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ABSTRACT

Title: Utilization of Polymerase Chain
Reaction for Characterization of Native
Isolates of Bacillus thuringiensis

A methodology based on Polymerase

Chain Reaction (PCR) techniques was
standardized for the molecular
characterization of cry genes in Bacillus
thuringiensis. Four oligonucleotides mixes
(primers) were used: two General (I and II)
—which recognize the genes families cry1,
cryz2, cry3, cry4 and cryila—, and two Specific
(A and B) which recognize the genes family
cry1 (cry1Aa, cry1Ab, cry1Ac, cryiBa, cry1Ca
and cry1Da). 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 (Nucleic Ac. Res. 18:1660,1990)
allowed an efficient amplification. The
optimum conditions for PCR were achieved
using a mixture reaction with a final volume
of 20 pL which contained 0.4 uM of each
primer, 1X PCR buffer (50 mM KCL, 1omM
Tris—=HCI, pH 8.3 and 3.0 mM MgCl,), 200
pM dNTP’s, 1 U Tag-DNA—polymerase, 10—
100 ng of bacterial DNA for the General
mixtures and 300500 ng of bacterial DNA
for the Specific mixtures. The amplification
program included 30 cycles as follows:
denaturation at 94°C, annealing at 53°C and
synthesis at 72°C during 20 seconds each
one. The standardized methodology could
be used routinely in the cry 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.

Key words: Bacillus thuringiensis,
delta-endotoxins, proteins Cry, PCR.
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Uso de la Reaccion en Cadena

de la Polimerasa para caracterizar
aislamientos nativos

de Bacillus thuringiensis

RESUMEN
En este estudio se estandarizé una metodologia para la caracterizacién molecular de
cepas nativas de Bacillus thuringiensis, la cual se basé en la amplificacién de los genes
cry mediante la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR). Se utilizaron cuatro mez-
clas de oligonucleétidos: dos Generales (I y II), los cuales reconocen genes de las fami-
lias cryn, cry2, cry3, cryay crynla, y dos Especificos (A y B), que identifican los genes de
la familia cry1 (cry1Aa, crynAb, crynAc, cryiBa, cryiCay cryrDa). La calidad y concentra-
cién del ADN bacteriano influy6 sobre la especificidad y concentracién de los produc-
tos obtenidos mediante la amplificacién de los genes cry. La calidad del ADN purificado
a través del método rapido reportado por M. He et al. (Nucleic Ac. Res. 18:1660, 1990)
permiti6 una amplificacion eficiente. Para realizar la PCR en condiciones 6ptimas, se
utilizé una mezcla de reaccién con un volumen final de 20 pL, la cual contenia 0,4 uM
de cada oligonucleétido, 1X PCR buffer (50 mM KCL, 10mM Tris-HCI, pH 8,3 y 3,0 mM
MgCl,), 200 uM de cada ANTP y 1U de Tag-ADN-polimerasa, ademds de 10-100 y 300-
500 ng de ADN bacterial para las mezclas de los oligonucledtidos Generales y Especifi-
cos, respectivamente. El programa de amplificacién incluyé 30 ciclos de
desnaturalizacién a 94°C, hibridacién a 53°C y sintesis a 72°C durante 20 segundos cada
uno. La metodologia 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 répida y precisa de acuerdo con su activi-
dad biolégica y potencial biotecnolégico; adicionalmente, como paso previo de los
ensayos de toxicidad contra diversas especies de insectos plaga de interés agricola.

Palabras claves: Bacillus thuringiensis, delta-endotoxinas, proteinas Cry, PCR.

INTRODUCCION

LA S PERDIDAS ocasionadas por insec-
tos plaga que atacan diversos cultivos co-
merciales representan entre el 10 y el 30%
de los costos de produccién, llegando a
porcentajes mayores en algunos cultivos y
épocas del afio. Los insecticidas quimicos
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 eliminacién
de poblaciones de fauna benéfica, la con-
taminacion de los ecosistemas y la presen-
cia de residuos toxicos en los alimentos.
El control biolégico de los insectos pla-
ga de relevancia econémica en la agricul-
tura, a través del uso de microorganismos
entomopat6genos, representa una alterna-
tiva de reducido impacto ecolégico. Por
estar ubicado en la franja ecuatorial, Co-

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

Entre los organismos entomopatége-
nos més destacados se cuenta el Bacillus
thuringiensis, bacteria gram-positiva, es-
porulada, nativa del suelo, que se caracte-
riza por producir cristales paraesporales
compuestos por proteinas insecticidas
(ICPs) —denominadas “delta-endotoxinas”
(Heimpel, 1967)—. En la actualidad, mas
del 90% de los bioplaguicidas comercia-
les basados en entomopatégenos, utilizan
en sus formulaciones mezclas de esporas
e ICPs procedentes de varias cepas de B.
thuringiensis (Feitelson et al., 1992). Las
ventajas de usar bioinsecticidas con base
en B. thuringiensis se derivan principal-
mente de su alta especificidad contra los
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insectos susceptibles y de su inocuidad
para el medio ambiente, la fauna benéfica
y demds 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 periodos de almacenamiento
largos bajo condiciones inapropiadas y la
rapida desnaturalizacién de la toxina en el
medio ambiente. Ademads, su uso se ha li-
mitado casi exclusivamente al control de
insectos lepidépteros comedores de folla-
je, mientras otros grupos significativos de
insectos plaga se hallan fuera de su espec-
tro de accién; tal es el caso de los insectos
chupadores, los minadores y los barrena-
dores de los 6rdenes Lepidéptera, Dipte-
ra y Cole6ptera, entre otros. Ademds, la
efectividad de las aspersiones de B. thurin-
giensis en condiciones de campo se ve afec-
tada por la cobertura de la aplicacién, el
tipo de formulacién y la susceptibilidad
frente al lavado por aguas lluvias.

