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RESUMEN

Se establecié un sistema de flujo genético entre diferentes cepas de
Bacillus thuringiensis (Bt). Las cepas paternas presentan diferencias en el
espectro de actividad, serotipo flagelar y morfologia del cristal: Bt subsp.
kenyae (HD-225) de cristal amorfo, y de cristal bipiramidal las cepas Bt
subsp. kurstaki (HD-73), Bt subsp. aizawai (GM-7 y GM-10), Bt subsp.
monterrey (GM-33), y Bt subsp. mexicaniensis (GM-43). La eleccion de los
marcadores de seleccion para los experimentos de conjugacién, fue
determinada en base al patron de sensibilidad a antibidticos. Una vez
realizado el proceso de conjugacién, seleccionamos 30 colonias al azar y
éstas fueron incubadas en agar LB durante 48 h/37°C. Los cristales se
observaron al microscopio optico y electréonico de barrido, encontrandose
que las transconjugantes 7/43, 7/225a, 10/43 y 10/225a presentaban un
cristal de forma cuadrada, similar al encontrado en las cepas Cry3. El
andlisis del perfil y tipo de proteinas del cristal demostré que las
transconjugantes que habian variado en la morfologia del cristal, a pesar de
conservar similar patrén proteico al de las cepas nativas, no daban reaccion
cruzada con los anticuerpos especificos; por el contrario, las
transconjuganties obtenidas con la cepa GM-33, las cuales conservaban
similar morfologia del cristal y patron proteico, daban reaccién con los
anticuerpos anti-Cry7Aa. También se realizé la determinaciéon dei perfil de
plasmidos para conocer cuales se habian transferido, en esté se pudo
determinar que las cepas que presentaron cambio en la morfologia del
cristal, se habia perdido algunos de los plasmidos; sin embargo, en la
transconjugante 33/73 se encontrd que aparecian 3 plasmidos adicionales.
La identificacién a nivel de ADN, por PCR, mostré que las transconjugantes
dieron sefial con iniciadores especificos del dominio | de cry1Ac y cry7Aa.
Para conocer si se obtuvo éxito en la modificacion de la actividad toxica de
las cepas, se realizaron bioensayos contra larvas neonatas de Trichoplusia
ni, encontrando que la transconjugante 33/73, originada de la cepa GM-33,
presentaba una actividad toxica modificada, ya que maté al 100% a una
concentracion de 0.1 pg/cm?, mientras que la GM-33 presentd una
mortalidad del 16% a dosis de 10 pg/cm? Mientras que algunas de las
transconjugantes, que presentaron cambios de morfologia de cristal tuvieron
una disminucidén en su toxicidad. Los anteriores resultados demuestran la
existencia de un tipo de flujo y variacién genética como resultado de los
eventos de conjugacién y que este tipo de eventos dié como resultado
variantes tanto en morfologia como en toxicidad.
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INTRODUCCION

El control de insectos plaga de importancia agricola y salud publica es
un problema que ha llamado el interés de cientificos e inversionistas.
Actualmente el control de estos organismos se realiza por agentes quimicos;
sin embargo, el uso del control biolégico aumenta cada dia. El biocontrol
implica el uso de enemigos naturales de los insectos plaga, donde
sobresalen organismos entomofagos (insectos depredadores y parasitoides)
y entomopatégenos. Dentro del grupo de organismos entomopatdgenos se
encuentra una amplia variedad de virus, bacterias, hongos y nematodos
(Tabla 1) (Rajnchapel-Mesai, 1990).

Tabla 1.- Principales bacterias entomapatégenas.

Bacteria Insecto Blanco
Bacillus popillae Coleé6pteros
Bacillus lentimorbus Coledpteros
Bacillus sphaericus Mosquitos
Bacillus thuringiensis L.epidopteros, dipteros, coleépteros, y
neméatodos

Clostridium malacosome Malacosoma sp.
Pseudomonas aeruginosa Patdégeno oportunista parala mayoria de los

insectos
Xenorhabdus Insectos susceptibles al Nematodo Steinermnema
nematopholus feltiae

Rickettsiella melolontha Coleobpteros, dipteros y ortépteros

De los grupos bacterianos el que tiene mayor capacidad para eliminar
o infectar insectos es el grupo de las bacterias formadoras de endoespora,
principaimente, los pertenecientes al género Bacillus. Entre los bacilos de
mayor importancia se encuentran Bacillus thuringiensis y Bacillus
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sphaericus. Bacillus thuringiensis (Bt) es el microorganismo de mayor interés
econémico y cientifico, ya que produce un cristal proteico (6-endotoxina)
formado por una o mas proteinas, las cuales son especificas contra los
estadios larvales de diversos ordenes de insectos (Aronson et al.,, 1986;
Pietrantonio y Gill. 1992). Basandose en su actividad biolégica, Ellar y col.
(1986) clasificaron las cepas de Bt en & patotipos, cuatro de estos
representan cepas toxicas contra lepidopteros, dipteros, coledpteros, y
dipteros y lepiddpteros. El quinto patotipo son aquellos cristales atdxicos,
considerandose que este tipo estd mas ampliamente distribuido que los
cristales toxicos (Ohba y Aizawa. 1986). También se ha realizado una
clasificacion de los genes que codifican para las proteinas de cristal
(6-endotoxina), de acuerdo a la estructura primaria y espectro de su
actividad insecticida, estos se clasificaron por vez primera en 6 clases (Cryl
a CryVl) (Hofte y Whiteley. 1989; Feitelson et al. 1992), actualmente en la
nueva clasificacion estas comprenden 20 clases (Crickmore, 1996).

En 1981, Schnepf y col., establecieron la posibilidad de que la
variacién de los diferentes patotipos de Bt, sea resultado-del intercambio de
regiones entre los diferentes genes que codifican para el cristal. Lo anterior
abre la posibilidad para obtener variantes del cristal de la toxina por medio
de la introduccion de diversos genes para cristales de diferentes origenes en
la misma cepa recipiente (Crickmore et al, 1990; Honée ef al., 1990;
Caramori et al., 1991; Lecadet et al., 1992), donde el procedimiento de
transferencia de plasmidos seria una buena alternativa (Klier et al., 1983).

Creemos que seria posible la generacién de cepas de Bt que
produzcan variantes en la composicion proteica, a partir de cepas de Bt con
diferentes propiedades serologicas, patotipo y morfologia de cristal, lo que a
su vez puede implicar incrementos en el espectro de actividad. Al mismo



Guillermo René Cuellar Gomez 10

tiempo, tal sistema de intercambio genético podria abrir la posibilidad de

intercambiar propiedades con otros bacilos afines.
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HIPOTESIS

El flujo genético entre diferentes cepas de Bacillus
thuringiensis podria originar nuevas cepas con actividad
biolégica modificada.

OBJETIVO GENERAL

+« Establecer un sistema de flujo genético entre
diferentes cepas de Bacillus thuringiensis para la
obtencién de cepas modificadas en su actividad toxica.

OBJETIVOS PARTICULARES

Obtencion de cepas mutantes espontaneas resistentes a mayores
concentraciones de antibidticos.

Establecer un sistema de flujo genético entre diferentes cepas de
Bacillus thuringiensis.

Producir de cepas con caracteristicas téxicas modificadas.
Anadlisis del perfil de proteinas del cristal y plasmidos de las cepas
transcipientes obtenidas.

Bioensayos y seleccion de cepas modificadas
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ANTECEDENTES

Bacillus thuringiensis (Bt) es un bacilo esporulado, gram positivo, con
flagelos peritricos, que se caracteriza por producir una inclusion
paraesporal (cristal) de origen proteico, que es toxico para los estados
larvales de diferentes ordenes de insectos. Literalmente hay cientos de
aistados del cuerpo paraesporal de los bacilos, habiendo 410 formulaciones
registradas a partir del cristal de Bt (Aronson ef al., 1986). Basandose en su
actividad bioldgica, Ellar y col. (1986), clasificaron las cepas de Bt en 5
patotipos, cuatro de éstos son cepas tdxicas a lepidopteros, dipteros,
coledpteros, y dipteros y lepidopteros. El quinto patotipo se considerd ser
atdxico, el cual estd mas ampliamente distribuidos que los cristales téxicos
(Ohba y Aizawa, 1986). También se ha realizado una clasificacion de las
proteinas de cristal (d-endotoxina) de acuerdo a la estructura primaria y
espectro de su actividad insecticida, comprendiendo 20 clases {Crickmore,
1896). Aunque si bién, se ha estudiado la composicidbn quimica de los
cristales y los aspectos fisioldégicos y morfolégicos de .a formacion de la
espora y el cristal, la carencia de un sistema de intercambio genético en Bt
ha detenido los estudios de los factores genéticos asociados con la

formacién del cristal.

Plasmidos de Bacillus thuringiensis

El estudio de los plasmidos de diversas cepas Bt, ha demostrado
variabilidad tanto en la cantidad como en el tamafio de éstos, reportandose
desde 1 ( var, sotto y var. thompsoni) hasta 16 { var. kurstaki) plasmidos,

cuyo tamaro varié de 2 a 200 MDa. Asi mismo, el gen que codifica para las
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drendotoxinas puede ser localizado en plasmidos de diverso tamafo y en

cromosoma (Tabla 2).

