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RESUMEN GENERAL

El gen cryl0A de Bacillus thuringiensis serovar israelensis codifica por
proteinas bioinsecticidas utiles para el desarrollo de estrategias de control sostenible de
plagas como Hypothenemus hampei y Aedes aegypti. El potencial de la proteina habia
sido descartada para 4. aegypti, lo cual se bas6 erroneamente en bioensayos realizados
con cepas recombinantes con bajos niveles de expresion de Cryl0A. Ademas, este gen
es interesante pues se encuentra fragmentado en dos marcos abiertos de lectura (ORF1
y ORF2), producto de la insercion de una secuencia de 48 bp (GAP) que presenta
codones de terminacion. En el presente trabajo se logrd el disefio de estrategias de
clonacion y estudio del gen cryl0A con lo cual se espera que se logren dilucidar
interrogantes con respecto a la importancia de cada ORF tanto en la expresion como en
la toxicidad de Cryl0A. Se logré la expresion estable y cristalizacion de las proteinas
correspondientes a ambos ORFs del gen cryl0A en cepas acristaliferas de Bt; y se
determiné el efecto bioinsecticida contra H. hampei y contra 4. aegypti. El complejo
espora-cristal Cryl0A resulto ser activo contra 4. aegypti con una DLsy de 2 pg/ml; y
contra broca con una mortalidad del 20% en bioensayos burdos a una concentracion de
50 pg/em’. Ademés, esta proteina actiia de manera sinérgica con CytlA en ambos
insectos con lo que se presentd una mortalidad del 100% en bioensayos burdos con H.
hampei y una DLsy de 41 ng/ml para mosquitos. Los resultados obtenidos en la presente
investigacion plantean nuevas estrategias para el control de la broca del café y de

mosquitos.

Palabras clave: Bacillus thuringiensis, Cryl0A, Cyt, sinergismo, Hypothenemus hampei, Aedes aegypti.
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INTRODUCCION

El desarrollo de insecticidas sintéticos ha sido de importancia tanto para el control
de plagas agricolas, como de insectos vectores de enfermedades humanas. Sin embargo,
su uso indiscriminado ha ocasionado la contaminacion de aguas superficiales y
subterraneas, la seleccion de insectos resistentes, dafios en la flora y fauna, efectos
negativos en la salud de trabajadores agricolas y en los consumidores de productos con
residuos toxicos de dichos insecticidas. Un ejemplo del uso excesivo de tales productos
se refleja en el hecho de que en Costa Rica, la importacion de plaguicidas aumentd de
330.000 kg en 1991, a 18.522.000 kg en el 2001 (SIDES, 2001). Actualmente, existen
alternativas al uso de los insecticidas sintéticos, una de ellas es el empleo de

microorganismos entomopatogenos como la bacteria Bacillus thuringiensis (Bf).

B. thuringiensis es el microorganismo mas utilizado para la formulacién de
bioinsecticidas en el mundo (Caballero y Ferré, 2001). En la actualidad existen al menos
26 cepas de Bt registrados en la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos
(USEPA), incluyendo 15 cepas silvestres, dentro de los serotipos kurstaki, aizawai e
israelensis; y 3 obtenidas por recombinacion por conjugacion de plasmidos (Doping y
Menn, 2000; citados por Schallmey ef al., 2004). Uno de los aspectos mas importantes de
esta bacteria es la presencia de diversos genes cry que codifican proteinas toxicas y
especificas para diversos ordenes de insectos. Los genes son intercambiables entre cepas
de B. thuringiensis debido a que se encuentran en elementos extracromosOmicos

conocidos como plasmidos (Aronson et al., 1986).

La utilidad de este microorganismo no se limita a su uso como bioinsecticida, sino
que los genes cry que codifican las toxinas pueden introducirse mediante ingenieria
genética en el genoma de especies vegetales para conferir resistencia a plagas insectiles.
Actualmente, existen en el mercado variedades de maiz-Bt que expresan los genes
crylAb y cry9C, algoddn-Bt con los genes crylAc, ambos para el control de larvas de
lepiddpteros. También se han comercializado variedades de papa con el gen cry34 para el

control del coledptero Leptinotarsa decemlineata (Shelton et al., 2002).
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Uno de los usos promisorios de esta bacteria es para el control de la broca del

cafeto (Hypothenemus hampei). El Programa de Mejoramiento Genético de Cultivos
(PMGC) del Centro de Investigacion en Biologia Celular y Molecular (CIBCM) cuenta
con la cepa Bacillus thuringiensis serovar israelensis, que expresa la proteina Cryl0A,
potencialmente toxica para el control de la broca (Hypothenemus hampei Ferrari) y el
mosquito transmisor del dengue (dedes aegypti). El gen que codifica por la proteina
bioinsecticida pueden aislarse y expresarse en cepas de E. coli, o bien en cepas
acristaliferas de Bt. Este proceso es de gran importancia ya que se debe de disponer del
gen aislado para su manipulacion; ademas, la expresion del gen cryl0A4 permitira probar

la toxicidad de la proteina contra broca y el mosquito 4. aegypti mediante bioensayos.

En el presente trabajo se establecieron estrategias de clonacion y modificacion del
gen cryl0A, lo cual permitid su expresion estable; ademds, se determind su efecto

bioinsecticida contra H. hampei y A. aegypti.



OBJETIVOS

General:
Clonar y expresar el gen cryl0A de la cepa Bti, que codifica por proteinas Cry
potencialmente toxicas para Hypothenemus hampei y para Aedes aegypti. Se demostrara

ademas, la efectividad de Cry10A mediante bioensayos con A. aegypti; y con H. hampei.

Especificos y actividades:

» Desarrollar estrategias de clonacion del gen cryl0A.

o Amplificar mediante PCR los genes cryl04 silvestre, ORF1 y ORF2 del
gen cryl0A silvestre e insertarlos en el vector de clonacion pCR2.1-
TOPO.

» Lograr la expresion estable del gen cryl0A4 en cepas acristaliferas de Bt.
o Subclonar los genes genes cryl04 silvestre, ORF1 y ORF2 del gen cry104
silvestre en el vector de expresion de B. thuringiensis pSTAB

o Transformar células de Bt acristaliferas 4q7 (tipo Bti) con las
construcciones pSTAB-cryl04 silvestre.

» Determinar la actividad bioinsecticida de Cryl0A
o Realizar bioensayos burdos con las cepas transformadas con la
construccion pSTAB-cryl0A para probar la efectividad contra 4. aegypti y
contra H. hampei.



