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A methodology based on Polymerase
Chain Reaction (PCR) techniques was

standardized for the molecular
characterization of cry genes in BacíIlus

thuringiensis. Four oligonucleotides mixes
(primers) were used: two General (I and II)

-which recognize the genes families cryt,
cry2, cry3, cry4 and cryúa-, and two Specific
(A and B) which recognize the genes family

cry (crytAa, cryAb, crytAc, cryrBa, crytCa
and rytDa). The quality of bacterial DNA

influenced the amplification product
specificity and concentration. The quality of

the DNA purified by M. He et al.fast
method (NucleicAc. Res. 18:166o, r99o)
allowed an efficient amplification. The

optimum conditions for PCR were achieved
using a mixture reaction with a final volume

of zo ¡rL which contained o.4 ¡rM of each
primer, rX PCRbuffer (5o mM KCL, romM
Tris-HCl, pH 8.3 and 3.o mM MgCI,), zoo

¡rM dNTP's, r U Taq-DNA-polymerase, ro-
roo ng of bacterial DNA for the General

mixtures and 3oo-5oo ng of bacterial DNA
for the Specific mixtures. The amplification

program included 3o rycles as follows:
denaturation at94oC, annealing at 53oC and

synthesis at TzoC during zo seconds each
one. The standardized methodology could

be used routinely in the cr7 genes
amplification of native isolates of B.

thuringiensis for the classification, rapid and
precise selection according to the potential

biological activity as a previous step to
toxicity trials against diverse insect pests of

agriculture interest.
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I N T R  O D  U C C I O N

T
I-¡¡ s p Éno r o¡s ocasionadas por insec-
tos plaga que atacan diversos cultivos co-
merciales representan entre el rc y eI3oo/o
de los costos de producción, llegando a
porcentajes mayores en algunos cultivos y
épocas del año. Los insecticidas químicos
se han constituido en el principal método
de control de estas plagas; su uso irracio-
nal y masivo ha originado serios proble-
mas de orden ambiental y fitosanitario
entre los que se cuenta la resistencia de los
insectos a los plaguicidas, la eliminación
de poblaciones de fauna benéfica, la con-
taminación de los ecosistemas y Ia presen-
cia de residuos tóxicos en los alimentos.

El control biológico de los insectos pla-
ga de relevancia económica en Ia agricul-
tura, a través del uso de microorganismos
entomopatógenos, representa una alterna-
tiva de reducido impacto ecológico. Por
estar ubicado en la franja ecuatorial, Co-

lombia posee una gran biodiversidad de
insectos, tanto plagas como benéficos, ade-
más de organismos entomopatógenos que
contribuyen a regular las poblaciones in-
sectiles.

Entre los organismos entomopatóge-
nos más destacados se cuenta el Bacillus
thuringiensis, bacteria gram-positiva, es-
porulada, nativa del suelo, que se caracte-
ríza por producir cristales paraesporales
compuestos por protelnas insecticidas
(ICPs) -denominadas "delta-endotoxinas"

(Heimpel, 1967)-. En Ia actualidad, más
del 9oo/o de los bioplaguicidas comercia-
les basados en entomopatógenos, utilizan
en sus formulaciones mezclas de esporas
e ICPs procedentes de varias cepas de B.
thuringiensis (Feitelson et al., tggz). Las
ventajas de usar bioinsecticidas con base
en B. thuringiensis se derivan principal-
mente de su alta especificidad contra los

Uso de la Reacción en Cadena
de la Polimerasa para caracter¡zar
aislamientos nativos
de Bacillus thuringiensis

En este estudio se estandarizó una metodologlaparala caracterización molecular de
cepas nativas de Bacillus thuringiensis,la cual se basó en la amplificación de los genes
cry medíantela Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR). Se utilizaron cuatro mez-
clas de oligonucleótidos: dos Generales (I y II),los cuales reconocen genes de las fami-
lías cr1n, cryz, cry3, cry4y ryla,y dos Especlficos (A y B), que identifican los genes de
lafamilia cryt(crlnAa,cryAb,crytAc,cryrBa,cryCaycrytDa).Lacalidadyconcentra-
ción del ADN bacteriano influyó sobre la especificidad y concentración de los produc-
tos obtenidos mediante la amplificación de los genes cry. La calidad del ADN purificado
a través del método rápido reportado por M.He et al. (Nucleic Ac. Res. 18:166o, r99o)
permitió una amplificación eficiente.Para realízar la PCR en condiciones óptimas, se
utilizó una mezcla de reacción con un volumen final de zo ¡tL, Ia cual contenía o,4 UM
de cada oligonucleótido, rX PCR buffer (so mM KCL, romM Tiis-HCl' pH 8,3 y 3,o mM
MgCl2), zoo UM de cada dNTP yrU de Taq-ADN-polimerasa, además de ro-roo y3oo-

5oo ng de ADN bacterial para las mezclas de los oligonucleótidos Generales y Específi-
cos, respectivamente. El programa de amplificación incluyó 3o ciclos de
desnaturalización a 94oC, hibridación a 53oC y síntesis a 7z"C durante zo segundos cada
uno. La metodología estandarizada se puede utilizar rutinariamente para amplificar
los genes cry procedentes de aislamientos nativos de B. thuringiensis,lo cual permite
clasificarlos y seleccionarlos de una manera rápiday precisa de acuerdo con su activi-
dad biológica y potencial biotecnológico; adicionalmente, como paso previo de los
ensayos de toxicidad contra diversas especies de insectos plaga de interés agricola.

Palabras claves: Bacillus thuringiensis, delta-endotoxinas, protelnas Cr7' PCR.



2 Uso de PCRy B. thuringiensis

insectos susceptibles y de su inocuidad
para el medio ambiente, la fauna benéfica
y demás organismos vivos, incluyendo al
hombre.