Tabla 2.- Plasmidos encontrados en diversos serotipos de Bacillus
thuringiensis.
Plasmidos: Talla mol.
Serotipo Cepa Loc. del gen de la Referencias
de la protoxina
Namero | Talla molecular (MDa) protoxina (kDa)
1 thu HD-2 10 5.2;6.2;7.2;7.6; 32; 37; 75 130 1,23,4
54; 57, 75; ~150
berliner 17 3.9;54;7.5;95; 15; 17; 42, 130 aro,
1715 21; 25; 28; 39; 42; 51; 60; | cromosoma* lere82,89
77; 100; 120; 180
berliner 7 5.4; 8.2;: 7.5; 15; 33; 56; 58 58, 130 aro, lere82,
22105 cromosoma* a9
2 fin CN-1 2 77; 98 98, 135 Debro
cromosoma
3a3c ale HD-4 10 4.8;4.9;5.4;6.2; 6.4; 35; 105 130 aro,
37; 39; 46; ~105 100 onza,carl,
erec. §9
3a3b3c |kur HD-1 1 ~1.4;49;5.2;54;9.3; 44; 110 131; 133.2; | hoftee, aro,
~10, 28; 44; 52; ~110; 44; 60 133.3 onza, carl,
~120 70; 130 |jer
lerec. 89
8 1.5; 5.2; 5.6; 9.3; 10; 30; lere. 82
47, 54
HD-73 6 4.9; 5.2; 5.4; 7.5; 50; 50 50 133.3 hofte, aro,
carl, gon,
ler.89
HD-263 11 14;4.9:5;5.2; 54, 7.5; 44; 60; 110 130 gonz.88
43; 44; 60; 110; 130 patente
4adb sotfo 3 52;39;43 39 133 aro, hoftee,
lere82, 89.
dendr 4 33;37;66; 73 cromosoma 145 aro, lere
olimu 82,89,
s nagamatsu
dadc ken HD-63 9 5.2; 5.3; B.5; 12; 40, 49; 125 133 vontersh91
94, 125; ~140 40 lereg9
HD-588 5 4.9; 5.3; 65; 125; ~140 65; 125 133 vontersh
HD-617 5 4.9; 5.2; 61; 115; ~140 61; 115 133 vontersh
S5as5b gal HD-8 4 5.2, 8.7, 10.3; ~130 130 carl, gonz81
5 6.3; 8.6;20; 51; 74 lere82
6 ent cromosoma 130-133 |aro, lere89
subto 2 52; 56 56; aro, lered2,
xicus cromosoma a9
7 aiz HD-122 15 |3.5,47;54,79;8 110; 46 130140 ([gonza
lineales; 6; 30; 31; 33; 43; patente
46; 50; 78; ~110; ~120
B 3.9; 5.4; 5.6; 7; 8.5; 30; 35; lere82
60
45 aro,
7-29 45; 130-133 |lere89
cromosoma
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8adb mor 5 10 - ~160 145-150 lere 89,
160 kronstad83,
aroB6
ten a0 70 lereB89
8aBc ost HD-538 4 50 - ~150 68 carlton
9 tol 6 5.2; 7.6; 8; 16; 28; 45 lere82
] 5-.~150 45; 50; 150 aro,
kronstad
44; 70; 100 lered9
10a10b |darm 4 43 -90 47 aro,
60 kronstad
1 107 lere89
lizuka
73-E-10- 5 3.3; 8.95; 9.47; 15; 107.156 lizuka
2 2 7.78; 107.15 lizuka
T4-E-37-
14
11a11b |tou 5 10 -~160 150 aro,
kronstad
1tatic |kyu cromosoma aro
12 tho 4 4 -100 100 aro
14 isr

Asi mismo, se pudo comprobar que no existe correlacion entre el
nimero y talla de los piasmidos con la toxicidad y morfologia del cristal
(lzuka et al., 1981; lzuka et al., 1983). Por lo que respecta a la localizacién
del gen que codifica para la d-endotoxina, se reporté que éste puede
encontrarse en plasmidos de diversa talla molecular, por ejemplo en Bt
subsp. kurstaki el gen se localiza en un plasmido de 29 MDa, mismo que al
ser transferido a B. cereus, promovid la sintesis del cristal (Aronson et al.,
1984; Carlton y Gonzalez, 1985). Minnich y Aronson (1984) reportan que un
plasmido de 110 MDa puede estar implicado en [a regulacion de la sintesis
de la §-endotoxina y que su movilizacion a otras cepas de Bt, podria estar
relacionada con otros plasmidos en Bt subsp. kurstaki (Reddy et al., 1987).
Lereclus y col. {1983, 1984 y 1985), publicaron que la sintesis y movilizacion
del gen de la d-endotoxina esta asociada a un transposon, de ~3 MDa

(Tn4430). Estos resultados concluyen que este es el motivo por el cual el
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gen de la §-endotoxina se puede encontrar en mas de un plasmido (Klier et
al., 1982; Kronstad et al., 1983).

Conjugacién

En 1982, Gonzalez y Carlton describieron un proceso intercambio
genético semejante a la conjugacion, para promover la movilizacién de
toxinas entre diversas subespecies de Bt y en ocasiones entre Bt y algunos
bacilos gram positivos. Este sistema involucra, preferenciaimente, la
transferencia de plasmidos. En el mismo afo, Gonzalez y col., realizaron un
sistema de la transferencia de los plasmidos que codificaban para el cristal
entre cepas de Bt y B. cereus. Las clonas resultantes, sintetizaron un cristal
que desarrollé la misma toxicidad que la donadora. Posteriormente, Klier y
col. (1983) obtuvieron el mapeo hetercespecifico entre una cepa de B.
subtilis, que contenia el gen del cristal de la cepa berfiner 1715 y diferentes

cepas de Bt. El plasmido fue introducido en cepas acristaliferas (mutantes

Cry ) de Bt y a Bt var. israelensis donde se produjeron cristales con

actividad dual hacia lepiddpteros y dipteros. Asi mismo, Gonzalez y Carlton
(1984), realizaron la transferencia dei plasmido que codificaba para el cristal

de Bt var. israelensis en diversas cepas Cry ~, y se observd que el cristal

producido por las ¢cepas receptoras conservaba ia misma toxicidad.

En 1985, Battisti y col., desarrollaron un sistema de transferencia de
plasmidos de resistencia a antibibticos, entre cepas de B. anthracis, B.
cereus, y B. thuringiensis, encontrando que este meétodo de transferencia
interespecies era muy eficiente. Reddy y col. (1987), transfirieron el
ptasmido pBC16 (codifica para resistencia a tetraciclina) entre 4 subespecies
de Bt a B. anthracis y B. cereus. Posteriormente, se detectd una baja

frecuencia de transferencia del gen cromosomal de Bt a B. cereus utilizando
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un marcador de triptéfano. También observaron que en las cepas de B.
cereus transcipientes, el gen que tenian con mayor frecuencia era el que
codificaba para la protoxina (Aronson y Beckman, 1987). Los ensayos de
transferencia de material genético inter e intra especie, también podria
involucrar a elementos de transposicion (transposones) que podrian
movilizar al gen de la &-endotoxina, tal fue el caso reportado cuando Bt
subsp. israelensis fue apareado con B. subtilis, el cual transfirié los
plasmidos pC194 y pUB110, y el transposon Tn916 (Naglich y Andrews.
1988). Después, Wiwat y col. (1990) transfirieron los plasmidos pBC16 y
pC194 de Bt subsp. israelensis a 25 subespecies de Bt. Sus resultados
indicaron que la capacidad de la transferencia de plasmidos entre las
distintas subespecies no dependia de la presencia de grandes plasmidos. En
el mismo afo, Jarret y Stephenson, encontraron que la transferencia de
plasmidos entre cepas de Bt, podria darse en el interior (hemolinfa) de las

larvas que eran atacadas por diferentes cepas de Bi.

El proceso de conjugacion, en Bt es un sistema complejo, y éste
podria depender de la presencia de otros marcadores o elementos genéticos
que promovieran la agregacién entre las diversas cepas. En este sentido,
Andrup y col. (1993), establecieron que et evento de transferencia gensética
es unidireccional y depende del fenotipo llamadp Agr. De tal manera, la

transferencia se daria de agr® a cepas agr. En 1993, Carlton, hizo una
revision de los métodos para el mejoramiento de cepas de Bt, el cual
establece que una buena alternativa, para obtener nuevas cepas con un
espectro de hospederos modificado, seria la conjugacién, el cual ocurre

normalmente en la naturaleza.