CAPITULO I
REVISION DE LITERATURA
1.1 Antecedentes

Cepas de Bt activas contra H. hampei

Recientemente se descubrid que la cepa Bacillus thuringiensis serovar israelensis
(Bti) es activa contra larvas de primer instar de H. hampei (Lopez et al., 2003). El
laboratorio de Bioinsecticidas del CINVESTAYV, Irapuato, México llevo a cabo
bioensayos preliminares con larvas de H. hampei y probo individualmente 4 de las 5
proteinas Cry codificadas por la cepa Bti (Figura I-1): cry4A, cry4B, cryll y cyt, pero no
encontro efecto toxico por parte de dichas proteinas. La tnica proteina que no se incluyo
en el estudio fue la Cryl0A (Figura I-1), la cual podria ser la causante de la toxicidad de

la cepa Bti.
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Figura I-1. Mapa del plasmido la cepa Bacillus thuringiensis serovar israelensis. En un circulo rojo se
indica el gen cryl0A, de interés por el potencial que tiene la proteina codificante en el control de la
broca. En diferentes colores se indican los distintos genes: en gris: toxinas y péptidos antibidticos;
en rosado relacionado a transposones; en naranja: region conservada; rojo: metabolismo; azul
regulatorio, verde brillante genes asociados a superficie; verde claro: desconocido; amarillo: genes
de metabolismo miscelaneo. Tomado y adaptado de Berry et al. (2002)
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Es importante indicar que Obando y colaboradores demostraron efecto toxico de

la cepa Bfi en adultos de H. hampei (comunicacion personal)!, detalle que resulta
interesante, ya que esta cepa tendria potencial para matar los dos estadios que tienen

mayor importancia por su potencial destructivo de los frutos del cafeto.
Cryl10A contra Aedes aegypti

La proteina CrylOA presenta una toxicidad baja contra Aedes aegypti segiun
Thorne et al. (1986), Garduno et al. (1988) y Delecluse, et al. (1988). Estos autores
tienen como prueba, bioensayos realizados con cepas de E. coli, B. subtilis y Bt con
niveles bajos de expresion de la proteina recombinante. Esto resulta intrigante, y plantea
la necesidad de aclarar este resultado mediante la adecuada expresion de Cryl0A y su

posterior bioensayo con 4. aegypti.

1.2 Entorno historico de Bacillus thuringiensis

El descubrimiento de Bacillus thuringiensis se presenté en el afio de 1901 cuando
el japonés S. Ishiwata aisl6 un bacilo causante de una enfermedad en larvas del gusano de
la seda (Bombyx mori), el cual bautiz6 como Sottokin (Ishawata, 1901, citado por
Frankenhuyze, 1993). Este nombre era descriptivo de la enfermedad y su significado es
“bacillo de muerte subita”. A pesar de su importante hallazgo, no fue sino hasta 1915
cuando el aleman Ernest Berliner, formalizo el “descubrimiento” de Bt al aislar un
organismo similar de larvas de Anagasta kuehniella provenientes de la provincia de

Thuringia (Galan et al., 1996).

El primer producto formulado de Bt se llamé Sporoidine y estuvo disponible en
el afio 1938 y fue producido en Francia por el laboratorio Liebec (Frankenhuyzen, 1993).
Este producto era muy efectivo para proteger al trigo de A. kuehniella, sin embargo, se

dej6 de producir debido a los estragos econémicos causados por la II Guerra Mundial.

El estudio de B. thuringiensis se tuvo en menos entre los afios 1920 a 1950.
En 1953 los estudios de microscopia electronica plantearon la hipdtesis que el cuerpo

paraesporal de Bt podria relacionarse con su efecto toxico (Hannay, 1953). Esta acertada

" Obando, A. 2006. Bioensayos de Hypothenemus hampei (broca) con la cepa Bti (entrevista). San José,
Costa Rica, Centro de Investigacion en Biologia Celular y Molecular.
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hipotesis fue demostrada afios mas tarde y para el afio de 1967 Heimpel nombra a esta

toxina &-endotoxina (Cooksey, 1971).

Para el afo de 1957 se disponia del producto “Thuricide”, mientras que en los
afios 1960 aparece en el mercado el “Dipel” preparado con base en el serotipo kurstaki
(Betz et al., 2000). El auge y la popularidad de Bt se alcanza en los afnos 1980, a medida
que los insecticidas quimicos fueron perdiendo efectividad debido al desarrollo de
resistencia de insectos, o bien se empezaron a dar restricciones ambientales por ser de

amplio espectro y muy toxicos a humanos (Frankenhuyzen, 1993).

En el afio de 1987 se presentd el primer reporte de la insercion de genes que
codifican para d-endotoxinas de Bt en plantas de tabaco (Barton et al., 1987; Vaek et al.,
1987). Actualmente, es comun este tipo de inserciones de genes de Bacillus turingiensis
en plantas para conferir resistencia a plagas, ademads, el uso de Bt en forma de
bioinsecticidas sigue siendo muy utilizado tanto en sistemas de agricultura organica como

tradicional.

1.3 Mecanismo de sobrevivencia de Bf y colonizacion de hospederos
insectiles

B. thuringiensis es una bacteria entomopatogena, Gram positiva, aerobia que
forma estructuras de resistencia, llamadas endosporas, cuando se presentan condiciones
adversas de estrés (Aronson, 1994). La forma esporulada le permite sobrevivir en
ambientes muy desfavorables tales como: altas temperaturas, desecacion, radiacion,
acidos y desinfectantes quimicos; mientras que en condiciones favorables de crecimiento
la endéspora germina e inicia la fase vegetativa (Madigan et al., 1999; Prescott et al.,

1999).

Ahora bien, B. thuringiensis es una bacteria con estrategias de sobrevivencia
eficientes, por lo que no solamente produce estructuras de resistencia, sino que durante el
proceso de esporulacion sintetiza una gran cantidad de proteinas bioinsecticidas contra
insectos especificos, conocidas como &-endotoxinas (Aronson, 1994). Las proteinas
bioinsecticidas presentan dos caracteristicas especiales, la primera es que son sintetizadas

en forma de protoxinas inactivas y la segunda es que son compactadas en inclusiones
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cristalinas capaces de resistir proteasas y condiciones adversas del ambiente (Agaisse y

Lereclus, 1995).

La ingesta por parte de insectos susceptibles de esporas de Bt junto con las
inclusiones cristalinas, tiene un efecto toxico sinérgico y es clave en el éxito de la
bacteria como organismo entomopatdégeno (Barboza e Ibarra, 1998). Inicialmente, los
cristales se disgregan debido al pH extremo del sistema digestivo de los insectos (Honée
y Viseer, 1993). Una vez disgregados, las protoxinas se convierten en toxinas activas
cuando diversas proteasas de este ambiente eliminan parte de los extremos amino y
carboxilo de la protoxina (Whalon y Windegerd, 2003). Este proceso varia dependiendo
de las proteasas del intestino del insecto: en dipteros y lepidopteros son principalmente
serin-proteasas mientras que en coledpteros son proteasas que actlian en sitios con

aspartato (Terra et al., 1994 citado por Maag et al., 2001) (Figura I-2).