Puesto que los diferentes aislamientos
de B. thuringiensis estan provistos de una
amplia variedad de proteinas insecticidas
(ICPs), las cuales difieren en su potencia
y especificidad de huésped (Hofte y Whi-
teley, 1989; Lereclus et al., 1993), se justifi-
ca investigar aquellas cepas nativas que
posean toxinas novedosas o mds efectivas
para el control de insectos plaga, y que
sean viables para producir bioinsecticidas
de mayor efectividad y espectro de accién.
Recientemente se han descubierto nuevas
cepas de B. thuringiensis con especificidad
en contra de diversas familias de insectos,
e incluso de nematodos; éstas podrian ex-
tender el uso de este bacilo més all de las
aplicaciones de la agricultura tradicional
(Véasquez et al., 1995; Sun et al., 1996; L6-
pez e Ibarra, 1996).

Aunque en la préctica, la actividad in-
secticida de una cepa de B. thuringiensis
unicamente se puede evaluar mediante la
realizacién de pruebas de toxicidad (ensa-
yo biolégico) con el insecto de interés, el
montaje de dichas pruebas es dispendio-
s0, demorado y costoso. La amplificacién
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 biolégica potencial,
fase preliminar en los ensayos de toxicidad
contra insectos susceptibles (Carozzi et al.,

1001: Chale ot al _10a4: Cerdn ot al 1004 v
1991; Chak et al., 1994; Cerén et al.,, 1994y
1996). De esta manera se puede reducir el
ntimero de cepas que se van a evaluar en

las pruebas finales de toxicidad, y se aho-

rran recursos y tiempo. Ademds, aumen-
tala probabilidad de poder identificar, en
menor tiempo, nuevas cepas con mayor
espectro de accién para el control de pla-
gas y/o cepas mads téxicas y ventajosas que
las que se conocen y comercializan actual-
mente; dichas cepas se podrian usar en la
producci6n de bioplaguicidas mas efecti-
vos o, mediante ingenieria genética, para
la produccion de resistencia a plagas en
organismos transgénicos.

En este estudio se realizaron diferentes
ensayos para estandarizar una metodolo-
gia de caracterizacién molecular de cepas
de B. thuringiensis, basada en la amplifi-
cacion de genes cry mediante la PCR. Los
pardmetros que se tuvieron en cuenta para
optimizar la reaccién de amplificacién de
los genes cry fueron los siguientes: 1) Mé-
todo de extraccién y concentraciéon del

ADN del B. thuringiensis; 2) prueba de es-
pecificidad y concentracién de oligonu-
cletidos; 3) prueba de concentracién de
MgCl, y Tag-ADN-polimerasa; y, 4) ensa-
yos con diferentes temperaturas de hibri-
dacién y programas de amplificacién.

Materiales y métodos
Cepas de Bacillus thuringiensis

Para la estandarizaciéon del método de
amplificacién de los genes cry a través de
la PCR, se utilizaron como cepas de refe-
rencia del B. thuringiensis, las siguientes
variedades: var. kurstaki HD1, la cual con-
tiene los genes cryiAa, cry1Ab, cryiAc,
cry2Aa, cry2Ab y cryila; var. israeliensis
1884, que contiene los genes cry4Aa,
cry4Ba, cry10Aa, cry11Aa y cyt1iA; var. san
diego, con el gen cry3Aa; y var. aizawai
HDi3y7, la cual posee los genes cry1Aa,

Tabla 1. Caracteristicas de los oligonucledtidos Generales usados para amplificar genes cry del

B. thuringiensis mediante la PCR.

PAR DE GEN ' TAMANO DEL |
OLIGONUCLEOTIDOS RECONOCIDO PRODUCTO SECUENCIA 5' - 3 REFERENCIA
| (POSICION) DE PCR
. B I
GTAGAAGAGGAA | Cerénetal.,
cayls crylA (a,b,0) GTCTATCCAA 1 (1996)
(depende del gen cry1Ba, Ca, Da, 272 -290 ‘
amplificado) Ea, Fa. TATCGGTTTCTGG
GAAGTA
CCGGTGCTGGATT | Carozzi etal., |
crylAs TGTGTTA (1991) |
1(310-330); crylA (a,b,0) 490
2(780-800) AATCCCGTATTGT
ACCAGCG
[ ) AAATCAATGGGAA | Este estudio
crylla ATCTTTATG
1(648-669); ayllAa 588
2(1235-121) TCTCTTGTAAGTT
GGGCTGT ‘
i ATGTAGCTCCTGT | Este estudio
cry2Aa AGTCGGA
1(301-320); cry2Aa 231
2(531-513) CCCTTATATTCGC
TTGGAG
i - TTAACCGTITTCG Ceron et al,
cry3s CAGAGA (1996)
(depende del gen | cry3A, B, G D, E 688 - 747
amplificado) TCCGCACTTCTAT
GTGTCCAAG
| | GTCCGCTGTATAT | Carozzi et al,
cy3ha TCAGGTG (1991)
1(1801 & 1821) c[yj’Aa 649 1
| 2(2430- 2450) CACTTAATCCTGT ;
GACGCCT ! ‘
B CAAGCCGCAAATC  Carozz etal,
cryds TTGTGGA (1991) |
1(2551 - 2571) cry4Aa y 4Ba 797 1
2(3328-3348) | ATGGCTTGTTTCG |

| CTACATC

*pb: pares de bases
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T

Tabla 2. Caracteristicas de los oligonucledtidos Especificos usados para identificar subgrupos de genes

de la familia cry1 del B. thurigiensis mediante la PCR*

GEN

\ PAREJA DE ‘ TAMARO DEL
OLIGONUCLEOTIDOS | RECONOCIDO |  PRODUCTO SECUENCIA 5' - 3!
(POSICION) ‘ DE PCR
1 (pb**)
| ' 5 TTATACTTGGTTCA
crylAa GGCCC3!
1(1105-1125) crylAa 246
2(1332-1351) 5'TTGGAGCTCTCAA