Lo antes mencionado, nos abre la posibilidad de poder idear
estrategias genéticas, por eventos naturales, para la obtencidn de cepas
modificadas en su actividad bioldgica, las cuales podrian se mas facilmente
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utilizadas en el campo sin representar riesgos inminentes a la naturaleza.
Por fo anterior, en esta investigacion se establece la posibilidad del
establecimiento de un flujo genético entre diversos serotipos de Bt para
obtener nuevas cepas variantes como resultado de eventos de intercambio y

recombinacién genética.
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MATERIAL Y METODOS

Cepas, medios de cultivo' y pruebas de sensibilidad a antibiético

Las cepas bacterianas que se utilizaron en el trabajo son enlistadas en
el Tabla 1. Para determinar la sensibilidad a antibidticos, las cepas fueron
incubadas en caldo extracto de levadura-peptona (YPB) a 37°C durante 6 h
en agitacién constante a 150 rpm. Una alicuota de 200 ul fue mezclada en
YPA suave y vertida sobre 10 ml de YPA. Una vez solidificada la capa de
YPA suave se colocaron sensidiscos para gram positivos (Bigaux
Diagnostica, S.A.) y se incubaron durante 24 h/37°C. La sensibilidad y
resistencia fue determinada por el didmetro del halo de inhibicién, de

acuerdo a las indicaciones del fabricante.

Tabla 3.- Bacterias que se utilizaron en este estudio.

Bacterias Origen

Bacillus cereus NRRL Dr. Curtis B. Thome,

569 Univ. de Massachusetts

B. thuringiensis Coleccién Intemacional de
Bacilos Entomopatoégenos.
F.C.B,, UAN.L.

cepa var

HD-225 kenyae

HD-73 kurstaki

GM-7 aizawai

GM-10 aizawai

GM-33 monterrey

GM-43 mexicaniensis

GM-109 No determinado

B. sphaericus 2362

1

B.

La composicion de las soluciones y medios de cultivo utilizados se indican en los Apéndices A 'y
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Obtencién de mutantes espéntaneas. Las cepas se sembraron en
cajas de YPA conteniendo gradientes de antibiéticos y se incubaron 24
hi37°C. Las colonias seleccionadas se incubaron en caldo con antibidtico en

concentraciones ascendentes (Carlton y Brown. 1981).

Conjugacioén

Para la realizacion de este proceso, se utilizaron cepas de Bt con
diferente patron de sensibilidad a antibidticos, toxicidad y morfologia de
cristal, ademas de cepas de B. sphaericus y B. cereus (Tabla 3). La
conjugacién se realizd de acuerdo a lo reportado por Gonzalez y Carlton
(1982), con excepcidn que el tiempo de conjugacion fue de 48 h. Se tomaron

alicuotas de 100 pul para realizar diluciones hasta 10° y se inocularon por
difusidén en agar nutritivo con antibidtico de seleccion (ver Tabla 6) y se
incubé 18-24 h a 30°C. Se seleccionaron 30 colonias con morfologia tipica
incubandose en agar LB 48h/37°C. La morfologia del cristal fue observada al
microscopio Optico. Aquellas clonas con morfologia atipica, se observaron al
microscopio electréonico electrénico de barrido bajo las siguientes
condiciones: una gota del complejo espora-cristal s.e deposité en el
portamuestra y se cubrié con oro. La observacion se realizé a 30 kV y 2,000

a 20,000 aumentos.

Determinacién del patrén de proteinas

Se realizd el patrén proteico de las transcipientes obtenidas utilizando
la técnica de electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS (PAGE)® Los
cristales fueron parcialmente purificados por un sistema bifasico de
polietilenglicol-buffer de fosfatos (Guereca et al.,, 1995). Los cristales
purificados se solubilizaron y se realizé una electroforesis en PAGE al 10%

2 La composicién del gel de poliacrilamida se indica en el Apéndice E.
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en condiciones desnaturalizantes. E! gel se corrid a 20 amp en el gel
concentrador y 40 amp en el separador. El ge! se tifflo con una solucién de
azul de Coomasie (Laemmli. 1974).

Inmunodeteccién

La determinacion del tipo de proteinas del cristal fue realizada por
inmunodeteccion con anticuerpos policlonales anti-CrylA y anti-Cry7Aa que
establecen reaccidén cruzada con las proteinas del cristal de acuerdo a lo
reportado por Pereyra y col. (1994).

Determinacién del patrén de plasmidos

Se realizé la purificacibn de plésmidos de las cepas nativas vy
transcipientes, obtenidas en los experimentos de conjugacién, segun lo
descrito por Pereyra y col. (1994). Los ptasmidos purificados se corrieron a 9
mA (40 min), 40 volts (35 min) y 120 voits (2.5 h) en un gel de agarosa al
0.7% en TBS.

Analisis por PCR de las cepas transcipientes

Para conocer la integracion de plasmidos y/o genes transferidos a las
cepas receptoras se reatlizaron experimentos de PCR utilizando los
oligosdeoxiribonucleotidos (oligos) para el Dominio | y Dominio tll de crylAc
(Damas Buenrostro. 1995) y cry7Aa (Cer6n et al., 1985), con los cuaies se
retaron las cepas transcipientes y cepas nativas (Tabla 4).

Bioensayos

Se realizaron bioensayos para las cepas nativas y transconjugantes,

utilizando larvas neonatas de Trichoplusia ni . El complejo esporas-cristales

se aplicé sobre dieta artificial, utilizando concentraciones de 1y 10 pg/cm?.
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Una vez secas, se colocd una larva por copa (25 larvas por concentracion).

Se incubé por 7 dias a 28 °C, después de los cuales se contaron las larvas

vivas y muertas para determinar el porcentaje de mortalidad.

Tabla 4.- Caracteristicas de iniciadores utilizados en las mezclas de reaccion.

Par de Secuencia Gen Posicion
Primers Reconocido
CJili20 S'TTAACCGTTYITCGCAGAGA cry7Aa 821 a 840
CJlliz1 S5'TCCGCACTTCTATGTGTCCAAG 1507 a 1529

BP7 S'TTTAGTCTGCAGTTAGTTGCACTITGTGC cryfAc  -128a -102
ZJ7 5'CTTCTGGATCCATCATAATTCGGGAACAG Dominio1 736 a 761

ZJ8 S'ATACATAGATCTGCTGAATTTAAT cryfAc 1366 a 1389
ZJ10  §'CTCARCAAAGGTACCTGATAGTGTGAC Dominio3 2161 A 2187
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RESULTADOS

Sensibilidad a antibiéticos y obtencién de mutantes espontaneas

Con la finalidad de realizar una adecuada seleccion de las cepas
determinadas a ser posibles receptoras, éstas se seleccionaron en base a
los gradientes de antibidticos (Cuellar-Gémez, 1994), en los cuales se
obtuvieron mutantes espontaneas con resistencia a 60 pg/ml de cefalotina
de las cepas GM-7, GM-10 y HD-225, de las cepas GM-7 y GM-10
resistentes a 5 pg/ml gentamicina. También se obtuvieron variantes de la
cepa HD-73 con resistencia a 30U/ml de penicilinay 5 pg/ml de dicloxacilina
(Tabla 5).

Tabla 5.- Determinacion de la sensibilidad de diferentes cepas de B.
thuringiensis y B. sphaericus a diversos antibiéticos.

Conc. Cepas Bacterianas
Antibidtico (k) HD-73 HD-225 GM-7 GM-10 GM-33 GM-43 B.
sphaericus

Ampicilina 10 - - - - - - -
Cefalotina 30 - + - - + . - +
Cefotaxima 30 - - - - - - -
Cefuroxima 30 - - + - - - -
Ceftazidina 30 - - - - - - -
Dicloxacilina 1 - + +- - - - -
Eritromicina 15 + + + + + + +
Gentamicina 10 + + + + + + +
Pefloxacina 5 + + + + + + +
Penicilina 10U - + - - + - +
Tetraciclina 30 + + + + + +
Trimetroprim- 25 - + + + - - +

Sulfametoxazol
- Resistente + Sensible
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Cabe mencionar que las mutantes obtenidas resisten de 2 a 3 veces
mas la concentracion presentada en sensidisco. Las mutantes seleccionadas
conservaron su morfologia colonial y del cristal, lo cual es de importancia
como referencia de que las transconjugantes obtenidas con cambio de
morfologia del cristal y de colonia, fueran debidas al proceso tipo
conjugacion, y descartar alteraciones inducidas por el antibidtico. De
acuerdo a los resultados del antibiograma y a los gradientes, se realizaron
las mezclas de antibidticos para utilizarlos como marcadores de seleccién
(Tabla 8).

Tabla 6.-Antibitticos utilizados en la seleccion de cepas de B. thuringiensis

transconjugantes.
Cepa Cepa donadora
receptora  yp.73 HD- GM-7 GM-10 GM-33 GM-43 Bacillus
225 sphaericu
s
HD-73 X P D X P X P
HD-225 Cc X C C C X X
GM-7 X C X X c G C
GM-10 X Cc C X C G C

Antibidticos: X, No se¢ realizdé seleccidén; C, Cefalotina (60 pg/ml); D, Dicloxacilina (5
pg/ml); G, Gentamicina (5 pg/ml); y P, Penicilina (30 pg/ml).