A Cristal B Los cristales se disuelven C Las toxinas se unen a receptores
y se activan las protoxinas del epitelio intestinal ’
I Epithelium
i o /' protoxinas - *
' S * Receptores Perforacion
Espora /ﬁ de la
membrana

toxinas

D Las esporas " f
germinan y
prolifera Bt ‘\,

Figura I-2. Esquema del modo de accion del complejo espora-cristal de Bacillus thuringiensis en larvas
susceptibles. En a) el insecto susceptible ingiere esporas y cristales de Bf; b) los cristales se
disuelve debido a pH extremo del sistema digestivo del insecto, esto libera las protoxinas, que son
posteriormente activadas por proteodlisis por distintas enzimas del insecto; ¢) las toxinas se unen a
receptores especificos del epitelio intestinal y favorecen la formacién de poros, lo que permite el
intercambio de iones y la neutralizacién del pH del intestino medio; d) las condiciones de pH
neutro favorecen la germinacion de las esporas y la colonizacion del insecto hospedero por Bt y
otras bacterias oportunistas. Tomado y modificado de WHO, 1999.



Las toxinas penetran la membrana peritrofica y se unen a receptores
glicoproteicos especificos localizados en las microvellosidades de las células columnares
del intestino medio de lepiddpteros, coledpteros y dipteros, posteriormente la agrupacion
de las 3-endotoxinas lleva a la formacion de un poro (Galan et al., 1996). El poro hace
permeable la membrana, lo que ocasiona un desequilibrio en la concentracion de iones y
por lo tanto se produce una lisis osmotica de las células del epitelio intestinal del insecto
(Gill et al., 1992; Rajamohan et al; 1998; Schnepf et al., 1998). El mecanismo de poro es
comun en toxinas de otras bacterias, por ejemplo la aerolisina y la toxina a-hemolisina de
S. aureus (Aronson y Shai, 2001). El intercambio de iones lleva a una neutralizacion del
pH, lo cual provoca una disminucién o inhibicion de la alimentacion del insecto, ademas,
se generan condiciones adecuadas para que la espora germine, de tal manera que la
forma vegetativa de Bf pueda colonizar el insecto (Whalon y Windegerd, 2003) (Figura I-
2). El proceso posterior no se ha estudiado con mucho detalle, pero se conoce que el

insecto muere por inanicidon y/o septicemia (Knowles, 1994).

1.4 Especificidad de las cepas de Bt

Los productos formulados con base en Bt representan el 90% del total de los
bioinsecticidas que se ofrecen en el mercado (Agaisse y Lereclus, 1995) Su amplio uso,
tanto en agricultura tradicional como organica en el control plagas insectiles de
importancia econdmica, ha demostrado ser una estrategia que protege los ecosistemas
agricolas y naturales (Dulmage 1971; Gustafson et al., 1997). En el campo agrondmico,
la mayoria de los productos basados en Bt van dirigidos hacia larvas del orden
Lepidoptera, aunque también existen productos contra coleopteros derivados de cepas de
Bt cepa tenebrionis como DiTera de Laboratorios Abbott; M-one de la Compaiiia
Mycoge, Novodor de Novo Nordisk y Trident de la compaiiia Termo Trilogy Corporation
(Aronson et al., 1986; Caballero y Ferr¢, 2001). Sin embargo, estos productos no ejercen

control sobre H. hampei.

La alta diversidad y abundancia de cepas con diferentes especificidades, ofrece
una amplia gama de posibilidades de control para mas de 18 diferentes ordenes de

insectos plaga (Audtho ef al., 1999). Ademads, se pueden utilizar varias cepas con o-
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endotoxinas que reconozcan receptores diferentes, de tal forma que la probabilidad de

surgimiento de resistencia a largo plazo se reduce considerablemente (Sivasupramaniam
et al., 2000). Por ejemplo en el caso de Plutella xylostella se podrian utilizar las
proteinas CrylA, CrylB y CrylC, todas ellas con receptores distintos (Ferré¢ y Van Rie,
2002) (Figura I-3).

CrylAa  CrylAb CrylAc CrylF Cryl] CrylB  CrylC

' S o9 E B

A~ L~

e [l A ™ e
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Figura I-3. Modelo de union de proteinas Cry a receptores de células de la membrana media de Plutella
xylostella en el cual se postula que CrylAa es capaz de unirse al receptor 1 y 2, mientras que
CrylAb, CrylAc, CrylF y CrylJ solamente se unen al receptor 2; ademas, tanto CrylB como
CrylC se unen a un receptor especifico distinto, 3 y 4 respectivamente (Tomado de Ferré y Van
Rie, 2002).

La especificidad de muchas de las ¢-endotoxinas de Bt contra grupos particulares
de insectos o invertebrados es uno de los atributos mas importantes de esta bacteria.
Contrario al amplio espectro de los insecticidas sintéticos, las endotoxinas son inocuas a
mamiferos, anfibios, pajaros, aves y reptiles (Schnepf et al., 1998; Ballester, ef al., 1999).
Esto representa una gran ventaja para el ambiente y el agricultor, debido a que los
parasitoides y depredadores naturales, asi como organismos de importancia en el suelo,

no son eliminados del agroecosistema (Prieto-Samsonov et al., 1997).
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1.5 Importancia del uso de genes cry de Bt para conferir resistencia a la
broca del café

El café es, desde hace mas de 300 afios, una de las mercancias mas importantes
del comercio internacional (Gonzalez, 1998). En el ano 2005, en Costa Rica, el café¢
produjo divisas al pais por 230,6 millones de dolares, lo que representd el séptimo puesto
en cuanto a los ingresos del pais (Procomer, 2006). La cantidad y calidad de café¢ se
disminuye drasticamente debido a la broca del cafeto (Hyphotenemus hampei) (Le Pelley,
1968; Bustillo et al., 1998). Las pérdidas se deben a que este insecto se alimenta en todas
las fases de su ciclo de vida del fruto del café, donde se refugia y reproduce (Castillo et
al., 2001) (Figura 1-4). Esta plaga estd ampliamente distribuida en todos los paises
productores de café, con excepcion de Panamad, y representa un gran problema debido a
que las medidas de control que existen son ineficientes, costosas y de dificil

implementacion (Guharay y Monterrey, 1997).

Figura I-4. Frutos de café (Coffea arabica) infestados por la broca (Hypothenemus hampei) en A) se
muestra una hembra de H. hampei antes de colonizar el grano (Greb, 2005) y en B) un grano

infestado y casi totalmente consumido por la broca (cortesia de Maribel Portilla).

