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RESUMEN

Las 8-encutoxinas de Bacillus thuringiensis son proteinas insecticidas formadas por tres
dominius estructurales a los cuales se atribuyeron funciones especificas el dominio I parece ser el
responsable de la formacion de poros en la membrana de las células epiteliales del intestino medio,
el dominio 11 podna estar implicado en la especificidad y €l domimo [II parece participar en la
integridad estructural de la protcina Sin embargo, tales funciones no han sido completamente
demostradas. El proposito de este trabajo fue determinar el papel de cada domimo reazlizando
intercambios homalogos entre las toxinas CrylAa y CrylAc  Para lograr lo anterior se definieron
y subclonaron las regiones génicas que codifican para dos toxinas altamente homologas pero con
diferente espectro insecticida y s¢ probo el efecto del reemplazo de los dominios en la actividad
biologica Los dominios estructurales se delimitaron de la siguiente manera: dominio I,
Pstl-BamHl; dominto II, BamHI-Bglll y el dominio 11l con Bg/ll y Kpnl Los sitios de restriccion
y fusion de los dominios se realizo por PCR Para |la introduccién del sitio para BamHI fue
necesario ntroductr cl codon GGA (glicina) en la posicion 252 de ambos genes De esta manera,
clonamos la fraccion toxica de ambas toxinas Se obtuvieron los genes que codifican para las
toxinas truncadas CCC (Cryl Ac con los domunios delimitados) y AAA (Cryl Aa); postenormente
se realizaron intercambios de los domunios y se obtuvieron las proteinas quimeéncas CAC
(CrylAc con el dominio II de CrylAa), ACA (CrylAa con el dominio 11 de CrylAc), CAA
(CrylAa con el dominio | de CrylAc) y CCA (Cry 1Ac con el dominio III de CrylAa) La
actividad bioldgica dec las protcinas abtenidas se probo utilizando larvas neonatas de Trichoplusia
nt Los resultados de las toxinas recanstruidas y quiméricas observandose que CCC es mas toxica
que AAA, con un 6] 1% y 20 8% de mortahdad, respectivamente Por otre parte, nc se
cbservaron vanaciones en la actividad biologica de las quimeras con los domunios 1 o III
intercambiados, con una mortalidad del 22% para CAA v 54 2% con CCA con respecto a las
toxinas paternas. Al intercambiar ¢! dominio II se encontro que CAC disminuye su actividad
bioclogica comparada con su proteina paterna (30.5%) y ACA (40.4%) la incrementa  Estos
resultados indican que ¢! domimo II de CrylAr poseec mayor afinidad que el dominio II de
CrylAc.
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ABSTRACT

The 8-endotoxins trom Hacilluy thuringiensis are nsecticidal crystal proteins formed by
three structural domans. which display :he putative biclugical functions. domain I, could be
mmvolved 1 the cell lysis forming pores in the membrane of mudgut epithelial-cells, domain 11
recogmze the receptor, given the speaificity and the domain 111 could be implicated in structural
protection However. their specific roles has not been demonstrated The goal of this study was to
know the speafic ivle of each doman means homologous domain-exchanges between Cryl Aa
and CrylAc toxins In order to i1 we cloned the DNA region encoding each domain by
introducing  restriction sites  The domams were delimited as foliow domain 1 Pstl-BamHI.
domain [1. BamHl-Agill and domam |11 with Agfil y Kpnl This sites were imtroduced by PCR
technology The design the SamHI site was necessary to introduce the GGA codon {glycine) at
252 posttion n both genes So we cloned the toxac fragment of CrylAa and CrylAc We
obtained both truncated toxins CCC (CrylAc) and AAA (CrylAz) After that we done
homologous domain-exchanges obtaimng the chimeric toxins CAC (CrylAc with domain I from
CrylAa), ACA (CrvlAa witn domam Il from CrylAc), CAA (CrylAa with domam [ from
CrylAc) and CCA (CrylAc with domain Il from CrylAa) The chimenc toxins activity was
tested using neonate larvae of  /richoplusia m The results showed that CCC killed 61 1%
whereas AAA only 20 8% In the other hand, we do not observed significatives changes with
chimeric toxins CAA neither CCA (mortality of 22% and 54.2%, respectively) respected its
parental toxans With domain Il interchanged we found CAC reduced its biological activity
compared with paternal protein and ACA was increased (40.4%)
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INTRODU CCTON

L as o-endotoxinas son una tanul a e protemas imsechicidas producidas por HBucrffus
thuringernn dutante la fase de esporulavon  Bstas toxinas son activas contra una amplia
vanedad de insectas de importancia agneola v medica ast como a otros invertebrados (Bravo
1987)  Ya que esias protemnas sor altamente especificas v no ocasionan alteraciones al medio
ambiente son una valivsa alternativa conira ¢l uso de insecticidas quimicos para el control de

nsectos

Para comprender la especificidad de estas toxinas es necesano conocer su modo de accion
a mvel molecular  E! grupo (rvlA son endotoxinas activas contra larvas de lepidopteros vy
constituyen el grupo de proteinas Cry mejor estudiado Después de ser ingeridas por el insecto
blanco. las toxinas son solubilicadas debido a las condiciones alcalinas del intestino medio del
insecto, se procesadas a toxina activa por las proteasas intestinales . la toxina se une a receptores
especificos en el intestino medio. y se inserta en la membrana de las células epiteliales del intestino
formando canzles (Knowles v Ellar 1987) Esta provoca lisis celular y la perforacion del intestino

que conducen a la paralisis v muerte del insecto (Bravoeraf  1092)

Algunos grupos de investigacion han concentrado sus esfuerzos para delinur las regiones
que determinan la especificidad de las toxinas CrylAa y CrylAc  Mediante intercambios
reciprocos e secuencias en las regiones divergentes entre toxinas de diferentes especificidades
produjeron hibridos actives con especificidades alteradas De esta forma encontraron que la
region importante para la especificidad hacia Hombyx mori en CrylAa se localiza entre los
residuos 332-450 (Ge er af, 1989). en CrylAc las regiones que dan la espeaficidad hacia
Trichoplunia vty Heliothiy virescens se localizan en los segmentos 332450 v 332-612,

respectivamente (Ge et al | 1991)

Recientermnente, L1 v col (1991} descnbieron la estiuctura tridimensional de la toxina

Cry3A, una d-endotoxina activa contra coleopteros y propusieron tres dominios funcionales en Ia
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toxina madura el domimo |, contiene 7 z-helices. esta involucrado en la formacion de poro, el
dominio [[. contienc 3 laminas P-plegadas participa en la union especifica al receptor en el
intestino del insecto blanca, y; el domimio LI contiene tambén laminas g, podria estar involucrado

en proteger a la toxina madura contra las proteasas del intestino medio.

Al asociar los resultados obteridos de modificaciones de genes con la estructura de la
toxina se observa que los intercambios utilizados para analizar la actividad insecticida, son muy
grandes y no corresponden a un dominio en particular. lo que impide relacionar una funcion
especifica a un dominio determinado Por lo antenor, se considers de gran interés, analizar el
papel de cada dominio en Ja actividad insecticida y en particular la participacion del dominio 11
integro sobre la especificidad de las d-endotoxinas. Sin duda, el usc de proteinas quiméricas
obtenidas mediante intercambios de dorumios integros entre toxinas con actividad biclogica
diferente, sera de gran ayuda en la deternunacion de la funcion de cada donumo estructural, lo que
permitira, en un futuro, disefiar toxinas quiméncas mas potentes y/o cON mayor espectro

insecticida
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
Las d-endotoxinas estdn constituidas por tres domimos de los cuales al domimo I se le
atribuye el papel de especificidad  Sin embargo. esta suposicion se apoya cn trabajos donde se
incluyen regiones de aminoactdos muy extensas. que incluyen al domunio Il y parte del domino
11, Seria interesante determinar si en realidad el dominio Il per se es el unico involucrado en la

especificidad insecticida, en base a lo antenor se sugiere |2 siguiente hipotesis’

La especificidad hacia el insecto blanco, es determinada por el dominio II que

integra la d-endotoxina.

Para demosirar lo anterior se propuso como objetivo general determunar la participacion
del dominio 1] en el espectro de actividad insecticida. Las proteinas que se utilizaron fueron
CrylAa v CrylAc ya que poseen mas del 85% de homologia y tienen diferente grado de
toxicidad comira Trichoplusia ni; por esta razon fueron seleccionadas para intercambiar el
dominio I y estudiar el espectro de actividad insecticida de las quimeras formadas.
Adicionalmente. también se intercambiaron los dommos 11 y 111 y se analizaron de la misma

forma.

OBIJETIVOS PARTICULARES
1 - Identificar los tres domumos en CrylAa y CrylAc por comparacion y alineamiento de su
secuencia de aminoacidos con Cry3A
2- Delimitar los tres dominios en ambos genes, introduciendo sitios de restriccion Unicos,
mediante mutagenesis sitio-dirigida, con la finalidad de subclonarlos independientemente.
3.- Subclonar Jos dominios en Escherichia coli para reconstruir los genes crylAa y crylAc.
4.- Realizar intercambios reciprocos del dominio II entre ambos genes (crylAa y cryl Ac), para
construir proteinas quimericas.
5 - Realizar el intercambio de los dominios I y 111 entre las construcciones génicas construidas.
6.- Producn las toxinas quimeéncas en £. coli.

7.- Analizar la actividad biologica de las toxinas diseftadas.
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ANTECEDENTES

L} Bacillus thunngiensis en ¢ control biolégico

Desde que el hombre se volvio sedentaro gracias al desatrollo de [a agricultura, ha tenido
que contender con plagas que atacan y destruyen sus cultivos, estimandose que las pérdidas de
mas de lz tercera parte de los cultivos en la etapa de precosecha sz debe al ataque de insectos
(Perlak et /., 1990) En las ultimas décadas, el uso extensivo de insecticidas quimicos sintéticos
ha traido graves consecuencias en términos de contaminacion ambiental y en la aparicion de
resistencia.  Por este motivo, surge gran interes en la busqueda de estrategias en el manejo de
plagas, Una altemativa es el uso de agentes bioldgicos para el control de plagas, basados en el
uso dc patogenos (bactenas. virus y hongos) y entomofagos. Las ventajas de estos agentes de
control biologico incluyen su facil descomposicion en el medio ambiente, alta selectividad hacia el
orgamsmo blanco, y baja probabilidad de desairollo de resistencia.  Por control biologico se
entiende el uso de organismos naturales o modificados genéticamente, genes o productos genicos
para reducir el cfecte de organismos indeseables en favor del organismo benéfico (Gabriel y
Cook, 1990). Ekntre los agentes biologicos. los mas amphamente utilizados son formulaciones en
base a Hacillus thuringiensiy (Bt) (Aronson, 1986). En 1990, las ventas anuales de los productos
basados en Bt sumaron aproximadamente 100 millones de dolares, que constituven del 90 al 95%

de las ventas mundiales de todos los productos de control bioclégico de plagas (Rigby, 1991).

Bacitlus thuringiensts (Bt) es una bacteria de suelo Gram positiva que $€ caracteriza
porque produce inclusiones cnstalinas de naturaleza proteica durante la fase de esporulacion
(Aronson, 1986). Estos cristales consisten de proteinas, llamadas d-endotoxinas, que tienen una
actividad insecticida altamente especifica contra larvas de lepidopteros (Hofte et al, 1988),
coleapteros (Hermstadt ef al,, 1987), dipteros, (Danovan, et al., 1988b) y mas recientemente se

ha descritc contra nematodos y protozoanos, entre otros (Feithelson, 1992).

Hasta 1990, se conocian mas de 45 variedades de Bt que se diferencian en base a sus
antigenos flagelares, asi como 13 subgrupos que dan un total de 58 sercvanedades (De Bajjac y

Frachon, 1590). El cristal de Bt puede estar constituido por uno o mas diferentes tipos de
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proteinas (Haider ¢t af. 1990), come en el caso de Bt aizawai 7.29 que esta formado por al menos

5 tipos de é-endotoxinas (Lecadet ef uf.. 1988)

Los insecticidas comerciales de Bt se basan en cepas y aislados nativos no modificados,
Los avances recientes en la tecnologia del DNA recombinante hacen ahora mas factible utilizar Bt
en el control de plagas. esta tecnologia permite clonar genes de las proteinas insccticidas y
expresarlos en hospederos heterologos, por lo tanto se proporcionan nuevos sistemas de
produccion y distribucion para estas proteinas. Ademss, las técnicas de ingenieria genéticz han
faciltado el estudio de la relacion estructura-funcion. Estas tecnologias tambien ofrecen una

ventaja para desarrollar cepas de Bt con actividades incrementadas y mayor espectro de accion,

1.2 Clasificacion de las toxinas Cry

Desde 1981 a la fecha. se han deseritc numerosas proteinas del cristal insecticida, clonado
los penes que codifican para estas proteinas y publicado las secuencias nucleotidicas y de
amminuacidos de alrededor de 5O de ellas (Schnepf y Whiteley, 1981, Feitelson ef al., 1992). Sm
embargo, muchas de estas secuencias son idénucas o muy parecidas y se cree que representan al
mismo gen o ligeras vanaciones de este  En base a la homologia en su secuencia de aminoacidos
y de su espectro de actividad insecticida, Hofie y Witheley (1989) las agruparon en una familia de
proteinas denomnnadas Cry y las dividieron en vanas clases. Cryl si son especificas contra
lepidopteros, Cry II & atacan lepidOpteros y dipteros, Cry 11 st matan coleGpteros y Cry TV si son
especificas contra dipteros. Posteriormente, se¢ pusa de manifiesto la necesidad de disefiar un
nuevo sistema de clasificacion, ya que observaran inconsistencias y confusiones con este sistema,
por gjemplo, vanos genes con diferente homologia v actividad insecticida se denominaron CryV

(Tailor et al, 1992, Payne et al., 1992)

Recientemente, se propuso un nuevo sistema de clasificacion, basado Gnicamente cn la
similtud en la secuencia de ammoacides deducda {Crickmore, ef af, 1995). Se considero coma
un gen cry 8 todo aquel gen de Bt que codifique para una protemna paraesporal y que exhiba

actividad plaguicida o algun efecto toxico verificable experimentalmente hacia algun organismo
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blancu o bien yue tenga una notable similitud de secuencia con las proteinas Cry conocidas En
esta clasificacion solo se consideran aquellas secuencias presentes en algun banco de datos

{GeneBank. EMBI. ¢ PIR)

Para asignar el nuevo nombre a cada gen cry se procedio de la siguiente manera
Utilizando el programa Clustal W, se alinearon las secuencias deducidas de aminoacidos de las
proteinas completas v se calculo el porcertaje de identidad entre cada par de toxinas, después de
disefio un arbal filogenético v se establecieron limites de porcentaje de identidad para definir
cuaitro mveles o categonas De esta manera cada texina tiene un nombre unico que mcorpora
estos rangos. El primer nivel es un numero ardabigo, que sustituye al romano usado anteriormente
{por ejemplo, Crvl en vez de Cryl), este nivel representa el 46% de similitud. El segundo nivel es
una letra mayuscula (por cjemplo Cryl AL Cry I B_etc ), cste mvel representa el 78% de semcjanza
El tercer nivel corresponde al 46% de simihtud y se representa con una letra mimiscula {por

gjemplo CrylAa, CrylAb, etc ). El ultimo nivel indica el orden cronoldogico de publicacion de

cada secuencia v s¢ indica con un ndmero arabigo (por ejemplo Cryl Aal, CrylAa2, etc.).

En la Jabla 1 se muestra la lista mas reciente de proteinas Cry,. ahi se indica el nombre
actual, ¢l nombre anterior y ¢l numero de acceso al GeneBank de cada una de las toxinas. Cabe
indicar, que para introducir una nueva secuencia en esta familia, ésta debera enviarse a alguno de
los bancos de datos y ademds al comité asesor del Bacillus Genetic Stock Center o BGSC (Bt
Cry Gene Nomenclature Committee) para ser analizadas de la manera que ya se describio

anteriormente y asignarles el nombre adecuado

Clase Cryl.

