragmento Hindlll- Hindill), pLWM1 y 2 (fragmento
toxico de GM-7) y pAB1 (fragmento téxico de GM-10) como se describe en

~la Fig. 17.

5 A Hind1l HindlH 3"

FIGURA 17.- Eslrategla disefiada para la reallzacién de la secuencia del gen crylA(b) de las
cepas GM-7 y GM-10, A, producto de PCR de 3.6 Kpb. B, fragmento Hindlll-Hindlll de los
plasmidos pLDAt1 y pLR1. C, plasmidos pLWM1 y pAB1. Las flechas indican el sentido de los
oligonucledtidos usados para la secuencia. El inicio de cada flecha indica la localizacion de cada
oligo y el final de la flecha indica hasta donde se realizo la leclura.
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SUMMARY

A computer-based analysis of hydropathy and surface probability of
representative members of each class of the Cry family proteins, was
performed. A highly conserved hydrophobic motif within the previously
described block D2 (Héfte and Whiteley, 1989. Sanchis et al., 1989), s
present not only in lepidopteran toxin genes but also in toxins active
against diptera and coleoptera. An interesting feature of this
hydrophobic motif is the presence of an aspartic residue (highly
hydrophilic) in its middle part. Comparison with the amino acid sequence

from diphtheria toxin (Greenfield et al, 1983), showed that it also

contains a hydrophobic motif, similar to the one present in the Bacillus

thuringiensis toxins. It also contains an aspartic residue in the middle

part and some speculations are made in relation to the function of this

specific region with regard to the toxic mechanism of action.
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INTRODUCTION

Bacillus thuringiensis is a Gram-positive bacterium that produces
large crystalline inclusions during the sporulation process. These
parasporal crystals, protoxins, contain protein molecules called 8-
endotoxins that are toxic to the larvae of various insects including
lepidopteraa (Dulmage, 1981), coleoptera {Krieg e! al, 1983) and diptera
(Goldberg and Margalit, 1977). The protoxins, upon ingestion, are
proteolytically activated to produce a toxic fragment, which binds to
specific receptors localized in the midgut epithelium, causing cell lysis
and the larval death (Hofmann et al., 1988a, Hofmann et al.', 1988b). The
molecular lytic mechanisms have not been established with precision,
but it appears that the toxin generates small pores causing changes in
membrane permeability and‘ disruption of homeostatic ion regulation
(Sacchi et al.,, 1986, Crawford and Harvey, 1988).

| The C-terminal part of the protoxin is highly conserved émong
proteins which possess different specificity, but this region is not
important for the toxicity. In contrast, the N-terminal, toxic fragment,
shows greater diversity (Chunjatupornchai et al, 1988, Hofte et al,
1986). The determination of secondary structure content of some toxins,
showed that the N-terminal half of the toxin contains several alpha-
helices, whereas the C-terminal part is rich in B-strand conformation
(Convents et al.,, 1990, Carey et al.,, 1986, Chestukhina et al.,, 1982).

The toxic fragment from B. thuringiensis §-endotoxin consists of
several structural domains (Convents et al, 1990, 1991). The three-

dimensional structure of CrylllA toxin, determined by X-ray
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crystallography, has revealed that this protein comprises three domains;

a seven-helix bundle, a three-sheet domain and a pB-sandwich. The

domain of long hydrophobic and amphipathic helices was proposed to be

implicated in pore formation within the insect membrane, and thus in
the lytic activity; while the region of the three p-sheet domain was
proposed to participate in receptor binding and specificity
determination. The f-sandwich region appears to be critical for the
structural integrity of the toxin (Li et al, 1991). The presence of protein
domains, each exerting a specific function, such as cell recognition and
membrane penetration as well as toxic enzymatic activity, has been
well documented for other protein toxins like diphtheria toxin and
Pseudomonas exotoxin A (Olsnes et al., 1988, Hwang et al,, 1987).

The analysis and the comparison of deduced amino acid sequences

from the different &-endotoxin genes revealed the presence of five

sequence conserved motifs among the toxins of the Cry family (Héfte and
Whiteley, 1989. Sanchis et al, 1989). There is little doubt that these
conserved motifs play an important role in thé insecticidal function of
the toxin, since the three-dimensional structure of CrylllA toxin
revealed that the core of the molecule is built from these five conserved
motifs, implicating that toxins of widély different specificity could
adopt similar folds. The specific role of each one of these conserved
blocks remains to be determined, but some observations have been made.