La alternativa mas inmediata para el agricultor en el control de la broca es
mediante el insecticida organoclorado Endosulfan. Este insecticida es conocido por ser
altamente toxico (LDsp 160 mg/Kg en ratas) y mutagénico, ademas, contamina suelos y
fuentes de agua, es dafiino a la vida silvestre, genera resistencia y favorece el surgimiento
de plagas secundarias como los minadores foliares (Bustillo et al, 1998). Por estas

razones, es importante buscar nuevas estrategias de control de la broca del café.
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La cepa B. thuringiensis serovar israelensis ha demostrado ser efectiva para el

control de H. hampei (Lopez et al., 2003). El aislamiento del gen que codifica la proteina
toxica a este insecto permitird el desarrollo de nuevas soluciones amigables con el
ambiente, tal como la generacion de plantas de café resistentes mediante ingenieria
genética. En la actualidad ya existen reportes de transformacion de café con el gen
crylAc para conferirle resistencia al minador de la hoja (Perileucoptera coffeella) (Leroy
et al., 2000). Ademas, el PMGC desarrolld protocolos de cultivo in vitro para la
produccion de tejidos embriogénicos aptos para la transformacion genética y la
regeneracion de plantulas de café (Gatica et al., 2003). Actualmente, se optimiza los
protocolos para la transformacion genética de este cultivo, utilizando para ello genes
marcadores. Ademas, cabe indicar que el PMGC del CIBCM tiene experiencia en Bt, en
el cultivo in vitro, transformacion genética y evaluacion en campo de variedades de arroz
modificadas genéticamente (Arrieta, 2003; Espinoza, 2003; Herndndez, 2002; Muiioz,
2000).

1.6 Bacillus thuringiensis como fuente de genes utiles para la ingenieria
genética de plantas

Bacillus thuringiensis es una bacteria con una alta diversidad de genes que
codifican para proteinas bioinsecticidas. En la actualidad existen al menos cuatro genes
de d-endotoxinas Cry que se usan en maiz y algodon para protegerlo del ataque de larvas
de lepidopteros, estos genes son el Cryl Ab, CrylAc, Cry2 y Cry9 (Shelton et al., 2002).
El potencial de los genes de Bt es aun mayor, puesto que se conocen mas de 300 genes
distintos que codifican para &-endotoxinas Cry y Cyt (Crickmore et al., 1998;
actualizacion disponible en htp://www.lifesci.sussex.ac.uk /home/Neil Crickmore/Bt/);
ademas, Bt dispone de un arsenal de proteinas para colonizar su hospedero cuando se
encuentra en su forma vegetativa, como lo son las proteinas Vip (Estruch et al., 1996),

proteasas y quitinasas (Schnepf et al., 1998).

El DNA cromosémico de Bf es de un tamano es de 5.2 millones de pares de bases
y tiene un contenido de A-T del 65%, dispone de 105 RNAt y 14 RNAr (Ussery et al.,
2004; Schnepf et al., 1998). Los genes cry se encuentran en plasmidos y pueden llegar a
representar entre el 10 al 20% del DNA total (Barboza e Ibarra, 1998). Una cepa de Bt

puede llegar a tener hasta 12 diferentes plasmidos que varian en tamafio de 1.4 MDa a
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180 MDa; aunque lo normal es que se presenten pocos plasmidos de gran tamafo

(Aronson, 2002). La codificacion de genes en plasmidos es ventajosa para la bacteria,
debido a que este tipo de elemento extracromosdmico es facilmente intercambiable con
otras cepas de la misma especie mediante conjugacion (Aronson et al., 1986). Ademas,
muchos genes cry estan flanqueados por secuencias similares a transposones (Schnepf et

al., 1998), que podrian ser utiles para la movilizacion de genes entre plasmidos de Btz.

Como se menciond con anterioridad, actualmente se conoce la secuencia de mas
de 300 genes cry, estos genes se han clasificado en mas de 22 grupos y diferentes
subgrupos de acuerdo con su similaridad en la secuencia de aminoacidos

(http://www.biols.susx.ac.uk/Home/ Neil Crickmore/Bt/, Crickmore et al., 1998).

La actividad de algunas &-endotoxinas no se limita a un orden especifico de
insectos, sino mas bien, existe una amplia diversidad de este tipo de proteinas
bioinsecticidas especificas contra insectos de distintos drdenes: Lepidoptera, Coleoptera y
Diptera, ademas de nematodos. De manera general, las proteinas Cryl, Cry2 y Cry9 son
toxicas a lepidopteros; Cry3, Cry7 y Cry8 son efectivas contra coledpteros, mientras que
las CryIB y CrylI tienen un efecto dual contra coleopteros y lepidopteros. Las proteinas
Cry5, Cryl2, Cryl3 y Cryl4 act@ian contra nematodos mientras que las Cry2, Cry4,
Cryl0A, Cryll, Cryl6, Cryl7, Cryl9 y las Cyt son téxicas a dipteros (Bravo et al.,
1998).

Ahora bien, tanto la estrategia de disefio de bioinsecticidas como el desarrollo de
plantas transgénicas implican el estudio de genes cry especificos que codifican para
proteinas bioinsecticidas. Para ello es necesario el aislamiento del gen de interés. Este
proceso es posible mediante técnicas directas o indirectas de clonacién de genes. Las
directas implican la amplificacion mediante PCR, y las indirectas, la creacion de
genotecas y la posterior busqueda de cepas que contengan el gen en estudio (Hartl et al.,

2005; Alberts et al., 1994)

Las técnicas directas de clonacion se realizan mediante el disefio de iniciadores
que flanqueen el gen de interés. El gen se amplifica mediante PCR y es insertado en un

vector de clonacion (plasmido) e introducido en un organismo receptor que puede ser E.
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coli. Posteriormente, el gen puede manipularse e insertarse en vectores de expresion de E.

coli o bien en cepas acristaliferas de B. thuringiensis (Arantes y Lereclus, 1991).

Las técnicas indirectas de clonacion conllevan el aislamiento de DNA de Bacillus
thuringiensis, digestion parcial mediante enzimas de restriccion e insercion de los
segmentos obtenidos en vectores que son posteriormente introducidos en E. coli. El
conjunto de clones de E. coli que contienen la totalidad de los genes es llamada
genoteca. A partir de esta genoteca se realiza una hibridizaciéon con una sonda de DNA
marcada para identificar la o las cepas que contienen el gen de interés (Hartl et al., 2005;

Alberts et al., 1994).

Una vez obtenido el gen, es importante secuenciar y estudiar la expresion de
dicho gen mediante técnicas moleculares y bioensayos. Ademas, en la actualidad existen
vectores de expresion de genes cry, que permiten la expresion de los mismos en cepas
acristaliferas de Bt como por ejemplo pHT315, pHT3101y pSTAB (Arantes y Lerecluse,
1991; Park et al., 1999).