Son las A-endotoxinas mas comunes en los serotipos de Bt. Generalmente se producen
como protoxinas de 130-140 kDa en forma de cnistales bipiramidales. La mayoria son activas
contra lepidopteros, aunque algunas son toxicas también a dipteros (Haider y Ellar, 1988) o
coledpteros {Tailor ef al,1992). También se ha descrito la toxina CrylBa activa contra

lepidopteros, coleopteros y afidos (Brizzard y Whiteley, 198R).



Jiménrez-Salas, Z. ]

Tabla 1. Clasificacion de las d-endotoxinas de Bacillus thuringiensis*

i Nomhre Nnmhrt- Rangn de Nombhre -Nnmhre Rango de
actud) apterior hispedcro"__ actual _ muterior bospedero”
CnlAs (nlAla) L Cn3C CoyllID C
Cn 1 Ab CrvlA(D) L CrdA CrylVA D
CrvlAc CnlAw 3 CrviB CrvIVB D
Cnv1Ad CnlAtd) L CnSAa CrvVA(a) N
Cn lAc CnlAfe) L CrySAb CryVA(D) N
Cn 1By CnliB L Crv0A CryVIA N
Cn 1fh E1s L CnoB CryVIB N
Cn IBC CnviB(c) L Cn7Aa CrlIC L
Cn(Ca ColC L Cn'7Ab CrilICh C
Cn 1Ch Crvlt(b) L Cn8A CrylliE C
CryI1Da CnvID L Crv¥B CnylllG C
Cn Db PriB L Crv8C CnlIlF C
Cn|Fa CnlF L Cry9A CrylG L
Cryltb CrIE(b) L CryIB CrylX L
CnIFa CrvlF L CnyC CrvIH L
Cnlfb PrtD L CniDl Nldl N.D.
Cn1Ga PrtA L Covl0A CiylVC D
Cn1Gh CrvH2 L CrvllA CrylVD D
n 11 PriC D Crvl 1B Jegh D
Cnlla CnV L Cryvl2A CryVB N
Cryvllb CnVY L Crvlia CrvVC N
Crvlla ET4 ND Crylé4A Cry¥YD N
CrylKa Cnl N.D CivlSA 34kDx L
Cry2Aa ColJA wc CryibA cbn3l N.D.
| en2ab CrvlIB L Cry17A 72 N.D.
Cry?Ac OnvlIC L Cryi8A CrvBP1 N.D.
CnviA Crvllla . Cytl Az CytA Citotiticas
Crv3la CrylliB C CvtlAb CyviM Citoliticas
CrviBh Cn11[B2 C Cy2A CytB Citoliticas

“Adaplada de Crickmore ef @i, 1995 L: Lepdopleros, C. Coleopleros, L [hpteros, N: Nemdlodos,
N.D.: No detaemmado.

Clase Cry2.

Se producen como protoxinas de 70 kDa que se acumulan en cnstales cuboidales. El
fragmento toxico es de 50 a 6Q kDa Los holotipos que se conocen son Cry2A activa contra
lepidopteros y dipteros (Donovan ef al, 1988a), Cry2Ab y Cry2Ac activas solamente contra
lepidopteras (Widner y Whiteley, 1989).
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Clase Cry3.
Las protcmmas que pertenecen a esta clase son activas contra coleopteros. Sc producen
como protoxinas de entre 70 y 75 kDa formando cristales romhoidales. Son procesadas a toxinas

de alrededor de 66 kDa (Hernstadt ¢f af., 1987; Donovan et al., 1988b)

Clase Cry4

Estas toxinas son activas contra dipteros  Fsta formada por dos holotipos, las proteinas
CrydAay Cry4Ba de 135 v 128 kDa, respectivamente (Ward y Ellar, 1987, Chungjatupornchai e?
al., 1988) Los fragmentos procesados proteoliticamente generan peptidos de 50 y 70 kDa. son

comunes en el serolipo ryraclenses

Ciase Crvs.

Este grupo esta formado por tres holotipos. Las toxinas Cry5Aa y CrySAb pesan 1523 y
1418 kDa, respectivamente vy Son activas contra nematodos y acaros ( Edwards er al, 1990;
Payne ¢t al., 1992), la toxina Cry3Ba pesa 140 kDa vy es activa contra coleopteros (Foncerrada y

Narva, 1995)

Clase Cry6
Solamente dos holotipos forman esta clase Cry6Aa de 54 kDa y CrytBa de 44 kDe;
ambas son activas contra nematodos y acaros (dwards ef al,, 1990; Payne ef al, 1992). Estas

proteinas se forman como castales que permanecen unidos a las esporas despues de la citolisis de

la bacteria.

Clase Cry7.

Estas toxinas se producen come protoxinas de 130 kDa que forman cnstales bipirarmidales
que son procesados @ productos de 66 kDa aproximadamente, esia clase anteriormente era
llamada CryIlIC y son activas contra coleopteros (Hofte er al., 1992).
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(lase Crv8.
Son protoxmas que pesan entre 130 v 140 kDa. Estan formada por tres holotipos que
anteriormente s¢ agruparon en la clase Crylll por ser activas contra coleopteros, Cry8Aa también

s activa contra acaros (Narva y Fu, 1994: Pavne et e/, 1992).

Clase Cry9
Esta clase esta formada por tres holctipos: Cry9Aa (antes CrylG), Cry9Ba (ames Cry X) v
CRy9Ca {antes CrviH). Son protoxinas de [26-130 kDa. [.a primera y la tercera activas contra

lepidopteros (Smulevitch ef af ., 1991), se desconoce ¢l blanco de Cry9Ba (Shevelev er ui., 1993).

Clase Cryl0.
En esta clase solemente se encuentra la toxina que anteriormente se llamaba CrylVC Es
una protoxina de 78 kDa gue se procesa a un fragmento de S8 kDa (Thomne ef af, 1986); es

activa contra dipteros y fue aislada del serotipo israelensis.

Clase Cryll.
Formada por dos holetipos Cryl1Aa que es una protoxina de 72 kI)a que nnde una toxina
de 30 kDa y Cryl 1Ba que pesa 80 kDa ambas toxinas son activas contra dipteros (Donovan et

ul, 1988¢; Kawalec et ad., 1995)

Clase Uryl2.
Integrada por un solo elemenio anteriormente denominado CryVB. Es una proteina de

142 kDa activa contra nematodas y dcaros (Narva et al, 1991; Payne ef al., 1992c).

Clase Cryl3.
La toxina conocida hasta ahora como CryVC es el inico muembro de esta clase. Es una
proteina de 88 kDa que actiia contra nenuitodos (Narva ef ul,, 1991).



Jiménez-Salas, Z. 12

(lase Crv14
En esta viase solo se encuentra la toxina que anteriormente se conocia como CryVD Esta
toxina pesa 72 k/[)a y es activa contra dipteros y colegpteros (Donovan e/ al, 1988a, Payne y

Narva, 1994)

Clase Cry18
Incluye solamente una proteina de 34 kDa. aislada del serotipo thompsoni La estructura
primaria de esta proteina difiere mucho de las toxinas de Bt conocidas a la fecha, pero es activa

contra Manduca wxta {Brown y Whiteley, 1992)

Existen ademas. una serie de toxinas paraesporales que produce Bt y que son toxicas hacia
una gran vanedad de organisimos, sin embargo, [as secuencias que corresponden a estas proteinas
no han sido deposuadas en ninguno de los bancos de datos y no pueden ser incluidas en esta
clasificacion. Qtra proteina que produce Bt presenta actividad contra organismos evolutivamente
muy diferentes a los insectos, es una proteina de 133 kDa que es activa contra protozoanos

(Thompson y Gaertner, 1991)

.3 Organizacion génica y expresidn de los genes cry
La sintesis de la mayoria de las d-endotoxinas en B{ tiene caracteristicas muy peculiares.
es dependiente de la fase de esporulacion y es muy eficiente {(del 20 al 30% del peso seco de las
células esporuladas) Esto convierte a los genes ¢ry en un sistema muy interesante para la
investigacion de la regulacion genetica en bacterias Gram-positivas. Entre los mecamsmos que
participan en la sintesis se encuentran ¢! uso de factores sigma especiales, la estabihdad del RNA
mensajero, el numero de copias del plasmido donde reside el gen, etc. (Brown, 1993, Agaisse y
Lereclus, 1995) ﬂ
|
De los factores involucrados en la sintesis de las d-endotoxonas, el mas interesante es la
regulacion de la cxpresion debido al uso de factores sigma especiales. Las células de Bt
comienzan a sintetizar las proteinas del cristal insecticida durante [a fase I1 hasta la fase VI de
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esporulacion a unas tazas de produccion que finalizan alrededor' del 30% del peso seco de la
bacteria. El mayor conocimiento de la region del promotor del iniclto de la transcripcion se debe al
estudio del gen «71'] Aa, este gen es transcrito de dos diferentes sitios de inicio, separados por 16
pb, Bt I y Bt II El promotor Bt I es activado en los primeros estadios de esporulacion (t, y t,),
mientras que Bt 1l se activa en la fase media a la tardia (t,-t,) (Wong ef al., 1983). Estudios de
transcripcion in vitro demostraron que el sitio Bt I depende de ¢** (Brown y Whiteley, 1988),
mientras que el sitio Bt II se transcribe usando ¢ (Brown y Whiteley, 1990). Otros genes que se
transcriben de esta forma son los anteriormente llamados cryl, cryllA y cryl VA (Pereyra-Alférez,
1996). Los genes que codifican para ¢' v o fueron clonados y determinada la secuencia
nucleotidica, demostrandose que poseen 88 y 85% de homologia con los factores sigma

especificos de esporulacion o y ¢* de B subnlis, respectivamente (Adams ef al., 1991).

En contraste a los genes anteriormente indicados. el gen cry3A de Bt subsp. tenebrionis,
es expresado desde la fase vegetativa y es regulado durante la fase estacionaria y de esporulacion
(Sekar et al., 1987). Este gen tiene promotores reconocidos per una forma de RNA polimerasa
Ec® que en B. subtilis expresa genes en fase vegetativa (Agaisse y Lereclus, 1994). El promotor
de Cry3A se expresa débil pero significativamente, durante la fase vegetativa, es activado al final
de la fase exponencial y permanece activo solamente hasta t, . A diferencia de Bt I y Bt 1L, el

promotor de Cry3 no depende de los factores sigma especificos de esporulacion.

Los altos niveles de expresion de los genes que codifican para las -endotoxinas también
se han correlacionado con la alta estabilidad del RNA mensajero (Wong y Chang, 1986), misma
que puede ser determinada por la estructura del terminador transcripcional (Emory ef al.,1992).
En el caso del gen crylAa se demostro que el terminador transcripcional actia como un
retrorregulador positivo e incrementa la estabilidad del RNA mensajero (Wong y Chang, 1986).

De esta forma, parece que Bt ha desarrollado diferentes mecanismos implicados en la
produccion masiva de las proteinas del cristal. Estas estrategias diversas utilizadas por Bt

constituyen un buen ejemplo de evolucion bacteriana.
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L4. Organizacion protéica de las d-endotoxinas

En general. las d-endotoxinas se sintetizan como protoxinas que deben ser procesadas en
el mtestino de las larvas susceptibles & su forma activa que es la toxina Diversos trabajos
demuestran que el fragmento mimimo para que las proteinas Cryl sean activas se encuentra en el
amino terminal (N-terminal) produciendo una proteina de 60-70 kDa {Chestukina et @/, 1982)
La porcion carboxile terminal (C-terminal) no se requiere para la actividad téxica (Wabiko et al.,
1985). El alineamiento y comparacion de la estructura primana de las proteinas Cryl, Cry2, Cry3
y Cry4, reveld la presencia de cinco bloques de secucncia de aminoacidos altamente conservados
(Fig. 1) (Hofle y Whiteley, 1989). esto mplica que las diferencias de aminoacidos entre las
diferentes clases no se encuentran distiibuidas al azar, ademas, las regiones muy conservadas
estan separadas por regiones hipervariables. Al surgir la nueva clasificacion y al hacer
nuevamente este Lipo de alineamientos se encontrd que ademas de los cinco bloques descritos
existen otros tres que se locahzan en la region C-terminal que es eliminada durante el
procesamiento (Lorence-Quifiones y Quimero-Ramirez, 1696). Este analisis permitio distinguir
tres subgrupos de proteinas Cry El primer subgrupo estz integrado "por las toxinas de las clases
Cry 1,2 3, 4,7 8 9y 10, este subgrupo tiene los 5 bloques descntos anteriormente, otro
subgrupo esta formado por las clases Cry 5, 12, 13 y 14, estas toxinas tienen en su estructura
pnmana bloques homologos a los bloques |, 2, 4 y 5, pero no contienen al bloque 3. Las toxinas
de mas de 70 kDa que integran estos dos subgrupos poseen ademas los bloques conservados 6, 7
v 8 hacia el extremo carboxilo. Un tercer subgrupo esta formado por las clases Cry 2y 11, estas
toxinas ticnen el hloque conservado 1 y ticnen una vanante del bloque 2 pera carecen de los
blogques 3, 4 v 5 La alta conservacion de estos cinco bloques en la mayoria de las d-endotoxinas

sugiere que son importantes para su funcion biolagica.

1.5 Estructura tridimensional de lus toxinas Cry

La determinacién de la estructura de las toxinas de Bt es una de las mas importanes
herramientas para la comprension y mejor aprovechamiento de estas proteinas. En 1991, Liy
col. publicaron la estructura tndimensional de la d-endotoxina Cry3A de Bt var tenebriomis.

Dichos estudios revelaron que esta proteina esta formada por tres dominios estructurales: el
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dominio | (residuos aminoacidos 1 al 290) esta formado por un grupo de 7 a-hélices, seis de ellas
estan dispuestas alrededor de una central. la «--hélice 5. el dominio Il (residuos 291 al 500) esta
formado por tres laminas ;3 con arreglo anuparaleo que terminan en asas en el vértice de la
molécula, a este tipo de topologia se le ha denominado prisma 3, el dominio IlI, de los residuos

501 al C-terminal. tiene una estructura S-sandwich con una topologia de doble hélice 8 (Murzin,

1994)
DOMINIO 11
DOMINIO | DOMINIO 1
« — » «—
I 2 3 4 5

Cry3A C——— W W ¥ % 5 o3
CrylAa . | BN BN BN BN S SE— H
CrydA  [CCCECTEC W)

Cry7Aa W W W N W

CrySA [ B BN G B N S—

Cry9A L I T W W )
W w1}

Cryl0DA

1 2var Jalt 4 § 6 7 8
CrySAs [ | - - — | —
Cryl12A [ | . I - | S

1 alt
Cryl4A [ = 2 A . 1 — =N S e p—— |
Cryvl3A [ T B N

| 2 var 4 alt
Cry2A w171 ]
Cryl1A 1 | -

Figura 1.- Representacion esquemitica de los bloques conservados dentro de la familia de proteinas Cry.
Las regiones marcadas con "1 alt" vy "3 alt" son posibles blogues 1 y J alternativos. Las regiones seflaladas
como "2 var" son posibles variantes de ese bloque. Los rectingulos indican la pesicién y tamaifio relativo de
cada bloque en la proteina. El color negro indica una homelogia alta, mientras que el gris indica una mayor
variabilidad en esa region. Los rectingulos blancos son secuencias alternmativas posibles con ligera o sin
homologia a les bloques canénicos. Las flechas en la parte superior representan la localizacién de los tres
dominios de la toxina Cry3A. (Adaptada de Lorence-Quifiones y Quintero-Ramirez, 1996)
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Los cinco bloques de alta homolowa citados anteriormente, presentan una distribucion
muy interesante. constituyen la parte central (corazon) de la estructura tridimensional de la toxina
El bloque | corresponde a la helice central «--* del domimio | ¢l bloque 2 comprende la segunda
parte de la «-helice 6, la «-helice 7 v la 3-1 corresponde a la union entre los dominios I y 1I; el
bloque 3 incluye a la ultima parte de la 3-11 la cual se une a la -1 por un puente de hidrogeno y
con las asas conectando a los dommos Il y 11 el resto del bloque 3, junto con el 4 y el 5 forman
las tres hebras de la f-plegada interna del dominio 111 (Figura 2) El alto grado de conservacion
de los dominios internos implica que todas las proteinas Cry poseen una conformacion general

muy similar y por lo tanto un mecanismo de accion muy semejante (Li e/ al., 1991)

Figura 2.- Estructura tridimensional de Cry3A. Representacién realizada a partir de
los datos obtenidos por difraccién de rayos X. En direccién de izquierda (amino
terminal) a derecha (carboxilo terminal): El dominio 1 se representa com color
rojo-amarillo, el dominio II en colores verde-azul y el dominio 1T en morado-violeta.
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En 1995, Grochulsky y col aportaron la evidencia que apoya a la afirmacion anterior al
determinar la estructura tndimensional de la proteina Cryi Aa de Bt var kwrstaky cepa HD-1. Este
grupo de mvestigacion enconiro que el plegamento de ambas toxinas, Cry3Aa y CrylAa, es muy
simular: un pnmer dominio esta formade por 8 a-héhces anfipaticas (residuos 34 al 250), un
domino central ntegrado por tres laminas 3 (residuos 258 al 457) y un tercer domumo con

estructura tipo 3-sandwich (residuos 463 al 600)

1.6 Mode de accion

LLog estudios sobre el mecamsmao de accion de la toxina de Bt constituyen en la actualidad
una area de gran interés ya que se considera que si este aspecto se llega a conocer en gran detalle,
se podran diseniar mejores biomsec:icidas, mas toxicos, de espectro de accion mas amplio y tal vez

se podria entender el desarrollo de resistencia insecticida.