GGTGTAA3'

5 AACAACTATCTGTT|
cry1Ab CTTGAC3'
1(1133-1153) cry1Ab 216
2(1328-1348) 5'CTCTTATTATACTT

ACACTAC3'

| 5'GTTAGATTAAATAG
cry1Ac TAGTGG3' ‘
| 1(1495-1514) crylAc 180
2(1656-1674) 5'TGTAGCTGGTACT ‘

GTATTG3'

" 5'CTTCATCACGATG |
crylBa GAGTAA3'
1(1007-1025) crylBa 367
2(1355-1374) 5'CATAATTTGGTCGT

TCTGTT3!

5'AAAGATCTGGAAC
crylCa ACCTTT3 ‘
1(1306-1325) crylCa 130
2(1416-1436) 5'CAAACTCTAAATCC

TTTCAC3'

5'CTGCAGCAAGCTA
crylDa TCCAA3'

1(837-856) crylDa 290
2(1107-1127) 5'ATTTGAATTGTCAA
GGCCTG3'

*Segun Ceron et al. (1994, 1996)
**pb: pares de bases

cry1Ba, cry1Cay cry1Da. Estas cepas fueron
cedidas gentilmente por el Instituto Pas-
teur (Paris, Francia). Ademds, se utilizaron
cepas de aislamientos nativos colombianos
depositadas en el Banco de Cepas de cor-
POICA.

Las cepas se conservaron a 4°C en tiras
de papel de filtro inoculadas con una sus-
pension de esporas y dentro de ampolle-
tas dmbar previamente esterilizadas. Para
establecer los cultivos de estas cepas, las
tiras de papel se colocaron en cajas de
Petri con el medio LB semisélido (10 g/L
de NaCl, 10 g/L de triptona, 5 g/L de ex-
tracto de levadura y 12 g/L de agar-agar),
durante 24 horas a 28°C.

Seleccion y disefio de los oligonucledtidos
Se seleccionaron pares de oligonucle6-
tidos previamente reportados para la am-
plificacién por PCR de los genes de las
familias cry1, cry3 y cry4, asi como también
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para los subgrupos de genes de la familia
cry1, como son: crylAa, crylAb, cryiAc,
cry1Ba, cryiCay cryiDa. En las Tablas 1y 2
se presentan las caracteristicas de dichas
familias y subgrupos de genes (Carozzi et
al., 1991; Cerén et al., 1994 y 1996).

Fue necesario disefiar oligonucleétidos
que permitieran amplificar los genes
cry2Aa 'y cryila, basandose en las secuen-
cias nucleotidicas reportadas en la litera-
tura (Donovan et al., 1988; Widner et al.,
1989; Taylor et al., 1992), para lo cual se
hizo uso del programa de computacién
Primer versién 0.5 (Lincoln et al., 1991).
Los oligonucleétidos fueron sintetizados
por Life Technologies Inc. (Gibco BRL,
Custom Primers).

Extraccion del ADN
del B. thuringiensis

Para extraer el ADN bacteriano que se
utilizé en las reacciones de amplificaciéon

de los genes cry, se ensayaron los métodos
de Carozzi et al. (1991) y el reportado por
M. He et al.,(1990). En ambos casos se
emplearon cultivos jovenes de cepas del B.
thuringiensis incubados entre 18 y 24 ho-
ras a 28°C. Siguiendo la metodologia de
Carozzi, se tomé una muestra de las bac-
terias con asa bacteriolégica de 5 mm de
didmetro, la cual se diluy6 en 100 pL de
agua estéril destilada y desionizada, calen-
tandola al bafio Maria en agua hirviendo
durante 10 minutos para inducir la lisis
bacteriana.

Los residuos celulares se precipitaron
mediante centrifugacién répida (10 segun-
dos) y el sobrenadante obtenido se alma-
cené a -20°C hasta su utilizacién. De
acuerdo con el método de M. He (1990), las
células se diluyeron en 100 pL de solucién
tampoén Tris-HCl (50 mM con pH 8,3; LiCl
2,5 M; Triton X-100 al 4% y EDTA 62,5
mM); en seguida se agregaron 50 pL de
fenol (equilibrado a pH 8,0) y 50 pL de clo-
roformo-isoamilico en un tubo de micro-
centrifuga de 1,5 ml, mezcldndolo todo en
un vortex y centrifugando por 3 minutos a
14.000 rpm. A la fase acuosa se afladieron
250 UL de etanol absoluto a -20°C, se mez-
cl6 por inversién y luego se centrifugé
durante 5 minutos a 14.000 rpm. El sobre-
nadante se descart6 y se agregaron 500 pL de
etanol al 70% a -20°C, centrifugando por 5
minutos nuevamente a 14.000 rpm. El pellet
se secd y se colocé en 50 pL de H,O estéril
destilada y desionizada, en seguida delo cual
se conservo a -20°C hasta que fue usada.

El ADN se cuantific6 mediante compa-
racién visual con las bandas de un ADN
estdndar (Lambda Hind III) de concentra-
cién conocida, después de someterlo a elec-
troforesis en un gel de agarosa al 1% tefiido
con bromuro de etidio. Adicionalmente,
este ADN se cuantifico6 mediante espec-
trofotometria, utilizando para ello un
GenQuant Calculador de ARN/ADN
(Pharmacia Biotech).