Some mutant proteins, carrying replacements at specific amino
acids on the first highly conserved block (D1) near the N-terminus of
toxin have been described earlier (Ahmad and Elar, 1990). The analysis
of the mutants have shown that toxicity in vivo was reduced by about

70-80%, but these mutants still retain their ability to bind to the
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crystallography, has revealed that this protein comprises three domains:
a seven-helix bundle, a three-sheet domain and a [B-sandwich. The
domain of long hydrophobic and amphipathic helices was proposed to be
implicated in pore formation within the insect membrane, and thus in
the lytic activity; while the region of the three f-sheet domain was
proposed to participate in receptor binding and specificity'
determination. The PB-sandwich region appears to be critical for the
structural integrity of the toxin (Li et al, 1991). The presence of protein
domains, each exerting a specific function, such as cell recognition and
membrane penetration as well as toxic enzymatic activity, has been
well documented for other protein toxins like diphtheria toxin and
Pseudomonas exotoxin A (Olsnes et al, 1988, Hwang et al, 1987).

The analysis and the comparison of deduced amino acid sequences
from the different 6-endotoxin genes revealed the presence of five
sequence conserved motifs among the toxins of the Cry family (H6fte and
Whiteley, 1989. Sanchis et al., 1989). There is little doubt that these
conserved motifs play an important role in the insecticidai function of
the toxin, since the three-dimensional structure of CrylllA toxin

revealed that the core of the molecule is built from these five conserved

motifs, implicating that toxins of widely different specificity could

adopt similar folds. The specific role of each one of these conserved

blocks remains to be determined, but some observations have been made.

Some mutant proteins, carrying replacements at specific amiho
acids on the first highly conserved block (D1) near the N-terminus of
toxin have been described earlier (Ahmad and Ellar, 1990). The analysis
of the mutants have shown that toxicity in vivo was reduced by about

70-80%, but these mutants still retain their ability to bind to the
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receptors on the plasma membrane of susceptible cells. Nothing is
known about the role of the other four conserved blocks, specially block
D2, which is the largest conserved region.

In this paper we present a computer-based analysis of hydropathy
and surface probability of representative members of each class of the
Cry family proteins. We found a highly conserved hydrophobic motif
present in all Cry toxins, on block D2, a feature not directly highlighted
in the description of the three-dimensional strUcture. Some speculations

rnay be made in relation to the function of this specific region.
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Experimental Procedures
All sequences used here were retrieved from GenBank (Ver. 63).

Sequence alignements were carried out using GENALIGN (Intelligenetics)
and LFASTA algorithms (Lipman and Pearson,1985) on a pVax computer.
Structural parameters determination were done with the PREDICT7?

program (Carmenes et al., 1989), running on a PC compatible computer.
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RESULTS AND DISCUSSION‘
Multiple amino acid sequence alignment.

A multiple sequence alignment of the toxic fragments from different
insecticidal proteins is unambiguous in revealing short amino acid
stretches of significant homology. It is very interesting to note that,
within motif D2 (Sanchis et al., 1989), there is a highly conserved
hydrophobic stretch (see Table 1), with 60% overall sequence identity
among all crystal proteins. All mismatches represent conservative
amino acid changes. The aspartic residue present in the middle part of

this region is present in all toxins.

Hydropathy and surface probability protiles of amino acid

sequences.

Comparisons done with two different algorithms ( Kyte and Doolittle,

1982. Hopp and Woods, 1'981; these algorithms are included in the

" Predict? program) to determine the hydrophilicity profiles of the

different insecticidal toxic fragments, as well as the surface probabi-

lity profile, showed that there is an apparent conservation of hydropho-

bic and hydrophilic regions among the Cry protein family. Using the

hydrophobic values reported by Sharp et al., (1991) yield similar results
(data not shown). Figure 1 shows the hydropathy and surface probabili-
ty profiles of a representative member of each of the Cryl, Crylll and
CrylV toxins; we found basically similar patterns in all members. There
are three prominent hydrophobic peaks present in the N-region of all

studied toxins (see figure 1b, 1¢, and 1d). The third hydrophobic peak

corresponds to theJhomologous hydrophobic region present within D2.