Una vez que la larva bha ingendo la d-endotoxina, los primeros sintomas de
envenenamiento son cese de la ingesta y paralisis del tracto alimenticio, posteriormente presenta
vomito, diarrea v muerte (Aronson, 1986). estos efectos empiezan a observarse un minuto
despucs dc la administracion de las toxinas (Gupta et al ,198S) laos estudios histopatologicos
realizados con las células del epitelio intestinal, indican degeneracion de las microvellosidades
apicales, hipertirofia de las células calciformes y columnares, vacuolizacion del citopiasma y
citolisis (Liathy y Ebersold, 1981). El hecho de que las proteinas Cry ejerzan su accion en las
microvellosidades apicales del mtestino medio y la rapidez con que actian, sugieren que no se
internalizan. Biavo y col. (1992), demostraren lo antenor mediante estudios citaquimicos in vivo
va gue observaron que las toxinas se unen a la microvellosidad apical de las células apicales del

intestino medio y no se introducen al citoplasma durante todo el sindrome patologico.

En general, las diferentes ctapas que integran el mecamismo de accion de las proteinas Cry
scn las siguientes: wuando una protoxina entrta en el tracto digestivo de la larva, ésta es
solubilizada v procesada a la forma toxica, por accion de proteasas intestinales; el siguiente paso

es la union de la toxina al receptor presente en la microvellosidad apical de las células columnares,
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Insercion en la membrana cehular y formacion de poros que conducen a la citdlisis  Los estudios
de modo de accion de las proteinas Cry yeneralmente utilizan proteinas toxicas & lepidopteros y
dipteros. Uryl v Cryd Los pnmeros pasos en el modo de accion de las toxinas son la
solubilizacion y posterior procesamiento proteolitico Los cristales ingeridos por una larva
susceptitle se disuclven en el ambiente alcalino del intesting medio, liberando asi 185 proteinas del
cristal (Gnngorten ¢/ al. 1992) La composicion del lumen intestinal es un factor determinante de
la actividad insecticida de las toxinas (Jaquet ef af, 1987) Por gjemplo, la activided de los
cristales de vanas cepas de Bl contra #. wrescens fue aumentada por disolucion previa in vifro,
mientras que la misma disolucion no tenia influencia sobre la actividad contra larvas de Pieris
brassicae, esto demuestra que la solubilizacion es un factar que participa de manera deterrmnante

en la especificidad insecticida (Aronson et a/  1991)

Una vez solubilizadas las proteinas del ¢ristal insecticida son procesadas proteoliticamente
por las proteasas intestinales de le larva  Puecde generalizarse que el fragmento téxico, al menos
para las toxinas Cryl. se genera por el corte de los primeros 28 aminodcidos del dominio
N-terminal y de los ultimos 500 del C-terminal (Hofle y Whiteley, 1989). El tamafo de los
fragmentos toxicos resultantes esta entre 60 y 78 kDa. Al igual que la solubilidad, el
procesamiento proteolitico puede influir sobre la actividad de las proteinas liberadas del cristal de
Bt Un ejemplo de lo anterior, es el caso de Cry LAb proveniente de Bt var. gizawar IC1L, la cual es
toxica para iepidopteros y dipteros cuando se procesa con jugo gastrico de lepidopteros. Sin
embargo, los fragmentos 1oxicos obtemdos con proteolisis de jugos gastricos de dipteros
solamente son taxicos a larvas de dipteros Esto llevo a la conclusion de que la especificidad dual
observada resulta de un procesamiento diferencial de una sola proteina (Haider y Ellar, 1987).
Este cambio de especificidad esta determinado por los residuos 524-595 en & extremo C-terminal
de ia toxing, ya que mientras que los residuos 524-558 son importantes pars la toxicidad hacia
dipteros. los residuos 558-595 la son para la actividad hacia los lepidopteros (Haider y Ellar,
1989)

Diversas autores demostraron que la membrana peritrofica del intestino medic de la larva

es el blanco pnmario de las toxinas ya que ahi se unen a sitios especificos (receptores) localizados
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en las mcrovellosidades de las celulas columnares del intestino medio de los lepidopteros
(Hofman v Luthy (986 Hoffman ¢r af 19881 v coleopteros (Bravo ¢ of  1992b) entre otros
Ya que la union al receptor es un proceso cntic parg a alta especificdad insecticida. se han
realizado diversos estudios para comprender mejor ¢ste proceso  Se hicieron estudios
cuantitativos de union de 'as proteinas { i a vesiculas de membrana de la microvellosidad apical
(VMMA) preparadas a partir de intestine medio de diversas especies de insectos, estos estudios
de union /» viiro mosiraron una correlacion entre la toxicidad v |2 ocurrencia de sitios de umon de
alta afinidad en tas vesiculas membranales (Hoffmen e¢r af 1988 VanRie vt al. 1989] Estos
resultados demostraron que los receptores de las toxinas (rv son piezas determinantes de la
especificidad y que altas toxicidades podnian ser el resultado de altas afimdades o de un mayor

numero de receptores presentes en gl mtesting medio

Los estudios de competencia heternloga han revelado que la union al receptor no es un
proceso simple va que una misma toxina puede tener mas de un sitio de unidn en el musmo
INsectu ¢ bien vanas toxmas pucden competir por ¢l mismo sito de umon  En A wvirescens la
proteina Cryl Ac se une a vanas receptores, diferentes de aquel por el que compiten CrylAa y

CrylAb (Van Ric et af 1983 v MacIntoch vr 2/ 1991) dos protemnas muy relacionadas a ésta

Uno de los pnncipales avances en el analisis del proceso de itoxicacion es la purificacion
de proteinas que tienen aparentemente propiedades de receptores de 1a toxina  Varios grupos de
nvestigacion reportaron la punficacion de fraccioncs que contienen aminopeptidasa-N (APN)
como receptor de Manduca sexta de Cryl Ac (Martinez-Ramirez et al, 1994) Como se habia
predicho de publicaciones previas sobre union a receptor de celulas completas 0 de preparaciones
derivadas de intestino mediv, La APN de M sexta une proteinas de CrylAc, esta union es
inhibida competit:vamente por N-acetilgalactosamina, y fracciones derivadas de intestino medio
enriquecidas con APN disminuyen grandemente la concentracion de toxina necesaria para formar
canales cuando es incorporada ¢ vesiculas fosfolimdicas (Kmght er af | 1994, Sangadala et a! .
1994).
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1.7 Relacion estructura-funcion
Los avances en la ingenieria genética v la biolegia molecular en la ultima década abrieron
el camino para el analisis y mejor comprension de la relacion estructura/funcion de las

#-endotoxinas.

La determinacion de la estructura tridimensional de Cry3A y posteriormente la de CrylAa
constituyeron una herramienta muy importante en la comprension del papel que desempenan las
diversas regiones de cstas proteinas La cstnuctura de estas proteinas es muy similar y revela que
estan compuestas de los domimos estructurales que se describieron antengrmente el dominio 1
formado por un paquete de ¢z-hélices que recuerda a los dominios de otras proteinas que
interaccionan con membranas o &8 dominios formadores de poros de otras toxinas, el dominio 11
formado por un prisma triangular de laminas 3 v el dominie 11l formado también por laminas 3
empalmadas ~ Generalmente se presume que las demas Od-endotoxinds con  secucncias
evidentemente relacionadas tendran un plegamiento similar a las toxinas descnitas. La funcion que

se atribuye a cada uno de los dominios proviene de diversas fuentes.

El dominio 1, que estd constituido por un paquete de a-hehices, csta involucrado en la
formacion del poro.  Diversos trabajos apoyan esta suposicion; se hicieron experimentos de
mutagénesis sitio-dirigida en la hélice -5 de Cry) Ac. para recemplezar los residuos hidrofobicos
con residuos cargados con prohinas obteniéndose proteinas atoxicas contra tres insectos altamente
sensibles a |8 proteina nativa, pero cuya capacidad de unmon al receptor quedd ntacta (Wu y
Aronson, 1992)); efectos similares fueron observados con Cryl Ab (Chen er @/, 1995). Ademas,
otros grupos de investigadores realizando estudios i vitro, confirmaron el papel del dominio I en
la formacion de poro; utilizando los dominios 1 de Cryl Ac (Walters ef af., 1993) y Cry3Bb (Von
Tersch ef al,, 1994) se observaron que pod:an formar canales cationicos en bicapas planas Por su
parte, Gazit y Shai (1963) sintetizaron in vitro la region -5 de CrylA vy demostraron gue era

capaz de formar canales i6nicos en bicapas lipidicas planas

El domimo II de las 5-endotoxinas se ha inveolucrado con la interaccion directa con el

receptor. En la busqueda de la region que determina la especificidad hacia el insecto se han
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realizado diversas estrategias. la mas utilizada consiste en buscar regiones de dos protenas
parcialmente homologas con diterente cspecificidad de insecto, realizar intercambios de regiones
homologas y determmar cualquer cambio en la especificidad al insecto blanco mediante
bioensayos Las proteinas del tipo (rv]l A se han utthzado muy frecuentemente en este tipo de
experimentos y sus resultados se resumen en la Tabla 2 Cabe sefialar que en la mayor parte de
los trabajos se han intercambiado regiones muy grandes que no corresponden a los dominios
delimitados estructuralmente  l.a region entre los residuos 332450 parece dcterminar las
especificidades hacia /. n/ v Bombyx morr La region 332-772 es la que determina la
especificidad hacia H. virescens, esta region abarca virtualmente todo el dominio II y el dominio
II. Otros grupos dc investipadores han realizado trabajos mas finos sobre las regiones que
deterrminan la especificidad de las d-endotoxinas, Smth y Ellar (1994) cncontraren que la region
que prubablemente nteractue con el receptor €n CrylC es la formada por los residuos que se
localizan en las asas 1 y 2 del donumo I[I. Lu vy col (1994) encontraron que al sustituir los
residuos de la asa | de CrylAa o bien quitarlos, la proteina mutante resulta tres ordenes dc
magmtud menos toxica para B. mor:  Lste y estudios posteriores ( Lo ef al, 1994, Rajamohan et
al., 1996; Wu y Dean, 1996) confirmaron [a hipotesis de que las asas localizadas en el vértice del

dominio IT de la motécula son regiones importantes para la especificidad de las -endotoxinas.

Tabla 2. Domenios de especificidad de lay proteinas Cry de Becillus thuringiertsis

CrvlAa | CrviAb CrylAc CrylCa . Crny2A
Aedes cegypti 307-382*
Bombyx mori 332-480°
332428 + 428-450°
365-371°
Heliothis virescers 132-717”>
A92D, ROIX
Manduca sexta A92D' 425447
A92C, R93X'
S5031, Ssusr
Spodoptera exigua 454-630*
concxiones 1y
2 |
Trichoplusia ni A92D' 332-44T
| A92D/
|

a= Widner y Whiteley, 1990, b= Geeial, 1989 = lecer @, 1992, &= Luetal, 1994; &= Schoepfet al.,
1990; f= Wu y Aronson 1992; g= Aronson ef al., 1994; = Sith y Ellar, 1994,
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L.a funcion que pnimeramegnte se asocio al dominie 111 fue lza de mantener |a integndad de
la proteina. va que las toxinas mutantes en esta region son muy nestables al tratamiento con
proteasas ( L1 es «/ 19911  FEstudios postenores han demastrado que este dommmo participa de
manera mas activa interactuando con el dominio | en la de formacion de poro y con el dominio 1]
en la especificidad nsecticida  Realizando mutagenesis sitio-dingida en el bloque 3 de Cryl Ab se
logro demostrar que el domimo 111 es importante para €l mantenimiento vy la estabilidad de la
estructura protcica (Martens ef @f . [995) v gue participa mediante la formacion de cnlaces
1onicos con el dommio 1 ( Lietal.. 1991) Ademas l.eeeral {1995) realizando expenmentos de
"ligand-blot" con receptores aislados de ¢ rvl A demostraron gue el dominio I11 esta involucrado
eén la union al receptar en Limuniria dispar  (omo se puede observar, el dominio I1I podria tener
otras funciones. las cuales todavia estan por demostrarse. quizas este involucrado en la

especificidad

En base a los estudios que se tienen sobre las funciones de cada uno de los domimuos y por
comparacion con otras proteinas transmembranales que son canales i0nicos, recientemente se
propusieron dcs modelos posibles de inscrcion en la membrana y formacion de poro de las
d-endotoxinas (Knowles, 1994)  LIn modelo propone que las hélices -5 y -6 son las que se
insertan en la membrana como consecuencia de un cambio conformacional ocasionado por la
union de la toxina can su receptor. es el modelo del "abrecartas”. sin mayor participacion de las
hélices restantes El otro modelo sugiere también que como consecuencia de dicho cambio
confurmacional podnan ser las hélices «r<4 v 1£-5 las que se inserten en la membrana, nuentras que
el rcsto de cllas se aplanen sobre la superficie de la musma. cxponicndo hacia ellas sus caras

hidrofébicas en forma parecida a un "paraguas"
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MATERIALES Y METODOS

Origen de los pences de las 5-endotoxinas, hospederos y vectores.

{.as caractenisticas de las cepas bactenanas v los plasmudos que se utilizaron se muestran
en la Tabla 3 La cepa bactenena receptora de los plasmidos empleados fue Fscherichia coli
JMI01 donada por Instituto de Biotecnologia de |la UNAM La cepa de Bacillus thuringiensis
subsp Awrstaki HD-73 obtenuda de la Coleccion Internacional de Bacilos Entomopatogenos de la
FCB-UANL., (Rodriguez-Padilla et a/. 19593) se uso como fuente del gen crylAc, ya que
contiene unicamente este gen cry en forma natural Los plasmidos empleados fueron pES1, que
contiene al gen cryl Aa proporaonado por el Dr Aronson (Purdue University, West Lafayette
Indiana) y pUC19 que se utilizo como vehiculo de clenacion de los genes modificados se obtuvo
del fabricante (Boheninger-Manheimn), contiene el gen de resistencia a ampicilina como marcador

de seleccion.