Reaccién en Cadena de la Polimerasa
(PCR)

Para estandarizar las condiciones de la
PCR que hicieran posible identificar to-
das las familias de genes cry de una ma-
nera especifica, se realizaron ensayos de
amplificacién en cada uno de los oligo-
nucleétidos disefiados a partir de las ce-
pas de referencia, individualmente y en
mezclas. Se ensayaron cuatro mezclas de
oligonucleétidos: dos Generales (IyII) y
dos Especificas (A y B), como se observa
en la Tabla 3. Los oligonucleétidos Gene-
rales reconocen regiones conservadas de
los genes pertenecientes a varios subgru-
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pos de una misma familia (v.gr. cry1, cry2,
cry3 y cry4). A su vez, los oligonucledti-
dos Especificos reconocen regiones varia-
bles de los subgrupos de genes de la
familia cry1.

Las reacciones de PCR se llevaron a
cabo, inicialmente, en un volumen final de
50 uL, utilizando como referencia la mez-
cla de reaccién estandar del GeneAmp kit
(Perkin Elmer Cetus). Esta mezcla reco-
mienda usar entre 0,1y 0,5 uM de cada
oligonucleétido, 200 pM de cada ANTP,
1XPCR buffer (50 mM KCI, 10 mM Tris-
HCI, pH 8,3 y 3,0 mM MgCl,), y entre 0,5
y 5 U de Taq-ADN-polimerasa. No obs-
tante, se evaluaron diferentes concentra-
ciones de oligonucleétidos (0,1 a 1,0 uM),
MgCl, (1,5 a 3,0 mM), Tag-ADN-polime-
rasa (1a 4 U) y ADN bacteriano (10 a 8oo
ng). Ademds, se probaron varias tempera-
turas de hibridacion de los oligonucleéti-
dos (48°, 50° 53° y 55°C) y se corrieron
diferentes programas de amplificacién, los
cuales se presentan en la Tabla 4. Final-
mente, la mezcla de reaccién se cubri6 con
aceite mineral y se calento, inicialmente,
a 94°C por 2 minutos. La amplificacién
mediante la PCR se llevé a cabo en un ter-
mociclador de bloque PTC-100 (M] Re-
search Inc., U.S.A.). Después de dicha
reaccién, una alicuota procedente de cada
muestra fue sometida a electroforesis en
geles de agarosa al 1%, como lo describe
Sambrook et al. (1989).

Resultados y discusion

La técnica de PCR permite amplificar
secuencias especificas del ADN en genes o
fragmentos de éstos procedentes de un
organismo particular, mediante la utiliza-
ci6én de parejas de oligonucleétidos que
reconocen y se unen a zonas homoélogas
del ADN del organismo de interés; éstas
sirven de iniciadores (primers) para que la
ADN polimerasa realice la sintesis repeti-
da del fragmento de ADN localizado en-
tre los dos oligonucleétidos (Saiki, 1992).
En este estudio, se realizaron diferentes
ensayos para estandarizar una metodolo-
gfa de amplificacién mediante la PCR de
genes cry especificos de cepas nativas del
B. thuringiensis, de acuerdo con el tipo de
gen cry que contienen, buscando predecir
su actividad biolégica potencial, como
paso previo a las pruebas de toxicidad con-
tra insectos susceptibles (Carozzi et al.,
1991; Cerén et al., 1994; Chak et al., 1994).
Los pardmetros que se tuvieron en cuenta
para asegurar condiciones apropiadas de
ocurrencia de las reacciones de amplifica-
cion de los genes cry, fueron los siguientes:

1) Método de extraccién y concentracién
del ADN del B. thuringiensis; 2) prueba de
especificidad y concentracién de oligonu-
clestidos; 3) prueba de concentracién de
MgCl, y Tag-ADN-polimerasa; y, 4) ensa-
yos con diversas temperaturas de hibrida-
ci6én y programas de amplificacién.

Extraccién y concentracion del ADN
del B. thuringiensis

La calidad y concentracién del ADN
bacteriano constituyen indicadores cru-
ciales que es necesario conocer para imple-
mentar, de manera Gptima, reacciones de
amplificacién mediante la PCR (Gibbs et
al., 1992). La Figura 1 presenta una foto-
grafia del ADN extraido a partir de varios
aislamientos del B. thuringiensis, después
de someterlos a electroforesis en geles de
agarosa tefiidos con bromuro de etidio,
segun las metodologfas de extraccién del
ADN desarrolladas por Carozzi et al.
(1991) y M. He et al. (1994).

Como se puede observar en las seccio-
nes A y B de la Figura 1, la calidad y apa-
riencia del ADN aislado en cada uno delos
métodos citados, difiere ostensiblemente.

Carozzi emplea un método répido de am-
plificacién directa de los genes cry, a par-
tir de extractos crudos obtenidos de
células lisadas por calentamiento en un
bafio de agua hirviendo, sin aplicar ningin
procedimiento posterior de purificacién
del ADN; en consecuencia, dicho ADN
contiene indistintamente ADN genémico y
ADN plasmidico, los cuales asumen la apa-
riencia de una mancha alargada (smear)
después dela electroforesis en ge les de aga-
rosa (Figura 1, seccién A). Por su parte, M.
He utiliza un método rdpido de extraccién
y purificacién del ADN bacterial, que usa
fenol-cloroformo para desproteinizar la
mezcla y etanol para precipitar los acidos
nucleicos; asi, el ADN que se aisla por este
método estd constituido principalmente
por ADN plasmidico, el cual aparece como
una banda simple en los geles (Figura 1,
secciéon B).