Algunas de las desventajas del uso de
bioinsecticidas comerciales con base en B.
thuringiensis residen en su alto costo rela-
tivo, la pérdida de viabilidad de la bacteria
causada por períodos de almacenamiento
largos bajo condiciones inapropiadas y la
rápida desnaturalización de la toxina en el
medio ambiente. Además, su uso se ha li-
mitado casi exclusivamente al control de
insectos lepidópteros comedores de folla-
je, mientras otros grupos significativos de
insectos plaga se hallan fuera de su espec-
tro de acción; tal es el caso de los insectos
chupadores, los minadores y los barrena-
dores de los órdenes Lepidóptera, Dípte-
ra y Coleóptera, entre otros. Además, la
efectividad de las aspersiones de B. thurin-
giensis en condiciones de campo se ve afec-
tada por la cobertura de la aplicación, el
tipo de formulación y la susceptibilidad
frente al lavado por aguas lluvias.

Puesto que los diferentes aislamientos
de B. thuringiensis están provistos de una
amplia variedad de proteínas insecticidas
(ICPs), las cuales difieren en su Potencia
y especificidad de huésped (H<ifte yWhi
teley, 1989; Lereclus et a1.,t993), se justifi-

ca investigar aquellas cepas nativas que
posean toxinas novedosas o más efectivas
para el control de insectos plaga, y que
sean viables para producir bioinsecticidas
de mayor efectividadyespectro de acción.
Recientemente se han descubierto nuevas
cepas de B. thuringiensis con especificidad
en contra de diversas familias de insectos'
e incluso de nemátodos; éstas podrían ex-
tender el uso de este bacilo más allá de las
aplicaciones de la agricultura tradicional
(Vásquez et al.,t995iSun et aL,ryg6;Ló-
pez elbarra,t996).

Aunque en la práctica, la actividad in-
secticida de una cepa de B. thuringiensis
únicamente se puede evaluar mediante Ia
realización de pruebas de toxicidad (ensa-

yo biológico) con el insecto de interés, el
montaje de dichas pruebas es dispendio-
so, demorado y costoso. La amplificación
de los genes cry del B. thuringiensis por
medio de la PCR, ha permitido clasificar
y seleccionar cepas de acuerdo con el tipo
de gen cry que contienen; ello sirve para
predecir su actividad biológica potencial,
fase preliminar en los ensayos de toxicidad
contra insectos susceptibles (Carozzi et al.,
r99r; Cha,L. et n!., D¡99.+; Cerón et t!.,1994'¡

996).De esta manera se puede reducir el
número de cepas que se van a evaluar en
las oruebas finales de toxicidad, v se aho-

rran recursos y tiempo. Además, aumen-
ta la probabilidad de poder identifica¡ en
menor tiempo, nuevas cepas con mayor
espectro de acción para el control de pla-
gas yi o cepas más tóxicas yventajosas que
las que se conocen y comercializan actual-
mente; dichas cepas se podrlan usar en la
producción de bioplaguicidas más efecti-
vos o, mediante ingeniería genética, para
la producción de resistencia a plagas en
organismos transgénicos.

En este estudio se realizaron diferentes
ensayos para estandarizar una metodolo-
gia de caracterización molecular de cepas
de B. thuringiensis,basada en la amplifi-
cación de genes cry mediante la PCR. Los
parámetros que se tuvieron en cuenta para
optimizar la reacción de amplificación de
los genes cry fircronlos siguientes: r) Mé-
todo de extracción y concentración del

ADN del B. thuringiensis; z) prueba de es-
pecificidad y concentración de oligonu-
cleótidos; 3) prueba de concentración de
MgCl, y Taq-ADN-polimerasa; y, 4) ensa-
yos con diferentes temperaturas de hibri-
dación y programas de amplificación.

Materiales y métodos
Cepas de Bacillus thuringiensis

Para la estandarización del método de
amplificación de los genes cry através de
Ia PCR, se utilizaron como cepas de refe-
rencia del B. thuringiensis, Ias siguientes
variedades: var. kurstaki HDr, la cual con-
tiene los genes crytAa, crytAb, crytAc,
cryzAa, cryzAb y crytla; var. israeliensis
ú84, que contiene los genes cry4Aa,
cry4Ba, crytoAa, crynAa y cytlAi var. san
diego, con el gen cry3Aa; y var. aizawai
HDtj7, la cual posee los genes crytAa,

Tabla l. Características de los oligonucleótidos Cenerales usados para amplificar genes c4u del
B. thuringiensis mediante la PCR.

PAR DE
oLTGoNUcLEóTrDos

(POSrcrÓN)

GEN TAMAÑO DEL

RECONOCTDO PRODUCTO

cryls crylA (a,b,c)
(depende del gen crylBa, Ca, Da,
amplificado) Ea, Fa.

272 - 290

GTAGAAGAGGAA
GTCTATCCAA

TATCGGTTTCTGG
GAAGTA

Cerón et ai..
(1 996)

cryl As
1 (31 0-330); cry|A (a,b,c) 490
2(780-800)

CCGGTGCTGGATT
TGTGTTA

AATCCCGTATTGT
ACCAGCG

Carozzi et al.,
(1  991 )

cryl la I
1 (6a8-669); cryl lAa 588
2(1235-121)

ATCTNATG

TCTCTTGTAAGTT
GGGCTGT

tste estudro

cry2Aa I
1(301-320); I cry2Aa 231
2 (531 -s13 )

ATGTAGCTCCTGT
AGTCGGA

CCCTTATATTCGC
TTGGAG

tste estudro

cry3s
(depende del gen cry3A, B, C, D, E
amplif icado)

688 - 747

i l A A L L U i l  i l L \ l

CAGAGA

TCCGCACTTCTAT
GTGTCCAAG

Leton  e¿ d / . ,

(1 996)

cry3Aa
1(1801 -  1821) cry3Aa
2Q430 - 2450)