The aspartic acid, which is highly hydrophilic, is located near the most



]

T

hydrophobic part within this particular region.

This hydrophobic motif, described in the Table 1, belongs to helix ay,
which is part of the seven-helix bundle of the CrylllA crystal structure,
denominated domain |, which has been proposed to be directly involved in
pore formation in the insect membrane. Furtherm'ore, this helix is also in
contact with B-sheet domain |l, probably implicated in receptor binding.
Helix o7 is specially important in the proposed insecticidal function,
sihce it forms part of the conserved interface with domain II; also it is
well positioned to sense receptor binding, thus being a likely candidate
to initiate membrane penetration needed to start pore formation (Li et
al.,, 1991).

Finally we have found an interesting similarity of this hydrophobic
motif with another one present at the C-terminal end on fragment B

from diphtheria toxin. It is a hydrophobic region of similar length and it

also has an aspartic residue in the mid-region as the hydrophobic motif -

found within the D2 of Cry family proteins (Greenfield et al., 1983)(see

Table 1). Diphtheria toxin is composed of two fragments, A and B, where

- the fragment A is responsable of cellular damage, and the fragment B is

implicated in the recognition and binding to the receptor of sensitive
cells (Greenfield et al., 1983. Kaczorek ef al, 1983). It is inferesting to
note that a mutation on fragment B of diphtheria loxin, where the
aspartic residue has been changed to an asparagine, results in a nontfoxic
prot'ein (Kaézorek et al.,, 1983). The diphtheria toxin is a protein that
binds to a cell surface receptor and then enters the cytosol, where it
promotes its toxic effect (Olsnes, et al, 1988). Although the mode of
action of diphteria toxin is not directly related to that of the deita-

endotoxin, we think that some correlation could be speculated, due to
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the fact that both toxins bind to a specific receptor and both interact

with the plasma membrane,

We are currently working in the generation of specifically designed
toxin molecules, by site-directed mutagenesis and in vitro recombina-
tion, in order to advance our understanding of the molecular mode of

action of &-endotoxins and the specific role that the hydrophobic motif

may play in the toxicity.
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Reference

Strain Crystal Sequence
Protein of a common
hydrophobic
motlf
HD~-1 IA(a) 29 TVLDIVALF
berliner 1715 IA(Db) 239TVLDIVSLF
HD~73 IA(c) 233 TYLDIVALF Adang
HD-2 1B 258 GYLDLVALF
‘entomocidus 60.5 IC LB PYLDIAAFF
kenyae 1C(b) 23B5VLDIISFF
HD-68 In. 23BSVL,DIVAFF ‘
kenyae A4F1 I1E 23BSYLDIISFF Visser
ajizawal EG6346 IF 237TYLDIVALF
san diego IIIA 283 TVLDLIALF
tolworthi 1118 2847YLDLIVLF
kurstaki BTI109P 1110 23 TYLDLITLF
israelensis IVA 302 AVLDVVALF
israelensis 1vB 256QVLDILALF
israelensis 1VC | 288 TYLDLIALF

Diphtheria toxin

fragment B

——

A1 155DSIGVL

———

Schnepf and Whiteley, 19823,
Wabiko et al., 1986,

et al.,, 1985,
Brizard and Whiteley 1988,
Honée et al., 1988,

RBossé et al., 1990,

Hofte et al., 1890,

et al., 1990,
Chambers et al., 1991,
Herrnstadt et al.,, 1987,
Sick et al.,, 1990,

Lambert et al,,1992

Ward and Ellar, 1987,

Chunjatupofnchai et al,, 1988,

Thorne et al,, 1986,

Greenfield ov al.,, 1983,

The sequences presented here are the first sequences

es

reported for each one subclass-
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Legends to figures

Figure 1. Hydropathy and surface probability profiles of the N-terminus
of a representative member of Cry |, Cry lli, and Cry IV toxins. Panel A:
localization of the highly conserved blocks D1 and D2 within the 3&-
endotoxin amino acid sequence. Panels B, C, and D show the hydropathy
and surface probability profiles of Cry IA(b), Cry IIlA, and Cry IVB
toxins, respectively. Brackets 1, 2, and 3 indicate the prominent hydroQ

phobic peaks present in the N-region of all studied toxins.