La concentracién relativa del ADN ais-
lado presentd variaciones considerables,
las cuales fueron independientes del mé-
todo de extraccién aplicado. En efecto, las
muestras registraron concentraciones que
oscilaban entre unos pocos nanogramos

Tabla 3. Mezclas de oligonudledtidos usadas para amplificar los diferentes grupos y subgrupos de genes

cry del B. thuringiensis.

— B ]
MEZCLA DE GENES PRODUCTO DE
OLIGONUCLEOTIDOS RECONOCIDOS AMPLIFICACION ESPERADO
(PARES DE BASES)
 Generales| crylA(1Aa, 1ab yriac) 490
cry2Aa 231
cry3Aa 649
cry4As 797
crylla 588
Generales Il cryls(1Aa, 1Ab, 1Ac, 1Ba, 272 a 290*
1Ca, 1Da, 1Eay 1Fa)
} cry3s (3Aa, 3Ba, 7Aa y 3Ca) 688 a 747*
- S S S
‘ Especificos A crylAa 246
; cry1Ab 216
| crylAc 180
§ Especificos B cry1Ba 367
‘ crylCa 130
cry1Da 290
* Depende del gen reconocido
Tabla 4. Programas de amplificacion ensayados en la PCR de genes cry del B. thuringiensis.
Programa Desnaturacién (94°C) Hibridacion (48°, 50°, 53° y 55°C) Sintesis (72°C)
1 1 seg. 1 seg. 1 seg.
2 20 seg. 20 seg. 20 seg.
3 1 min. 1 min. 1 min.
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(10 ng/mL) hasta niveles medidos en mi-
crogramos. En algunos casos, la concen-
traciéon de ADN fue tan baja que no se
pudo detectar visualmente en los geles
(Figura 1). Por lo general, se acepta que
una concentracién adecuada del ADN
molde (template) usado en la reaccién de
amplificacion por la PCR, debe acercarse
a1g/ml (Gibbs et al., 1992; Williams et al.,
1993); ello equivale a un rango de concen-
traciéon del ADN que varia entre 10 y 100
ng, y a un numero de copias del ADN
blanco (target) que oscila entre 102 y 105
(Saiki, 1992). Por este motivo fue necesa-
rio cuantificar el ADN obtenido después
de cada extraccion, a fin de asegurar la
concentracion 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 amplificacién de los genes
cry, puesto que la concentracién de ADN
utilizado no fue suficiente para que tuviera
lugar una PCR 6ptima.

En la Figura 2 se presenta el efecto que
tuvo la utilizacion de diferentes concentra-
ciones de ADN plasmidico, obtenido se-
gin el método de M. He (1990), sobre la
amplificacion de los genes cry proceden-
tes de la cepa de referencia kuistaki HD1.
La notable amplificacién de los genes
cry1A (a, b, ¢) y cry2Aa, reaccién en la que
se us6 la mezcla de oligonucleétidos Ge-
nerales I, tuvo lugar en un rango de con-
centracion del ADN plasmidico que oscil6
entre 10 y 250 ng (Figura 2, seccién A),
siendo ligeramente mds eficiente en la
concentracién mds baja (10 ng). Por su
parte, en la reaccién de amplificacién de
los genes cry1Aa, cry1Ab y cry1Ac, la cual
emple6 la mezcla de oligonucleétidos Es-
pecificos A, fue necesario llegar a una con-
centracién minima de 300 ng de ADN
(Figura 2, seccién B). En ambos casos, a
partir de cierta concentracién —350 ng en
Ay 800 ng en B—, no se observaron pro-
ductos de amplificacién de algunos genes,
posiblemente por la presencia de agentes
contaminantes en el extracto de ADN ais-
lado, cuya concentracién alcanzé niveles
que inhibieron y/o interfirieron parcial-
mente la reaccién de amplificacién (Figu-
ra 2, secciones Ay B).

Asi mismo, en una buena parte de los
casos se observé una concentracion ma-
yor de los productos de amplificacién de
ciertos genes cry con relacién a otros; es el
caso del gen cry1Aa de la Figura 2, seccién
B. Esta amplificacién diferencial se puede
explicar por una abundancia de copias del

REVISTA CORPOICA = VOL 2« N°1 < JULIO 1997

mismo gen y/o por una mayor estabilidad
de la hibridacion del par de oligonucle6-
tidos frente a las secuencias homdlogas del
gen respectivo; ello, a su vez, se puede de-
rivar del tamano y el contenido de bases
G y C en cada oligonucledtido (Gibbs et
al., 1992; Williams et al., 1993).

Finalmente, el método de M. He resul-
t6 mas conveniente en razén de que el
ADN aislado se pudo conservar en agua
destilada estéril, durante varias semanas,
a -20°C, sin que se afectara la reaccién de
amplificacién. Por el contrario, el ADN
extraido por el método de Carozzi sufrié
una rdpida degradaciéon después de pocas
horas de congelamiento; aunque la preser-
vacion de dicho ADN se realiz6 inmedia-
tamente después de extraerlo, fue necesario
utilizar aislamientos frescos en cada even-
to de amplificacién.

Pruebas de especificidad y
concentracion de oligonucleétidos

Para comprobar la especificidad de
cada uno de los juegos de oligonucle6ti-
dos seleccionados, se realizaron reacciones
estandar de amplificacién por PCR, las
cuales se practicaron de forma indepen-
diente a cada uno de los genes cry. Estos
se amplificaron a partir del ADN aislado
de las cepas de referencia correspondien-
tes o de una mezcla de ADNs procedentes
de diferentes cepas (Figura 3). De igual

Figura 1. Apariencia del ADN obtenido de
aislamientos nativos del B. thuringiensis, seguin
los métodos de Carozzi (A) y M. He (B). EIl ADN
aislado se sometid a electroforesis en gel de
agarosa al 1%y se tifid con bromuro de etidio.