649

GTCCGCTGTATAT
TCAGGTG

CACTTAATCCTGT
GACGCCT

Carozzi et al.,
(1  991)

cty4s
1(2551 -2571) cry4Aay4Ba 797
2(3328 - 3348)

CAAGCCGCAAATC
TTGTGGA

ATGGCTTGTTTCG
CTACATC

ozzt et
(1 e91 )

*pb: pares de bases
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Uso de PCRyB. thuringiensk I

Tabla z. Características de los oligonucleótidos Específicos usados para identificar subgrupos de genes
de la familia cryI del B. thurigiensis medíante la PCR.*

de los genes cry,se ensayaron los métodos
de Carozzi et al. Gggt) y el reportado por
M. He et al.,(r99o). En ambos casos se
emplearon cultivos jóvenes de cepas del B.
thuringiensis incubados entre 18 y z4ho-
ras a z8oC. Siguiendo la metodología de
Carozzi, se tomó una muestra de las bac-
terias con asa bacteriológica de 5 mm de
diámetro, la cual se diluyó en roo pI de
agua estéril destilada y desio nizada, calen-
tándola al baño María en agua hirviendo
durante ro minutos para inducir la lisis
bacteriana.

Los residuos celulares se precipitaron
mediante centrifugación rápida (ro segun-
dos) y el sobrenadante obtenido se alma-
cenó a -zooC hasta su utilización. De
acuerdo con el método de M. He (r99o),las

células se diluyeron en roo ¡rI de solución
tampónTiis-HCl (5o mM conpH 8,3; LiCl
2,5 M; Tiiton X-roo al 4o/o y EDTA 62,5
mM); en seguida se agregaron 5o ¡rI de
fenol (equilibrado a pH 8,o) y 5o ¡rL de clo-
roformo-isoamílico en un tubo de micro-
centrífuga de r,5 ml, mezclíndolo todo en
un vortexy centrifugando por 3 minutos a
14.ooo rpm. A la fase acuosa se añadieron
z5o pI de etanol absoluto a -zooC, se mez-
cló por inversión y luego se centrifugó
durante 5 minutos a 14.ooo rpm. El sobre-
nadante se descartó y se agregaron 5oo ¡rL de
etanol al 7oo/o a -zooC, centrifugando por 5
minutos nuevamente a 4.ooo rpm.El pellet
se secó y se colocó en 5o pL de HrO estéril
destilada y desionizada, en seguida de lo cual
se conservó a -zooC hasta que fue usada.

EIADN se cuantificó mediante compa-
ración visual con las bandas de un ADN
estándar (Lambda Hind III) de concentra-
ción conocida, después de someterlo a elec-
troforesis en un gel de agarosa al rolo teñido
con bromuro de etidio. Adicionalmente,
este ADN se cuantificó mediante espec-
trofotometría, utilizando para ello un
GenQuant Calculador de ARN/ADN
(Pharmacia Biotech).

Reacción en Cadena de la Polimerasa
(PCR)

Para estandarizarlas condiciones de la
PCR que hicieran posible identificar to-
das las familias de genes oy de una ma-
nera específica, se realizaron ensayos de
amplificación en cada uno de los oligo-
nucleótidos diseñados a partir de las ce-
pas de referencia, individualmente y en
mezclas. Se ensayaron cuatro mezclas de
oligonucleótidos: dos Generales (I y II) y
dos Específicas (A y B), como se observa
en la Tabla 3. Los oligonucleótidos Gene-
rales reconocen regiones conservadas de
los genes pertenecientes a varios subgru-

PAREJA DE

i OLIGONUCLEOTIDOS
(POSrCrÓN)

1 (1  1  05-1  1  2s)
2(1332-1351)

cryrl Aa

crylAb
1 (1  1  33-1  1  s3)
2(1328-1348)

crylAb

cnJl Ac
1(149s-1514)
2(1656-1674)

crylAc

cryl Ba
1 (1 oo7-1 02s)
2(1355-1374)

cryl Ba

cryl Ca
1 (1  306-1  32s)
2(1416-1436)

cryl Ca

cry l  Da
1(837-8s6)
2(1 107-1 127)

cryl Da

*Según Cerón et o/ (1994, 1996)
**nh narp< rlc h¡<p<

crytBa, crytCa y cryDa.Estas cepas fueron
cedidas gentilmente por el Instituto Pas-
teur (París, Francia). Además, se utilizaron
cepas de aislamientos nativos colombianos
depositadas en el Banco de Cepas de con-
POICA.

Las cepas se conservaron a 4"C en tiras
de papel de filtro inoculadas con una sus-
pensión de esporas y dentro de ampolle-
tas ámbar previamente esterilizadas. Para
establecer los cultivos de estas cepas, las
tiras de papel se colocaron en cajas de
Petri con el medio LB semisólido io glL
de NaCl, n glL de triptona, 5 glL de ex-
tracto de levadura y tz glL de agar-agar),
durantez4horas az9"C.

Selección y diseño de los oligonucleótidos
Se seleccionaron pares de oligonucleó-

tidos preüamente reportados para la am-
plificación por PCR de los genes de las
familias cryr, crny cry4, así como también

5'CATAATTTGGTCGT
TCTGTT3'
5'AAAGATCTGGAAC
ACCTTT3'

TAMAÑO DEL
PRODUCTO

DE PCR
(pb**)

z t o

sEcuENctA 5 '  -  3 '

5'TTATACTTGGTTCA
( l ( l L L L 5

5'TTGGAGCTCTCAA
GGTGTAA3'

5'AACAACTATCTGTT
CTTGAC3'

5'CTCTTATTATACTT
ACACTAC3'
5'GTTAGATTAAAT
TAGTGG3'

5'TGTAGCTGGTACT
GTATTG3'

5'CTTCATCACGATG
GAGTAA3'

5ICAAACTCTAAATCC
TTTCAC3'

5'CTGCAGCAAGCTA
TCCAA3'

5'ATTTGAATTGTCAA
GGCCTG3 '

para los subgrupos de genes de Ia familia
cry!, colmo son: crytAa, cryAb, cryAc,
cryrBa, cryCay crytDa. En las Thblas r y z
se presentan las caracterlsticas de dichas
familias y subgrupos de genes (Carozzí et
aI.,t9gr; Cerón et al.,ryg+y tgg6).