El Programa de Mejoramiento Genético de Cultivos del CIBCM tiene particular
interés en el gen cryl0A, debido a su uso potencial para el control de la plaga del café H.
hampei. El aislamiento y expresion de este gen permitira determinar la efectividad de la
proteina codificada para el control de la broca mediante bioensayos. Esto a su vez,

permitira plantear estrategias novedosas de control sostenible de esta importante plaga

del café.

1.7 El gen cryl0A

El gen cryl0A fue aislado por primera vez por Thorne et al. (1986) de Bacillus
thuringiensis serovar israelensis (Bti) y se denomino inicialmente crylVC. Tanto Thorne
et al. (1986), como Garduno et al. (1988) y Delecluse et al. (1988) obtuvieron bajos
niveles de expresion de la proteina CrylOA en E. coli, B. subtilis y B. thuringiensis.
Ademas, como producto de estos trabajo, actualmente se considera que Cryl0A presenta
una baja toxicidad contra 4. aegypti. Por ejemplo, Thorne et al. (1986) reporta una
mortalidad del 70% con 125 pg/ml de una preparaciéon de B. subtilis recombinante;
mientras que Delecluse et al. (1988) indican una mortalidad de tan solo un 15% a las 24h

al utilizar un cultivo concentrado de E. coli. Estas mortalidades son muy bajas si se
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compara con la DLsy de Cryl1 de 4,34 pg/ml, de Cry4A de 28,0ug/ml, o de CytlA con

1,86 ng/ml (Wirth et al., 2004). Sin embargo, estos resultados podrian deberse a una baja
concentracion de Cryl0A, mas que a su toxicidad. Ademas, ninguna de estas cepas seria
util para determinar el efecto de Cryl0A en H. hampei debido a que la baja expresion de
la proteina pondria en duda el resultado. Esto plantea la necesidad de nuevas estrategias
de clonacion del gen cryl0A4 que permitan una expresion estable. La estructura misma del

gen es util en el disefo de estas estrategias y se analiza a continuacion.

Anteriormente, se describidé que los genes cry se traducen como protoxinas que
posteriormente son activadas por protedlisis en el intestino medio de insectos
susceptibles. El gen cryl0A es en parte, una excepcion a este comportamiento. En
realidad este gen se traduce como dos marcos abiertos de lectura (ORFs) (Delecluse et
al., 1988). El primero contiene una protoxina corta que se deduce de un peso molecular
de 78 kDa; mientras que el segundo ORF codifica para una proteina de 58 kDa que es
homologa al extremo carboxi-terminal de otras proteinas Cry y que se elimina durante la
activacion de la protoxina (Berry et al., 2002). Se cree que durante el proceso evolutivo
de la cepa Bti, la secuencia de cryl0A, cuyo marco abierto de lectura codificaba por una
protoxina de 130kDa, se fragmentd en dos ORFs, mediante la insercion de 48 pb que
introdujo dos codones de terminacion, uno a los 2025 y otro a las 2063 bases corriente

abajo del codon de iniciacion ATG (Berry et al., 2002).

La estructura del gen cryl0A4 que se describid anteriormente es importante en el
establecimiento de estrategias de clonacion de este gen. En realidad ni Thorne et al.
(1986), ni Garduno et al. (1988), clonaron la secuencia cryl0A completa con sus dos
ORFs, sino solamente el ORF1. El uso de la secuencia completa podria brindar una
mayor estabilidad al RNAm de manera similar a lo que ocurre con otros genes cry
(Schnepf et al., 1998). Ademas, se podria utilizar un promotor fuerte como CytlA, y un
estabilizador del RNAm como el Shine Dalgarno de cry3A. En el presente trabajo se
plantean distintas estrategias de clonacion de cryl0A4 en las cuales se toma en cuenta cada

una de estas consideraciones.
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1.7 Plantas modificadas genéticamente con genes cry de Bacillus
thuringiensis

Los primeros pasos en la ingenieria genética de plantas utilizando genes cry, se
presentaron al insertar los genes que codifican para la protoxina CrylAb de Bf en tabaco
mediante Agrobacterium tumefasciens, resultando en niveles bajos de expresion y de
toxicidad (Vaek et al., 1987). Los primeros resultados exitosos se realizaron al utilizar
fragmentos que codificaban para la proteina truncada en el extremo amino y carboxi-

terminal (Barton et al., 1987; Vaek et al., 1987).

Otro obstaculo al que se enfrentaron los investigadores fueron los menores niveles
de expresion de los genes cry en comparacion con otros transgenes. Lo anterior se debio
a que los genes cry contienen porcentajes de A-T de alrededor del 64%, mientras que los
genes de plantas contienen un 44% en el caso de las monocotiledoneas, y un 55% en las
dicotiledoneas (Ely, 1993; Maliga, 2003; Maliga, 2004). Lo anterior resultaba en
modificaciones de corte y empalme prematuras del RNAm y por lo tanto un “mensaje”
que no codificaba para la toxina completa (Van Rie, 2000). Por otra parte, el tipo de
codones para la codificacion de las proteinas Cry eran diferentes a los que la planta
utiliza (codon usage), por lo cual era necesario “adaptarlos” sin cambiar la secuencia de
aminoacidos (Perlak er al, 1990). Estas modificaciones resultaron en niveles de

expresion del 0.3% de proteina total (Van Rie, 2000).

Figura I-5. Cloroplastos vistos al microscopio de fluorescencia. Barra: 15 pm. Tomado de Berg, 2006
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Actualmente, existe la tecnologia para evitar los inconvenientes anteriormente
mencionados mediante la insercion de los genes cry en cloroplastos (Figura I-5).
Mediante este tipo de transformacion genética, los niveles de expresion alcanzan un 3%
del total de las proteinas de las plantas, no existe el inconveniente de los codones debido
a que la expresion genética del cloroplasto es muy similar a la de los procariontes (codon
usage), de tal forma que se puede utilizar el gen sin modificaciones (Kota et al., 1999;
Maliga, 2003; Maliga, 2004). Se presentan ademas otras ventajas como la expresion
policistronica de genes, y la herencia materna, lo cual disminuye el riesgo de flujo de

genes a través del polen (Maliga, 2003; Maliga, 2004).

El uso de plantas genéticamente modificadas con genes cry es una de las mejores
tecnologias que existen en la proteccion de cultivos contra el ataque de insectos.
Contrario a la hipotesis de la emergencia temprana de insectos resistentes, y a pesar de las
amplias extensiones de cultivos que expresan genes cry, todavia no se ha presentado
ningln caso de resistencia (Fox, 2003; Tabashnik y Carriere, 2004). Este comportamiento
se debe en parte al establecimiento de refugios silvestres libres de variedades transgénicas
Bt, donde los insectos susceptibles pueden reproducirse y posteriormente cruzarse con un
posible insecto resistente (Fox, 2003). Ademas, los beneficios econdémicos de las plantas
genéticamente modificadas con genes cry son notorias en comparacion con los cultivos
tradicionales (Shelton et al., 2002). Por ejemplo en maiz transgénico sembrado en
Estados Unidos, el cultivo produce un adicional de 1,8 millones de kg de comida y fibra
por acre; reduce el uso de pesticidas en 21 millones de kg. Ademads, se disminuye la
contaminacion de granos por mixotoxinas y fumonisinas, que en los cultivos tradicionales
son producto de la contaminacion por hongos que se desarrollan en tejidos atacados por

insectos (Glaser y Matten, 2003).