Table 1. Comparison of the amino acid sequences of a hydrophobic motif

present in the Cry protein family.
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DISCUSION

El control biolégico de insectos de importancia agricola y salud publica
ha tomado mucho auge en las ultimas décadas, ya que éste controla las
poblaciones de algunos tipos de insectos de manera muy especlifica sin
alterar los ecosistemas.

Dentro de los organismos utilizados para control bioldgico se encuentra
B. thuringiensis, el cual sintetiza un cuerpo parasporal de origén protéico,
la d-endotoxina. Esta proteina desarrolla su actividad téxica de manera
muy especifica contra un limitado niGmero de insectos.

La clonacidn de los genes que codifican para diferentes §-endotoxinas
ha dado cierto grado de conocimiento a cerca de niveles de homologia,
motivos estructurales conservados, especificidad y modo de acciéon. Sin
embargo, aln existen preguntas fundamentales por resolver, por ejemplo
porqué algunas toxinas con alto porcentaje de homologia (> 80%)
desarrollan diferente grado de toxicidad contra el mismo insecto?, a qué
se debe la alla potencia insecticida de estas toxinas?.

Para contestar estas preguntas, existen varias posibilidades que son:
a).- Que la toxina de mayor potencia posea una mayor afinidad por el
receptor; b).- que exista un mayor niumero de receptores para esta toxina y
c).- que tenga incrementada la capacidad de formacién del poro en la
membrana epitelial del intestino medio del insecto blanco.

Las posibilidades a y b han sido las mas investigadas en diferentes
insectos. Los primeros estudios a cerca de la presencia de un receptor en

el intestino medio del insecto blanco, fueron realizados con vesiculas de

las microvellosidades del intestino medio de larvas de M. sexta, H.
virescens y T. ni, principalmente. Los resultados obtenidos muestran que,
para que una toxina desarrolle su actividad téxica, es necesaria la
presencia de un receptor especifico (Van Rie, et al. 1990(a)). No obstante,
la sola presencia del receptor no garantiza la alta toxicidad, ya que, por
ejemplo se han reportado estudios de comparaciones de toxinas con
potencias biocidas muy diferentes, encontrandose que la constante de
afinidad fue muy similar (Ferré, et al. 1991). Por el contrario,
Wolfersberger (1990) reportdé que para las toxinas CrylA(b) y CrylA(c)
existe una correlacidn inversa entre la afinidad y toxicidad, cuando fueron
probadas contra “la palomilla gitana”. Resultados a cerca de la
cuantificacion de la concentracion del receptor han mostrado, en primera
instancia, que el dafo celular producido por toxinas de mayor potencia, se
debe a que existe un mayor nimero de receptores para ésta.
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Por lo que respecta a estudios con S. frugiperda, existe gran
contradiccion el los resultados de afinidad y toxicidad, ya que Van Rie y
col (1990(a)) reportaron que toxinas que no matan a S. frugiperda
(CrylA(b)) no se unieron a vesiculas de las micovellosidades del intestino
medio, pero Garczynski y col. (1991) encontraron que CrylA(c) se unid, de
manera saturable a las vesiculas de S. frugiperda, no obstante que la
toxina no mata a este insecto.

Los resultados disponibles en la literatura muestran ser contradictorios
y, a veces, confusos. Sin embargo se podria concluir que, para que una
proteina despliegue su activida toxica, es necesaria la presencia de un
receptor, pero también se requieren otros factores, como lo es la
capacidad de formacién del poro.

La posibilidad ¢, relacionada con la eficiencia de la formacion del poro,
ha recibido mucha atencién en el U(ltimo afno, sobre todo a ralz del
conocimiento de que algunas toxinas se unen pero no matan al insecto. Esto
implica que la capacidad para realizar el dafo celular se localiza en un
dominio diferente al de la unién al receptor y que su actividad no depende
estrictamente de éste. Esto fue demostrado por Wu y Aronson (1992)
quienes, por medio de mutagénesis sitio-dirigida en el gen crylA(c),
encontraron que algunas proteinas mutantes conservan su capacidad de
union y competencia por el receptor pero la toxicidad se modificé de
manera importante (aprox. 20 veces menor), usando a H. virescens como
insecto de ensayo.

No obstante que las especies del género Spodoptera representan un serio
problema en la agricultura a nivel mundial, casi no existen trabajos
realizados con este insecto. En este sentido, en la Fac. de Ciencias
Bioldgicas/UANL, dentro de un programa permanente de recuperacién de
cepas de Bt de diferentes fuentes, se lograron aislar dos cepas,
denominadas GM-7 y GM-10, las cuales controlan de manera efectiva a
algunas especies del género Spodoptera.