Tabla 3. Cepas bacierianas y pldymidos

— Gehnolipo Referencia

Cepa bacteriana
E colt IM101 supl thr Arlac-proAB) Flliral136  |Mcssing, 1979

proAR lagF lacZAMY 5|
B. thuringtensis subsp| crvl Ac silvestre Adang, ef af., 1985
kurstakd  HD-73
Plasmidos
pES1 cryl Aa (region taxiea) en pBR322  |Schnepf y Whiteley, 1981
plUc19 promctor lac, Amy'. lacZ Yanisch-Perron e al., 1985
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1. Identificacion de los dominios

Las secuencias proteicas y nucieotidicas utilizadas en este trabzjo se obtuvieron del banco
de datos "New(GeneBank" las claves de accesc para la busqueda de las secuencias fueron pam
cryl Aa, M11250 (Schnepf er al . 198%). para cryl Ac, M1i068 (Adang ef al, 1985) v para
ery3A, YO0420 (Hofte et o/ | 1987) Para delimitar las regiones que corresponden a cada uno de
los dommmos de las ioxinas CrvlA por comparacion con la secuencia protéica de Cry3A. se
utilizaron los programas computacionales GENALIGN vy los algentmos LFASTA y Clustal | 5
(Higgins y Sharp. 1988) Con el programa DNAStar | | (Ch Marck and C E A Gif-sur-Yvette
France) s¢ analizaron los patrones de restriccion  de las secuencias nucleotidicas para seleccionar

yio disefiar los sitios adecuados para delimitar cada uno de los domuinios de lus toxinas analizadas

IL Delimitacion de los dominios

Diserio de oligonucleotidos.

Para dclimitar los domimos sc disefaron cxperimentos de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) para introducir mutaciones puntuales que genecraran sitios Grucos de restriccion
De esta forma, las secuencias nucleotidicas que codifican para cada uno de los domintos quedaron
defimdas por sitios de restriccion que se identifican como P, B, G, K para Psl, BamH]1, Bglll y
Kpnl, respectivamente Cabe indicar que las mutaciones que se introdujeron para crear los sitios
de restriccion no cambiaron el marco de lecturs, aunque producen cambios en uno o dos codones
en regianes de union de dos dominics; éstos cambios son conservados y no afectan la estructura
de la toxina, seglin se determund con ¢l programa Predict 7 (Carmenes ef al | 1989), todos estos
sitios, a excepcion de Bg/ll, tamtién se localizan en la region multiple de clonacion de pUC19
Los oligos disefiados para las reacciones de PCR se muestran en la Tabla 4, fueron sintetizados en
el Instituto de Biotecnologia de la UNAM siendo previamente analizados con el programa Qligo
(ver 3.3, Natl. Biosciences Inc., M.N. USA) para determinar la formacion de estructuras
secundarias y de dimeros vy con el programa Amplify (ver 1.2b, Engels, 1992, Univ. Wisconsin)
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para probar la capacidad de los olgos de mciar una POR v paa conocer el tamafio de los
frapmentos generados utilizando un ensayo simulado de amphficacion yémca Los oligos que se
disefiaron para la amplificacion de los domumos de ¢ri14a tienen las siguientes caractensticas
Para subclonar ¢/ dominio | de cryiAa. sc¢ discnaron los oligos BP7, que genera un sitio de
restnccion para /’stl ubicado hacia € extremo S' de los promotores de los genes cry y el ahgo ZJ2
que crea un sitio para BumHl mediante la insercion de un cedon para glicina después del
aminoacido 251, los ohganucleohdos utilizados para el dormmio 1l fueron los oligos ZJ1 y ZJ4,
este ultimo que crea un sitio para Agfll en el extremo 3’ (aunque no cambia la secuencia primaria
dc la protcina) y Jos oligos 213 y /)5 para amphficar ¢) dormme 111 Por otra parte, los oligns quc
se disefiaron para la amplificacion de los domimos de oyl Ac tienen caracteristicas semejantes a

las descritas para cryl Aa

Muiagénesis Sitin-dirigida de crylAay crvi4e

Todas las tecnicas de biologia molecular e ingenieria genética para la subclonacion,
transformacion, PCR, seleccion de mutantes. etc se realizaron esencialmente como se describen
en ¢l manual de Sambrook y col ([989) En la seccion de Apéndices (D a J) se describen
detalladamente Jos procedimientos comunes mas utitizados Las enzimas de restriccion. reactivos
para amplificaciones por PCR y demas matenales de biologia molecular fueron obtenidos ¥

utihzadops de acuerdo a lo sefialado por el proveedor (Bohennger-Manheim)

PCR de los genes cry

Las reacciones de PCR se realizaron siguicndo ¢l protocolo descrite por Pereyra-Alfcrez
(1992). Para amplificar los dominios de cry'| Aa se utilizo la siguiente mezcla de reaccion: dNTP's,
200 uM; DNA, 10 ng, oligonucleotidos especificos, 50 pmol de cada uno; buffer de PCR 10x, 10
ul. Taq DNA polimerasa, 5 U, agua nanopura suficiente para 100 xl. E| termociclador que se
utthzo fue un Perkin Elmer (Cetus Co Emeryville, Ca E U\) utilizando un programa con los
siguientes pasos: desnaturalizacion a 92° por 1 3 min., 60° ) 5 mun , 70" por 3 min. por un total de

30 ciclos y postennormente un ciclo de S min a 70°
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TABLA 4, Oligonucledtidos utilizudus para |ay reacciones de PCR

Nombre Secuencia " Posicion con re;pecto
al primer codon de |
_ _ _ traduccion

BP7 s TTTAGTCTGCAGTTAGTTAGTTGCACTTTGTGC -128 A -102*
29mero. introduce sitio para £sfl vy I'm de 70

7J1 CCTATGATGGATCCCGAAGGTATCC TaR A 767**
25mero, sitio para BamHl y Tm de 70

2)2 CTTCGGGATCCATCATAATTTGAGAATAG 736 A 761**
29mero. sitio para BamHl y Tm de 80

213 CAGCATAGATCTGCTGAATTTAATAAT 1363 A [3R9**
27mero, sitio para SR/l y Tm de 70

Z]4 GCAGCAGATCTATGCTGCCAAGAAAACG 1352 A 1378%+
28mcro. sitio para Bg/ll y Tm de 84

Z]5 CTCATCAAAGGTACCCAATAGCGTAAC 2155 A 218]**
27mero, sitio para Kpnl y Tm de 78

ZI6 CCTATGATGGATCCAGAAGATATCC 748 A To7***
27mero, sitio para BumHl v Tm de 72

217 CTTCTGGATCCATCATAATTCGGGAACAG 736 A T61**e
29 mero, sitio para BumH![ y Tm de 84

YALS ATACATAGATCTIGCTGAATTTAAT 1366 A 1389%=*
24mero. sitio para Bglll y Tm de 60

£J9 TCAGCAGATCTATGTATCCAAGAGAACA 1355 A 1382¢++
28mero. sitio para Bgllly Tm de 78

ZJ0 CTCATCAAAGGTACCTGATAGTGTGAC 2161 A 2187%==

| 27mero, sitio para Kprly Tm de 78

NOTAS: * diseflados para amplificar a parlir del extremno §' de cualquier gen eryl A (Pereyra-Alféres. 1992)
¢+ diseilados para amplificar cry | Aa
4»¢ disciiados para amplificar cry’! Ac
+ Tm "Temperatura melting”. Temperatura a la que ¢} 50% del DNA se cncuentra como cadena senctlla

El DNA templado utilizado en las reacciones de PCR de cryl Ac se obtuvo utilizando el
metodo descrito por Cerén y col. (1994) Una asada de un cultivo de 12 horas de B.
thuringiensis HD-73 crecida en agar LB, fué resuspendida en 100 4] de agua nanopura y se
coloco en bafic de agua hirviendo durante 10 min; los tubos se centrifugaron un min a 10000 rpm.

A partir del sobrenadante se tomaron 30 | para las reaccicnes de PCR. Para amplificar el
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dominio I y 111 se utilizaron las mismas condiciones que para cry'| Aa, en cambio, para el dominio
11 se modifico la 1emperatura de alineamiento a 50 v el numero de ciclos se incremento de 25 a

30

Todas las reacciones de PCR se hicieron por duplicado para obtener mayor cantidad de
muestra de cada domimo y facilitar manipulaciones posteriores Despucs de la amplificacion, las
mezclas de reaccion se visualizaron en un gel de agarosa al 1%y los productos obtenidos fueron
punficados

II1. Subclonacion de los genes nativos

La estrategia para subclonar los genes ¢ry se muestra en la Figura 3 y se describe en

GEN NATIVO

- | 4 1360 I1m

detalle en las sigurentes secciones
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Figura 3. Estrategia general para subclonar el fragmento t6xico de CrylAe y CrylAc y
delimitar los dominios con sitios Gmicos de restriccion. Las flechas borizontales indican la
direccion de loa oligooucledtidos en 1a PCR. En el texto se especifica los oligonpcledtidos a
wtilizar en cadn caso y la nomenclstura de los sitios de restriceibn utilizados
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Nubcionacion del domumo |

Ln esquemna general de la metodologia planeada para subclonar el dominio 1 se presenta
en la Figura 4 El plasmido pl/C19 \ el sepmento amplificado gue corresponde al deminio [, una
vez purificados se digirieron con Pstl. v posteriormente con BamHI y los productos purificados se
resuspendieron en agua. [.a mezcla del inserto (dominiol} v el vehiculo de clonacion se ligaron y
se emplearon para transformar celulas “competentes” IM 101 por las técnicas de electroperacion o
por el métedo quimico con CaCl, Las colomas resistentes a ampicilina (50ug/ml en todos los
casos que se uso este marcador de seleccion)se levantaron con palillos esténles, se inocularon en
tubos con caldo LBamp v en cajas con agar LBamp De cada cultivo se aislaron plasmudos que se
cormpararon con el vehiculo sin inserto y se seleccionaron aqguellos que tuvieron un plasmido con
un patron de bandas de mayor talla que el vector Finalmente. los plasmidos seleccionados se
caracterizaron por su patron de restriccion con las enzimas Pst] y BamHI y (a8 que dieron el
patron esperado, se sembraror en agar LBamp y se guardaron en refrigeracion. De esta manera
se obtuvo el plasmudo pUC19-DIA4  Para subclonar el dominio 1 de ciyl Ac se utilizo la nusma
metodologia anterior utillizando como mserto el producto amplificado que corresponde a dicho

dominio y asi obtener el pl.C19-DIAc

ctylAs cryl Ae

Y E! - w2 1—

-» <+ > <

BP7 Z12 BP? 7

R —4
y pUCIY \<
K
E E
pUCDI-Ax pUCDI-Ac

Figura 4, Clonacion del dominio 1 en E. coli. El vehiculo de clonacién fue pUC19 y
s¢ abluvieron los pldsmides pUCDI-Aa y pUCDI-Ac con ¢l dominio I insertada.
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Reconstruccion de lox genes nativos de crvlAa v eryl Ac

Siguiendo una metodologia similar a la utilizada para subclonar el domunio [ se logra la
subclonacion de los dominos 11 y Tl v la consecuente subclonacion de los genes nativos (Figura
5) Para subclonar ¢ryl Aa se hizo pnmeramente una PCR del plasmido original (pES1) utilizando
los ohgos ZJ1 y ZJ4 para producir el segmento B-G (que corresponde al dominio 11 delimitado
por BamH] y 5ig/ll) y otra PCR usando como imiciadores los oligos ZJ3 y ZJ5 para amplificar el
sepmento G-K (que corresponde 4l dominio 111 flanqueado por los sitios de restriccion Bgfll y
Kpnl) Los segmentos de estas reacciones de PCR se unieron a traves de otra PCR usando los
oligos ZJ1 y ZJ5 para obtener e segmento B-K que contiene un sitio intermedio pera G. Este
ultimo segmento se unié a pUC19-D1Aa mediante la digestion con B y K y posterior union con la
enzima DNA ligasa Asi se obtuvo el plasmido pAR (o AAA, porque lleva los segmentos que
codifican pera los dommos I, I1 y [l de CrylAs] que lleva el gen de la toxina CrylAa.
Similarmente se trabajé con crylAc y los oligos BP7 y ZI7 para el domunio I, ZJ6 y ZJ9 para el
dominio II y 738 y ZJ10 para amplificar el dominio [IT y crear el plasmido pCR (0 CCC) que
codifica para la proteina truncada CrviAc Cada uno de los plasmidos subclonados se
caracterizaron por su patrén de sitios de restriccion utilizando las enzamas BamHI, Bgfll, FeoRV,
Psitl y Hindl1l

erylfAa cryidc

> 42k

PAR pCR

Figura §. Diaprama que muestra la reconstruccida de los genes nativos delimitados con
loa sitios de restriccion introducidos
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IV. Intercambio del dominio 11

En la Figura 6 se muestran la estrategia utilizada para intercambiar el dominio I entre los
diferentes genes cry El plasmido pAR purificado se digirio con las enzimas de restriccion BamH]I
y Bglll y para obtener el segmento B-G que delimita al dominio 1I y el segmento pUC19 con los
dominios [ y III unidos; de 1gual forma se trato a pCR Posteriormente, los segmentos fueron
purificados a partir de los geles de agarosa, se intercambiaron los segmentos B-G y se ligaron
con el plasmido contrario Las construcciones resultantes fueron crylAa con el dominio II de
crylAc y cryl Ac con el dominio 11 de ¢rv1 Aa, respectivamente. Se transformaron células de E.
coli por electroporacion y se seleccionaron las clonas adecuadas como se describi0 anteriormente
El analisis de restriccion de los plasmidos resultantes se realizo con las enzimas EcoRV y Pstl
Los plasmidos obtenidos fueron pAC2 (ACA) y pCA2 (CAC) que corresponden a crylAa con el
dominio Il de crylAc y cry1 Ac con el dominio [1 de cryl Aa

— e ——  — ——
II DI [V D DI DIt D 11t
L L —
— — — S}
P I', TG g P B G K
PAR pCR
i
B+ G
DI bn DI D1 DU D
P B G K p B G X
PAC2 pCA2

Figura 6, Intercambio del dominio II entre los genes crylAa y arylAc
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. Intercambio de los dominios 1Y 111

A partir de los dommins 11 de crvtAa s 1 de cr | Ac se hizo una PCR y se utilizo como
vehiculo de clonacion plUCU'D 1 Aa para obtener el plasmido pAU3 {AAC) Con estos expenmentos
de PCR de los dommios [1 v 111 de los diversos genes v con los vehiculos de clonacion adecuados
(pLCD1), se realizaron diversos intercambios de dominios, siguiendo la misma estrategia que se
utilizo en la reconstruccion de los geres nativos  Las construccioncs gencticas a obtener fucron

pAC] (CAA) pCA3 (CCA) ¥ pCAT (ACT)

V1. Prnduccion de las toxinas quiméricas

Los genes mutantes fueron expresados en A caft IMI101 en base a la metodologia
propuesta por Smith y Ellar (1994}  Con cada una dec las clonas recombinantes obtenidas se
inocularon en matraces con SO ml de caldo L.Bamp y se incubaron por 36 h a 200 rpm a 37°C Se
cosecharon las celulas por centiffugacion a 5,000 rpm durante 5 min a 4°C, se laveron dos veces
con 5 mi de buffer PBS centrifugandolas de 1gual manera y se resuspendieron en un velumen final
dc 3 ml de buffcr PBS  Las células se sonicaron por pulsos de 30 seg a la maxima amplitud
(colocadas en hielo todo el tiempo) durante 7 min con intervalos de un min con un sonicador Cole
Parmer 4710 (USA). El grado de lisis celular se determino observando al microscopio frotis
tefiidos con cristal violeta. Cuando se completé |a hsis celular, las muestras se centnfugaron a
14,000 rpm durante {0 min y el precipitado se resuspendio en | ml de buffer PBS. Para ¢cada una

de las muestras se determind la cantidad de proteina total por el método de Bradford (1976)

El perfil de proteinas de las clonas recombinantes se determuind por electroforesis
discontinua en geles de poliacnlamida-SDS al 12% bajo condiciones desnaturelizantes (Laemmli,
1970). Se colocaron 15 kg de proteina 10tal en cada carnl y se corriercn a 10 y 20 mA por el gel
concentrador y separador, respectivamente  Las proteinas s¢ visualizaron mediante tincion de los

geles con azul de Coomasie.