Fue necesario diseñar oligonucleótidos
que permitieran amplificar los genes
cryzAay cryúa,basándose en las secuen-
cias nucleotídicas reportadas en la litera-
tura (Donovan et a1.,988;Wídner et al.,
1989; Taylor et al.,tggz), para lo cual se
hizo uso del programa de computación
Primer versión o.5 (Lincoln et al.,tggt).
Los oligonucleótidos fueron sintetizados
por Life Technologies Inc. (Gibco BRL,
Custom Primers).

Extracción del ADN
del B. thuringiensis

Para extraer el ADN bacteriano que se
utilizó en las reacciones de amplificación
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4 Uso de PCRy B. thuringiensis

GENES
REC0N0CtD0S

pos de una misma familia (v.gr. cr1t,cr1a,
crn y cry4). A su vez, los oligonucleóti-
dos Específicos reconocen regiones varia-
bles de los subgrupos de genes de la
familía cry.

Las reacciones de PCR se llevaron a
cabo, inicialmente, en un volumen final de

5o ¡rL, utilizando como referencia Iamez-
cla de reacción estándar del GeneAmp kit
(Perkin Elmer Cetus). Esta mezcla reco-
mienda usar entre o,r y o,5 ¡rM de cada
oligonucleótido, zoo pM d. cada dNTR
rXPCR buffer (to mM KCl, ro mM Tiis-
HCl, pH 8,3 I3,o mM MgClr), y entre o,5
y 5 U de Taq-ADN-polimerasa. No obs-
tante. se evaluaron diferentes concentra-
ciones de oligonucleótidos (o,r a 1,o pM),
MgCl, (r,5 a 3,o mM), Taq-ADN-polime-
rasa (r a + U) yADN bacteriano (ro a 8oo
ng).Además, se probaron varias tempera-
turas de hibridación de los oligonucleóti-
dos (48o, 5o",5jo y 55"C) y se corrieron
diferentes programas de amplificación, los
cuales se presentan en la Tabla 4. Final-
mente,la mezcla de reacción se cubrió con
aceite mineral y se calentó, inicialmente,
a 94"C por z minutos. La amplificación
mediante la PCR se llevó a cabo en un ter-
mociclador de bloque PTC-roo (MJ Re-
search Inc., U.S.A.). Después de dicha
reacción, una alícuota procedente de cada
muestra fue sometida a electroforesis en
geles de agarosa al t%0, como lo describe
Sambrook et al. GgSg).

Resultados y discusión
La técnica de PCR permite amplificar

secuencias específicas delADN en genes o
fragmentos de éstos procedentes de un
organismo particular, mediante la utiliza-
ción de parejas de oligonucleótidos que
reconocen y se unen a zonas homólogas
del ADN del organismo de interés; éstas
sirven de iniciadores (primers) para que la
ADN polimerasa realice la síntesis repeti-
da del fragmento de ADN localizado en-
tre los dos oligonucleótidos (Saiki, t99z).
En este estudio, se realizaron diferentes
ensayos para estandarízar una metodolo-
gía de amplificación mediante la PCR de
genes cry específicos de cepas nativas del
B. thuringiensis, de acuerdo con el tipo de
gen cry qrte contienen, buscando predecir
su actividad biológica potencial, como
paso preüo a las pruebas de toxicidad con-
tra insectos susceptibles (Carozzi et al.,
r99u Cerón et al.,tgg4:.Chaket a1.,1994).
Los parámetros que se tuvieron en cuenta
para asegurar condiciones apropiadas de
ocurrencia de las reacciones de amplifica-
ción de los genes cr7, fueron los siguientes:

r) Método de extracción y concentración
del ADN del B. thuringiensis; z) prueba de
especificidad y concentración de oligonu-
cleótidos; 3) prueba de concentración de
MgCl" y Taq-ADN-polimerasa; ¡ 4) ensa-
yos con diversas temperaturas de hibrida-
ción y programas de amplificación.

Extracción y concentración del ADN
del B. thuringiensis

La calidad y concentración del ADN
bacteriano constituyen indicadores cru-
ciales que es necesario conocer para imple-
mentar, de manera óptima, reacciones de
amplificación mediante la PCR (Gibbs er
al., ry92). La Figura 1 presenta una foto-
grafía del ADN extraído a partir de varios
aislamientos del B. thuringiensls, después
de someterlos a electroforesis en geles de
agarosa teñidos con bromuro de etidio,
según las metodologlas de extracción del
ADN desarrolladas por Carozzi et al.
(r99r) y M. He et aI. Gsgi.

Como se puede observar en las seccio-
nes A y B de la Figura r, la calidad y apa-
riencia del ADN aislado en cada uno de los
métodos citados, difiere ostensiblemente.

Carozzi emplea un método rápido de am-
plificación directa de los genes ry, apar-
tir de extractos crudos obtenidos de
células lisadas por calentamiento en un
baño de agua hirviendo, sin aplicar ningún
procedimiento posterior de purificación
del ADN; en consecuencia, dicho ADN
contiene indistintamente ADN genómico y
ADN plasmídico, los cuales asumen la apa-
riencia de una mancha alargada (smear)
después de la electroforesis en ge les de aga-
rosa (Figura r, sección A). Por su parte, M.
He utiliza un método rápido de extracción
y puriñcación del ADN bacterial, que usa
fenol-cloroformo para desproteinizar la
mezclay etanol para precipitar los ácidos
nucleicos; así, eIADN que se aisla por este
método está constituido principalmente
porADN plasmldico, el cual aparece como
una banda simple en los geles (Figura r,
sección B).