Este hallazgo nos motivé a iniciar el estudio del gen que codifica para la
d-endotoxina de estas dos cepas. Por lo que nos formulamos las siguientes

preguntas: porqué las cepas GM-7 y GM-10 desarrollan tan alta actividad

insecticida contra S. frugiperda ?, la alta toxicidad se debe a que estas
cepas sintetizan una d-endotoxina diferente a las reportadas? y de ser asi,
dénde radican las diferencias?.

Cuando iniciamos este proyecto, solo se sabia que ambas cepas
pertenecen a la subespecie aizawai, pero no sablamos el nimero ni el tipo
de proteinas que conforman el cristal, mucho menos el tipo de gen que las
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codifica. Por tal motivo, nos avocamos purificar el cristal de las cepas GM-
7 y GM-10, para saber de cuantas proteinas esta formado. Como se muestra
en la Figura 6A, el cristal de las dos cepas se resolvid en dos bandas de
alrededor de 130-140 KDa. Sin embargo, al realizar el ensayo tipo
Western, solo la banda inferior di6 sefal positiva cuando se tratd con un
anticuerpo policlonal obtenido contra el fragmento tdéxico de CrylA(b)
(poliCrylAb)(Fig. 6B). Un resultado similar se obtuvo con una preparacion
de cristales de GM-10 y protoxina de CrylA(b) digeridas con tripsina. Las
toxinas de GM-10 se resolvieron en dos bandas, y al realizar el ensayo tipo
Western, solo la banda inferior dié sefal positiva (Fig. 7). Por lo que
asumimos qué, si el anticuerpo es policlonal y debido a que la homologlia
entre la clase Cryl es de mas del 50%, el anticuerpo poliCrylAb deberia
reconocer a la mayoria de las proteinas tipo Cryl, concluyéndose que en el
cristal de las cepas GM-7 y GM-10 solo existia una proteina tipo Cryl.
Ademas, los resultados de la hibridacion del ADN total sin digerir (Jairo
Cerdn, tesis de maestria IBT/UNAM) vy digerido con diferentes enzimas,
usando el gen completo de Bt subsp. berlineri715 (crylA(b)) como
probador, hacia suponer que se trataba de un solo gen, ya que en el
experimento del ADN sin digerir (dato no mostrado) y en el digerido, la
sefial positiva importante se observéd en una sola banda (Fig. 8). Estas
evidencias nos indicaban que se podria tratar de un solo gen tipo cryl, lo
cual fue corroborado por fa digestion del ADN total, de ambas cepas, con
Hindlll 'y Dral. En la digestiéon con Hindlll, solo se observo sefial positiva a

la altura de 5.4 Kpb, patrdn tipico de los genes tipo crylA(b) (Kronstad and

Whiteley, 1986) (Fig. 9). Para la digestion con Dral, usando los probadores
NHg, correspondiente a la region 5'(-82 a -58), Rb-9 correspondiente a una
region muy conservada en l[a posicidon 319-336 de los genes crylA
(Prefontaine, et al. 1987) y COOH, oligo complementario al extremo 3’,
incluyendo los Ultimos 5 codones de la toxina y al coddon de termino
(Tablas 7 y 8). Si las cepas poseyeran mas de un tipo de gen, al menos para
el oligo COOH esperariamos observar mas de una banda de diferente
tamafio (Fig. 10), ya que la secuencia del oligo COOH se encuentra

altamente conservada entre los genes cryl que son téxicos a Spodoptera

sp., los cuales, con excepcién de crylF, ninguno poseé el sitio para Dral ni a
mitad del gen estructural ni después del coddon de terminaciéon (Dato no
mostrado). Cuando se inicid este trabajo (Sep. 1989), solo se encontraban
disponibles las secuencias de crylA(a), crylA(b), crylA(c), crylB y cryiC
(Hofte and Whiteley. 1989). Posteriormente, se publicaron la secuencia
nucleotidica de los genes crylD (Sep. 1990), crylE (Dic. 1990), crylF (Julio.
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1991) y crylG (Feb. 1992), de los cuales solo crylC, ID, IE y IF son tdxicos
contra especies de Spodoptera (Hifte, et al. 1990; Visser, et al. 1990;
Chambers, et al. 1991). No obstante, el oligo COOH muestra alta homologia
con estos ultimos genes (Tabla 8).
’ Con el propésito de asegurar la clonacion de todos los genes de §-