Jiménez-Salas, 2 32

Para deiectar las protenas (v se hicieron immunodetecciones segun s€ muestra en el
apendice M (Samhrock er al  1989) Pnimero se corneron geles de pohacnlanmda con 30 a 35 ug
de pratemna 1otal por carnl hajo las condiomnes deseritas antenormente  Postenarmente [as
proteinas se cleciratanstineion a membianas de mitrocelulosa en una camara de transferencia
(Hoefer L'SA| 4 250 m4A dyrante toda b« noche  Las membranas se trataron con una mezcla de
anticuerpos policlonales obtensdos de coneje  Para Cry1 Aa se utilizo el anticuerpo anti-Cry | Ab,
mientras que pata {nviAc se uttlizo un anticuerpo obtenido de la fraccion toxica de la
d-endotoxina de A thwrmgnenses HD-73 Como segundo anticuerpa se uso un conjugado
enzimatico anti-lgG conejo acopiado a tostatasa alcalina v 1a presencia de las proteinas Cry se

detecto con una so'ucton cromogenica con ins snstratos BOIP v NBT

VII. Binensayos

Para probar la acthvidad biologica de las toxinas obtemidas. se utilizo el metodo descnito
por Hofte v col (1986) Se usaron 80 u#) de mezcla de cada 1oxina para cubrr 7 cm” de dieta
artificial v se dejo secar al aire. todas as muestras se probarcn a una concentracion de 10 ug de
proteina 1otal por cm de dieta artificial  Se utilizaron 24 larvas de /richoplusia ni por toxina.
despues de 7 dias de iniciado el expenmenta se registro €l miimero de larvas vivas y se obtuvo el

porciento de mortalidad |.os expenmentos se repitieron 3 veces y se analizaron por el metodo de

ANOVA (Zar, 1974)
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RESULTADOS

1.- Identificacion de los tres dominios en ('rylAa y CrylAc por comparacion y
alineamiento de su secuencia de aminoacidos con (ry3A.

Al hacer el alineamiento de las secuencias primanas de aminoacidos de las toxinas
Cry3A con las de CrvlAa v Crvl Ac se localizaron las regiones que delimitan a cada uno de
los dominios de las toxinas estudiadas Tomando como referencia la proteina Cry3A. cuyos
dominios se conocen (el dommo 1. del aminoacido 63 al 285, el dominio Il comprende los
residuos del 294 al 494 y el domumo 111 va del residuo 501 al 644) se definio CrylAa de la
siguiente manera el dominio | comprendio del residuo 26 al 249. el dominio Il incluyé los
residuos 258 al 454 y el dominio [H del 462 al 607 Para CrylAc los dominios delimitados
fueron: para el dominio | del 26 al 249 el dominio Il fue del 258 al 455 y el dominio Il
correspondio del 463 al 609 El resultado de los alineamientos se muestran en el Apéndice A y

se esquematizan en la figura 7

Figura 7. Delimitacion de cada uno de los dominios de las proteinas CrylA por
comparacion con los de Cry3A. La terminologia AAA indica los dominios L, 11 ¥
Il de CrylAa y CCC indica los doiminios i, Il y T1I de CrylAc
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2.- Delimitar los tres dominios en ambos genes, introduciendo sitios de
restriccién danscos, medianie mutagénesis sitio-dirigida, con la linalidad de subclanarios
independientemente.

Al analizar los patrones de restniceion de las secuencias nucleotidicas cstudiadas se
encontro un sitio de restnccion natural para la enzima Kpnl hacia el extrema carboxilo dei
domnio [11 de las 10xinas Cry| A. este sitio se encuentra en la posicion nucleotidica 2169 (con
respecto al pnmer codon de traduccion) de cry| Az en el residuo G723, y en la posicion 2173
nucleotidica de ¢yl Ac en e amincacida G725 Los demas sitios de restriccion se crearon
utihzando mutaciones sitio-dingidas En cry'l Aa. se introdujo un sitio para Pstl en la posicion
-122 con relacion al sitio de inucio de la traduccion, de esta manera se amplificaron tambien los
promotores naturales del gen, entre los domimos [ v 11 se imrodujo un sitio para BumHI en la
posicion 734 nt después del sitio de micio de la traduccion. que induce la adiciéon de una
glicina después del residuo 251 finalmente para flanquear los dominios 11 y 11T se creo el sitio
para Bgfll al cambiar la secuencia nucleotidica 136%-1374, este cambio no altera ¢l
aminoacido a insertar en esa region  Con Cryl Ac el disefio siguio el mismo estrategia: Se cred
un sitio para /sl en la posicion -122. se introdujo un sitio para AaemHI en la posicion 754 vy se
creo ¢l sitio para Bell] al cambiar los nucleotidos 1371-1376 En la Tabla 1'Vse muestran los
oligonucleotidos disefiados para introducir los sitios de restriccion y en el Apeéndice B aparece
el analists de estabilidad de dichos oligos

Al hacer simulaciones teoricas de amplificaciones con los oligonucleotidos disefiados
en el programa computacional "Amplify”. s¢ cncontrd que son altamente cspecificos pues solo
s¢ almean en los sitios para los que fueron disefiades y por consiguiente producen linicamente
los segmentos deseados. En los Apéndices B y C se muestran los resultados de las
amplificaciones tedricas de los dominios de ¢ry1 Az y cryl Ac, respectivamente. Para crylAa,
los segmentos resultantes fueron de 896, 639 y 82! pb para los dominios 1, II y IIL,
respectivamente v para cryl Ac fueran de 837 642 y 824 En el Apéndice C se muestran 10s
segmentos de DNA resultantes de las reacciones de PCR disefiadas para amplificar los
dominios. En la Figura 8 se muestran los segmentos amplificados del tamario predicho por el
analisis tedrico, y cabe indicar que las reacciones de PCR fueron muy selectivas y no se

formaron productos secundarios.
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Figura 8. Productos amplificades de los genes crvlAa y crylAc mediante PCR. Carril: 1, marcador de
talla molecular (DNA del fago lambda digerido con las enzimas Hindlll ¥y EcoRI; 2 - 4 segmentos

amplificados de los dominios L I1 y 111 de crylAa. respectivamente; 5 - 7 segmentos amplificados de los
dominios 1, Il y Il de cry1 Ac, respectivamente.

3.- Subclonar los dominios en E. coli para reconstruir los genes crylAa y erylAc.

Subclonacién del dominio |

Los segmentos amplificados que corresponden al dominio 1 de crylAa y crylAc fueron
digeridos con Psfl y BamHI y ligados por separado a pUC19 previamente digerido con esas
enzimas. El vehiculo de clonacion lineanizado tuvo una talla de 2400 pb y el inserto (dominio
1) de 896 pb, una vez ligados tienen una talla de aproximadamente 3400 pb (Fig. 9A). Con
esta construccion se procedio a transformar £ coli utilizando la técnica de electroporacion.
Las colomas obtenidas se estudiaron mediante analisis con enzimas de restriccion. Los
plasmidos de las colonias sospechosas se digirieron con Psil y las clonas positivas produjeron
una banda de 3400 pb que corresponde a la linearizacion del pUC 19 unido al dominio I; un
corte posterior con BamHI produjo la liberacion del dominio | como se indica en la Fig. 9B
De esta forma se confirmo la clonacion del dominio I de crylAa en pUC19 para obtener el
plasmido denominado pUCI19DIAa, la misma estrategia se siguio para obtener el plasmido
pUCDIAc que corresponde a pUC19 con el dominio I de cryl Ac.
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Figura 9.- Construccion y clonacion del dominio | de crylAa. Péinel A carriles: 1,
Marcador de talla molecular (Kpb), 2. pUC19 digerido con P y B, 3, dominio I
de crylAa digerido con P y B, 4, ligacion del pUC19 con el Dominio I de crylAa.
Panel B carriles: 1, pUC19 superenrollado, 2, pUci9-DI superenrollado, 3,
Marcador de talla molecular (Kpb), 4, pUCDIAa digerido con P y S, pUC19-D1
digerido con P y B.

Subclonacién de los genes crylAa y crylAc

Los domimos 11 y 11} se amplificaron con los oligos correspondientes y posteriormente
se utilizaron como templados de otra PCR con los oligos 5' del dominio 11 y 3' del dominio I11.
El pUC19DI se digirio con BamHI y Kpnl y se ligod con el segmento dominio II-III digerido
con las mismas enzimas De esta forma se completé la subclonacion y se obtuvieron los
plasmidos pAR y pCR con los dominios delimitados que se analizaron por patron de
restriccion (Fig. 10). Al ser digenidos con las enzimas de restriccion adecuadas produjeron
bandas de tamafios caracteristicos: pAR al digerirse con BamHI y Bg/ll produjo dos
segmentos, el dominio II (639 pb) y el pUC19 con los dominios 1 y I11 (4217 pb); con EcoRV
se produjeron 2 segmentos de mil y mil quinientos respectivamente; con Pstl liberé dos
segmentos de 300 y 4560 y con Hindlll se linearizd solamente. Al ser digerido pCR con
BamHI y Bgill se produjeron dos segmentos, el dominio Il (642 pb) y el pUC19 con los
dominios [ y III (4161 pb), con EcoRV se produjeron 2 segmentos de mil y mil quinientos
respectivamente; con Psil liberd dos segmentos de 300 y 4560 y con Hindlll se linearizd
solamente. Con la estrategia descrita se subclonaron los genes crylAa y crylAc con los
dominios delimitados por sitios de restriccion resultando en los plasmidos pAR y pCR,

respectivamente.
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Figura 10, Andlisis de restriccion de los genes nativos subclonados. Pinel A, andlisis de
restriccion de pAR. Carriles: 1, marcadores de talla molecular (Kpb), 2 al §, pAR
digerido con B-G, EcoRV, P y H. respectivamente. Pdnel B, andlisis de restriccion de

pCR. Carriles: 1, marcadores de talla molecular (Kpb), 2 al 5 pCR digerido con B-G,
EcoRV, P vy H, respectivamente.

4.- Intercambios reciprocos del dominio 1l entre crylAa y crylAc, para construir genes
quiméricos,

Los genes reconstruidos pAR y pCR fueron digendos con las enzimas BamHI y Bgill
Ambas digestiones produjeron dos segmentos, uno de alrededor de 640 pb que corresponde al
dominio II y otro de 4200 pb que es el vehiculo y los dominios I y IIl Los productos de las
digestiones se purificaron y se procedié a una nueva ligacion, el dominio Il de pAR con el
resto de pCR y viceversa. Los resultados se muestran en las figuras 11 y 12 y corresponden a
la elaboracién de pAC2 y pCA2. El pAC2 al digerirlo con EcoRV produce una banda de 797
pb que migra semejante a la de pCR 816 pb, pero al digerirlo con Psfl solamente se lineariza
que lo hace diferente a pCR pues este forma tres bandas dado que tiene tres sitios para esta
enzima. En el caso de pCA2, al digerirlo con £coRV la banda distintiva es de 689 pb que lo
asemeja al patron de pAR que produce una banda de 670 pb, pero al digerirlo con Pstl se

forma un patron de restriccion semejante al de pCR que indica que posee el dominio 111 de
crylAc.
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Figura 11. Andlisis de restriccion del plismido pAC2. Carriles 1.
Marcador de Kpb, 2.3 1 4 pAR, pCR y pAC2 digeridos con EcaRV; §,
6 7 pAR, pCR y pAC2 digeridos con Pyl

Figura 12. Andlisis de restriccion del plasmido pCA2. Carriles
1. Marcador de Kpb, 2,3 y 4 pAR, pCR y pCA2 digeridos con
EcoRYV; 5,6 y 7 pAR, pCR y pCA2 digeridos con Psrl
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V. Intercambio de los dominios I y IT1

Para reahzar el intercambio de los demas dommos se utilizo (a musma estrategia que
para la construccion de los genes nativos En la Figura | sc muestran las construcciones
obtemndas utilizando la wguiente metodologia  partir de la PUR de los domimios 11 y 111 de
cryl Az y usando como vehiculo de clonacion pl D1 Ac se logro la construccion del plasmido
pAC1 (CAA) Con estos expenmentos de PCR de los dominios 11 v (1T de los diversos genes
y con los vehiculos de clonacion adecuados (pl:{'D]). se rcalizeron diversos intercambios de

dominios, y finalmente se obtuvieron la clona p{ A3 (CCA)

V1. Analisis de la expresion de los genes reconstruidos

La expresion de las toxinas qumencas se venfico por electroforesis en geles de
SDS-poliacrilamida de los extractos totales de las cepas recombinantes En los perfiles de
proteinas no se observaron diferencias cuantitativas con respecto a la cepa de £. colf control
(unicamente con el plasmido pl.( 19} sin los genes construidos Las proteinas separadas en el
gel fueron analizadas mediante inmunodetecciones. utilizando los anticuerpos policlonales
anticrylA  IJe esta forma se pudo observar a cada una de las toxinas construidas como una
banda de aproximadamente 60-70 kDa (Figura 14) En la Tabla 4 se muestran las
caracteristicas de las proteinas esperadas que se supone producen las clonas disefiadas. asi

cOmo Su genotipo cry caracteristico

[ B8 DU Nl

paR L | [ ]

pCR

Figura 13, Construcciones genéticas resultantes de recoostruir los genes nativos cun
Loa pitios de rextriccibn introducidos ¥y de intercambiar lon dominios entre clioa
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Tabla 4. Caracteristicas de lox plasmidos recombinantes reconstruidos » toxinas resultantes

Plasmido  Toxina  genotipo cr)

HD-73 ¢ryl Ac nativo

pES-1 crviAa

pUCDI-Aa Domimio | de ¢rviAa

pUCDI-Ac Domimo | de ¢rvl Ac

pAR AAA  orvlAareconstruido

pCR (e ¢ry | Ac reconstruido

pAC2 ACA DI de Aa - DIl de Ac - DIII de Aa
pCA2 CAC DI de Ac - DIl de Aa - DIl de Ac
pACI CAA DI de Ac - DIl de Aa - DIII de Aa
pCA3 CCA Dl de Ac - DIl de Ac - DIl de Aa

Figura 14. Electroforesis en gel de poliacrilamida e inmunodetecciones de proteinas de los extractos
totales de E. coli recombinantes. Panel A electroforesis de proteinas, carriles 1, Extracto de Bt HD73 con
el cristal de CrylAc, 2 al 5§ E coli con los plismidos pUC19, pESI, pAR, pCR, pAC2 y pCA2,
respectivamente;: Panel B. Inmunodeteccion de las proteinas recombinantes, Carriles 1, Bt HD73,2 al §
extractos de E. coli en el mismo orden que el Panel A.