La concentración relativa delADN ais-
lado presentó variaciones considerables,
las cuales fueron independientes del mé-
todo de extracción aplicado. En efecto, las
muestras registraron concentraciones que
oscilaban entre unos pocos nanogramos

Tabla ¡. Mezclas de oligonucleótidos usadas para amplificar los diferentes grupos y subgrupos de genes
cry del B. thuringiensis.

MEZCLA DE
OLIGONUCI-EÓTIDO5

Generales I crylA(1Aa,1aby lac)
cryr2Aa
cry3Aa
cry4As
cryl la

490
¿ 5 1

649
797
588

272 a 290*

688 a747*

z+o

216
180

367
1 3 0
290

cryl s(l Aa, I Ab, 1 Ac, 1 Ba,
lCa , lDa , lEay lFa )
cry3s (3Aa, 3Ba, 7Aa y 3Ca)

crylAa
crylAb
cryl Ac

cryl Ba
crylCa
cryl Da

Pfograma
I
2
3

* Depende del gen reconocido

Tabla 4. Programas de amplificación ensayados en la PCR de genes cry del B. thuringiensb.

Hibridación (48', 50", 5¡'y 55"9
1 seg,

20 seg.
I  min.

Desnaturación (94"C)
1 seg.

20 seg.
1 min.

Slntesis (72'Q
I seg.

20 seg.
I  mrn.
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Uso de PCR y 8. thuringiensis 5

(ro nglml) hasta niveles medidos en mi-
crogramos. En algunos casos, la concen-
tración de ADN fue tan baja que no se
pudo detectar visualmente en los geles
(Figura r). Por lo general, se acepta que
una concentración adecuada del ADN
molde (template) usado en la reacción de
amplificación por la PCR, debe acercarse
a r g/ml (Gibbs et al.,tg9z;Wil7íams et al.,
1993); ello equivale a un rango de concen-
tración del ADN que varía entre ro y 1oo
ng, y a un número de copias del ADN
blanco (target) que oscila .t11¡6 1ez y 1o5
(Saiki, r99z). Por este motivo fue necesa-
rio cuantificar el ADN obtenido después
de cada extracción, a fin de asegurar Ia
concentración requerida para todas las
muestras, antes de proceder a amplificar
los genes cry.En el transcurso del estudio
fue evidente que, para muchos aislamien-
tos de cepas nativas del B. thuringiensis,no
fue posible constatar la presencia de los
productos de amplificación de los genes
cry,psesto que la concentración de ADN
utilizado no fue suficiente para que tuviera
lugar una PCR óptima.

En la Figura 2 se presenta el efecto que
tuvo la utilización de diferentes concentra-
ciones de ADN plasmídico, obtenido se-
gún el método de M. He (:.99o), sobre la
amplificación de los genes ty proceden-
tes de la cepa de referencia kurstaki HDt.
La notable amplificación de los genes
crytA (a,b, c) y cryzAa,reacción en la que
se usó la mezcla de oligonucleótidos Ge-
nerales I, tuvo lugar en un rango de con-
centración delADN plasmídico que osciló
entre 10 y 2So rrg (Figura z, sección A),
siendo ligeramente más eficiente en la
concentración más baja (ro ng). Por su
parte, en la reacción de amplificación de
los genes crytAa, crytAb y crytAc, la cual
empleó lamezcla de oligonucleótidos Es-
pecíficos A, fue necesario llegar a una con-
centración mínima de 3oo ng de ADN
(Figura z, sección B). En ambos casos, a
partir de cierta concentración -35o ng en
A y 8oo ng en B-, no se observaron pro-
ductos de amplificación de algunos genes,
posiblemente por la presencia de agentes
contaminantes en el extracto de ADN ais-
lado, cuya concentración alcanzó niveles
que inhibieron y/o interfirieron parcial-
mente la reacción de amplificación (Figu-
ra z, secciones A y B).

Así mismo, en una buena parte de los
casos se observó una concentración ma-
yor de los productos de amplificación de
ciertos genes cry conrelación a otros; es el
caso del gen crytAa de la Figura z, sección
B. Esta amplificación diferencial se puede
explicar por una abundancia de copias del
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mismo gen y/o por una mayor estabilidad
de Ia hibridación del par de oligonucleó-
tidos frente alas secuencias homólogas del
gen respectivo; ello, a su vez, se puede de-
rivar del tamaño y el contenido de bases
G y C en cada oligonucleótido (Gibbs ¿r
al., r99z;Williams et al., 993).

Finalmente, el método de M. He resul-
tó más conveniente en razón de que el
ADN aislado se pudo conservar en agua
destilada estéril, durante varias semanas,
a -zooC, sin que se afectara la reacción de
amplificación. Por el contrario, el ADN
extraído por el método de Carozzi sufrió
una rápida degradación después de pocas
horas de congelamiento; aunque la preser-
vación de dicho ADN se realizó inmedia-
tamente después de extraerlo, fue necesario
utilizar aislamientos frescos en cada even-
to de amplificación.

Pruebas de especificidad y
concentración de oligonucleótido s

Para comprobar la especificidad de
cada uno de los juegos de oligonucleóti-
dos seleccionados, se realizaron reacciones
estándar de amplificación por PCR, las
cuales se practicaron de forma indepen-
diente a cada uno de los genes cr¡. Estos
se amplificaron a partir del ADN aislado
de las cepas de referencia correspondien-
tes o de una mezcla deADNs procedentes
de diferentes cepas (Figura 3). De igual

Figura l. Apariencia del ADN obtenido de
aislamientos nativos del 8. thuringiensis, según
los métodos de Carozzi (A) y M. He (B). El ADN
aislado se sometió a electroforesis en gel de
agarosa al 1o/o y se tiñó con bromuro de etidio.