Seleccion de transconjugantes

Solo se logr6 obtener crecimiento en 8 de experimentos de
conjugaciéon de las diferentes mezclas que se realizaron (Tabla 7).
Basandonos en estudios previos (Cuellar-Gomez, 1994) se seleccionaron 30
colonias al azar y sembraron por picadura en antibiético de seleccion, en el
cual también se sembraron ambas cepas nativas utilizadas en la mezcla de
conjugacion, con la finalidad de observar que no hubiera mutaciones

espontaneas en las cepas donadoras. Después de 72 h de incubacidén se
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realiz6 una tincion simple con azul de Coomasie para determinar la

morfologia del cristal por observacién al microscopio dptico (Tabla 7).

Tabla 7.- Relacién y morfologia del cristal de las diferentes cepas obtenidas
por conjugacioén de B, thuringiensis.

Cepas donadoras Cepas receptoras Cepas Transcipientes
Clave Morfologia Clave Morfologia Clave Morfologia
del Cristal del Cristal del cristal
HD-225 Amorfo GM-7 Bipiramidal 7/225a Cuadrado
7/225b Amorfo
GM-10 Bipiramidal 10/225a Cuadrado
10/225b Amorfo
GM-33 Bipiramidal HD-73 Bipiramidal 33/73 Bipiramidal
HD-225 Amorfo 33/225 Amorfo
GM-7 Bipiramidal 3377 Bipiramidal
GM-10 Bipiramidal 33/10 Bipiramidal
GM-43 Bipiramidal GM-7 Bipiramidal 7/43 Cuadrado
GM-10 Bipiramidal 10/43 Cuadrado

Al analizar la morfologia del cristal (Figura 1) de las cepas
transconjugantes, sobresalen el cambio de morfologia presentado por
algunas transconjugantes en las mezclas de GM-7 y GM-10 con las cepas
HD-225 y GM-43 (ambas cepas receptoras pertenecen a la variedad
aizawai). En la revisién de su estructura se notan diferencias en el tamafo y
forma del cristal, presentando formas un poco mas alargadas en las
transconjugantes obtenidas de la cepa GM-10, y mas compactas en las
transconjugantes de la cepa GM-7. Las restantes transconjugantes obtenidas

conservaron [a morfologia de cristal similar a las cepas nativas.

Andlisis de proteinas del cristal

El analisis del patrén de proteinas del cristal de las cepas

transconjugantes obtenidas, revelo que, en algunos casos, éste se modifico,
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pero tales modificaciones variaron dependiendo de la mezcla de
conjugacion. De esta manera, en la figura 2A se observa, que el patrén de

las proteinas del cristal de las cepas transconjugantes con la cepa GM-33

71225

Figura 1.- Morfologia del cristal de las cepas nativas y transconjugantes.

como receptora o donadora, presentan un perfil proteico similar al de la cepa
nativa; sin embargo, se observa una pequeiia banda de aproximadamente 30
KDa en las cepas transconjugantes 33/7, 33/10 y 33/73, y cuando estas se
retaron con el anticuerpo anti-Cry1A se observd que el anticuerpo presenta
reaccion cruzada con la banda principal de 130 KDa de las cepas nativas
correspondientes (GM-7, GM-10 y HD-73), lo cual nos indicaria que las
cepas transconjugantes carecian de la fraccion téxica de Cry1A (Fig. 2B).
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Al realizar la inmunodeteccion con anti-Cry7Aa de las cepas nativas y
transconjugantes se observa que daban reaccidén cruzada la cepa GM-33
nativa y las transconjugantes 33/7, 33/10 y 33/73 (Figura 2C), no
presentandose dicha reaccion en la transconjugante 33/225 (Carril 8) lo cual
indica que la cepa HD-225 fue incapaz de transferir material genético con la
cepa GM-33.
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Figura 2.- Perfil de proteinas e inmunodeteccién del cristal de las cepas
transconjugantes obtenidas con la cepa GM-33 como receptora.

Los resultados anteriores contradecian lo esperado, ya que se
esperaba que las cepas transconjugantes presentaran un perfil de proteinas
con algunas modificaciones y/6 dieran reaccidn cruzada con ambos

anticuerpos, lo cual nos indicaria que el evento de conjugacién fue un éxito.
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En la figura 3A, se observa el patron de proteinas de las cepas
transconjugantes en las cuales se utilizé la cepa GM-7 como cepa donadora,
aqui se puede observar que las cepas transconjugantes 7/43 y 7/225a
presentan un patrén de proteinas similar a la cepa GM-7 nativa, ain cuando
en ambas transconjugantes el cristal es cuadrado (ver Figura 1). Por otra
parte el perfil de proteinas de la 7/225b (Fig. 3A, carril 5), es distinto a la
7/1225a, ya que aqui no se presenta la banda principal de 130 KDa, que se
observa en GM-7 y de las bandas de aprox. 127 y 69 KDa de la cepa
HD-225. Sin embargo, cuando se utiliz6 la GM-7 como receptora, se
observd que sbio se presenta reaccion cruzada en la cepa GM-7 nativa (Fig.
3B, carril 1). El resuitado negativo en la reaccibn de las cepas
transconjugantes (Carriles 2, 4 y 5), nos indica que la modificacién recibida
por esta cepas fue de tal magnitud que pudo haber afectado la morfologia y

composicion original del cristal proteico.

m @ =2 B ==
~ g & o m & 287
s 3 32 88 3 e 38§ 9
B A e iwISSS%
———-_-.—--E-u o '_P‘- e
- . - — —- - -
—-* ' -
_— = = =
pr— Qf"f::l“ i
F'b
.
o S
A ‘
A B

Figura 3.- Perfil de proteinas e inmunodeteccién del cristal de las cepas
transconjugantes obtenidas con [a cepa GM-7 como receptora.
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En la figura 4A, se observa el patron de proteinas de las cepas
transconjugantes en las cuales se utilizd la cepa GM-10. En esta
observamos que el perfil de las transconjugante 10/43 (Fig. 4A, carril 2) y
10/225a (carril 4) presentan un perfil similar a la cepa receptora (Carril 1),
por el contrario, en la transconjugante 10/225b se observa que ha perdido la
banda de 130 KDa, que se observa en la cepa receptora, y tampoco
presenta las bandas de 127 y 69 KDa de la cepa donadora.
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Figura 4.- Perfil de proteinas e Inmunodeteccion del cristal de la cepas
transconjugantes obtenidas con la cepa GM-10 como receptora.

En la figura 4B, se observa la inmunodeteccién con anti-Cry1A de las
cepas transconjugantes, en las cual se utilizé la cepa GM-10 como
receptora, en esta, al igual que en la figura 4A, solo se presentd reaccion
cruzada con la cepa GM-10 nativa, coincidiendo con los resultados

observados en la figura antes dicha. Lo cual nos podria indicar que debido a
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la relacion tan cercana existente entre ambas cepas nativas (ambas variedad
aizawai), presenten alteraciones genicas de igual magnitud lo cual arroja

resultados similares.

Determinacién del perfil de plasmidos

En ta figura 5 se observa el perfil de plasmidos de las cepas
transconjugantes en las cuales se utilizd la cepa GM-33 como receptora o
donadora, y también se puede observar el perfil de plasmidos de las cepas
nativas utilizadas en |os experimentos de conjugacion. En esta se puede
observar que las transconjugantes obtenidas con la utilizacién de las cepas
GM-7 y GM-10 (Figura 5, carriles 2 y 4, respectivamente) no se observan
plasmidos extras, asi como tampoco cuando se utiliza {a cepa HD-225 como
receptora de la GM-33 (Carril B) se alcanza a observar la transferencia de
algun plasmido. Sin embargo, en la transconjugante 33/73 (Carril 6),
claramente se observa que se llevé a cabo la transferencia de los plasmidos
de 7.5 y 5.4 MDa, ademéas de observarse un nuevo plasmido de aprox. 30
MDa.

En el perfil de plasmidos de las cepas transconjugantes que
involucraron a la cepa GM-7, se observa que las cepas transconjugantes
7143 y 7/225a poseen sélo dos plasmidos, mientras que la transconjugante
7/1225b presenta un plasmido de aprox. 40 MDa (Figura 6). El plasmido
presente en ambas cepas es de aprox. 40 MDa, y otro de aprox. 5.4 MDa;
sin embargo, en la transconjugante 7/225a este ultimo migra ligeramente
menos, lo cual nos indica que tiene una talla molecular mayor que en la
transconjugante 7/43. Estos resultados nos muestran que la modificacidén en
la morfologia del cristal podria deberse a la pérdida de plasmidos implicados

en la sintesis de la proteina, y probablemente implicados en la toxicidad.
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Figura 5- Perfil de Plasmidos de transconjugantes obtenidas con la cepa GM-33
como receptora.
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Figura 6- Perfil de Plasmidos de transconjugantes obtenidas con la cepa GM-7
como receptora.
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En la figura 7, se observa el patrdn de plasmidos de las cepas
transconjugantes obtenidas con la cepa GM-10. Observamos que, al igual
que las transconjugantes de la cepa GM-7, las transconjugantes 10/43
(Carril 2) y 10/225a (Carril 4) que presentan una morfologia de cristal
cuadrado, diferente a las nativas, presentando plasmidos de apréx. 6 y 40
MDa ambas cepas, sin embargo la transconjugante 7/43 presenta un tercer
plasmido de apréx. 30 MDa, lo cual nos indica de talia molecular igual a la
nativa. Podemos suponer que el plasmido de menor talla molecular sea una
derivacién del plasmido de 7.5 MDa presente en la cepa nativa. También

llama la atencidn que la transcipiente 7/225b, que su morfologia de cristal es

indefinida, presente sélo el plasmido mayor de 40 MDa.
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Figura 7- Perfil de Plasmidos de transconjugantes obtenidas con la cepa GM-10
como receptora.



