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RESUMEN

El Bacillus thuringiensis (Bt.) vars. berliner y kurstaki, se han usado ampliamente como pesticidas.
Estas bacterias producen durante la fase de esporulacién una toxina con fuerte actividad
lepidoptericida. Los genes que codifican para esas toxinas han sido clonados y expresados
recieniemente en plantas. Estas plantas transgénicas han mostrado toxicidad por ellas mismas
contra los insectos.

La metodologia conocida como Reaccién en Cadena de la Polimerasa (P.C.R.), muy recientemente
desarrollada, permite la amplificacién de un gen, usando la extensién del ADN por la ADN
polimerasa a partir de iniciadores especificos.

Un gen truncado conteniendo las 2/3 partes del terminal NH; del gen original, fue aislado de una
preparacién de ADN total de esta bacteria usando P.C.R. Este gen quimérico fue acoplado
directamente a un promotor inducible de E. coli. El producto del gen sintetizado en E. coli fue
identificado por anticuerpos antitoxina y su actividad biolégica fue testada usando larvas de Heliothis
virescens. El andlisis de la secuencia parcial del ADN muestra una alta homologia con la secuencia
reportada en la region 5', pero tiene una divergencia muy alta en la 3'.

ABSTRACT

B. thuringiensis (Bt.) vars. berliner and kurstaki have been widely used as pesticide. Some strains
of these bacteria produce during sporulation an endotoxin very active against several families of
Lepidoptera. The genes that codify for these toxins have been recently cloned and expressed in
plants, these transgenic pla. ts have shown toxicity by themselves against those insects.

Polymerase Chain Reaction (P.C.R.) is a novel methodology that uses the DNA extention by
polimerase from specific primers, complementary to both ends of the segment to be amplified.
The two third parts of the gene, that codigy for the NH; terminal of the Bt. var berliner endotoxin,
was isolated from a total DNA preparation of this bacterium, using P.C.R. technique. This chimaeric
gene was directly coupled to an E. coli heat inducible promotor the gene product synthetized in
E. coli was immunologically identified and its biological activity was assayed using [Heliotis virescens
larvaes. DNA analysis shows a high DNA homology with the reported sequences in the §' region
but a high divergency in 3' end of this chimaeric gene.

INTRODUCCION

En la agricultura moderna el método méis empleado para el control de plagas de
insectos es ¢l uso de insecticidas quimicos. Estos, aparte de su elevado costo, tienen los
inconvenientes de que pueden resultar téxicos al hombre o a los animales, y se ha
comprobado con muchos de ellos que los insectos crean resistencia después de su uso
continuado. EI control bioldgico de plagas ha existido de forma natural y el estudio
sistemitico de este equilibrio ha permitido abrir un campo relativamente nuevo, que se
conoce como lucha biologica.
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Los Lepidépteros forman un orden de insectos que constituyen plagas fundamentales
para muchos cultivos; contra estos se ha venido empleando en varios paises un método de
control biolégico a través de una bacteria entomopatégena del suelo, el Bacillus
thuringiensis. Existen variedades de Bt. toxicas a diferentes 6rdenes de insectos, asi por
ejemplo se han reportado variantes como: kurstaki, thuringiensis, berliner, soto, etc.,
Loxicas a plagas de Lepidopteros (Dulmage, 1981); var. tenebriones y San Diego, toxicas
a plagas de Coledpteros (Hernstadt ef al., 1986) y otras han sido toxicas contra Dipteros
(Goldberg y Mergolit, 1977).

Los mecanismos por los cuales el Bt. resulta téxico a estos insectos, estdn determinado
por la produccién en esta bacteria durante la fase de esporulacién de un polipéptido de
alto peso molecular (oscila de acuerdo con la variedad entre 70 000 y 130 000 dalton),
conocido como delta-endotoxina, que cristaliza formando unas estructuras
morfolégicamente bien caracterizadas llamadas cristales paraesporales. Estos cristalcs
insolubles en soluciones acuosas, neutras o 4cidas, se disuelven a pH alcalino dentro del
intestino de las larvas de insectos, donde parcialmente se hidrolizan formando un péptido
activo que produce parélisis intestinal y pérdidas de liquido a través de las paredes
intestinales, causédndoles una rapida inhibicién de su voracidad y su posterior muerte.
Estd, ademis, profundamente comprobado, que esta toxina es completamente inocua al
hombre y a otros mamiferos.

Si bien el uso de preparados bacterianos (en fase de esporulacién) en el campo,
representa en muchos casos un método muy efectivo para el control de estas plagas, este
tiene, a la vez, algunos inconvenientes; el principal es que el tiempo de residencia de la
forma activa en el campo es breve (s6lo unos pocos dias) pues es degradable por
radiaciones solares de alta energia y es lavado facilmente por la lluvia o regadio, por lo
que su uso es cfectivo solo si se aplica en los primeros momentos después de la deteccion
de las plagas. Ademas, el costo pucde ser tan elevado como los productos quimicos, y en
ocasiones mis auln.