1.8 Control de Aedes aegypti, otro posible uso de Cryl10A de la cepa Bti.
El dengue es una enfermedad viral de RNA cadena positiva simple de la familia
de los Flaviviridae (Shu y Huang, 2004). Los flavivirus son transmitidos por mosquitos
de la familia Culicidae, principalmente por Aedes aegypti (Guzman y Kouri, 1996). El
reporte mas antiguo que se conoce del dengue, data de una enciclopedia china de

sintomas y remedios de la dinastia China de Chin (265-420 AC), la enfermedad era
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llamada veneno de agua y de algin modo relacionaba insectos voladores con el agua

(Gubler, 1998). El virus del dengue se propaga cuando una hembra adulta de A. aegypti
se alimenta de un humano infectado (Lin et al., 2004). El virus es capaz de replicarse en
el intestino medio del mosquito, coloniza la hemolinfa, accede al resto del tejido de 4.
aegypti y se presenta en las glandulas salivales de 8-10 dias posteriores a su infeccion

(Malavige et al. 2004).

En los afios 1950, 1960 y 1970 el programa de control de la Organizacién
Panamericana de la Salud (OPS) para la erradicacion de mosquitos en Centro y Sur
América logro la disminucién de dengue epidémico (Gubler, 2005) (Figura 2). El éxito
se debid en parte al uso de insecticidas a gran escala y de uso doméstico, como el DDT
(Gubler, 1998). Sin embargo, estos programas se descontinuaron a mediados de 1970. En
suma, la expansion de poblaciones urbanas y la vasta cantidad de basura no
biodegradable en Latinoamérica, permiti6 la proliferacion y recolonizacion de A. aegypti
en los ultimos 10 afios (Gubler, 2002; Monath, 1994) (Fig 1-6). En Costa Rica se
presentaron lo primeros reportes de dengue en 1993, la primera epidemia se presentd en
1997 con un registro de 14421 casos (Saenz et al., 1999), mientras que para finales del
afio 2005 un total de 33000 personas se habian enfermado de dengue a lo largo de todo el

pais (Bonilla, 2006).

Figura I-6. Mapa que indica en coloracion verde la presencia de Aedes aegypti en Latinoamérica en las
décadas de 1930, en 1970 y en el 2001. Tomado y adaptado de Gubler, 2002. Notese la
reaparicion del mosquito para el 2001.
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El dengue es una enfermedad humana de gran importancia, debido a que no
existen agentes terapéuticos Utiles para tratarla. Por el contrario, los esteroides, antivirales
o carbazocromos no han probado ser efectivos; mientras que el uso de paracetamol
(aspirina) como analgésico debe de evitarse debido al riesgo de hemorragia (Gibbons y
Vaughn, 2002). Ademads, no existe una vacuna contra este virus debido a que los cuatro
serotipos de dengue dificultan la creacion de una vacuna tetravalente (Gubler, 1998). Por
otra parte, el uso de quimicos para controlar el mosquito representa un problema pues se
ha presentado resistencia de este vector a los quimicos temefos, malation, fenitrotion y

pirimifosmetil (Malavige ef al., 2004).

El nimero de personas infestadas en incremento, el aumento de condiciones
ideales para la multiplicacion de mosquitos, la forma de replicacion exponencial de este
virus, asi como la ausencia de mecanismos de control tanto del virus como del vector,

podrian tener consecuencias econdmicas y sociales de gran importancia (Gubler, 2002).

Figura I-7. Micrografia electronica de transmision del esporangio de la cepa Bacillus thuringiensis serovar
israelensis. Notese la presencia de los cristales que forman el cuerpo paraesporal (PC) y la espora
(S). Tomado de Tyrell et al., 1981.

Una estrategia de control sostenible de larvas de mosquitos es el uso de Bacillus
thuringiensis israelensis (Bti). Bti es altamente activa contra larvas de 4. aegypti con una
DLsy de 20ng/ml y no se ha presentado resistencia contra esta bacteria a pesar de su
amplio uso. Como se menciond con anterioridad, esta bacteria dispone de un cristal
paraesporal con las proteinas Cry4A, Cry4B, Cryl0A, Cryll y CytlAa (Figura I-7).
Todas estas proteinas, con excepcion de la Cryl0A, han demostrado ser altamente tdxicas
contra larvas de A. aegypti. Sin embargo, se cree que los bajos niveles de expresion de

CrylOA obtenidos por los distintos autores que realizaron los bioensayos contra
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mosquitos (Thorne et al., 1986; Garduno et al., 1988; Delecluse et al., 1988), podria

subestimar la actividad de esta d6-endotoxina. La expresion estable del gen cryl/0A4 en
cepas acristaliferas de Bt permitira evaluar esta hipotesis y determinar el potencial que su

respectiva proteina tiene en el control de 4. aegypti.
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CAPITULO II

Estrategias novedosas de estudio y clonacion del gen cryl0A4 de la
cepa Bacillus thuringiensis serovar israelensis

RESUMEN

El gen cryl0A4 de Bacillus thuringiensis tiene dos marcos abiertos de lectura (ORF1 y ORF2),
se cree que fueron creados cuando una secuencia de ADN de 48bp (GAP) se integré en el
medio de un marco Unico de lectura original. El interés en este gen, se debe a que se tiene la
hipotesis de que la proteina que codifica podria ser bioldégicamente activa contra el
coleoptero plaga del café Hypothenemus hampei, conocido como “broca del café”. E1 ORF1
del gen cryl0A4, que codifica por la delta-endotoxina, ya ha sido estudiado por distintos
autores, lo que dio como resultado bajos niveles de expresion y toxicidad contra Aedes
aegypti; mientras que no existen reportes acerca de la expresion del ORF2. En la presente
investigacion se diseflaron nuevas estrategias para el estudio del gen cryl0A4 que permitiran
entender el rol de cada ORF, de manera separada, o unida con y sin la secuencia de DNA del
GAP. Para ello, se insertdé la secuencia del ORF1, ORF2, ORF1-2 (sin GAP) y cryl04
silvestre (ORF1-GAP-ORF2) en un vector de expresion de Bf con un promotor Cyt, un
estabilizador del ARNm Shine Dalgarno, utiles para la transformacion genética y expresion
en cepas acristaliferas de Bt. Ademas, se disefid un vector para interrumpir la expresion del
gen cryl0A con un gen de resistencia a Kanamicina (npt//) mediante recombinacion
homologa. Este ultimo vector tiene una region de 753 pb y 3012 pb del gen cryl0A4 que
flanquean el gen mptll; esta region fue ademas amplificada por PCR, como un producto
alternativo para realizar la recombinacion homologa en cepas silvestres de Bfi. Ademas,
analisis filogenéticos de vecino mas cercano demostraron que las proteinas codificantes de
cada ORF de cryl04 tienden a agrupar con las secuencias homodlogas de las proteinas Cry4 y
no con las Cry30. Por otra parte, se encontrdé que la secuencia correspondiente al GAP es
relativamente conservada en otros genes cry que igualmente disponen de dos marcos abiertos
de lectura tales como: cry304, cry39A4 and cry40A4.