Guillermo René Cuellar Gémez 32

Andlisis de PCR de transconjugantes

El andlisis de las transconjugantes de la cepa GM-33, demostré que
las transconjugantes obtenidas generaban un producto igual que la GM-33
nativa, lo cual nos indica que realmente estas cepas contienen el gen que
codifica para la Cry7Aa, el cual es toxico contra coledpteros (Figura 8).
Solamente no amplificd la supuesta transconjugante 33/225, lo cual viene a
apoyar los resultados anteriores de que la cepa HD-225 fue incapaz de
realizar intercambios de material geneético con la cepa GM-33.
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Figura 8.- Identificacion de cepas transconjugantes obtenidas con la cepa GM-33
utilizando los iniciadores para cry 7TAa.

Al realizar el analisis por PCR de las transconjugantes de la cepa
GM-33, utilizando oligonucledtidos especificos para dominio | de cryfAc
(Figura 9), se encontr6 que la cepa GM-33 (Carril 1) daba una débil
amplificacion con dichos oligos. Esto indica que quizas exista una pequefa

zona de complementaridad en dicho dominio entre las toxinas CrylAc
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(HD-73, Carril 7) y Cry7Aa (GM-33). Sin embargo, llama la atencién que en
la transconjugante 33/7 (Carril 2) fuera negativa dicha amplificacion.

Figura 9.- Identificaciéon del dominio | de cry 1Ac de cepas transconjugantes
obtenidas con la cepa GM-33.

Por lo que respecta al analisis de las transconjugantes de la cepa
GM-33, utilizando oligonuclebtidos especificos para el domino Hl de cryfAc,
encontramos que solamente fue amplificado la ¢epa nativa HD-73 (Figura 10,
carril 7). Estos resultados indican que la cepa transconjugante 33/73 tal vez
s6lo contuviera alguna parte del gen que codifica para cry1Ac, por lo cual

dicha toxina no era detectada por los anticuerpos especificos en las
inmunodetecciones.
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Figura 10.- Identificacion del dominio Il de cry 1Ac de cepas transconjugantes
obtenidas con la cepa GM-33.

Determinacioén de actividad biol6gica de los cristales

En los resultados obtenidos en bioensayos con Trichoplusia ni se
observa que las transconjugantes 7/43 y 10/43 presentan una considerable
disminucién en su toxicidad en comparacidén de las cepas silvestres GM-7 y
GM-10 (Tabla 8). Estés resultados eran de esperarse ya que ambas
transconjugantes, a pesar de que presentaban un patrén de proteinas similar
al de las cepas receptoras (Figuras 4 y 6), en la inmunodeteccién la reaccién
con el anticuerpo fue negativa. Ademas el perfil de plasmidos fue diferente al

de ambas cepas nativas.

Resultados similares se obtuvieron en las transconjugantes 7/225a,
71225b y 10/225a, en las cuales la cepa HD-225 fue la donadora, en las
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cuales se observd una notoria disminucién en la toxicidad de dichas cepas.
Por el contrario, la transconjugante 10/225b, que igual a las anteriores, fue
totaimente distinta a la cepa receptora (GM-10) en los diversos analisis
realizados, podria considerarse téxica a dosis de 10 pg/cm?, pero se observa
una considerable disminucion de toxicidad en la dosis de 1 pg/cm?
Similarmente, los resultados de toxicidad de las transconjugantes 33/7,
33/10 y 33/225, tampoco muestran una actividad téxica importante contra T.
ni (Tabla 8).

Tabla 8.- Toxicidad de las cepas nativas y transconjugantes contra
Trichoplusia ni.

% Mortalidad

Cepa Dosis {jg/cm?)

1 10

Control 0 0
GM-7 100 100
GM-10 100 100
GM-33 8 16
GM-43 0 40
HD-73 100 100

HD-225 0 8
337 0 28
7143 8 16
7/225a 0 12
7/225b 20 56
3310 8 12
10/43 12 32
10/225a 4 40
10/225b 32 92
3373 100 100
33/225 8 12

Se usaron 25 larvas de Trichoplusia ni con cada una de las dosis por cepa.
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En cambio la toxicidad de la cepa transcipiente 33/73 fueron
sorprendentas, ya que esperabamos que su toxicidad fuera nula al igual que
en la cepa GM-33 nativa. También se realizaron bioensayos a
concentraciones menores (Tabla 9), en los cuales se observa que dicha
transconjugante es tdéxica contra T. ni. Con estos resultados se demostré
que el proceso de conjugacion se habia llevado satisfactoriamente para

producir cepas con actividad dual.

Tabla 9.- Comparacién de toxicidad entre las cepas HD-73, GM-73 y Tc 33/73
contra Trichoplusia ni.

% Mortalidad
Cepa Dosis (ug/cm?)
0.100 0.500
Control 0 0
GM-33 4 8
HD-73 100 100
3373 100 100

Se usaron 25 larvas de Trichoplusia ni con cada una de |as dosis por cepa.
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DISCUSION

Actuaimente, existen una gran cantidad de reportes sobre la diversidad
de toxicidad de la d-endotoxina de las diversas cepas de Bt; asi mismo,
estos reportes también describen una gran variedad en la composicién y
formas de estas inclusiones. Lo antes mencionado, podria ser explicado por
los diversos procesos evolutives, lo cual implica que las secuencias de ADN
estén sujetas a modificaciones debido a procesos de mutacién y
recombinacién, y que a través de la estabilizacién y transmisién de estos
productos, exista la diversidad entre las cepas de Bt (Amabile-Cuevas y
Chicurel, 1992). Por lo tanto, para comprobar dichos eventos, en el estudio
detallado en las paginas anteriores, se establecid un sistema de
transferencia de material genético por el proceso tipo conjugacién, donde se
requiere que las cepas donadora y receptora crezcan juntas durante varias
generaciones, después de este proceso las células recipientes podrian
adquirir uno o mas plasmidos donadeores en la ausencia de cualquier
seleccién para los plasmidos marcadores (Gonzalez y Carlton, 1984). De
acuerdo a los diferentes resultados obtenidos en este trabajo sobresalen

principalmente 4 puntos de importancia:

1.-Obtencion de Cepas Transconjugantes.
2.-Cambios en Morfologia del Cristal.
3.-Flujo Gensético.

4.-Modificacién de la Toxicidad en las Cepas Transconjugantes.

1.- Obtencién de Cepas Transconjugantes

Al realizar la seleccion de transconjugantes se obtuvieron en diferente

niamero, lo cual probablemente se vio afectado por diversos factores, entre
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los que se encuentran la velocidad de colisién entre Ja donadora y receptora,

la presencia del fenotipo agr® el cual daria la capacidad a la cepa donadora
para aparearse ( Andrup ef al.,, 1993), la segregacién del pldésmido en las
células receptoras en division, y la retransferencia del plasmido por las
recipientes (Chapman y Cariton, 1985), asi como también la densidad de las
células paternas afecta el numero de transconjugantes (Fernandez-Astorga
et al., 1992).

El proceso de transferencia genética es unidireccional, ya que es
determinado por la presencia de! fenotipo agr’, pero durante el proceso de
conjugacion dicho fenotipo puede ser segregado ( Andrup et al., 1993), ya
que se encuentra en plasmido, por lo cual puede ocurrir ambas cepas
paternas, en un momento dado, pueden actuar como donadoras o receptoras
de plasmidos en el proceso de intercambio (Chapman y Carlton, 1985). Por
lo anterior, se puede deducir que las cepas transconjugantes derivadas de Bt
GM-33 (utilizada como cepa donadora, Tabla 6) pudo haber ocurrido eventos
de retransferencia de plésmidos por lo cual finalmente prevalecieron sélo
transconjugantes de esta cepa, tal vez al mantenerse con mayor estabilidad

los plasmidos en esta cepas.

En muchas subespecies los plasmidos cripticos pueden interferir con
la transferencia de aigunos plasmidos. Uno o mas de estos plasmidos
cripticos pueden codificar para una bacteriocina que puede inhibir a las
potenciales recipientes, 0 bien pueden alterar las propiedades de superficie
de la célula donadora y, asi, afectar la formacion de parejas de
apareamiento (Aronson ef al., 1986). lLa experiencia de los diversos
experimentos realizados indican que la eficiencia de la transferencia

depende de |a cepa de Bt utilizada como receptora. Esto puede sugerir que
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el contenido extracromosomal de la cepa recipiente interfiere con la
transferencia del plasmido intergénerico (Lereclus et al., 1983).