endotoxina presentes en las cepas GM-7 y GM-10, decidimos realizar la
amplificacion del gen por medio de la Reaccion de Polimerasa en Cadena
(PCR), usando como primeros los oligonucleotidos NH2 y COOH (Fig. 11).
Sin embargo, este producto de PCR no lo pudimos clonar, pero su patrdn de
restriccion para las enzimas Hindlll y Bcll correspondié a crylA(b) (Fig.
12). Las dificultades para clonar el gen de la &-endotoxina en E. coli son
grandes. Por ejemplo QOeda y col. (1987) al intentar clonar el gen de Bt
subsp. aizawailPL7 y después de enriquecer el fragmento que contenia el
gen, de 7000 colonias transformantes solo obtuvieron dos positivas.
Cuando se clong el gen crylA(a), solo se obtuvo una clona positiva (Schnepf
and Whiteley. 1981). Resultados similares se han encontrado para otros
genes cry, como lo reportado por MclLinden y col (1985) para crylA(c)
donde, de 23 000 transformantes, solo 6 llevaban el gen deseado. En los
trabajos anteriores, el gen de la protoxina se clond en plasmidos, pero
cuando éste se intentd clonar en el fago Charon 4A, de 20 000 placas
liticas, solo una dié sefal positiva en el radioinmunoensayo (Held, et al,
1982).

No es muy claro el motivo por el cual el gen de la §-endotoxina es dificil
de clonar en E. coli, pero una vez que ha sido clonado, posteriores
manipulaciones (subclonaciones 6 retransformaciones) se pueden realizar
sin problema alguno. Una de las posibilidades por la cual sea dificil el
establecimiento del gen de la protoxina en E. coli , podria deberse a la
presencia de secuencias invertidas repetidas y secuencias directas que se
encuentran en la regién 5' del gen estructural y dentro de éste (Oeda, et al.
1987) y que debido a éstas el gen adquiera una estructuracion secundaria 6

topologia especial, la cual impida que el sistema de replicacion de ADN de
E. coli lo reconozca & que por alguna razén, la protoxina resulte ser
pejudicial para E. coli, tal como se ha visto para otro tipo de genes, por
ejemplo ompA, mismos que han tenido que ser clonados por partes (J. L.
Puente, comunicacion personal). Por tal motivo, creimos que podriamos
tener mayor exito si intentdsemos clonar el gen de la protoxina en partes.
| Cosa que logramos al realizar la clonacion del fragmento Hindlll-Hindlll
~(Fig. 13) y, posteriormente, la del fragmento toxico (Fig. 14).
y Los datos de homologia de los oligonucleotidos escogidos como primeros
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para la amplificacion del fragmento tdxico, inicialmente BP-1 y BP-3 y
luego BP-7 y BP-3, nos hacen pensar que los productos de PCR deben estar
formados por una familia de productos diferentes, aunque el
correspondiente para crylA(b) debe estar incrementado porque los oaligos
fueron disefados son 100% homdlogos a este gen. Sin embargo, debido a
que las primeras evidencias sefialaban que las cepas GM-7 y GM-10 poseian
un solo gen, tipo crylA, la seleccion de las clonas recombinantes fue
realizada usando el oligo Rb-9 como probador (especifico para crylA).
Debido a que el oligo Rb-9 presenta un 77% de homologia con una regién del
gen crylC (de la base 213 a la 227) (Honeé, et al. 1988), se debia esperar
que alguna de las clonas fuese tipo crylC, pero no fue asi, aun y cuando las
condiciones de hibridacion y lavados se realizaron a baja astringencia.

Cuando usamos los oligos BP-7 y BP-3 como primeros, fuimos capaces
de obtener dos diferentes clonas recombinantes a partir de GM-10 (clona
10A y clona 10B) donde el gen de la clona 10A, por patron de restriccion y
datos de Southern y Western, fue identificado como crylA(b), pero el gen
de la clona 10B no ha sido aln identificado, ya que su patrdn de restriccion
es muy diferente al de la 10A, no dié sefal positiva con los probadores
usados en el Southern ni reaccidn cruzada con el anticuerpo anti CrylA. Por
lo que ahora se inicio la determinacidn de su secuencia nucleotidica para
conocer que tipo de gen es (articulo 1).