El propésito que ha motivado a los laboratorios a aplicar la ingenieria genética en las
plantas, es introducir de forma estable y expresar el gen que codifica para la
delta-endotoxina del Bt. en el genoma de las plantas, de tal manera que el cultivo produzca
de forma natural la toxina que climine al insecto desde los primeros momentos en que este
se alimenta de la planta.

Actualmente varios laboratorios han logrado, mediante esta via, la obtencién de plantas
transgénicas, toxicas a Lepidopteros (Fischhoff eral, 1987; Vaeck et al, 1987).
La expresion de genes bacterianos en plantas necesita la construccion in vitro de genes
hibridos dondc se unan a las senales de inicio de transcripeidn propias y especificas de
plantas, las regiones del gen bacteriano que codifica para la proteina madura.

En ¢l caso especifico del gen de la toxina del Bt. var. berliner se¢ ha comprobado que
la expresion del gen truncado desde el inicio ATG hasta las 2/3 partes del mismo, brinda
una expresion mayor y por lo tanto aumenta la toxicidad por unidad de superficie de hoja
(Vaeck et al., 1987). Todo csto obliga a extensivas manipulaciones del gen antes de lograr
una construccién con altos niveles de expresion.

Por otro lado, recientemente se ha venido desarrollando una técnica conocida como
reaccién en cadena de la polimerasa (P.C.R.) (Salkiet al., 1986), la cual consiste en utilizar
la facilidad de extension de la cadena de ADN por el fragmento Klenow de la ADN
polimerasa I de E. coli, usando oligonucledtidos complementarios a la cadena que se
"copia” como inicia- dores (primers), para amplificar un segmento dentro de una
preparacion de ADN de alto peso.

En nuestro trabajo logramos la expresion de un gen quimérico de la toxina del Bt. en
E. coli, en solo unos pocos pasos usando esta metodologia.
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MATERIALES Y METODOS

Cepas bacterianas y plasmidios

E. coli. Se usé la cepa MC1066 [F Del: lacx74, hsR’, hsMt, rpsl, galK, tripC9030, leuB600, pyrF::tn5]
como receptora para ensayar la expresion de la toxina del Bt.

Se usaron los plasmidios pUC19 (Yanish-Pergon et al., 1986) y pCQV2 (Queen, 1983)

B. thuringiensis. Se utilizd la cepa de Br.°var. berliner aislada de preparaciones comerciales de
insecticidas.

Purificacion del ADN

ADN total del Bt.de alto peso molecular fue purificado por el método reportado por Kronstad y Whiteley,
1983. Todos los plasmidios fueron obtenidos por el método alcalino de Birnboim y Dolly, 1979.

Reaccion en cadena de la polimerasa (P.C.R.)

Las modificaciones al método de P.C.R., se realizaron a partir del procedimiento de Engelke D.R. er al,,
1988. Estas consisticron en:

1,5 pg de ADN total de Bt var. berliner se mezclaron con 0,5 nmoles de oligonucleétidos
complementarios a cada extremo del segmento a amplificar y con 5 nM de cada nucleétido trifosfato, en 1X
buffer Klenow (100 mM Tris-HCI pH 7,5, 500 mM NaCl, 100 mM MgCl,) en un volumen final de 100 pl.

La mezcla se calenté 5 min a 95°C, se le dio un "golpe de centrifuga” y se colocé 3 min a 37°C. En ese
momento se le adiciona la enzima (1 U de Klenow) y se incubé por 30 min a 37°C. Se le da un "golpe de
centrifuga” y se comienza otro ciclo de desnaturalizacién y extension adicionando 1 U de Klenow nueva en
cada ciclo (figura 1); el nimero de ciclos depende del nivel de amplificacién que se desee (figura 2).

Caliente 12 mezcla - @ -» Pase a 379C * Adicione 1 u. de

2959C, en tede por 2 min. Klenow
eppendort selado 2zeq (tenga cuidadeo con o ghicerol
(200 1) cwando repita muchos ciclas)
t Procedimiento para el $
RER. )
Incube 2 37TOC darante | min.
Repita el cicle por cada 100 pb. a sintetizar
N veces h @ - [para fragmentos mayeores de 10 Kb
2 aeg usc de 15220 % maz de tiempo)
nimero de ug del fragmente de ADN
N= ln[ Mf (Mi XF)] M que se espera al final
In (1+X) M; pg de ADN maal
E fe! 1 ; Eficenas del ado ie PCR
F d:%e;lmu:maigm FRREER X {1 >05)

FIG. 1. Esquema del procedimiento del P.C.R. L.a mezcla contenia: Un pg de ADN total de B,
10 nmoles de cada nucleotido; 0.5 nmoles de cada primer y 1X buffer Klenow.