2.- Cambios en la Morfologia del Cristal

En algunas de las transconjugantes obtenidas hubo un cambio en la
morfologia del cristal, lo cual se podria deber a un proceso de
recombinacién (Aronson et al., 1986), aunque en el patréon de proteinas no
hay una variacién visible en comparacibn a la cepa receptora, en la
inmunodeteccion estas no son reconocidas, lo cual podria deberse a que la
especificidad antigénica (y ademas, las proteinas estructurales) del cristal
transcipiente, es independiente de la cepa utilizada como receptora y ésta
podria ser determinada por el reacomodo de plasmidos en la cepa donadora,
se podria concluir que el(los) gen{es) estructural{es) que codifican para la(s)
proteina(s) del cristal de la &-endotoxina reside en los plasmidos

transmisibles implicados (Gonzalez et al. 1982),

Entre los diversos tipos de morfologia de cristal obtenidos, llaman la
atencion las cepas transconjugantes que presentaron un cristal de forma
cuadrada, ya que dicha morfologia sélo ha sido reportada en las cepas Cry3,
las cuales desarrollan especificidad contra coledpteros (Hofte y Whiteley.
1989). Es importante notar que dicho cambio de morfologia tampoco ha sido
reportados en los diversos estudios de produccibn de cepas

oligosporogenicas (Jonhson et al., 1980)

Tambien se ha encontrado la morfologia de cristal tetrahédrico, en
cepas clasificadas como Cry3A (Sekar et al. 1987; Donovan et al., 1988;
Donovan et al., 1992), Cry3B (Sick et al., 1990) y Cry3C (Lambert, 1992), las
cuales tienen actividad contra coledpteros, pero dichas toxinas se ha
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encontrado que tienen un peso molecular de 68 a 73 KDa, y la toxina
producida por las transconjugantes del trabajo es de aprox. 130 KDa.

3.- Flujo Genético

La evidencia mas fuerte de que el gen de la d-endotoxina reside en
plasmidos en diversos serotipos de Bt, ha sido reportada utilizando los
métodos de aislamiento de plasmidos de cepas deficientes en la produccion
del cristal, asociando asi a los plasmidos con la produccion del cristal (ver
Tabla 2).

En 1982, Gonzalez y col., reportaron una elevada frecuencia en la
transferencia de plasmidos, especialmente uno de 50 MDa conteniendo el
gen de la protoxina de Bt subsp. kurstaki HD-73 a B. cereus, derivados
acristaliferos de HD-73, o Bt subsp. thuringiensis HD-2. La transferencia
tambiéen fue observada de cepas subsp. kurstaki (HD-263-1) a HD-73 y B.
cereus y de un derivado de subsp. thuringiensis HD-2 a B. cereus. En
muchos casos, los plasmidos que contenian los genes de la protoxina fueron
transferidos y las células receptoras (transcipientes) produjeron la protoxina
con propiedades antigenicas idénticas a la cepa donadora. En algunos
apareamientos, transcipientes conteniendo dos distintos plasmidos que
codificaran la protoxina fueron construidos en pasos sucesivos (Kalman et
al., 1995), y las transcipientes produjeron ambas especies de protoxina. En
todos los casos, los plasmidos no contenian un marcador de seleccién por lo
que se selecciono por la cepa receptora. Estas fueron escogidas al azar por
el perfil de plasmidos o la produccién de una inclusiébn o ambas porque la
frecuencia de transferencia de plasmidos en todos los casos fue muy
elevada. Es interesante observar que a pesar de utilizar diversas mezclas de
conjugacidn (Tabla 5) en el estudio, en algunas no se observd que se llevara

a cabo el evento de transferencia de plasmidos deseada, pero no se puede
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asegurar que hubiera ausencia de transferencia de material genético, ya que
muy pocas subespecies de Bt transfieren plasmidos a frecuencias
suficientemente altas para ser detectados sin marcadores de seleccion
apropiados (Gonzélez ef al. 1982). En otros estudios los plasmidos pBC16 y
pC194 de Bacillus thuringiensis (Bt) subsp. israelensis cepas A084-16-194
fueron transferidos a 25 subespecies de Bt por un proceso tipo conjugacion
utilizando la técnica de apareamiento. Las frecuencias de transferencia vario
considerablemente entre los diferentes pares de apareamiento, variando
desde 1.1 x 10°® a 9.8 x 10%; ademas, la transferencia cromosomal también
se pudo demostrar en 10 subespecies de Bt con muy baja frecuencia (4.3 x
10® a 3.7 x 107) (Wiwat et al., 1990). E| apareamiento intersubespecies en
un grupo de cepas de 8 subespecies tuvo una mayor frecuencia de
transferencia que los apareamientos entre las subespecies. Este resultado
era de suponerse, ya que los sistemas de modificacién/restriccion del ADN
juega un papel muy significativo en el éxito de la transferencia de los
plasmidos. Ademas, los resultados indicaron que la capacidad para transferir
plasmidos entre las varias subespecies no dependia de la presencia de
grandes plasmidos (Wiwat et al., 1990). Otra posible explicacion, es que hay
una disminucion de 20 a 1000 veces en la frecuencia de transferencia de
plasmidos entre cepas conteniendo el mismo plasmido autotransmisibles
(Batisti et al., 1985).

Se observd, que en la pareja de conjugacién HD-73 (cry1Ac) y GM-33
(cry7Aa), la transferencia de plasmidos entre las cepas fue muy eficiente,
prevaleciendo finalmente 3 plasmidos en la cepa GM-33 (Figura 8, Carril 6),
uno de los cuales es de aprox. 30 MDa, lo cual nos indica que
probablemente se tranfirid una porcién del plasmido de 50 MDa de HD-73, lo
cual es de gran relevasncia ya que esté ha sido detectado en estudios
anteriores como el responsable de la toxicidad hacia lepiddpteros (Gonzalea
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y Cariton, 1980). La transferencia de plasmidos de HD-73 a GM-33 se podria
deber a que la eficiencia de intercambio genético se ve aumentada cuando
las cepas donadora y receptora contienen diferentes plasmidos conjugativos
(Reddy et al., 1987).

Aun que al realizar los ensayos de PCR para detectar la posible
integracion dei gen de la toxina en la transconjugante 33/73, este no fue
amplificado por los oligos dei dominio lll de cryfAc (Figura 13), pero si son
reconocidos por los oligos contra cry7Aa (Figura 11), coincidiendo con los
estudios de caracterizacion de Cry1l (Tailor ef al. 1992) donde reportan que
una cepa de Bt la cual presenta actividad dual contra lepidopteros y
colebpteros, al realizar ensayos de hibridacién son reconocidas por sondas
del gen cry1Ac {actividad contra lepidépteros) pero no son detectados con
sondas de cry3A (actividad contra coledpteros).

Otro evento que pudo haber ocurrido en la obtencibn de la
transconjugante 33/73, es que debido a la alta similitud de ciertas regiones
de los genes de la protoxina, como se comprobé con el Dominio | de ambas
cepas nativas (Figura 10, carriles 1 y 7), podria ser un factor en la
recombinacién involucrando a 2 especies de protoxinas que queden
integradas establemente, contando para la multiplicidad de protoxinas en
subespacies 0 a la presencia de genes cripticos (Aronson et al., 1986). La
recombinacién y/o movilizacion genética podria deberse a la existencia de
una secuencia transponible (transposon o secuencia de insercidén), que
posiblemente este involucrada en funciones de insercion, esta secuencia se
puede localizar en diversos plasmidos de Bt y esta conservada entre
serotipos que difieren en la especificidad de la §-endotoxina (Lereclus et al.,
1984). Lo antes mencionado, haria suponer que las sefiales de ampilificacion
de la transconjugante 33/10 (Figura 10, carril 4), fueran debidas a esta
complementaridad mas que hubiera existido una recombinacién entre los
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genes de GM-10 y GM-33, dando como resultado la formacién de un dominio
diferente a la cepa GM-10.

Debido a las similitudes de plasmidos intravariedades entre el
complejo de Bt (Carlton y Gonzalez, 1985), seria necesario realizar una
revisibn que auxiliara en la identificacién de nuevos plasmidos de la toxina
transmisibles, que puedan ser combinados en una sola cepa de Bt para
generar cepas con multiples plasmidos de la toxina, por lo que seria de gran
importancia continuar estudios del flujo genético en Bt para conocer que
plasmidos se encuentran involucrados y que cepas de Bt servirian como
vehiculos de una combinacion de multiples genes que codifiquen para la

protoxina.