Cuando el trabajo de secuenciacién de la fraccion téxica del gen
crylA(b) de GM-7 se habia concluido (ver manuscrito del articulo 2 y Fig.
18), en el mes de junio de este ano se tuvo acceso a proteinas puras de
CrylA(a), CrylA(b), CrylA(c), CryIB, CrylC, CrylD y CrylE y a anticuerpos
mono y policlonales especificos para estas toxinas a través de un proyecto
de colaboracion con la compaiia Belga “Plant Genetic Systems”. Con estas
nuevas herramientas, realizamos pruebas de especificidad del poliCrylAb
en ensayos de inmunodeteccion en gota, demostrando que el anticuerpo es
capaz de reconocer a todas las protefnas probadas, con excepcion de CrylB
y CrylC (ver primer articulo). Por otra parte, al usar los nuevos
anticuerpos en experimentos tipo Western con los cristales de GM-7 y GM-
10, encontramos que ambas cepas dieron reaccion cruzada con los
anticuerpos anti CrylB, CrylC y CrylD (Fig. 19).

Los resultados del Western fueron corroborados en bioensayos reahzados
recientemente. En éstos se probé la toxicidad de los cristales de la cepa
GM-10 y HD-137 (HD-137 poseé los genes para CrylA(a), CrylB, CrylC y
CrylD) contra larvas neonatas deS. frugiperda. LLos resultados sefalan que
no existe diferencia en la toxicidad de ambas cepas, razén por la cual
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FIGURA 19.- Waestern de los crlstales de las cepas GM-7 y GM 10 usando dlferentes
anticuerpos monoclonales. A, antl CrylB. B, anti Crle C, anti Crle 'El 6rden de los carriles
para las tres figuras es el mlsmo. Carril 1, cristales de GM 7 carrll 2 cristales de GM-10;
carril 3, cristales de HD-1; carril 4 cristales de HD 137 L .

cunclulmos que la gran potencna de Ias cepas en estudlo se debe a la
presencia de, al menos, 4 toxinas diferentes, dos de las cuales CrylC vy
CrylD se ha reportado que son altamente tdxicas contra S fruglperda
(Honeé, et al. 1988; Hofte, et al. 1990). R |

No obstante este resultado, creemos que nuestro sustema de PCR con los
oligos BP-7 y BP-3 es capaz de amplificar la mayorfa de los genes de la
clase cryl, ademas la clonacion del producto de PCR:se puede realizar de
una manera dirigida en los plasmidos tipo pUC13, ya que los sitios para las
enzimas Pstly Bell se encuentran ausentes en el gen estructural 6 fuera
del fragmento tdéxico. Asi mismo, para trabajos futuros Ia seleccién de las
clonas recombinantes se debera realizar con probadores especificos, en
base al Western, para cada una de las protefnas encontradas en el cristal.

La secuencia de ADN del fragmento téxico del gen crylA(b) de GM-7 reveld
un solo cambio, el cual se localiza en el codén 287 (ACA -T:por ATA-I) (ver
manuscrito Art. 2). Ducho[camblo fue corroborado por la: secuencia en la
hebra complementaria. El mismo cambio fue observado en la otra clona de
GM-7 y en GM 10, por Io que se asume que dIChO camblo no fue producto de
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una incorporacion erronéa de nucleotidos al momento de realizar la
amplificacion genica. El cambio de aminoacido, con respecto a otras
CrylA(b), mapea en el “loop” entre la ogy B2 (B-plegada 3) y aunque el
cambio se localiza en el dominio de reconocimiento por el receptor, éste
no influyd en la toxicidad, porque al comparar la actividad tdxica de esta
clona con la protoxina de CrylA(b) no se presentaron diferencias (dato no
mostrado). Aunque existen reportes donde un solo cambio de aminoéacido
puede modificar dramaticamente la funcién de una proteina (Glaser, et al.
1991; Newton, et al. 1992; Brzovic, et al. 1992), los cambios de
especificidad en las toxinas de Bt se han localizado en las laminas B-
plegadas 1 y 2 (Li, et al. 1991).