FIG. 2. Expresion para el cdlculo del ndmero de ciclos necesarios en la amplificacién por P.C.R. de un
segmento dado.
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Purificacién de toxina y produccion de antisueros

La toxina fue purificada de los cuerpos paraesporales de B. thuringiensis var. berliner en fase de
esporulacién, haciendo pequefias modificaciones del método reportado por lbarra y Federici (1986),
obteniéndose un preparado con dos poblaciones moleculares, una mayoritaria de 130 kD y otra de 65 kD,
con una pureza mayor del 85%. Este preparado fue utilizado para la inoculacion de un ceneje en 5 dosis de
300 pg con adyuvante completo; el suero fue extraido y las inmunoglobulinas purificadas, obteniéndose un
titulo de 1/5000; el titulo anti-coli residual fue eliminado enfrentdndolo a una preparacién de proteinas
totales de E. coli.
Actividad biologica

Fue realizada usando larvas de Heliothis virescens en su primer instar. Para cada determinacién se usaron
5 larvas aisladas, alimentadas con discos de hojas de tabaco fresco recubiertos con diferentes cantidades de
toxina o lisados celulares de los clones en ensayo; los discos se reponen cada 24 horas, evaluindose el 4rea
ingerida y el estado de las larvas. En todos los casos la evaluacién final de muerte se realizé a los 5 dias.

Secuenciacion

La secuenciacion del gen se realiz6 usando el método de la interrupcién especifica de la extensién de la
cadena usando dideoxinucleétidos (Sanger et al., 1977).

RESULTADOS Y DISCUSION

La figura 3 nos muestra el disefio de los oligonucleétidos usados para la amplificacion
del fragmento del gen de la toxina del Bt. usados para la construccién de los genes
quiméricos. El oligo 5’ presenta 15 pares de bases de homologia con los nucleétidos que
forman los primeros codones de la toxina, incluyendo el ATG y ocho nucledtidos
adicionales a su 5’ terminal para introducir un sitio BamHI; el oligo del otro extremo es
complementario con los nucledtidos del 2116 al 2124 del gen del Bt. berliner reportado
por Héfte etal., 1986, ¢ introduce en su terminal 3’ dos codones de terminacién
consecutivos en fasc y un sitio BamHI.

-300 -1 1 met a3sn_asn pro

TGGATCCT ATGGATAACAATCS —————————

>
ser thr asp de thr de gln glv gly asp ag
—— ¢ AGT ACGGAT AT ACC ATC CAA GGAGGC GATGACGTA 2133 =,
e———+—— TAATGG TAG ATT ACT CCTAGE T
ue thrile stop siop

8
=7 3531 CITCITATGGAGGAATAA 3603 |
pb aa M lew leu met gln gln stop
GEN ORIGINAL | 3606 | 1155 | 130Kd. 1155
GEN QUIMERICO| 2123 | 708 | 80KA.

FIG. 3. Diseno de los oligonucléétidos usados para la amplificacion por P.C.R. del gen quimérico de la
&-endotoxina del Br. var. berliner.

Durante la amplificacion se comprob6 que a partir de 1 wg de ADN total, después del
ciclo 17, la banda amplificada era perfectamente visible en agarosa (figura 4) cuando es
aplicada una veinteava parte de la mezcla. Esto indica que la eficiencia promedio por
ciclo fue de entre el 40 % y el 50 % aproximadamente, que es alta, de acuerdo con otros
resultados del labora- torio cuando se utiliza esta metodologia para amplificar segmentos
a partir de preparaciones de ADN total (es decir, para frecuencias bajas del gen en la
preparacion inicial de ADN).
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E ‘A HindlIII
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FIG. 4. Electroforesis en agarosa 0,8 % del resultado del P.C.R. después de los ciclos 16 al 20. Cinco pl
del total de 100 wl iniciales se aplicaron en cada ciclo analizado.

La banda resultante de la amplificacién preparativa fue separada del resto del ADN
cromosomal por electroforesis en agarosa de baja temperatura de gelificacion (LGT). La
banda eluida sc¢ dirigi6 con la enzima BamHI y fue introducida en el plasmidio de
expresién pCOV2 en ¢l sitio Bam HI; las colonias recombinantes con el gen de Bt. en
orientacion correcta fueron inmuno-identificadas in vitro obteniéndose dos colonias que
portaban plasmidios que por andlisis de restriccion mostraban un patrén similar (pBPCV3
y pBPCV4).