Palabras clave: Cryl0A, Bacillus thuringiensis israelensis, Aedes aegypti, Hypothenemus hampei, broca del café,
recombinacion homéloga.
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Estrategias novedosas de estudio y clonacion del gen cryl0A4 de la
cepa Bacillus thuringiensis serovar israelensis

ABSTRACT

Bacillus thuringiensis cryl0A4 gene has two open reading frames (ORF1 and ORF2) that were
created when a 48bp DNA (GAP) got integrated in the middle of the original sequence. We
were initially interested in this gene, since we believed the coding protein could be
biologically active against the coleopteran pest Hypothenemus hampei, known as coffee
berry borer (CBB). Several authors studied the ORF1 of the cry/04 gene that codifies for the
delta-endotoxin, resulting in poor expression levels and low toxicity against Adedes aegypti;
while no report existed about the expression the ORF2 alone. We developed new strategies in
order to study the cryl0A gene and understand the role of each ORF, separately and together
with and without the GAP sequence. Bt expression vectors with a strong Cyt promoter, a
Shine Dalgarno mRNA stabilizator and the ORF1, ORF2, ORF1-2 and cryl04 wild type
(ORF1-GAP-ORF2) were developed, and are ready to be use for the transformation and
expression in acrystalliferous B¢ strains. We also developed a vector for interrupting the first
open reading frame of the cryl/04 gene with a Kanamycin resistance gene (nptll) by
homologue recombination. The vector has 753pb and 3012bp of the cryl04 gene flanking the
nptll gene, this region was also amplified by PCR as an alternative specific product for the
homologue recombination in Bt wild type strains. In addition we found out that the coding
protein of each cryl/0A ORF were more likely grouped with the homologous sequences of
Cry4 proteins in neighbor-join boostrap trees, better than Cry30 as described recently. We
also found out that the GAP sequence is relative conserved in other cry genes that have two
open reading frames, such as cry304, cry394 and cry40A4.

Key words: Cryl0A, Bacillus thuringiensis israelensis, Aedes aegypti, Hypothenemus hampei, coffee berry borer (CBB)
homologue recombination.

2.1 Introduccion

La cepa Bacillus thuringiensis serovar israelensis (Bti) fue descubierta en 1977
por Margalit (Goldberg y Margalit, 1977). Esta cepa es muy conocida por su actividad
biologica contra mosquitos y se caracteriza por tener los genes cry4A4, cry4B, cryl0A,
cryll y cyt (Berry et al., 2002). Bti es altamente toxica contra Aedes y Culex y en menor
grado contra Anopheles (Tyrell, 1979). Ademas, es muy efectiva contra larvas del

coledptero Hypothenemus hampei, plaga importante del café (Lopez et. al, 2003). Se cree
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que la proteina Cryl0OA podria estar relacionada con la toxicidad contra H. hampei,

debido a que en ensayos preliminares el resto de las proteinas de la cepa Bti resultaron en

una baja o nula toxicidad contra este insecto (Datos no publicados).

El gen cryl0A fue aislado por primera vez por Thorne et al. (1986) de Bti y se
denominé inicialmente crylVC. Este gen presenta la peculiaridad de tener una secuencia
de 48 pb con dos codones de terminacion (GAP), que se localizan uno a los 2038 y otro a
las 2082 bases corriente abajo del codon de iniciacion ATG (Fig II-1a) (Delecluse et al.,
1988). Se cree que este fragmento de 48 bases segment6 la secuencia original de mayor
tamafo en dos marcos abiertos de lectura, que actualmente se conocen como ORF1 y
ORF?2 (Berry et al., 2002) (Fig II-1b). Es por esta razon, que el producto de la traduccion
no es una protoxina de 130kDa (Fig II-1c), sino la proteina correspondiente al ORF1 que
dispone de la d-endoxina y se sintetizaria como una proteina Cry truncada de 78Kda
(Delecluse et al., 1988; Garduno et al., 1988)(Fig II-1d). Ademas, se desconoce si el
ORF?2 se traduce, el mismo corresponderia al extremo carboxi-terminal y se deduce que

su peso molecular teérico seria de 56kDa (Fig II-1d).

( a.) 2034 AATTAAAACAAAGTTCTTACTAAAATAGATAGTATGGCTGTTAAAAAGTAA 2085

() ~ Protwinaoriginalde 130 Kdasin lainsercion deDNA
(d.)  Proteina 78KDa correspondiente al ORFI Proteina S6KDa correspondientes aal ORF2
(¢.) Proteina activa de peso esperado de 68KDa

Figura II-1. Caracteristicas del gen cryl0A4 y sus transcritos, en a) la secuencia de DNA de 48bp con dos
codones de terminacion ubicados 2038 y 2082pb posterior al ATG y que separa la secuencia del
gen cryl0A en dos marcos abiertos de lectura (ORF). En b) el esquema de los marcos abiertos de
lectura del gen cryl0A, separados por una secuencia de 48pb. En c) un esquema de la proteina
original de 130Kda que se cree, existia antes de la fragmentacion en dos ORF del gen cry/04. En
d) un esquema del peso molecular de las proteinas predichas para el ORF1 y el ORF2. En ¢) una
representacion de la proteina proteoliticamente activa o 3-endotoxina Cryl0A.
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_ Resultﬂ Secuencias en e“’

—{1.1 PCR de Cry10 silvestre |
a) Clonacion en pCR2.1TOPO: pTOPO-cry104
t ) } ~ ORFI  ORF2

_[b) Subclonacion en vector de expresion pSTAB ] pSTAB-cry104

—[1.2 PCR de ORF1 de cryl0 ]