Figura 2. Efecto de diversas concenfaciones de ADN
sobre la tasa de amplificación de la PCR en genes cry del
B. thuringiensis var. kurstoki HDl. La sección A muestra

los productos de
amplificación de los genes
crylA (o, b, c) y cry2Ao en
se¡s ensayos con
concentraciones de ADN
diferentes (10, 50, 100,
200, 250 y 3s0 ng). La
sección B ilustra los
productos de amplificación
de los genes cryllo,
crylAb y crylAc en cuatro
ensayos con diferentes
niveles de ADN (100, 250,
500 y 800 ng). &l:
marcador ADN Ladder con
I Kb de peso (Cibco BRL,
u.s.A.).

"[]{dá-H ffiffi #ffi ffi$ ffi.
f,ii::'

1000*

500*

300*

<-or¡rlA

+or!!A

'iii;'*ri;
;!r:!:l!:¡:ir;!i:!:ii::

1000*

500*

300--*

u,! ri¡;i
M¡I ,11

:.r1¡.:; lil:;i!ir!,'

;!¡ ii¡!;l#-r"
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Figura 5. Productos de
amplificación, mediante PC& de
genes cry extraídos de cepas de

referencia del B. thuringiensis
rtilizando nares de

oligonucleótidos individuales o
mezclados. En los ensayos 2 a 6 se

utilizaron pares de
oligonucleótidos individuales,

mientras que en los ensayos 1 y 7
se usaron mezclas. Según el origen

del ADN, en las amplificaciones
aplicadas a los siete ensayos se

siguió el siguiente esquema:
ensoyos 1 y 7 (mezcla de las var.

kurstaki HDl,son diego e
isroeliensis 1884); ensoyos 2,3 y 4
(var. kurstoki HDl); ensoyo 5 (uar.

son diego); ensoyo 6 (uat.
isroeliensis 1884). M: marcador

ADN Ladder con l00 bp de peso
(Cibco BRL, U.S.A.).

Figura 4, Productos
de amplificación,

mediante PCR, de
genes cry extraídos

de cepas 0e
referencia del B.

thuringiensis
utilizando mezclas

de oligonucleótidos
Cenerales (l y ll) y
Específicos (A y B).

En las
amplificaciones
aplicadas a los

cuatro ensayos, se
siguió el siguiente

esquema: ensdyo I
(fragmentos de los

genes cry2Ao, crylA lo, b, cl, crylo,
cry3Al y cry4, los cuales se ordenaron de

menor a mayor peso molecular; se
amplificaron a partir de una mezcla de
ADN aislado delasuars. kurstoki HD1,

son diego e isroeliensis 1884, empleando
la mezcla de oligonucleótidos Cenerales

l); ensoyo 2 (fragmentos de los genes
üy1 y cry3, amplificados a partir de una

mezcla de ADN aislado de las vars.
kurstoki HDl y son diego, empleando la

mezcla de oligonucléotidos Cenerales ll);
ensoyo 3 (Íragmentos de los genes

cry\Ac, crylAb y cryl, o, amplificados a
partir de la uar. kurstoki HD1, empleando
la mezcla de oligonucleótidos Específicos

A); ensoyo 4 (fragmentos de los genes
cry\Co, crylDa y crylBo, amplificados a

partir de la var. oizawoi HD137,
empleando la mezcla de oligonucleótidos
Específicos B). M: marcador ADN Ladder

con I Kb de peso (Cibco BRL, U.S.A.).

manera, este ADN derivado de cepas in-
dividuales o de combinaciones de ellas,
bajo las mismas condiciones de reacción
anteriores, se utilizó para amplificar los
diferentes genes con base en las mezclas
Generales y Específicas de oligonucleóti-
dos (Figura 4). En otras palabras, Ios jue-
gos de oligonucleótidos individuales o en
combinación, permitieron amplificar de
manera específica los fragmentos de ge-
nes cryparalos cuales fueron diseñados;
la especificidad de dichos nucleótidos se
pudo corroborar al comprobar que el ta-
maño de los productos de amplificación
logrados guardó concordancia con lo es-
perado (Figura4).

No obstante, en algunos casos se ob-
servaron bandas de ADN adicionales en

los geles de electroforesis, las cuales corres-
pondían eventualmente a fragmentos de
amplificación inespecíficos (Figura +). La
aparición de dichas bandas pudo verse
influida por la calidad y concentración del
ADN bacterial, por las secuencias particu-
lares de los genes que se amplificaron (que

contienen bases G y C) y por las combi-
naciones de oligonucleótidos usadas
(Rychlik, rles). Así por ejemplo, las ampli-
ficaciones de genes cryobtenidas mediante
el método de Carozzi et al. (r99t), presen-
taron un alto número de bandas inespe-
cíficas que se atribuyen a la presencia o
interferencia de ADN de origen genómi-
co (Figura 5, sección A); ello difería nota-
blemente de las amplificaciones logradas a
partir del ADN purificado por el método
de M. He (1994) (Figura 5, sección B).Aqul
es necesario aclarar que algunas de las ban-
das inespecíficas que se observan, pueden
corresponder a la existencia de secuencias
homólogas a las de los genes cry de interés,
las cuales forman parte de genes cry modi-
ficados por fenómenos genéticos como la
duplicación, la inversión o la delección
(Mahillon et aI., 1994).

De acuerdo conGibbs et aI. Q99z),para
llegar a una amplificación óptima,las diver-
sas combinaciones de oligonucleótidos
pueden necesitar diferentes condiciones de
procesamiento. La concentración de oligo-
nucleótidos en una reacción estiíndar osci-
la entre o,r y o,5 ¡rM (GeneAmp Kit, Perkin
Elmer Cetus; Saiki, r99z). Con el fin de op-
timízar las condiciones de reacción para
cada mezcla de oligonucleótidos, se evalua-
ron concentraciones que variaban entre o,r
y 1 pM. Sin embargo, no se encontraron di-
ferencias apreciables en los resultados de las
amplificaciones que usaron el rango de con-
centración de oligonucleótidos citado, aun-
que las concentraciones altas incrementaron
ligeramente la aparición de amplificaciones
inespeclficas. Por lo tanto, para las reaccio-
nes de PCR se decidió emplear una concen-
tración de oligonucleótidos de o,4 [rM.