4.- Modificacién de la Toxicidad en las Cepas Transconjugantes

Al analizar la toxicidad de las transconjugantes se observan resultados
variados, ya que en la mayoria hay una disminucién o perdida total de la
toxicidad en comparacion con la cepa receptora {Tabla 8). Pero en el caso
de la transconjugante 33/73 se observa un aumento considerable en la
toxicidad al compararla con la cepa receptora (GM-33) (Tablas 8 y 9), lo cual
es sorprendente, ya que dicha cepa, a pesar de que se demostré que habia
ocurrido una transferencia de plasmidos importante entre ambas cepas
nativas, los plasmidos transferidos son de menor talla molecular a los que se
han reportado estar involucrados en ta toxicidad. Ademas los analisis de
PCR (Figuras 9-11) y de proteinas (Figuras 2 y 3, carril 6), no se detectd que
la transconjugante produjera los dos tipos de toxina ya que al realizar la
inmunodeteccion, esta fue reconocida sélo por el anti-Cry7Aa pero no por
anti-Cry1A. Resultados similares obtuvieron (Bradley et al.,, 1995), que ail
estudiar la actividad dual (contra coledpteros y dipteros) de la cepa BtS2, la
toxina fue reconocida por anticuerpos contra Cry3A, pero la reacciéon con
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anti-Cry1B fue negativa. Lo anterior coincidiria con algunas observaciones
de Aronson y col. (1984) y, Minnich y Aronson (1984), los cuales encontraron
que algunas transconjugantes, a pesar de haber obtenido el gen del cristai
no lo expresaban hasta encontrarse en la temperatura permisible. También
se podria suponer que la actividad contra lepidopteros expresada por la
cepa transconjugante 33/73, fuera debido a una nueva proteina diferente a
Cry1Ac (Bradley et al.,, 1995). Respectc a este evento, algunos
investigadores han reportado que la interaccién de 2 o mas protoxinas puede
resultar en inclusiones mas téxicas y estables (Aronson y Beckman, 1987) o
con especificidades sobrelapadas (Aronson et al., 1986; Honée et al., 1990),
aun que existe ia posibilidad que las nuevas combinaciones de
d-endotdxinas puede resultar en actividades contra insectos no afectadas

por los componentes individuales (Crickmore ef al., 1990).

En los resultados de toxicidad de las cepas transconjugantes 33/7,
33/10 y 225/33, a pesar de ser casi nulos, eran los esperados, ya que dichas
transconjugantes en los diversos analisis realizados, demostraron conservar
idénticas caracteristicas moleculares a las cepas nativas (GM-33 y HD-225),

y estas tampoco tienen actividad téxica contra T. ni.

Con respecto a las transconjugantes que presentaron un cambio en ia
morfologia de la estructura de la proteina, también se observa que
disminuye casi por completo su toxicidad, lo que concuerda con la
observacion de Lereclus y col. (1985), respecto a que la menor modificacion
en la estructura de la proteina llevara a un cambio dramatico en la

especificidad hacia el huésped .

Se ha reportado, que muchas cepas de Bt poseen una compleja forma
de actividades de proteinas del cristal, lo cual explica la diversidad de
actividades insecticidas observadas, entre cepas con el mismo serotipo
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flagelar (Dulmage ef al., 1981), las observaciones anteriores, indican que la
transferencia de plasmidos puede ocurrir bajo condiciones similares a las
que encuentra |la bacteria en al ambiente, aun que la transferencia varia de
acuerdo a la cepa \utilizada. Existe el potencial para que nuevas
combinaciones de la toxina sean producidas en la naturaleza. Puede ser
que el crecimiento de Bt en larvas susceptibles 0 en otros ambientes
adecuados permita la transferencia del plasmido, creando nuevas
combinaciones de la 8-endotoxina (Amabile-Cuevas y Chicurel, 1992; Jarret
y Stephenson, 1990).

Finaimente, cabe resaltar que en los resultados obtenidos, se observa
que hubo un cambio tanto en morfologia como en la variacién de toxicidad
del cristal de algunas transconjugantes. Ademas en este trabajo reportamos
la construccién de una cepa transconjugante (33/73) la cual presenta nueva
actividad téxica contra lepiddpteros. Si bien se han reportado que en la
naturaleza existen cepas de Bt que presentan actividad dual contra
lepidopteros y colebpteros, la presente investigacién es la primera en su tipo
que se realiza a nivel nacional, y ademas aporta nuevos conocimientos
respecto al sistema de flujo genético en Bt, ya que se ha reportado que la
apariciéon de los diferentes tipos de proteinas toxicas de Bt se debe a un
intercambio de los genes cry (Aronson et al., 1987; Carlton, 1993), las
cuales a través de un proceso de recombinacion dan origen a nuevos tipos
de cristal con su actividad toxica modificada (Lereclus et al., 1984). Para
obtener mas conocimientos sobre los mecanismos de recombinacién que se
dan como resultado de éste flujo genético, es necesario realizar pruebas de
toxicidad (bioensayos) contra diferentes ordenes de insectos para conocer

que tanto se varia la especificidad por estos mecanismos de recombinacion.
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CONCLUSIONES

1.-El flujo genético via conjugacién es una buena herramienta para la
obtencion de cepas con nueva actividad bioldgica.

2.-Se encontr6 una modificacién en la morfologia del cristal y de su
toxicidad.

3.-E! cambio en la morfologia del cristal en algunas cepas modificé su
actividad toxica.

4.-El incremento en la actividad toxica puede ser debido al intercambio de
ciertas regiones genicas, las cuales darian una modificacion en el

reconocimiento del receptor en insecto.
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Medios de Cultivo.

Guillermo René Cuellar Gémez 56

APENDICE A

(Todos los medios se ajustan a pH 7.0 y se esterilizan en autoclave a

15 Ib/pulg2 por 20 min).

AGAR NUTRITIVO

Extracto de carme
Peptona

Agar

CALDO NUTRITIVO

Extracto de carne
Peptona

Peptona

NacCl

Extracto de levadura
MgSQ7H,00.01 M
CaCl, 01 M

Agar

Peptona

NaCl

Extracto de levadura
MgSQ7H,0 0.01 M
CaCl, 01 M

Agar

YPA SUAVE

(g/h)

3
5
18

(a/l)

3

1 .
250 pl
250 i

15

(a/l)

8

5

1
250 pl
250 pl

6
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YPB (g/)
Peptona 8
NaCl 5
Extracto de levadura 1
MgSO,7H,0 0.01 M 250 ul
CaCl, 0.1 M 250 pl

Caldo Luria-Bertani (LB)*

Triptona 10 g/l

Extracto de Levadura 5g/1

NaCl 10g/I
Agar LB*

Igual que el caldo LB, excepto que contiene 15 g/l de agar-agar.



Soluciones.

(A menos que se especifique lo contrario, todos los buffer Tris se

ajustan a pH 8.0 y se filtran con membrana millipore de 0.45 mm).
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APENDICE B

Buffer TAE 10X

Tris base 484 g
Ac. Acético Glacial 11.51 ml
Aforar con agua bidestiladaa 1 I.

Buffer Tris-Boratos 5X

Tris 89 mM

EDTA Na, 2.5mM

Acido bdrico 89 mM
Buffer TBS 10X

Tris base 100mM

NaCl 1.5M

Buffer de Transferencia

Tris 304
Glicina . 144g
Metanol 200 ml

Agua Bidestilada 800 ml|
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Buffer de Electroforesis de

Proteinas 1X

Tris 3.75 g/l
Glicina 18 g/l
SDS 1.25 g/l
Buffer Tris 1.5 M (pH 8.8)
Tris 181.5 g/l
Buffer Tris 1.0 M (pH 6.8)
Tris 121.1 g/l
Mezcla Litica
Buffer Tris 2.5 ml
SDS10% 4.0mi
Glicerol 2.0ml
2-B-mercaptoetanol 1.0 mi
H,O 0.5ml
Buffer de Carga
Azul de Bromofenol 0.25%
Xilencianol 0.25%
Glicerol en agua 30%
Tween 20 al 2%
Tween 20 2ml
Buffer TBS 98 mi
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Tween 20 al 0.05%

Tween 20 2% en TBS 2.5ml
Buffer TBS 97.5ml

Solucién Cromogénica

Tris 0.1 M
NaCl 0.1 M
MgCi2 0.05M
BCIP 5mg
NBT 10 mg
Ajustar a pH 9.5

Solucién de Tincién

Azul Brillante R 0.012¢g
Metanol 20 mi
Ac. Acético 3.6ml
Agua Bidestilada 26 mi
Solucién de Destincién |
Metanol 100 ml
Ac. Acético 20 ml
Agua Bidestilada 80 mi

Solucion de Destincion Hi

Acido Acético 70 mi
Metanol 50 mi
Agua Bidestilada 930 ml
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Mezcla Litica
Buffer Tris 1 M (pH 6.8) 0.31 mi
SDS 20 mi
Glicerol 1.0 ml
2-Mercaptoetanol 0.5ml
Agua bidestilada 1.34 ml
Mezcla SDS
Buffer Tris-boratos 1 X 100 ml
SDS 2g
Sacarosa 5g
Azl de bromofenol 0.05¢g
SDS 10%

Disolver 10 g de SDS en 90 ml de
agua bidestilada

Persulfato de Amonio 10%
Disolver 1 g en 9 ml de agua

bidestilada

Solucion de Ponceau S

Ponceau S 29
Ac. tricloroacético 309
Ac. sulfosalicilico 30g

Aforar con agua bidestilada a 100ml
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Solucién Sustrato

Tris-HCI 0.1 M
NaCl 0.1 M
MgCil2 0.05M
pPH 9.5

Acrilamida-Bisacrilamida 30%

Acrilamida 29¢
Bisacrilamida 1g
Aforar con agua bidestilada a 100 m|

Filtrar en membrana millipore de 0.45

mm.