Un segundo enfoque que se siguié durante el desarrollo de la presente
tesis, fue el de analizar los patrones estructurales de la familia de
proteinas Cry, mismo que revelé la presencia de una regién altamente
conservada a nivel de estructura primaria, la cual también se encontrd
conservada a nivel estructural. En el articulo "The delta-endotoxin protein
family displays a hydrophobic motif which might be implicated in
toxicity”, nosotros reportamos que en la familia de las &-endotoxinas se
localiza un motivo hidrofébico altamente conservado, con un residuo de
acido aspartico en la parte central del motivo. Esto nos llamé
poderosamente la atencidon y al revisar la literatura, respecto a la
presencia de regiones similares en otras proteinas, encontramos que para
la toxina de la difteria (TD), un residuo de ac. aspartico localizado en un

motivo hidrofébico, juega un papel muy importante en la actividad
‘bioldgica de la toxina, ya que en una proteina mutante, donde el residuo

de aspartico fue cambiado por asparagina, la actividad téxica se redujo

sensiblemente (aprox. 70%).

Los datos disponibles, antes de la publicacién de la estructura

‘tridimensional de TD (Nature, mayo de 1992), solo senalaban la presencia

de dos dominios en TD, el dominio A, responsable del dafo celular, y el
dominio B, responsable de la unién al receptor. De acuerdo a los datos
preliminares y al andlisis de patrones estructurales de hidrofobicidad vy
prediccion de estructura secundaria, el ac. aspartico (posicion 307 de la
proteina madura) se localiza al final de una estructura tipo p en el dominio
B. Los datos de la estructura tridimensional de TD, revelaron que esta
proteina se encuentra organizada en tres dominios, el dominio |, formado

- por 8 estructuras tipo By 7 a helices, es responsable de la actividad

catalitica; el dominio Il, formado por 9 o hélices, se trata de un dominio
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transmembranal y el dominio Ill, compuesto por 10 estructuras tipo B, es
responsable de la unidén al receptor (Choe et al. 1992), Usando estos datos,
encontramos que el aspartico 307, se localiza en el “loop” entre la Bg Yy Po
del dominio Ill. Asi mismo, en 1991, Glasser y col. reportaron que en la
toxina de Bordetella pertussis (una adenilato ciclasa activada por
calmodulina) la afinidad por el sustrato se redujo casi 10 000 veces
cuando el aspartico 188 fue sustituido por asparagina. Es importante
sefialar que el residuo 188 se encuentra en un motivo hidrofdbico
conservado entre otras toxinas tipo adenilato ciclasa (Glaser, et al. 1991).

Debido a la relevancia bioldgica que podria tener el acido aspartico en el
motivo hidrofébico de las §-endotoxinas, creemos que seria interesante
realizar varios tipos de cambios en este residuo, por ejemplo glutamico
por aspartico con este cambio, la carga neta no se modificaria; asparagina
por aspartico y otro tipo de sustituciones que puedan inducir cambios
importantes en la estructuracion de la proteina, nos daria mayor

“conocimiento del papel que juega este motivo hidrofébico en la actividad

global de la toxina.

El grado de conocimiento tedrico y practico que se ha generado en los
ultimos dos afios en este grupo de trabajo y en el resto de los laboratorios
donde se trabaja con Bt, ha aumentado de manera significativa. Las
metodologias de PCR y transformacién de Bt desarrolladas en nuestro

laboratorio, asi como el uso de anticuerpos mono y policlonales, permitira

hacer mas rapida la clonacién y caracterizacidén de nuevos genes de -
endotoxinas, sobre todo por la necesidad de encontrar cepas de Bt que
produzcan toxinas con nuevas y mejores actividades toxicas, por ejemplo o-
endotoxinas que desarrollen actividad tdxica contra contra nematodos y
protozoarios de interés agricola y salud publica. |

- Creemos que con la publicacidon de la estructura tridimencional de la 6-
endotoxina CrylllA se abre una puerta muy grande en el campo de Bacillus
thuringiensis. La posibilidad de disefar nuevas toxinas se se amplia de
manera sustancial, sobre todo porque ahora se podrian disefar toxinas
quimericas, fusionando la regién de reconocimiento del receptor de una
toxina con alta afinidad a otra que tenga incrementada la formacion del
poro y viceversa. Asi como poder disefiar cambios discretos en regiones
que pudiésen incrementar la potencia ¢ un rango de accion incrementado.
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