Figura 2. Efecto de diversas concentraciones de ADN
sobre la tasa de amplificacion de la PCR en genes cry del
B. thuringiensis var. kurstaki HD1. La seccién A muestra
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los productos de
amplificacion de los genes
crylA (a, b, ©) y cry2Aa en
seis ensayos con
concentraciones de ADN
diferentes (10, 50, 100,
200, 250y 350 ng). La
seccion B ilustra los
productos de amplificacion
de los genes cry1Aaq,
cry1Ab y crylAc en cuatro
ensayos con diferentes
niveles de ADN (100, 250,
500y 800 ng). M:
marcador ADN Ladder con
1 Kb de peso (Gibco BRL,
USA).
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Figura 3. Productos de
amplificacion, mediante PCR, de
genes cry extraidos de cepas de

referencia del B. thuringiensis
utilizando pares de
oligonucledtidos individuales o
mezclados. En los ensayos 2 a 6 se
utilizaron pares de
oligonucledtidos individuales,
mientras que en los ensayos 1y 7
se usaron mezclas. Segun el origen
del ADN, en las amplificaciones
aplicadas a los siete ensayos se
siguio el siguiente esquema:
ensayos 1y 7 (mezcla de las var.
kurstaki HD1, san diego e
israeliensis 1884); ensayos 2, 3 y 4
(var. kurstaki HD1); ensayo 5 (var.
san diego); ensayo 6 (var.
israeliensis 1884). M: marcador
ADN Ladder con 100 bp de peso
(Gibco BRL, US.A).
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Figura 4. Productos
de amplificacion,
mediante PCR, de
genes cry extraidos
de cepas de
referencia del B.
thuringiensis
utilizando mezclas
de oligonucledtidos
Generales (ly ) y
Especificos (A y B).
En las
amplificaciones
aplicadas a los
cuatro ensayos, se
siguid el siguiente

esquema: ensayo 1
(fragmentos de los
genes cry24a, cry1A [a, b, d, arylaq,
cry3Aay cry4, los cuales se ordenaron de
menor a mayor peso molecular; se
amplificaron a partir de una mezcla de
ADN aislado de las vars. kurstaki HD1,
san diego e israeliensis 1884, empleando
la mezcla de oligonucledtidos Generales
); ensayo 2 (fragmentos de los genes
cryly cry3, amplificados a partir de una
mezcla de ADN aislado de las vars.
kurstaki HD1 'y san diego, empleando la
mezcla de oligonucléotidos Generales II);
ensayo 3 (fragmentos de los genes
aylAc, cry1Ab y cry1Aa, amplificados a
partir de la var. kurstaki HD1, empleando
la mezcla de oligonucledtidos Especificos
A); ensayo 4 (fragmentos de los genes
ay1Ca, aylDay crylBa, amplificados a
partir de la var. aizawai HD137,
empleando la mezcla de oligonuclectidos
Especificos B). M: marcador ADN Ladder
con 1 Kb de peso (Gibco BRL, U.S.A)).

manera, este ADN derivado de cepas in-
dividuales o de combinaciones de ellas,
bajo las mismas condiciones de reaccién
anteriores, se utiliz para amplificar los
diferentes genes con base en las mezclas
Generales y Especificas de oligonucle6ti-
dos (Figura 4). En otras palabras, los jue-
gos de oligonucleétidos individuales o en
combinacién, permitieron amplificar de
manera especifica los fragmentos de ge-
nes cry para los cuales fueron disefiados;
la especificidad de dichos nucleétidos se
pudo corroborar al comprobar que el ta-
mafio de los productos de amplificacién
logrados guardé concordancia con lo es-
perado (Figura 4).

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

los geles de electroforesis, las cuales corres-
pondian eventualmente a fragmentos de
amplificacién inespecificos (Figura 4). La
aparicién de dichas bandas pudo verse
influida por la calidad y concentracién 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 oligonucle6tidos usadas
(Rychlik, 1995). Asi por ejemplo, las ampli-
ficaciones de genes cry obtenidas mediante
el método de Carozzi et al. (1991), presen-
taron un alto ndmero de bandas inespe-
cificas que se atribuyen a la presencia o
interferencia de ADN de origen genémi-
co (Figura 5, seccién A); ello diferia nota-
blemente de las amplificaciones logradas a
partir del ADN purificado por el método
de M. He (1994) (Figura 5, seccién B). Aqui
es necesario aclarar que algunas de las ban-
das inespecificas que se observan, pueden
corresponder a la existencia de secuencias
homologas a las de los genes cry de interés,
las cuales forman parte de genes cry modi-
ficados por fenomenos genéticos como la
duplicacién, la inversiéon o la delecciéon
(Mabhillon et al., 1994).

De acuerdo con Gibbs et al. (1992), para
llegar a una amplificacién 6ptima, las diver-
sas combinaciones de oligonucledtidos
pueden necesitar diferentes condiciones de
procesamiento. La concentracién de oligo-
nucleétidos en una reaccién estdndar osci-
la entre 0,1y 0,5 UM (GeneAmp Kit, Perkin
Elmer Cetus; Saiki, 1992). Con el fin de op-
timizar las condiciones de reaccién para
cada mezcla de oligonucleétidos, se evalua-
ron concentraciones que variaban entre 0,1
y 1 uM. Sin embargo, no se encontraron di-
ferencias apreciables en los resultados de las
amplificaciones que usaron el rango de con-
centracién de oligonucleétidos citado, aun-
que las concentraciones altas incrementaron
ligeramente la aparicién de amplificaciones
inespecificas. Por lo tanto, para las reaccio-
nes de PCR se decidi6 emplear una concen-
tracién de oligonucleétidos de 0,4 UM.