Solucidn de Lizosima
Lisozima 2 mg/mil
Sacarosa 0.2

Hg/mi
RNAasa 100
Hg/mi
En buffer TE
Buffer TE
Tris 10 mM

EDTA Na, 1 mM
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APENDICE C

Electroforesis horizontal en gel de agarosa

1.-Fundir la agarosa 1% preparada en buffer TAE en una plancha
térmica. Dejar enfriar a aproximadamente 50°C y verter el volumen
apropiado para formar una capa de 5 mm en el molde. Previamente el
molde debe de haberse montado segun las especificaciones del
fabricante. Colocar el peine para formar los hoyos donde se
depositaran las muestras, dejando un espacio de 1 mm entre el borde
inferior del peine y la base del molde. Dejar gelificar completamente la
agarosa (alrededor de 20 min). Retirar el peine y lavar los hoyos con
buffer TAE o agua bidestilada para eliminar restos de agarosa no

gelificada.

2.-Colocar el gel con su base en la camara de electroforesis horizontal, y
llenar el depésito con €l volumen de buffer TAE necesario para cubrir
el gel con un exceso de aproximadamente 1 o 2 mm por encima del

mismo.

3.-Mezclar 5 ml de la solucién de ADN con 2 ml de buffer de carga. Usar

la puntilla de |la micropipeta para mezclar bien.
4.-Depositar el ADN en cada hoyo, usando una micropipeta.

5.-Colocar la tapa de la camara y conectar los cables de los electrodos
de tal forma que el negativo quede atras de las muestras y el positivo
en el extremo opuesto. Conectar los cables a la fuente de poder y
dejar correr el gel a 100 V hasta que el indicador azul de bromofenol
llegue a 3/4 del gel (aprox. 45-60 min).
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6.-Apagar la fuente de poder, retirar la tapa y sacar el gel con su base.

7.-Colocar el gel en una charola de plastico y agregar un volumen de
bromuro de etidio suficiente para cubrirlo completamente. El bromuro
de etidio es un potente carcin6geno, de aqui en delante el gel debe de
manejarse con guantes de latex y con las precauciones necesarias

para evitar que entre en contacto directo con la piel. Dejar tefiir por

tres min.

8.-Devoiver el bromuro de etidio a su recipiente y lavar el gel con

abundante agua corriente,

9.-Colocar el gel en el transiluminador de luz ultravioleta para observar el
ADN que aparece como bandas color anaranjado fluorescente. La luz
ultravioleta puede causar graves lesiones en la piel y 0jos si se expone
directamente, usar anteojos y/o escudo de plexiglass. El ADN se
desplaza mas lejos del polo negativo conforme sea mas pequeno o

mas compacto.
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APENDICE D

Fotografiado de los geles de agarosa.

1.-Colocar el gel sobre el transiluminador de |uz ultravioleta (sin
encenderlo) acoplado a la camara Polaroid. Enfocarlo usando los
controles de la camara hasta que un letrero colocado sobre el gel

aparezca nitido en la pantalla de la camara.

2.-Colocar el cartucho de la pelicula blanco y negro Polaroid 55 en el
reservorio de cartuchos, teniendo la precaucidon de que éste se

encuentre en la condicion L (Load=carga).

3.-Colocar el reservorio en el carro de exposicion de la camara y correr
este carro hasta dejarlo sobre el obturador.

4.-Apagar las luces y encender el transiluminador, estirar el cartucho de
la pelicula por las pestafias para exponer la pelicula. La luz ultravioleta
puede causar graves lesiones en la piel y ojos si se expone
directamente, usar anteojos y/o escudo de plexiglass. Realizar la
exposicion moviendo la palanca del obturador a la posicion de abierto.

Dejar exponer por 2 min.

5.-Sin encender la luz, cerrar el obturador, devolver la pelicula dentro de
su cartucho y apagar el transiluminador. Después de esto (y sélo

después), encender las luces.

6.-Desmontar el reservorio de cartuchos del carro de exposicién. Mover
la palanca del reservorio a la posicion P (Processing=Revelado).

Estirar suave, pero firmemente el cartucho por las pestafas para
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revelar la pelicula. Sacar completamente el cartucho y colocarlo en

una superficie plana por dos min para que se efectde el revelado.

7.-Desprender las dos caras del cartucho jalando las pestafias de cada

una. Separar el negativo de la pelicula y desmontarlos del cartucho.

8.-El negativo debe lavarse con agua destilada en agitacién constante por
2 h.
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APENDICE E

Soluciones para electroforesis en geles de Tris/Glicina SDS-Poliacrilamida

6% S5ml 10ml 15ml 20ml 25ml 30ml 40 ml 50 ml
H,O 2700 5300 8 106 1433 169 211 265
Mezcla de Acrilamida 30%a 1 2 3 4 5 6 8 10
Tris 1.8 M (pH 8.8) 1.3 2.5 3.8 5 63 7.5 10 125
SDS 10%b 005 01 045 0.2 025 03 04 05
APS 10%c¢ 005 01 045 02 025 03 04 05
TEMEDd 0.004 0.008 0.012 0.016 0.020 0.024 0.032 0.040
8% S5ml 10ml 15ml 20ml 25ml 30ml 40ml 50mi
H,0 2.3 4.6 7 83 1.7 139 186 23.2
Mezcla de Acrilamida 30% 13 2.7 4 §.3 6.7 8 10.7 134
Tris 1.5 M (pH 8.8) 1.3 2.5 3.8 5 63 75 10 125
SDS 10% 005 01 015 02 025 03 0.4 0.5
APS 10% 005 01 015 02 025 03 0.4 0.5
TEMED 0.002 0.006 0.009 0,012 0.015 0.018 0.024 0.030
10% Sml 10ml 15ml 20ml 25ml 30m! 40ml 50mi
H,0 2 4 5.9 7.9 9.9 119 158 20
Mezcla de Acrilamida 30% 1.7 33 5 6.7 8.3 10 13.3 16.6
Tris 1.5 M (pH 8.8) 13 25 38 5 6.3 1.8 10 125
SDS 10% 005 04 015 02 025 03 04 0.5
APS 10% 005 01 0145 02 025 03 04 05
TEMED 0.002 0.004 0.006 0.008 0.010 0.012 0.046 0.020
12% S5ml 10ml 15ml 20ml 25ml 30ml 40 ml &0mi
H,O 1.7 3.3 6.6 8.3 9.9 132 164
Mezcla de Acrilamida 30% 2 4 8 10 12 14 20
Tris 1.5 M (pH 8.8) 13 25 3.8 5 63 7.5 10 125
SDS 10% 005 01 045 02 0256 0.3 04 05
APS 10% 005 04 0145 02 025 03 04 05
TEMED 0.002 0.004 0.006 0.008 0.010 0.012 0.016 0.020
15% S5ml 10ml 15ml 20ml 25ml 30m! 40ml 50ml
H,O 1.2 2.3 3.5 4.6 5.7 6.9 9.2 114
Mezcla de Acrilamida 30% 25 5 7.5 10 125 25 20 25
Tris 1.5 M (pH 8.8) 1.3 25 3.8 5 6.3 75 10 125
SDS 10% 005 04 015 02 025 03 04 05
APS 10% 005 014 016 0.2 026 03 04 0.5
TEMED 0.002 0.004 0.006 0.008 0.010 0.012 0.016 0.020
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Gel Concentrador im 2ml 3ml 4ml 5mi 6ml 8ml 10ml
H,O0 068 1.4 2.1 2.7 34 41 55 6.8
Mezcla de Acrilamida 30% 0.17 033 05 0.67 0.83 1 13 1.7
Tris 1.0 M (pH 6.8) 013 025 o038 05 063 075 1 1.25
SDS 10% 0.01 0.02 003 004 005 006 008 0.1
APS 10% 001 0.02 o003 004 005 006 008 0.1
TEMED 0.001 0.002 0.003 0.004 0.005 0.006 0.008 0.010

* Comunmente Acrilamida 26.2% y N,N'-metilen-bis-acrilamida 8%; ® Dodecil Suifato de Sodio; “Persulfato de amonio;

IN,N,N"N'-Tetrametilendiamina.
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APENDICE F

MOVILIDAD DEL ADN (lineal de doble cadena) DURANTE LA

ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA Y POLIACRILAMIDA
SEGUN PORCENTAJE DEL GEL.

% Agarosa Limite de Naranja G Azul de Xilencianol
Separacion Bromofenol
(pb)
0.7% 500 - 10,000 300 1400 15000
1.0% 350 - 7,000 170 1000 6500
1.5% 200 - 4,000 70 450 3000
2.0% 100 - 2,000 40 240 . 1500
% Poliacrilamida Limite de Azul de Xilencianol
separacion {pb) bromofenol
3.5% 100 - 1,000 100 460
5.0% 80 - 500 65 260
8.0% 60 - 400 45 160
12.0% 20 70

20.0% 10- 100 12 45
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