VIL-Actividad biolégica

En la Tabla 5 se muestran los resultados de los bioensayos realizados utilizando como
insecto blanco Trichoplusia mi  Se observa una mayor actividad insecticida de CrylAc
subclonado, CCC, comparado con Cryl Aa, AAA, en cuanto a porcentaje de mortalidad (61 y
20%, respectivamente), Con la toxina CAA se observo el mismo porcentaje de mortalidad que
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con la 1oxina paterna (22%1 Con CCA ampoco hubo diferencia significativa con respecto a

su toxina de ongen pues tuvo una mortalidad del S4 2% Finalmente. se observe que Cryl Ac
con el dominio 11 intercamhiado CAC dismunuyo su actividad con respecto a su proteina
patema pues tuvo una mortahdad del 30 S6% v por lo cuntrano ACA que es Cryl Aa con el
domimo [1 de Cn 1 Ac incremento su porciento de monalidad con respecto a su proteina
patema Los controles internas fueron larvas de / w con extracto de £ cali con el plasmido
pUC-19. que es el vehiculo de clonacion) v € iy 1Ac (10ug/iem) punficada de la cepa de Bt

HD-73 que tuvieron 7 v 100% de mortaiidad 1¢specivamente

Tabla §. Actividad insecticida de lax tosinas quimeéricas disedadas contru Trichuplusic ni

% mortalidad
Toxmna* bicensayo | hicensayo 2 bioensayo 3 promedio

o A s 6 Ry 14 61.11
AAA o 5 4 20,83
CAC i 7 30,5
ACA X 12 10 40 44¢%*
CCA 13 13 14 54.2
CAA 6 5 § 22

* Se ut1izo una dosis de |0 ug de proteina total por cm’ de dieta.
** diferencia significativa (P < 0 05) con respecto a su proteina patema
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DISCUSION

Las d-endotoxinas de Hucrthis thurmgiensis (Bt) son un grupo numeroso de proteinas
estrechamente relacionadas que se utilizar comerciglmente como insecticidas biologicos desde
hace mas de 50 afios tAronson 1986) Son sintctizadas durante la fase de csporulacion de Bt
y s¢ depositan como cnstales formados por una o mas proteinas donde cada una puede
desarrollar diferente especificicad mnsecticida (Lecadet e/ «f . 1688, Sanchis vz al, 1088) Cada
ipo de toxina Cry tiene su propio espectro insecticida e incluye vanos ordenes de insectos.

incluso ahora phylns separados son considerados como susceptibles (Feithelson et al | 1992)

Algunos grupos de nvestugacion han concentrado sus esfuerzos para definir las
regiones que determinan la especificidad de las toxinas CrylAa v CrylAc  Mediante
intercambios reciprocos de sccuencias en las regiones divergentes cntre toxinas de diferentes
especificidades produjeron hibndos activos con especificidades alteradas. De esta forma
encontraron que la region importante para la especificidad hacia Bombyx mori en CrylAe se
localiza entre los residuos 332-430 (Ge er al . 1989). en CrylAc las regiones que dan la
especificidad hacia Trickoplusia m v Helivthis virescens se localizan cn los segmentos

332-450 y 332-612, respectivamentc (Ge et af . 1981)

Para conocer con mayor profundidad la relacion estructura-funcion de las proteinas
insccticidas es necesario relacionar los resultados obtenidos de modificaciones de genes con la
estructura tndimensiona) de la toxina. ks por eso que la determunacion de la estructura
terciaria de la toxina Cry3A (Lier a/. 1991) y mas recientemente la de Cry) Aa (Grochulsky e
al . 1998) constituyé un gran avance en este campo. Los dominios estructurales de CrylAa
son los siguientes' ¢l dominio | en el extremo amino terminal. que comoprende del residuo 33
al 253, consta de siete estructuras a-hélices y se asocia con la capacidad de formacion de poro
de Ia proteina; el dominio Il s¢ encuentra en la parte media de la molécula, va del residuo 265
al 461, esta formado por tres laminas B-plegadas y se le atnbuye el papel de reconocimiento
del receptor en el intestino del insecto blanco, y el dominio 111 que abarca los residuos 463 al
609 en la regién carboxilo terminal, también con estructuras S-plegadas, al parecer otorga la

estabilidad 2 la proteina.
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Al asociar los resultados obtenidos de modificaciones de genes con la estructura de la
toxina se observa que la region involucrada en la determinacion de la especificidad hacia 5.
mori y I neen CrylAa y Covl Ac ( residuos 132-450) es una parte del domimie 11 que incluye
desde la lamina -4 hasta la mitad de la 8-11 y no comprende de este dominio a las laminas
A-1,8-2 y B-3 y S aminoacidos de la B-11 v la helice -8 donde hay un total de 8 aminoacidos
no conservados. Por otra parte. la region que determina la especificidad hacia H. virescens
(residuos 332-612) comprende desde la lamina 3-4 del dominio 11 y abarca todo el dominio
T Esto demuestra que los segmentos intercambiados corresponden a regiones pequedias que
incluyen una porcion de un dominio estructural 0 son tan grandes que abarcan hasta dos
dormuruos estructurales, lo que dificulta asociar una funcion especifica a un domunio en

particular

Por las observaciones anteriores se considerd de gran intercs, analizar la participacion
del domunio 1l integro sobre la especificidad de las d-endotoxinas  con este proposito se
delimitaron y subclonaron las regiones genicas que codifican para las 1oxinas CrylAa y
Cryl Ac con sitios de restriccion unicos para facilitar el intercambio del dominio 1Ty probar cl

efecto de este recmplazo scbre la actividad biologica de las toxinas quimeéricas resultantes

Al insciar este trabajo solamente se conoga la estructura tridimensional de Cry3A por
lo que sc procedic a alinear la secuencia de aminoacidos de esta toxina con las de CrylAa y
CrylAc Se encontraron regiones de alta homologia entre los sitios que flanquean a los
dominios y esto favoreco la delimitacion de las proteinas CrylA con alto grado de
confiabilidad. Los dominios de CrylAa quedaron definidos de la siguiente forma: El dominio I
va del aminoacido 24 al 249, el domimo 11 del 258 al 454 y el dominio 11T del 462 al 607 Para
CrylAc los domumos quedaron delimitados asi; del 24 al 249, del 258 al 455 y del 463 al 609
para los dormmos 1, 1Ty II1 respectivamente A finales de 1995, Grochulsky y col. publicaron
la estructura tridimensional de CrylAa informando que e] dominio [ comprende los residuos
34 a) 250, ¢l dominio II del 258457 y el dominio TI1 del 463-609, nuestros resultados
coinciden con estas observaciones. El unico cambio introducido en la secquencia primaria de
nuestras construcciones es la adicion de una glicina entre los residuos 251 y 252, Con la

publicacion de la estructura tndimensional se corrobora que esta region se encuentra en la
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secuencia que conecta a los dommios [ y I sin formar parte de algun domiruo en particular,

este resultado refuerza el disefio correcto de nuestras construcciones.

Con el proposito de introducir los sitios de restriccion adecuados para delimitar los
domunios, se analizaron las secuencias nucleotidicas de fos genes cry/Aa y crylAc. Los sitios
quedaron definidos desde el extremo 5' de la region que codifica para el dominio [ al extremo
3' del domunio 11! por los sitios de restnccion Fstl. BamHI, Bglll y Kpnl Para crear estos
sitios se utilizo la técnica de mutagenesis sitio-dirigida a traves de PCR, Los segmentos
amplificados fueron clonados en el plasmido pUC 1S para obtener los genes crylAa y cryl Ac
con los dominios delimitados por sitios de restriccion para producir los plasmidos pAR y pCR,
que codifican para las proteinas AAA y CCC. respectivamente. También, se intercambio e
dominia II entre estos plasmidos para abtencr los genes quimericos cryl Ag con el dominio I
de crylAc (pAC2) v crvlAc con el domuinio 11 de ¢ryl Aa (pCA2), que producen las 1oxinas
ACA y CAC, respectivamente  Ademas, se intercambiaron los dormnios [ y 111, se obtuvieron
los plasmidos pAC1 y pCA3 que producen las toxinas CAA y CCA, que corresponden a
Cryl Aa con el dominio I de CrylAcy CrylAc con el dominio [I1 de CrylAa. Esta técnica fue
propuesta primeramente por Cunhingam y col en 1989 y constituye una herramienta muy
poderosa para analizar la funcion de las regiones protéicas mediante mtercambio de regiones

divergentes entre proteinas altamente homolegas

Una vez construidas las clonas disenadas se venfico la expresion de las toxinas
quunencas por electroforesis en geles de SDS-poliacnlarmida de los extractos totales de las
cepas recombinantes En los perfiles de proteinas totales no se cbservaron diferencias
cuantitativas con respecto a la cepa de £ coli sin los genes construidos Esto indica que las
toxinas disefiadas no se expresan en grandes cantidades como en B thuringiensis. Sin
embargo, cuando [as proteinas separadas en el gel se analizaron mediante la técnice de
inmunodeteccion utilizando anticuerpos policlonales anticrylA se encontro que las toxinas
construidas se expresarn como una banda de aproximadamente 60-70 kDa. Este problema de
pobre expresion de las proteinas Cry truncadas no es nuevo y se ha presentadg en diversos
trabajos en donde se pbtiene alrededor del 1% de la picteina total contrastando con el 30%
que se produce en Bt con la toxina nativa. Se han propuesto que Iz baja produccion de las

toxinas Cry manipuladas genéticamente, tiene dos posibles causas o s€ expresan muy
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debilmente en hospederos heterologos o son muv susceptibles a hdrolisis por proteasas La
primer feona ha sido amplhamenie estudiada y se proponen que en mavor o menor medida los
siguientes factores son determinantes en la produccion de las toxinas Cry el uso de diferentes
promotores, terminadores de transcripcion vy traduccion. asi como el genotipo de la cepa
receptora (Ge e a/ 1990 Perevra-Alferez ef al  1996)  El ofro factor de gran importancia
al tratar de expresar genes en hospederos heterGlogos. es la sensibilidad a proteasas
intracelulares que presentan los productos de dichos genes. esta sensibilidad generalmente se
ve incrementada st los genes portan alteraciones estructurales tales como mulaciones y
deleciones (Almond y Dean, 1993). en general la tasa mas alta de produccion se ha abtenido
en cepas de L. coli con un sistema de proteasas dismmuido (Ge e o/, 1990). En nuestro
laboratorio, la producgion de las toxinas se pudo incrementar al cambiar |a cepa receptora £
cofi DHSa a la JM101 aunque mmguna de las caracteristicas genotipicas reportadas
representa una ventaja importante para la expresion de proteinas heterdlogas (Vazquez-Juarez,

1997. Ge et al., 1990)

Para analizar el papel que desempefian los domimos se realizaron bicensayos con las
toxinas construidas utilizando como insecto blanco larvas del pnmer instar de 7- a. Al correr
los bioensayus se enconird gque CrvlAc reconstuido (CCC) es mas toxica que CrylAa
reconstniido  (AAA), ya que mostraron una mortalidad del 60% contra un 20%,
respectivamente Este resultado concuerda con lo descrito por Ge y col. (1981) que al
intercambiar los pnmeros 330 anmunoacdos (que corresponden al domimo |y parte del
domunio II) de CrylAc con CrylAa no observaron cambios en la especificidad de estas
toxinas. Ya que €l dominio I entre estas proteinas esta altamente conservado, pues solo varia
en tres armunoacidos, es de suponerse que no participa en la especificidad insecticida y nuestro
resultado lo confirma. Como se indica en secciones anteriores, se han realizado numerosos
estudios del dominio 1 encaminados a demostrar su participacion en la formacion de poro y

sus resuitados son muy alentadores.

Al cambiar e! dominio 111 de Cryl Ac por el de CrylAa se produjo la toxina CCA cuyo
porciento de mortalidad es ligeramente menor que su toxina paterna CCC, sin embargo este
cambio no es significativo, (0 que sugiere que no participa de manera significative en [a

especificidad de CrylAc hacia el insecto blanco. Estos resultados concuerdan con los
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publicados primeramente por Ge v col en 1991 donde describen que no hubo alteraciones en
la mortalidad hacia / s al mtercambiar las regiones 428-450 i 450-612 entre CrylAc y
CrylAa que corresponden a la lamina 3- 10y ;3-11 del dominio 11 y 1a 8-11 y todo el dominio
(I, respectivanente A este domima se le airibuve tradicionalmente el papel de proteger a la
toxina contra la accion de proteasas sin embargo, recientemente s¢ ha demustrado que podria
tener otras funciones como fue sugendo por Lee y col (1998) quienes encontraron que &l
provocar mutacioncs en las laminas 3-17 del dominio 111 de CrylAc. se altera la union & ias
vesiculas de la microvellosidad intestinal de /  dispar por lo gue proponen que este domimo

también esta invelucrado en el reconocimiento al receptor, pero esto ultimo no esta muy claro

El intercambio de los dominios I entre las proteinas construidas resultd en la creacion
de las toxinas ACA y CAC CrylAa con ¢l dominio 11 de CrylAc (ACA) es 20% mas toxica
que CrylAa contra / . este iicremento podria atnibuirse a que posece el dominio 11 de
CrylAc. por su parte Cryl Ac con el dominio Il de CrylAa, es decir CAC, fue 30% menos
toxica que su gen paterno, esta disminucion podna atribuirse a que posee el dominio I de
CrylAa Como ya se ha desento, el dominio 1l corresponde a la region de mayor vanabilidad
entre estas 1oxinas e intercambios de especificidades ente las proteinas Cry generalmente
invalucran este dominio  Los diversos trabajos del grupa del Dr. Dean claramente demuestran
que esta region de alguna forma esta involucrada en la especificidad insecticida de diversas
d-endotoxinas CrylA (Ge efal , 1989y 1991, Lee et al, 1992 y 1995, Luefal., 1994, Wu y
Dean, 1996, Dean ¢t al , 1996), sin embargo en todos ellos se trabajo con corstrucciones
genéticas que no tenian los dominios bien delimitadcs pues utilizaron sitios de restriccion
naturales para realizar los intercambios [.ste trabajo €s el pnmero en realizar el intercambio
completo del dominio 11 sin involucrar a regiones del domunio I y confirma que el domunio 11,

al menos para 7. »z, es el que confiere la especificidad en estas proteinas.

Finalmente, cabe sefialar que con el ambao de a ingenieria genética en la década pasada
se mcrement0d de manera significativa el conocimiento sobre el modo de accion de las
proteinas Cry. En la actualidad, la mayoria del trabajo de investigacion en este campo van
dingidos al aislamicnto y caracterizacion de las proteinas receptoras intestinales del insecto, y
a conocer la region estructural de la proteina que seria ia responsable de la especificidad y

actividad insecticida;. ya que a traves de la tecnulogia del DNA recombinante, se han logrado
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grandes avances en ia comprension de las bases moleculares del modo de accion de las
proteinas insecticidas. se crec que cada vez esta mas cerca |a posibilidad de disedar nuevas

1oXinas con Mayor potencia o un espectro de accion incrementado



Jiménez-Salas, Z 48

CONCLUSIONES

Los resultados aqui presentados permiten denvar las siguientes conclusiones
| - Se logrd la delimitacion adecuada de cada dominio de CrylAa y CrylAc al alincar
correctamente la secuencia pnimana de estas toxinas con la de Crv3A e introducir por

mutagénesis sitic-dirigida nuevos sitios de restriceion

2.- Con los sitios introducidos, se clonaron los genes que codifican para la fraccion toxica de

CrylAa y Cryl Ac produciendo las toxinas AAA y CCC

3 - Se intercambiaron regiones genicas especificas entre los genes ¢rylAa y crylAc para

obtener proteinas quimericas con los dominios intercambiados  Estas proteinas son ACAL

CAC.CCAy CAA

S - La toxina CAA que corresnonde a Cryl Aa con el dominio | de CrylAc no modificod su
actividad insecticida con respecto a su proteina paterna AAA, lo que sugiere que el dominio |

no participa en la espeaficdad insecticida de esta toxina

& - La toxina CCA que corresponde a UrylAc con el domunio HI de CrylAa no alterd la
actividad insecticida con respecto a CrylAc, lo que indica que esta region tampoco determmna

la especificidad insecticida de [a toxina hacia T n1.