Concentracién de MgCl, y Taq-ADN-
polimerasa

La concentracién de MgCl, en la mez-
cla de reaccién para la PCR, ejerce un pro-
fundo efecto en la especificidad y el
producto de la amplificacién (Saiki, 1992;
Williams et al., 1993). Los iones Mg2+ for-
man un complejo soluble con los dNTPs
que es esencial para su incorporacién du-
rante la reaccién de amplificacién; ademds,
estimulan la actividad de la polimerasa, in-
crementando la temperatura media (Tm)
de la interaccién entre la doble cadena de
ADN v los oligonucledtidos (Newton y
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Graham, 1994). Regularmente, la concen-
tracién de MgCl, utilizada en una reaccion
estandar de PCR es de 1,5 mM (Saiki, 1992;
Williams et al., 1993).

La Figura 6 muestra el efecto de varias
concentraciones de MgCl, sobre los pro-
ductos de amplificacién de los genes cry
extraidos de la cepa de referencia kurstaki
HD1, cuando se utiliz6 la mezcla de oligo-
nucledtidos Especificos A. Se observé que
las concentraciones de MgCl, por debajo
de 2,5 mM, inducen la aparicién de ban-
das inespecificas en los perfiles de ampli-
ficacion, las cuales se distinguen por su
peso molecular (aproximadamente 600
pb); por su parte, los productos de ampli-
ficacién de los genes cry1Ab y cry1Ac pre-
sentan una apariencia bastante ligera.
Cerén et al. (1994) observaron productos
inespecificos similares en la reaccién de
amplificacién al emplear el mismo juego
de oligonucledtidos de este estudio y una
concentraciéon de MgCl, de 1,5 mM. Sin
embargo, cuando se utilizaron concentra-
ciones de MgCl, de 2,5y 3,0 mM, desapa-
recieron las inespecificidades, en tanto que
los productos de amplificacién de los ge-
nes cry1Aa, cry1Ab y cry1Ac aparecieron
bajo la forma de bandas de gran intensi-
dad, como se puede observar en la Figura
6. Un resultado similar se obtuvo con las

Figura 5. Amplificacion, mediante PCR, de
fragmentos de los genescry1Ba, cry1Ca 'y cry1Da a
partir de ADN aislado de cepas nativas del B.
thuringiensis utilizando los métodos de Carozzi
(seccion A) y M. He

demas mezclas de oligonucleétidos, aun-
que las amplificaciones inespecificas no
siempre guardaron relacién con la concen-
tracion de MgClL,. En consecuencia, para
optimizar la amplificacién de los genes cry
en este estudio, se escogié una concentra-
cion de MgCl, de 3,0 mM.

En las reacciones de amplificacion es-
tandar mediante la PCR, se suele utilizar
una concentraciéon aproximada de 2,5 U/
50-100 pL de Tag-ADN-polimerasa para la
mezcla de reaccion (Saiki, 1992). Sin em-
bargo, en la amplificacién de genes cry del
B. thuringiensis, se han utilizado concen-
traciones que oscilan entre 0,25y 2,5 U/50
uL (Saiki, 1992; Bourque et al., 1993; Chak
et al., 1994; Gleave et al., 1993; Cer6n et al.,
1994). En este trabajo, se estudié el efecto
de varias concentaciones de Tag-ADN-po-
limerasa sobre los productos de amplifica-
cién de los genes cry del B. thuringiensis.
Aunque la intensidad de los fragmentos de
los genes amplificados aumenté propor-
cionalmente con la concentracién de poli-
merasa, las diferencias en el rango de con-
centracién empleado (1a 4 U/50 pL) no fue-
ron significativas. Asi mismo, como sucedi6
en el caso de la concentracién de oligo-
nucleétidos, el uso de altos niveles de poli-
merasa tiende a amplificar fragmentos
inespecificos (Gelfand, 1992). Asf, la concen-

(seccion B). La
mezcla de reaccion
y las condiciones | phb
de amplificacion | -
fueron las mismas
en ambos €asos:
seccion A (M-
marcador ADN
Ladder con 100 bp
de peso [Gibco
BRL, USA)); | s00—
seccion B (M: | 400—
marcador ADN |300—
Ladder con 1 Kb de | 200—
peso [Gibco BRL,
USAJ.
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tracién empleada para el analisis rutinario
de las cepas nativas, se estableci6 en 1,0 U/

20 plL.

Temperaturas de hibridacion y
programas de amplificacion

La temperatura de hibridacién de los
oligonucleétidos frente al ADN blanco,
depende de la longitud y contenido de
bases GC de aquellos. Usualmente, las
temperaturas de hibridacién se determi-
nan empiricamente para cada mezcla de
oligonucledtidos (Myers et al., 1992). Se-
gun Saiki (1992), una temperatura de 55°C
es un buen punto de partida para oligo-
nucleétidos con 20 pares de bases y un
contenido de bases GC cercano al 50%.
No obstante, para el disefio y selecciéon de
los oligonucle6tidos usados en el presen-
te estudio, se tuvo en cuenta que su tem-
peratura de disociacién fuera semejante
(aproximadamente 55°C). Por lo tanto, se
ensayaron temperaturas de hibridacién
entre 48°y 55°C para las diversas mezclas
de oligonucleétidos.