La cuantificacién y caracterizacion de la proteina producida por estos clones fue
realizada en electroforesis de proteinas totales de las bacterias inducidas y no inducidas,
La figura 5 muestra una banda de peso molecular (PM) aproximado de 65 kD presente
en los clones inducidos y ausente en los clones no inducidos o en ¢l control del pCQV2.
El PM del producto de la expresion del gen quimérico es inferior en 15 kD al esperado
segiin la secuencia nucleotidica reportada. Esta diferencia pudiera estar relacionada con
la presencia de proteasas en E. coli. Es conocido que preparaciones purificadas de la
toxina natural tienen presente un componente menor, de aproximadamente 65 kD.;
también se conoce que la degradacion de la toxina por proteasas del intestino del insecto
produce componentes de esta talla (Tojo, 1986).

Diferentes cantidades del lisado de proteinas totales de las cepas, inducidas y no
inducidas, fueron inmovilizadas en filtros de nitrocelulosa, detectdndose que el clon 4 de
E. coli conteniendo el gen quimérico produce una proteina inducible reconocida por los
anticuerpos anticristales de la toxina del Bt. (figura 6).
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FIG. 5 Electroforesis en poliacrilamida -SDS 12 % de los lisados totales de las bacterias (E. coli MC1066)
conteniendo las diferentes construcciones. La aplicacién en cada pocillo equivale a 3 0.D. Las muestras
se crecieron a 30°C a la densidad 6ptica de 1; las muestras inducidas se pasaron a 42°C ¢n agitacion por
3 horas mds. 1) Patrén de pesos moleculares. 2) Toxina de Bt. purificada. 3) £. coli MC1066 con pCOQV2.
4) E. coli MC1066 con pBPCV3 no inducido. 5) E. coli MC1066 con pBPCV3 inducido. 6) E. coli
MC1066 con pBPCV4 no inducido. 7) E. coli MC1066 con pBPCV4 inducido. 8) E. coli MC1066 con
pBPK;; (clon conteniendo fragmento de 4,5 Kb. del gen de la toxina del Bt. Kurstaki).

FIG. 6. Inmuno-dot del lisado de proteinas totales de los clones de £. coli inducidos y no inducidos (como

se describe en el pie de la figura 5), conteniendo el gen quimérico. La deteccién se realiz6 mediante la
absorcién de proteina A de Staphilococus aureos marcada con 1251 por los anticuerpos de conejo

antitoxina.
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Para comprobar que ¢l péptido truncado producido por estos clones tenia actividad
biolégica se realizo una confrontacion con larvas de Heliothis virescens. En la figura 7 puede
observarse que el sistema biologico utilizado fue sensible a aproximadamente 10 ng de t6xina
por cm? de hoja, obteniéndose el 100% de muertes al ingerir las larvas esta dosis. Uno de los
clones inducidos produjo estados patolégicos y muertes en un nimero significativo de larvas,
con lo cual se puede asegurar que el péptido producido por el gen disefiado mantiene su
actividad biologica.

M A:eaingerida Larvas muertas [ ]
50

40
30
20

10

FIG. 7. Actividad biolégica de los clones de E. coli conteniendo los genes quiméricos de la toxina del Bt
Las determinaciones se hicieron con cinco larvas de Heliothis virescens y la evaluacién final fue a los cinco
dias. A) Control; B) pCQV2/MC1066 (1 OD/em?2); C) Toxina de Bt. b. (100 ng/em?; D) Toxina de Bt.k.
(100 ng/em?); B) pBPCV3/MC1066 (1 OD/cm?) no inducido; F) pBPCV3/MC1066 (1 OD/em?) inducido;
G) pBPCV4/MC1066 (1 OD/em?) no inducido; H) pBPCV4/MC1066 (1 OD/em?) inducido;
) pBPK11,MC1066 (1 OD/cm?).

La comparacion de la secuencia del fragmento del gen clonado y expresado por
nosotros, con la reportada para el Bt. var berliner (Hofte et al., 1986), muestra una gran
diferencia en la region 3’ del gen truncado, o sea, alrededor de la base 2100 a partir del
ATG de la secuencia reportada, manteniendo una alta homologia en la regi6n inicial (de
la base 1 a la 400 a partir del ATG).

Una schal de parada anterior a la posicion esperada (la introducida con el oligo del
P.C.R.) de este gen pudicra también ser una explicacion alternativa del tamano menor al
esperado encontrado en ¢l producto de la expresion de los clones pBPCV3 y pPBPCV4 en
la electroforesis de proteinas totales.

CONCLUSIONES

Hemos logrado rescatar de una preparacion de ADN total del Bt. var. berliner, mediante
P.C.R., una secuencia nucleotidica que codifica para una proteina que ¢s reconocida por los
anticuerpos antitoxina del B. thuringiensis y tiene una alta homologia con el gen reportado en
la region 5, pero dificre en la 3°. El péptido producido por el gen quimérico cs capaz de
producir una sintomatologia similar a la toxina original en larvas de H. virescens.
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