7 - Al mtercambiar el domimuo 11 de CrylAc por el de CrylAa se obtuvoe CAC disminuyo la
actrvidad insecticida con respecto a su proteina paterna, por su parte CrylAa con el dominio [I
de CrylAc incrementd su actividad insecticida. Este resultado, con la caracteristica de ser el
linico que intercambia solamente el dominio 11, apeya a los trabajos anteriores que involucran

al domimo 11 con la especificidad hacia el insecto blanco
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PERSPECTIVAS

Después de analizar 1as investigaciones realizadas para aclarar el modo de accién de
las 8-endotoxinas, aunado a los resultados encontrados en este trabajo, se puede observar que
en los Gitimos aflos se han logrado grandes avances en este campa, se espera que en el futuro

las investigaciones avancen en |08 siguientes aspectos:

1.- Conocer con mayor profund.dad ios aspectos que regulan la cxpresion de las toxinas Cry

en hospederos heterdlogos

2.~ Analizar las causas por las que kay una baja produccion de las toxinas truncadas, entre las
que se pueden citar posibles plegamientos defectuosos que originen [a accion de las proteasas

del hospedero.

3.- Conocer mas acerca de las propiedades de las pro‘einas intestinales del insecto, receptcres,

que interaccionan con las toxinas de Bt.
4.- Entender con mayor detalle ¢! tipo de interscciones 8-endoloxina-receptor especifico.

El avance en las areas anteriormente descritas, [levara a ura mejor comprension sobre
la regulacion de la expresion de las tuxinas de Bt y de su modo de accidn que redundaran en

el disefio de nuevas 1oxinas mas potentes ¥/0 con mayor espectro de accidn insecticida.
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APENDICE B

Estabilidad de los cligznucleotidos utilizades en los experimentos
je PCR para el ONA del gen crylpa. =Zslte analisis se realizd cvon el
pregrama Arplify. Promer= ol!.gonuclectido, Primability cf match = Fuerza
de. apareamiento, Stability of match = estabilidad del apaream:ento

Primability of Match = 93-»
Stabilaty of Match = 452
5 3

AT PG AS TTAGTTECACTTIATGE
bl Lottt ryrnd
caccctgggtrcaaaaattgatatttagtaaaattagttgecactttgtgcattttttcataagatgagtea
| I
397 425

Erimer: 232

o ———— — . 2, o o

Pr_mapility of Match = 93%
Stapility of Match = 42%
1262 12390

I |
cigtattagatatcgttgectctattctcaaatta tqa agtcgaaggtatccaattcgaacagtttccca
A TIA L)) 1|
CTATTCICARATTATGRTGGATTIIGARG
3 5

Primer: 771
Primability of Fatch g8%
Stability cf Match = 47%

It

] 3
CCTATCATGGATCTCUGARGETATTC
[ I RERE
ttagatatcgttgetctaliclraaatlatyaelagtcgaaggtatccaaticgaacagiilecccaattaa
I I

1269 1293
Primer: 224 __
Primability of Katch = 968
Stability of Match = 61%
1878 1905

| |
tttacacattgagagetccaacgttttottggecageatcgecagtgatgaatttaataatataattecttce
LI pg PELBYY LY RN
CGTTTTCTTGGCAGCATACGATCTGTTGE
3 5
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Primakility of Match = 397%
Stakility of Match = 54¢
| 3_
CAGCATAGATCTGCTGAATTTAATAAT
FEErer LIIIII LT
agagctccaacgttttettggeagcatecgeagtgetgaatttaataatataattececttcatcacaaatta
| |
1889 1815
Primer: z)5
Primability of Match = 1J00%
tability of Match = 722
2681 2707
| I
gacgtattcasaagagaattacgttacgetartrgggracoitrgatgagigeotatecaaugtatttatate
DN T T LTIl
GTTACGCTATTGGGTATCTTTGAT GAG

M
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Estabilidad de .os ©oligonucledtidos uctilizades en los
gxperimentos de PCR para el DNA cel gen crylAc.

Primer: bp?

Primapility of Match = 93¢%
Stapility of Match = 44%
5 2

T AGTCTCCAGTTACTTGORETTTCICE

|| b bbby e

acaccctgggtcaaasaattgatatttagtasaattagttgcactttgTtgecattttttecataagatgag
te

I |

257 286
Primers: ZJdi
?rimability of Match = 94%
Stability of Mazch = b51%
1123 MBS i

| |
ctgTtactagatatecgt-getectgttccogaattatgatagtagaagatatccaaticgaacagtttee
ca
S<BRRERARE YRV I
CTGTTCCCGAATTATGATGGATCCAGARG
- —

—— D ———— o T -

Primability of Match
Stability of Match

B8%
43%

w

3
CCTATGATGGATCCAGMAAGARTATCC
i T FELEEYE T
ttagatatcgttgctectgtticocecgaattatgatagtagaagatatccaattcgaacagrtteccaatt
: | I
1130 1154
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Primer: 239
Primakbility of Match
Stability of Martch

97%
59%

1742 176¢
| |
caagtataataagagctcctatgttctcticgatacatcgtagtgctgaatttaataatataattgea
Eo TUTU LA CU sy oo | EERRN
TGTTCTCTTGGATACATAGATCTGCTGA
3 )

2rimer: z38
Primability of Match = 863%
Stability of Match = 50%

5 3
ATACATAGATCTGCTGAATTTAAT
i €8 SE EEERENEREREN
taagagctcctatgttctcttiggatacatcgtagtgetgaattzaataatataattgcateggatagt

| I
1953 1776

Primer: z3jlo

Primahility“af/ Matzh
Stability cf Match

00
2%

2548 2574
I l
gacgtatttaaagaaaattacgTcacactatcaggtacctttgatgagtgctatccaacatatttgta
TN e Rl Al T b i o
GTCACACTATCAGGTACCTTTGATGAG
3 3
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APENDICE C

Amplificaciones tedricas del gen crylAa Estos andlisis se realizaron con el
programa Amplify para mostrar la selectividad de los oligonucleétides disefiados, las
regiones donde se alinean y el tamario del producto amplificado.

AMPLIFICACION DEL DOMINIO I DE crylAa

El producto formado es de 896 pares de bases.

crylaa
B
o idad Pl | | | ] " | 1
——t—t ™ . B i I | L=
1 4 4000 !
896 o o .
AMPLIFICACION DEL DOMINIO II
El producto formado es de 639 pares de bases
crylaa
™ — ¢ *L'L;;i%} ¢¢=iii:—'L — s
1 4 4000
*
- ]
639
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AMPLIFICACION DEL DOMINIO III

El producto fermado es de 821 pares de bases

crylaa
e}
~N
. I . lLJPJ N [P ] L .
L L3 b : I :ﬁ"'] | R | I
1 { 4000
el
~N
]
B2

Amplificaciones tedricas del gen crylAc, Kstos andlisig se realizaron con el
programa Amplify para mostrar la selectividad de las secuencias disenadas, las
regiones donde se alinean y el tamarno del productc amplificado.

AMPLIFICACION DEL DOMINIO I DE crylAc

El producto formado es de 837 pares de bases.

crylAc

B97
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AMPLIFICACION DEL DOMINIO II DE erylAc

75

824

El producto formado es de 642 pares de bases.
cryiAc
i
L | ,Dl | i z 1 } [
rmr | 1 N | v 1 | T "—'I
q 3500 |
3 l
662
AMPLIFICACION DEL DOMINIO 111 DE crylAc
El producto amplificado es de 824 pares de bases
erylAc
A/ Iy | L D FAY/ I\ I\ L\ U \
s * i I e R
{ 3500
PRIMER DIMER 2zj8 and zj8
I —
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Téenicas mas comunes de biologia malecular (Tomadas de Sambroock, ef al,,1989),

D. I'ransformacion de E coli por el metodo quimico con Ca(’l
D1. Preparacion de células "competentes”:
1.-De un cultivo puro de £ « i, tommar una asada e inocular un matraz Erlenmeyer (de 250
ml) que contenga 5C ml de caldo | B e incubarlo durante 16-20 h en agitacion constante

3 200 rpm a una temperatura de 37°C

2.-A partir de este cultivo tomar SO0 ul vy transfenrios a otro matraz de 250 ml que
contenga 50 ml de caldo LB ¢ incubarlo durante 3 h a 37°C en agitacion constante a 200

rpm.

3.-Transferir ¢l culttvo a dos rubos de polipropileno de 35 ml para centnfuga y colocarlos
en hielo durante 10 muin

Nota: Mantener las células en bario de hielo durantc el mayor tiempo posible & lo largo
de su preparacion

4.-Centnfugar los tubos a 4.000 rpm durante 10 min a 4°C

S.-Decantar cuidadosamente el sobrenadante y resuspender el paquete celular de los dos
tubos en 10 ml de Call; 0 ) M esténl v trio

6.-Centnrifugar a 4 000 rpm durante 10 min a 4°C

7.-Decantar cuidadosamente el sobrenadante y resuspender el paquete celular en 2 ml de
CaCl, 0 1 M estenl y frio

8.-Almacenar Iz suspencion de células competentes a 4°C durante 12-24 h,
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D.2. Transformacion de E. culi:

1.-Con una micropipeta y usande puntillas esteriles v frias. transferir 200 pl de células
competentes a tubos eppendor! de | S ml tambien frios v estenles Agregar S ul del
DNA con e] que se desea transformar (aproximadamente 10-50 ng) y mezclar muy
suavemente con la micropipeta

2 -Colocar e! tubo en hielo durante 3t) nnn

Nota: Se deben incluir controles de células competentes que reciban plasmido
superenrollado y céiulas que no recinan DNA alguno. con el fin de determinar la
eficiencta y viabilidad de las células competentes preparadas

3.-Colocar los tubos en un bafio de agua a 42°C durante 90 seg. Es muy importante que la
temperatura y ¢l tiempo scan exactamente los indicados ya que este punto es crucial para
la toma de DNA por parte dc las celulas

4.-Colocar los tubos en hielo durante | ¢ 2 rmn

5.-Agregar 800 ul de caldo SOC a cada tubo y transferir el volimen totz! a tubos de ensaye
(13 x 100 mm) estériles ¢ incubar a8 37°C durante 45 min en agitacion constante & 200
rpm

6.-A partir de cada tubo nocular cajas con agar LB con ampicilina (o con el medio
selectivo adecuado) con 200) ul de la suspension celular (para un total de 5 cajas) y
extender usando un asa de vidno

7.-Incubar las cajas a 37°C durante no mas de 18 h para ewitar la aparicion de coiomas
satélites alrededor de las colonias transformadas

8.-Con palillos estériles, tomar las colonias y sembrarlas ordenadamente (usando una
plantilla numerads) en cajas con agar LB con ampicilina (si se desean punificar los
rlasmidos, inccular simujtaneamente tubos de ensaye con 3 ml de caldo LB con
ampicilina), incubarlas toda la noche a 37°C y después almacenarlas a 4°C
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E. Extraceidn de pldsmidns a pequena escala

1.-lnocular una asda del cultivo que contenga el plasmido de interés en tubes de ensaye (13
x 100 mm} con 3 ml! de caldo [ B con ampicilina e incubar a 37°C durante 16-18 h en
agitacion constante a 200 rpm

2.-Cosechar las c¢élulas centnfugandelas dos veces en tubos eppendorf de 1.5 ml a 10 000
rpm por 1 mun en una microcentnfugz Eliminar el sobrenadante en cada centrifugacion

3.-l.avar las células en | ml de solucion | fra. agitando vignorosamente en el vortex

4.-Centnfugar a 10,000 pm durante | min en una microcentrifuga v decantar el
sobrenadante

S.-Resuspender las células en 306 ul de solucion | frna con 2 ul de RNAasa pancreatica
bovina (10 mg/ml, Sigma (hemical Co ). agitandolas en el vortex

6.-Agregar 200 pl de solucion 1] recien preparada y mezclar suavemente por inversion unas
cinco veces (no usar vortex) Incubar S in 2 temperatura ambiente y 5 mun en hielo.

7.-Adicionar 200 il de solucton il fna v merclar suavemente en el vortex. Incubar en hielo
durante 40-60 min.

8.-Centnfugar en microcentrifuga a 12,000 rpm durante 10 min

9.-Transferir el sobrenadante a un tubo eppendorf de 1 5 ml nuevo y afiadir 0.6 volimenes
de 1sopropancl Mezclar por inversion e incubar durante 10 min a temperatura ambiente.

10.-Centrifugar en microcentrifuge a 10 000 rpm durante 10 min

11,-Decantar v agregur | mi de etanol al 70% fiio (no agitar) Centrifugar en
microcentrifuga a 10 000 rpm durante 5 min.

[2.-Repetir e! paso anterior.

13.-Eliminar ¢l sobrenadante y secar en un desecador<oncentrador giratorio (Savant)
durante 20 min a temperatura al1a

14.-Resuspender el DNA plasmidico en SO ul de agna hidestilada y almacenar en
congelacion hasta su uso
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F. Purificacion de plasmidos

1.-Aforar la solucion de plasmidns a un volumen de 200 4l con agua bidestilada y colocarta
en un tubc eppendorfde | S m.

2.-Agregar 1 volumen de 1a solucion Sevag (cleroforno alcohol 1soamilico, 24:1) y mezclar
suavemente ¢n el vortex hasta que se forme una emulsion opaca

3.-Centrifugar a 12.000 rpm durante 7 min en una mcrocentrifuga
4.-Con una mucropipeta de 200 ul. tomar la fase supenor acuosa que contiene los
plasmidos, evitando arrasirar los restos celulares gue aparecen como una pelicula

blancuzca entre las dos fases Depositar la fase superior en un tubo eppendorf de 1.5 ml
nuevo.

S.-Agregar 1 volumen de |3 solucion Sevay a la fuse acuosa recuperada y agitar suavemente
en el vortex hasta formar una emulsion opaca.

6.-Centntfugar a2 |2 000 rpm durante 7 min en una microcentrifuga,

7.-Repetir los pasos del 4 al 6

B.-Tomar la fase superior acugsa con una micropipeta y transferirla a un tubo eppendorf de
1S ml nuevoe Adadir 25 volumenes de etanol absoluto frio y 1/23 del volimen
recuperado de NaCl 5 M Mezclar suavemente por inversion,

9.-Congelar en hielo seco durante 2 h 0 toda la noche a -20°C

10.-Centrifugar a 10,000 rpm durante 10 min en una microcentnfuga.

11.-Ehmnar el sobrenadante y adicionar 1 ml de etanol al 70% frio (no agitar).

12.-Centrifugar a 10 000 rpm durante 5 min en una microcentrifuga.

13.-Repetir los pasos 11y 12

14,-Eliminar el sobrenadante y secar en un desecador-concentrador giratorio (Savant)
durante 20 min a tcmperatura alta

15.-Resuspender los plasmidos en el volimen apropiado de agua nanopurs esténl y
almacenar a -20°C hasta su uso Generalmente la eficiencia de recuperacion de
plasmidos con esta técnica es de alrededor del 50%, por lo que se recomienda
resuspender en la mitad del volimen onginal de la muestra
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G. Transformacion de E coli por electroporacion (electro-transformacion)
GL Preparacion de células competentes:

1.-De un cultivo puro de & cok. tomar una asada ¢ mnocular un tubo de ensaye (13 x 100
mm} con 3 m! de caldo LB e incubarlo durante 16-20 h en agitacion constante a 200
rpm a una temperatura de 37°C

2.-A partir de este cultivo, tomar | ml e inocular un matraz Erlenmeyer de 25C mb que
contenga 100 ml de caldo L.B ¢ incubarlo a 37°C en agitacion constante a 200 rpm hasta
obtener una absorbancia de 0 5-0 7 {aproximadamente 3 h})

3.-Transfenr el cultivo a tubos de pelipropileno de 35 m] para centnifuga y colocarlos en
hielo durante 23-30 min

Nota: Todo el matenal que se use en ia preparacion de las células competentes debera
estar previamente lavade con agua mQ (pipetas, probetas, matraces, tubos, etc.)
Tambien es muy importante mantener las células en bafo de hielo durante el mayor
tiempo posible a lo largo de su preparacion

4.-Centrifugar los tubos a 4 000 mm durante {5 min a 4°C y decantar cuidadosamente ef
sobrenadante

S.-Resuspender con agitacion suave el paquete celular de los tubos en 100 ml de gheerol al
10% fro y repetir el paso 4

6.-Resuspender con agitacion suave el paquete celular de los tubos en 50 ml de gliceral al
10% frio y repetir el paso 4

7.-Resuspender con agitacion suave el paguete celular de los tubos en 2 ml de glicerol al
10% frio y repetir el paso 4

8.-Resuspender suavemente en un volumen final de 200-300 1 de glicerol al 10% frio.