Concentración de MgCl2y Taq-ADN'
polimerasa

La concentración de MgCl, en la mez-
cla de reacción para la PCR, ejerce un pro-
fundo efecto en la especificidad y el
producto de la amplificación (Saiki, r99z;
Williams et a1.,t993). Los iones Mgz+ ¡ot-
man un complejo soluble con los dNTPs
que es esencial para su incorporación du-
rante la reacción de amplificación; además'
estimulan la actividad de la polimerasa, in-
crementando la temperatura media (Tm)

de la interacción entre la doble cadena de
ADN y los oligonucleótidos (Newton y
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Graham, 1994). Regularmente, la concen-
tración de MgClrutlizadaen una reacción
estándar de PCR es de r,5 mM (Saiki, r99z;
Williams et a1.,1993).

La Figura 6 muestra el efecto de varias
concentraciones de MgCl, sobre los pro-
ductos de amplificación de los genes cry
extraídos de la cepa de referencia kurstaki
HD¡, cuando se utilizó lamezcla de oligo-
nucleótidos Específicos A. Se observó que
las concentraciones de MgCl, por debajo
de 2,5 mM, inducen la aparición de ban-
das inespecíficas en los perfiles de ampli-
ficación, las cuales se distinguen por su
peso molecular (aproximadamente óoo
pb); por su parte, los productos de ampli-
ficación de los genes rytAby crytAcpre-
sentan una apariencia bastante ligera.
Cerón et al. (1994) observaron productos
inespecíficos similares en la reacción de
amplificación al emplear el mismo juego

de oligonucleótidos de este estudio y una
concentración de MgCl, de 1,5 mM. Sin
embargo, cuando se utilizaron concentra-
ciones de MgClrde 2,5y 3,o mM, desaPa-
recieron las inespecificidades, en tanto que
los productos de amplificación de los ge-
nes crytAa, crytAb y crytAc aparecieron
bajo la forma de bandas de gran intensi-
dad, como se puede observar en Ia Figura
6. Un resultado similar se obtuvo con las

F¡gura 5. Amplificación, mediante PCR, de
fragmentos de los genescrylBo,crylcoy cry1D0 a

partir de ADN aislado de cepas nativas del B.
thurinoiensis utilizando los métodos de Carozzi

(sección A) y M. He
(sección B). La

mezcla de reacción
y las condiciones
de amplificación

fueron las mismas
en ambos casos:

sección A (14'.
marcador ADN

Ladder con 100 bp
de peso [Gibco

BRL, U.S.A.l);
sección B (tl:

marcador ADN
Ladder con I Kb de

peso lCibco BRL,
u s.A.D.

demás mezclas de oligonucleótidos, aun-
que las amplificaciones inespecíficas no
siempre guardaron relación con la concen-
tración de MgClr. En consecuencia, para
optimizar la amplificación de los genes cry
en este estudio, se escogió una concentra-
ción de MgCl, de 3,o mM.

En las reacciones de amplificación es-
tándar mediante la PCR, se suele utilizar
una concentración aproximada de z,5Ul

5o-roo ¡rI de Taq-ADN-polimerasa para la
mezcla de reacción (Saiki, t99z). Sin em-
bargo, en la amplificación de genes cry del
B. thuringiensls, se han utilizado concen-
traciones que oscilan entre o,25y z,5Ul5o

¡rL (Saiki, r99z; Bourque et al., ry93; Chak
et aL,t9g4iGleave et al.,tg93;Cerón et al.,
rgg+). En este trabajo, se estudió el efecto
de varias concentaciones de Taq-ADN-po-
limerasa sobre los productos de amplifica-
ción de los genes cry deI B. thuringiensis.
Aunque la intensidad de los fragmentos de
los genes amplificados aumentó proPor-
cionalmente con la concentración de poli-
merasa, las diferencias en el rango de con-
centración empleado 0 a 4U | 5o ¡rL) no fue-
ron significativas.Así mismo, como sucedió
en el caso de la concentración de oligo-
nucleótidos, el uso de altos niveles de poli-
merasa tiende a amplificar fragmentos
inespecífi cos (Gelfand, r99z). Así, la concen-

tración empleada para el análisis rutinario
de las cepas nativas, se estableció en r,o U/
zo pL.

Temperaturas de hibridación y
pr o gr am as de amplifi cació n

La temperatura de hibridación de los
oligonucleótidos frente al ADN blanco,
depende de la longitud y contenido de
bases GC de aquellos. Usualmente, las
temperaturas de hibridación se determi-
nan empíricamente para cada mezcla de
oligonucleótidos (Myers et al., tggz). Se-
gún Saiki (1992), una temperatura de 55"C
es un buen punto de partida para oligo-
nucleótidos con 20 pares de bases y un
contenido de bases GC cercano al 5oo/o.
No obstante, para el diseño y selección de
los oligonucleótidos usados en el presen-
te estudio, se tuvo en cuenta que su tem-
peratura de disociación fuera semejante
(aproximadamente 55oC). Por lo tanto, se
ensayaron temperaturas de hibridación
entre 48o y 55oC para las diversas mezclas
de oligonucleótidos.