En la Figura 7 se muestran los produc-
tos de amplificacién de los genes cry2Aa,
cry1A (a, by c) y cryila del B. thuringiensis
var. kurstaki HD1, obtenidos con la mez-
cla de oligonucleétidos Generales I bajo
diferentes temperaturas de hibridacién.
Como se puede ver, en el ensayo con la
temperatura de hibridacién més baja
(48°C), ademads de los productos espera-
dos para los tres genes citados, se obtuvo
una banda inespecifica adicional entre los
fragmentos cry1A y cry2Aa. Este producto
inespecifico disminuy6 conforme aumen-
t6 la temperatura de hibridacién, hasta
desaparecer casi por completo a 55°C. En
el ensayo con la mayor temperatura de
hibridacién (55°C), la intensidad del frag-
mento cryila se redujo notablemente (Fi-
gura 7). En términos generales, las
temperaturas de hibridacién de 53°y 55°C,
registraron los mismos resultados con las
otras mezclas de oligonucledtidos. Ello
permite afirmar que, a mayores tempera-
turas, la astringencia de la hibridacién de
los oligonucledtidos se incrementa, y con
ésta, aumenta la especificidad de la PCR
(Myers et al., 1992; Saiki, 1992; Gibbs et al.,
1992).

La amplificacién en un termociclador de
los fragmentos de ADN, mediante la PCR,
selleva a cabo en tres etapas que se repiten
ciclicamente en el tiempo. Estas etapas son:
1) la desnaturalizacién (separacion o linea-
rizacién) de la doble cadena de ADN; 2) la
hibridacién de los oligonucleétidos con las
regiones homologas del ADN blanco; y fi-
nalmente, 3) la amplificacién o sintesis del
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Figura 6. Efecto de la concentracion de
Mgdl, sobre la amplificacion, mediante
PCR, de los genes cry1Aa, cry1Aby
cry1Ac extraidos de cepas de referencia
del B. thuringiensis. En las
amplificaciones aplicadas en los cuatro
ensayos, se utilizaron concentraciones de
Mgdl, diferentes (1,5;2,0;2,5y 3,0 mM).

Figura 7. Efecto de diferentes
temperaturas de hibridacion en la
amplificacion, mediante PCR, de los genes
cry2Aa, crylA (a, by ¢) y crylla aislados a
partir de cepas nativas del B. thuringiensis
var. kurstaki HD1. En las amplificaciones
aplicadas a los cuatro ensayos, se
utilizaron diferentes temperaturas (48°,
50°, 53°y 55°C).
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ADN por accién de la enzima termoesta-
ble Tag-ADN-polimerasa. En una reaccién
tipica de PCR, la desnaturalizacion se rea-
liza calentando la muestra entre 90°y 95°C;
los oligonucleétidos se unen con su se-
cuencia complementaria entre 40°y 60°C,
mientras los fragmentos de ADN son sin-
tetizados entre 70°y 75°C (Saiki, 1992). La
duracién de cada etapa, en cada ciclo, pue-
de variar desde 1 segundo hasta més de 1
minuto. En este estudio se ensayaron tres
programas de amplificacién cuyos tiem-
pos de incubacién fueron de 1, 20 y 60 se-
gundos para cada una de las tres etapas de
cada ciclo (Tabla 4). Los resultados permi-
tieron determinar que el tiempo de incu-
bacién de 1 segundo fue suficiente para
amplificar los genes cry (Marino et al.,
1996); sinembargo, en algunos casos, la
concentracién de los productos de ampli-
ficacién fue inferior a la obtenida con los
otros programas. Aunque no se encontra-
ron diferencias notorias entre los progra-
mas de amplificacién corridos bajo los
tiempos de incubacién de 20 y 60 segun-
dos, para la estandarizaci6n de la PCR de
este estudio se escogié el programa de 20
segundos, el cual hacia posible reducir, en
cerca de la mitad, el tiempo total de am-
plificacién.

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

La metodologia de amplificacién 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 biolégica po-
tencial, y como paso previo a la implemen-
tacion de los ensayos de toxicidad
necesarios para el control de aquellas es-
pecies de insectos plaga significativas para
la agricultura.
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METODOLOGIA

« Cultivo del aislamiento nativo de B. thuringiensis
en medio LB semisdlido

* Incubacion a 28°C durante 18 horas

« Extraccion orgdnica del ADN segtin el método
répido de M. He (1994).

« Cuantificacion y ajuste de la concentracién de
ADN, segtin la mezcla de oligonucledtidos
escogida, asi: entre 10y 100 ng para mezclas de
oligonuclectidos Generales; entre 300 y 500 ng
para los oligonucledtidos Especificos

« Realizacién de las reacciones de amplificacion en un
volumen final de 20 i, el cual incluye 0,4 M de
cada oligonucledtido, 200 uM de cada dNTP, 1X PCR
tampdn (KCI 50 mM, Tris-HCI 10 mM, pH 8,3 y MgCl,
3,0mM), 1 U de Tag-ADN-polimerasa y 10-500 ng de
ADN

« Los aislamientos nativos se someten a una
primera reaccion de PCR con la mezcla de
oligonuclectidos Generales I.

« Los aislamientos que no produzcan amplificacion,
se someten a una segunda reaccién de PCR con la
mezcla de oligonuclectidos Generales II.

« Las cepas que, en la primera y segunda reaccion,
amplifican fragmentos de genes cry1, se someten a
dos nuevas reacciones con mezclas de
oligonucledtidos Especificos Ay B.

« Inicio del programa de amplificacion (Termocicla-
dor PTC-100, M.J. Research, U.S.A.): 30 ciclos de
desnaturacion a 94°C, hibridacion a 53°C y sintesis
a 72°C, durante 20 segundos cada uno.

» Andlisis de los productos de amplificacién
mediante electroforesis de una alicuota de 10 pL
de cada reaccion en gel de agarosa al 1%.
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