9.-Almacenar la suspencion de células competentes a -70°C hasta su uso (las células
pueden mantenerse efectivas &l menos durante seis meses bajo estas condiciones)
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G2. Transformacion de £. coli

1.-Descongelar lentamente las células competentes a temperatura embiente y colocarlas en
hielo inmediatamente También poner 2 enfriar las cubetas de electroporacion y el
portacubetas

2.-En un tubo eppendarf de | & ml esteri v fno mezelar 40 k| de la suspension celular con
1 o 2 ul de DNA plasmidico (el DNA debera estar lo mas libre de sales posible)
Mezclar bien v colocar en hielo

3.-L:stablecer las condiciones del electroparador (BIO-RAD) Cepacitencia 25 uF.
Resistencia 200 Q. Voltaje 2 50 kV para cubetas de 0 2 cm y 1 8 kV para cubetas de
01lcm

4.-Transferr la mezcla de ADN v celulas a la cubeta fria y sacudir para bajar hasta el fondo

S.-Rapidamentc colocar la cubeta en ¢l portacubetds y empujarlos hacia la cémara de
pulsos

6.-Presionar 1os dos botones del Ger.e-Pulser (BIO-RAD) hasta oir un tono constante

7.-Remover rapidamente la cubeta (colocarla en hielo) y agregarle 1 mi de calda SOC y
resuspender con la puntilla

8.-Transferir la suspension de células a tubos de ensaye (13 x 100 mm) estériles e incubar
durante 60 min a 37°C a 225 rpm de agitacion

9.-A partir de cada tubo, nocular cajas con agar LB con ampicilina (o con el medio
selectivo adecuado) con 200 x| de la suspension celular (para un total de 5 cajas) y
extender usando un asa de vidrio

10.-Incubar las cajas a 37°C durante no mas de 18 h para evitar la aparicion de colonias
satelites alrededor de las colonias transformadas.

11.-Con palillos esténles, tomar las colonias y sembrarias ordenadamente (usando una
plantilla numerada) en cajas con agar LB con ampicilina (si se desean purficar los
plasmidos, inocular simultaneamente tubos de ensaye con 3 ml de caldo LB con
ampicilina), incubarias toda 1a noche a 37°C y despucés almacenarlas a 4°C
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H. Extraccién de plasmidos a gran escala

l.-Inocular una asada dc la ecpa que contenga el plasmido de interes en un matraz Erlenmever
de 250 mi que contenga 50 ml de caldo | B con ampicilina e mcubar a 37°C durante 16-18 h
en agitacion constante a 200 rpm

2.-Cosechar las celulas centrifugandolas en tubos de plastico de SO ml (Falcon) a 4.000 rpm
durante 15 mun a 4°C en una centrifuga Beckman J2-21 (rotor JA-10) Elirunar
completamente el scbrenadante

3.-Resuspender cl paqucete celular en | ml de solucion | fna  agitando vigorosamente en cl
vortex.

4.-Adicionar 2 ml de solucion {J recien preparada v mezclar suavemente por imversion unas
dicz voees (no usar vortex) Incubar S min a temperatura ambicnte y 5 min en hielo.

S.-Aftadir 2 ml de solucion 111 iTia v mezclar suavemente en el vortex hasta que no se distingan
dos fases liquidas (debe formarse un precipitado blanco) Incubar en hielo durante 20 min
6.-Centrifugar el lisado bacteriano a 4 (100 rpm durante 15 min a 4°C en una centrifuga
Beckman J2-21 (rotor JA-10)

7.-Transferir el sobrenadante a otro tubo curdando no arrastrar restos celulares y anadir 0.6
volumenes de isopropanol Incubar durante |0 min a temperatura ambiente

8.-Centnfuger a 5 000 rpm durante |5 min 4 temperatura ambiente en una centrifuga Beckman
J2-21 (rotor JA-10) Si se centrifuga a 4°C pueden precipitar las sales.

9.-Decantar cuidadosamente y colocar los tubos abiertos en posicion invertida para que se
escurran completamente las gotas de sobrenadante

10.-Lavar las paredes del tubo con etanol al 70% frio y cololocarlo en posicion invertida scbre
papel secante hasta quec se evapore completamente ¢l etanol

11.-Resuspender el DNA plasmidico en 1.5 ml de agua bidestilada y afiadir 10 ¢l de RNAasa
pancredtica hovina (10 mg/ml, Sigma Chemical Co) Incubar durante 15 min a 37°C y

almacenar en congelacion hasta su uso
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1. Purificacién de plasmidos por columna

1.-Colocar 5 g de agarosa (BI(J-RAD) en 100 m! de buffer de columna y dcjarla humectar
durante toda la noche a 4'¢

2.-Montar la columna en pipetas de plastico de 10 ml cortadas a la mitad y previamente
taponeadas cn su parte infenior (en la punta de la pipeta) con fibra de vidrio. Para esto se
adiciona |entamente la agarosa con una pipeta Pasteur procurando que no se formen
burbujas y eluyendo bufter de columna para que se empaque bien la agarosa.

3.-Una vez que se ha montado la columna. colocar |a suspencion de pldsmidos y dejarla
eluir hasta que entre completamente hacia la agarosa cmpanquetada Inmediatamente
después, adicionar constantemente buffer de columna, siempre evitando que se seque la
agUTOSA.

4.-A partir de este momente tomar fracciones (alrededor de 20) de 250 ul en tubos
eppendorf de | S mi

§.-A cada ahcuota recuperada agregarie 500 ul de buffer de columna y mezclar por
INVersion

6.-Leer absorbancia a una longitud de onda de 260 nm en unespectofotdmetro de luz
ultravioleta. usando una cubeta de cuarzo perfectamente limpia y seca Registrar las
lecturas

7.-Tomar los tubous donde se presento la mayor absorbancia (pico de absorcian) y a cada
uno de ellos anadirle 1 velumen de isopropanol.

B.-Mezclar los tubos por tnversion suave y dejarlos reposar a temperatura ambiente durante
10 min

5.-Centrifugar los tubos a 16,000 rpm duranie 10 min en una microcentrifuga y eliminar
completamente el sobrenadante

10.-Agregarle a cada tubo | ml de etancl al 70% frio (no mezclar) y centrifugar a 10,000
rpm durante S mun en una microcentrifuga.

11.-Eliminar el sobrenadante v repetir el pasc anterior

12.-Elmunar el sobrenadante y secar los tubos en un desecador-concentrador giratorio
(Savant) durante 20 min a temperatura alta.

13.-Resuspender el DNA plasmidico de todos las tubos en un volimen apropiado de agua
@ esténl y almacenar a -20°C hasta su uso Generalmente la efictencia de
recuperacion de plismidos con esta técnica es de alrededor del 60-70%, por lo que se
recomienda resuspender en dos tercios del volimen original de Ia muestra.
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J. Electroforésis e inmunodeteccion de proteinas

J1. Electroforésis:

1.-En tubos eppendotf de 0 S ml colocar S0 z| de muestra (puede ser proteina total hbre &
celulas intactas) v afadirles | volumen de la mezcla litica

2.-Calentar a ebullicion en baio con agua durante 5 mun

3.-Preparar el molde para la polimenzacion de los geles de poliacrilamida sepun las
indicaciones del fabricante

4.-Preparar la mezcla dz! gel de pohiacrilamida a! 8% (gel separador) y veciarla al molde.
Esperar el tiemnpo necesano hasta que polimence (2lrededor de 15-20 min).

S.-Preparar la mezcla del el concentrador y vaciarla sobre ¢l gel separador. Rapidamente,
colocar los peines para que se formen los pozos en los geles y esperar a que polimerice
(alrededor de 15-20 min)

6.-Una vez que polimenzo retirar cuidadosamente los peines y colocar los geles en la
camara de clectroforésis v llenarla con buffer de electroforesis.

7.-Colocar un volumen apropiado (5-40 i) de las muestras obtenidas en los pasos 1 y 2 en
cada uno de los pezos de los geles, usando una jeringa Hamilton, de manera que ambos
geles queden con las mismas muestras en los mismos carriles.

8.-Conectar los cables alimentadores de cornente y correr la electroforésis a 10 mA para el
gel concentrador y 20 mA para ¢l pel separador hasta gue el colorante de referencia
(azul de bromofenol) llegue al borde inferior del gel (de 2 a 3 horas).

9.-Apagar la fuente de poder y sacar los geles del molde Al gel que se va a transferir
colocarlo en buffer de transferencia y al que se va a tefuir, colocario en una charola con
solucion de uneidn.

10.-Tefiir el gel durante 4 h Después de eliminar |a solucion de tincidn, agregar suficiente
cantidad de solucion de destincion hasta cubnr el gei

11.-Dejar destetiir durante 20-30 min y eliminar la solucion de destincion. Rehudratar los
geles en agua bidestilada durante toda la noche.

12.-Eliminar ¢/ agua y colocar el gel entre dos piezas de papel celofan y dejaro a
temperatura ambiente hasta que se seque completamente.
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J2. Inmunodeteccion:

1.-Colocar el wel, la menbrana de mirocelulosa y dos piezas de pape! filtro en buffer de
transferencia durante 10 mun

2.-Poner una de las piezas de papel filtro en el portageles, agregar un poco de buffer de
transferencia sobre su superficie v colocar cuidadosamente el gel

3.-Agregar un poco de puffer de transferencia sobre la superficie del gel y sobre éste,
colocar la membrana de mitroceluinsa cuidando que no se formen burbujas entre el gel y

1a membrana

4.-Vaciar un poco de buffer de transferencia sobre la membrana de nitrocelulosa y colocar
sobre ella |2 otra pieza de papel filtro

5.-Cerrar el portageles y colocarlo en la camara de transferencia, previamente llena con
buffer de transferencia

6.-Conectar los cables de la fuente de poder, asegurandose que la membrana dc
nitrocelulosa quede hacia ¢l polo positive. Correr la electro-transferencia a 250 mA

durante toda la noche

7.-Apagar la fuemte de poder v desmontar ¢ portageles y lavar la membrana de
nitrocelulosa con huffer TBS

8.-Sumergirla en Tween 20 al 0 05% en TBS durante 10 mun, repetir el lavado y sumergirla
en Tween 20 al 2% en TBS durante |0 min Lavar con TBS hasta eliminar

completamente el Tween

9.-Adicionar el primer anticuerpo hasta cubrir el filtro completamente € incubar 60 mun a
30°C en agitacion suave

10.-Retirar el anticuerpo y lavar dos veces con Tween 20 &l 0.05% en TBS por § min.

11.-Adicionar el segundo anticuerpo e incubar durante 40-60 mun a 30°C en agitacion
suave.

12.-Retirar el anticuerpo y lavar muy bien con TBS.

13.-Agregar la solucion cromogeénica recién preparada (BCIP/NBT) y agitar suavemente
hasta la aparicidn de bandas color violeta

14.-Lavar la membrana con agua bidestilada y colocaria entre dos piezas de papel secante.



K. Medios de cultivo y soluciones

K1. Medios de cultiva:
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Nota: Todos los medos de culuivo se ajustan a pH
70 v se esterilizan en autoclave a 15 Ib/pulg? durante

20 min

Caldo Luria-Bertani (LB)

Triptana
Exirac.c de levadura
NaCl

Calde SOC
Inptona
Extracto de levadura
Na(l
MuCl. 12M)
KO (250 mM)
Glucosa { IM)

Agar L.LB
Trptona
Extracto de ievadura
NaCl
Agar-agar

10.0 g
50/
10.0 g/l

20.0 g

5.0 g/l

0.5 A
50 ml

10.0 ml
20.0 ml

10.0 g1
5,0 g/
10.0 g/l
18.0 g1
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K2. Soluciones:

Nota: Todas las soluciones se preparan cor agua bidestiada en Jos volumenes
indicados. Los buffers Tris se ajustan a pH 8.0 a menos que se especifique lo contrario
y se filtran cn membraras miliipore de 0 45 um al igual que las scluciones marcadas

con astensce

Buffer TAE 10X

Tris-base 48 4 g/l
Acido Acetico Glacial 571 ml
EDTA 03 M {pH 8 0) (00 ml

Buffer TBS 10X
Tris-hase 100 mM
Nal'l 1 SM

BufTer de Transferencia

Tris-base I
Glicina 14.4 g/l
Metano! Absoluto 200 m]
Agua Bidestiada 800 ml

Tris-base 3751
Glicina 18 g/
SDS 125 A

Buffer Tris 1.5 M (pH 8.8)
Tris-base 181.5 gl

Buffer Tris 1.0 M (pH 6.8)

Tris-base 121.1 g1
BufYer de Carga

Azul de Bromofenol 025%

Xilencianol 0.25%

Glicerol - 30%
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Buffer de elctrofarésis de proteinas 1X
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Buffer de columna

Trs-HCL | M (pH 8 0) 12§ ml
NaC) s M 25 ml
NaN 162 mg
Agua Bidestilada 2125 ml

Tween 20 al 2%
Tween 20 2 ml
Buftfer TBS 98 ml

Tween 20 al 0.05%
Tween 20 al 2% en TBS 25m

Buffer TRN 97 S ml

Solucién Cromogénica (pH 9.5)

Tns-base 036g
Na(' 017g
MgCl 0.30g
BCIP 5 mg
NBT 10 mg
Agua Bidestilada 30 ml

Solucidn de Tincién

Azul Bnllante R 2g
Metanol 250 ml
Acido Acético S0 ml
Agua Bidestilada 200 ml

Solucién de Destincién
Metanol 100 ml
Acido Acético 20 ml
Agua Bidestilada 80 ml
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Mezcla Litica
Buffer Tns | M(pHé&8) 2 < ml

SDS 10% 4 mi
(ricerol 2 ml
243-Meriaptoetanol 1 m]
Agua bidestilada 0Sml
Azul de Bromofenal 20 mg

SDS al 10%
SDS 10g
Agua hidestilada 100 ml

Persulfato de Amonio al 10%
Persulfato de Amonio 10g
Agua bidestilada 100 ml

Etanol al 70%
Etanol Absoluto 70 ml

Apua bidestilada 30 ml

Solucidon de Popceau S

Ponceau § 2g
Acido Tricloroacetico 30g
Acido Sulfosalicilico 0g
Agus Bidestilada 1) ml

Agarosa 1%
Agarosa l g
Buffer TAE 1X 99 ml

Acrilamida-Bisacrilamida 30%*
Acrilamida 29g
Bisacrilamida g
Agua Bidestilads 100 ml
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Glicerol al 10%
(zheerol 10 ml
Agua Bidestilada 90 mi

Solucion de CaCl, 0,1 M*

CaCl 111 g
Ayua Bidestilada 100 ml
Solucidn 1
Glucosa S0 mM
Tris-base 25 mM
EDTA 10 mM
Solucian I
Na(OH 02N
SDS 1%

Solucién I1I
Acctatc de Potasio S M 60 ml
Acido Acético Glacial 11.5 m!
Agua Bidestilada 28 Sml

Solucion Sevag
Cloroformo 98 m!

Alcohol soamilico 4 m]

Solucion de NaCl SM
Na(l 292¢g
Agua Bidestilada 100 ml

Solucifn de NaOH SN
NzOH 20g
Agua Bidestilada 100 ml
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