En la Figura 7 se muestran los produc-
tos de amplificación de los genes cryzAa,
crytA (a,b y c) y crytla del B. thuringiensis
var. kurstaki HDr, obtenidos con la mez-
cla de oligonucleótidos Generales I bajo
diferentes temperaturas de hibridación.
Como se puede ver, en el ensayo con la
temperatura de hibridación más baja
(48'C), además de los productos espera-
dos para los tres genes citados, se obtuvo
una banda inespecífica adicional entre los
fragmentos crytAy cryzAa. Este producto
inespecífi co disminuyó conforme aumen-
tó la temperatura de hibridación, hasta
desaparecer casi por completo a 55oC. En
el ensayo con la mayor temperatura de
hibridación (55oC),la intensidad del frag-
mento crytla se redujo notablemente (Fi-
gura 7). En términos generales, las
temperaturas de hibridación de 53" y 55"C,
registraron los mismos resultados con las
otras mezclas de oligonucleótidos. Ello
permite afirmar que, a mayores temPera-
turas, la astringencia de la hibridación de
los oligonucleótidos se incrementa, y con
ésta, aumenta la especificidad de la PCR
(Myers et al.,tggz;SaiL<t,t9gz;Gibbs et al.,
\992).

La amplificación en un termociclador de
los fragmentos de ADN, mediante la PCR,
se lleva a cabo en tres etapas que se repiten
cíclicamente en el tiempo. Estas etapas son:
r) la desnaturalizaciín (separación o linea-
rízación) de la doble cadena de ADN; z) la
hibridación de los oligonucleótidos con las
regiones homólogas del ADN blanco; y fi-
nalmente,3) la amplificación o síntesis del

A
!b

500*
400+
300*
200*

-crvlBa
-oúlDo

.-o¡TlCa

B
pb

\crylCa
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Figura 6, Efecto de la concentración de
MgCl, sobre la amplificación, mediante
PC& de los genes cry1Ao, crylAb y
crylAc extraÍdos de cepas de referencia
del B. thuringiensis. En las
amplificaciones aplicadas en los cuatro
ensayos, se utiliz¿ron concentraciones de
MgCl, diferentes (1,5;2,0;2,5 y 3,0 mM).

Figura 7. Efecto de diferentes
temDeraturas de hibridación en la

amplificación, mediante PCR, de los genes
ctyAo, crylA (0, b y c) y cryllo aislados a
partir de cepas nativas del B. thuringiensis

uar. kurstoki HDl. En las amolificaciones
aplicadas a los cuatro ensayos, se

utilizaron diferentes temperaturas (48',
5no q1o v qEol- \

2 3 4

ADN por acción de Ia enzima termoesta-
ble Taq-ADN-polimerasa. En una reacción
típica de PCR, la desnaturalización se rea-
liza calentando la muestra entre 9ooy95oC;
los oligonucleótidos se unen con su se-
cuencia complementaria entre 4oo y 6o"C,
mientras los fragmentos de ADN son sin-
tetizados enfre 7o" y 75"C (Saiki, ry92). La
duración de cada etapa, en cada ciclo, pue-
de variar desde r segundo hasta más de r
minuto. En este estudio se ensayaron tres
programas de amplificación cuyos tiem-
pos de incubación fueron de r, zo y 6o se-
gundos para cada una de las tres etapas de
cada ciclo (Tabla +). Los resultados permi-
tieron determinar que el tiempo de incu-
bación de r segundo fue suficiente para
amplificar los genes cry (Maríñ.o et al.,
1996); sinembargo, en algunos casos, la
concentración de los productos de ampli-
ficación fue inferior a la obtenida con los
otros programas.Aunque no se encontra-
ron diferencias notorias entre los progra-
mas de amplificación corridos bajo los
tiempos de incubación de zo y 6o segun-
dos, para la estandarización de la PCR de
este estudio se escogió el programa de zo
segundos, el cual hacía posible reducir, en
cerca de la mitad, el tiempo total de am-
plificación.

Los resultados expuestos hacen posible
estandarizar una metodología de gran uti-
lidad para la caracterízaciónmolecular de
aislamientos nativos de B. thuringiensis.La
secuencia de dicha metodología se presen-
ta en el recuadro adjunto.

La metodología de amplificación de los
genes cry del B. thuringiensis que ha sido
estandarizada en este estudio, permite cla-
sificar y seleccionar, en un tiempo relati-
vamente corto,las cepas nativas del bacilo
de acuerdo con su actividad biológica po-
tencial, y como paso previo a la implemen-
tación de los ensayos de toxicidad
necesarios para eI control de aquellas es-
pecies de insectos plaga significativas para
la agricultura.
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M ETO DOLOC iA

. Cultivo del aislamiento nativo de B thuringiensis
en medio LB semisólido

. lncubación a 28oC durante 18 horas

. Extracción orgánica del ADN según el método
rápido de M. He (1994).

. Cuantificación y ajuste de la concentración de
ADN, según la mezcla de oligonucleótidos

escogida, así: entre l0 y 100 ng para mezclas de
oligonucleótidos Cenerales; entre 500 y 500 ng

para los oligonucleótidos EspecÍficos

. Realización de las reacciones de amplifioción en un
volumen final de 20 uL, el cual íncluye 04 ¡Ail de

cada oligonucleótido,200 pfr4 de cada dNTB lX PCR
hmpón (KCI 50 mM, Tris-HCl 10 mM, pH g3 y MgCl2
3,0 mM), I U de Taq-ADN-polimerasa y 1G500 ng de

ADN

. Los aislamientos nativos se someten a una
primera reacción de PCR con la mezcla de

oligonucleótidos Generales l.

. Los aislamientos que no produzcan amplificación,
se someten a una segunda reacción de PCR con la

mezcla de oligonucleótidos Generales ll.

. Las cepas que, en la primera y segunda reacción,
amplifican fragmentos de genes cryl, se someten a

dos nuevas reacciones con mezclas de
oligonucleótidos Especificos A y B.

. Inicio del programa de amplificación (Iermocicla-
dor PTC-100, M.J. Research, U.S.A.):50 ciclos de

desnaturación a 94"C hibridación a 53'C y síntesis
a 72'C, durante 20 segundos cada uno.

. Análisis de los productos de amplificación
mediante electroforesis de una alícuota de l0 ¡rL

de cada reacción en gel de agarosa al 1o/0.
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