_[a) Clonacién en pCR2.1TOPO ] pTOPO-ORF1 }

— [b) Subclonacion en vector de expresion pSTAB ] pSTAB-ORF1

—{1.3 PCR ORF2 de cryl0A |

a) Clonacién en pCR2.1TOPO ] pTOPO-ORF2 }

b) Subclonacion en vector de expresion pSTAB] pSTAB-ORF2

—{1.4 Uni6n de ORF1-2 )

a) Clonacion de ORF1-ORF2 en pMECA ] PMECA-ORF1-2
b) Sublconacion de ORF1-2 en pSTAB ] PSTAB-ORFI-
2.1 Clonacién de cryl04 en pUC19 ) pucto-eryioa Km*

2.2 Insercion del gen de Km en pUC-10 ] pUC19-cry10Km

Figura I1-2 Estrategias de clonacion expresion del gen cryl0A4 de la cepa Bacillus thuringiensis serovar
israelensis. Se plantean dos estrategias. (1) Clonacion del gen cryl0A4 silvestre, los marcos
abiertos de lectura ORF1 y ORF2 separados en el vector TOPO (1.1a al 1.3a) como un paso previo
a la subclonacion en el vector de expresion pSTAB (1.1b al 1.3b). La unién del ORF1 y ORF2 sin
el GAP en pMECA (1.4). La segunda estrategia (2) se basa en el disefio de un vector util para
interrumpir el ORF1 del gen cry/04 mediante recombinacion homoéloga con el gen nptll
(resistencia a Kanamicina), para lo cual se clond cryl0A4 silvestre en el vector pUCI9 (2.1).
Posteriormente, se insert6 el gen de resistencia a Kanamicina en el sitio Scal de cryl04 (715pb)

(2.2). Notese en rojo una representacion de las secuencias en estudio.

La clonacién y expresion del gen cryl0A realizada por distintos autores se basé en
el aislamiento del DNA del ORF1 (2000 bp) y parte del ORF2 (=500 bp), con su
promotor nativo (Thorne et al., 1986; Delecluse et al., 1988; Garduno et al., 1988). La
razon por la cual estos autores no consideraron incluir el ORF2, se debi6 a que en otras
proteinas Cry, este tipo de secuencia se elimina durante el proceso de activacion de la
protoxina a toxina mediante protedlisis (Hofte y Whiteley, 1989). Cabe mencionar que

los genes cry se sintetizan como protoxinas de un peso aproximado de 130 kDa, las
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cuales se activan mediante la digestion de alrededor de 30 aa en el extremos amino

terminal y 600 aa en el extremo carboxi-terminal, lo que genera una d-endotoxina de un
peso molecular de alrededor de 55-65 kDa (Whiteley y Shnepf, 1986; Shnepf et al.,
1998). En el caso de cryl0A4, la secuencia del ORF2 corresponderia al extremo carboxi-

terminal que se eliminaria durante la activacion de la d-endotoxina Cryl0A (Delecluse et

al., 1988).

Ahora bien, estos autores obtuvieron niveles de expresion bajos y ausencia de
cristalizacion de la proteina Cryl0A (Thorne et al., 1986; Delecluse ef al., 1988; Garduno
et al., 1988; Hughes et al., 2005). Ademas, solamente se ha descrito una proteina de
58Kda que segiin Thorne et al. (1986) y Garduno ef al. (1988) corresponde a la forma
proteoliticamente activa Cryl0A. Todo esto plantea la necesidad de disefiar estrategias de
clonacion y expresion del gen cryl0A4 que permitan dilucidar algunas interrogantes con
respecto al papel del ORF2 a nivel de estabilidad del RNAm, cristalizacion y/o toxicidad

de la proteina que codifica.

El presente trabajo tuvo como fin adoptar distintas estrategias de clonacion del
gen cryl0A. Dentro de las estrategias se encuentra la seleccion del vector de expresion
para Bacillus thuringiensis pSTAB, que cuenta con un promotor CytlA y la region
estabilizadora Shine Dalgarno del gen cry3a, lo que permite una eficiente expresion (Park
et al., 1999). Ademas, se realiz6 el clonaje de la secuencia original con ambos marcos
abiertos de lectura; cada ORF de forma separada; asi como una secuencia unica producto
de la eliminacién del GAP (Fig II-2.1). Como estrategia complementaria, se planteo el
disefio de un vector que permita interrumpir el gen cryl0A4 por recombinacién homoldga
de manera similar a lo descrito por Delecluse ef al. (1991), mediante la insercion de un
gen de resistencia a antibidtico con su propio promotor, en este caso, el gen nptll (del
inglés neomycin phosphotransferase) de resistencia a Kanamicina (Fig II-2.2). Esto seria
un vector que disponga del gen de resistencia al antibiotico flanqueado por secuencias del

cryl0A4 e incapaz de replicarse en cepas silvestres de Bt israelensis.

Esta etapa de disefio de vectores es fundamental para la transformacion y

expresion de los distintos marcos de lectura del gen cryl0A en cepas acristaliferas de B.



31
thuringiensis. Ademas, permitié contar con un vector para interrumpir la expresion del

gen cryl0A en cepas nativas de Bti.

2.2 Materiales y Métodos

2.2.1 Cepas y vectores utilizados

Se utiliz6 la cepa de Bacillus thuringiensis serovar israelensis del Bacillus Stock
Center de la Universidad Estatal de Ohio, Columbus, OH, USA. Ademas, se utilizo el
vector pSTAB de Park et al. (1999) suministrado por este autor al Dr. Ibarra, el plasmido
pBESTS501 facilitado por la Dra. Olmedo del CINVESTAYV vy los vectores pCR2.1 TOPO
de Invitrogen y pUC19 de Promega.

2.2.2 Amplificacion por PCR del gen cryl04, ORFI y ORF?2

La secuencia completa del gen cryl0A4 se obtuvo mediante un analisis in silico de
las secuencias del Genebank correspondientes al ORF1 (AN: AL731825), ORF2 (AN:
AL731825) y a la secuencia continua descrita por Berry et. al (2002), con el paquete de
computo Bioedit descrito por Hall (1999).

Se disefiaron iniciadores especificos para amplificar el gen cryl0A silvestre con
los dos ORFs, con el programa Primer 3 del Instituto Tecnologico de Massachusets, y se
afiadieron los sitios de reconocimiento para las enzimas de restriccion Sall y Sphl. Estos
sitios permiten la insercion del amplicon en el vector pPSTAB (Anexo 2). Los iniciadores
disefiados fueron: el iniciador 10d: directo 5’aatGTCGACttgcaacagaaaag agttgtgtc3’ y
iniciador 10r: reverso 5’cgaGCATGCacatttccccacaattttca3’. Las letras en mayuscula
indican los sitios de reconocimiento para las enzimas de restriccion Sall y Sphl

respectivamente.

La extraccion de DNA de la cepa Bti se realizd seglin el protocolo descrito por
Jensen ef al. (1995). La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se hizo con 500ng de
DNA, 12.5ul de agua estéril, 2,5ul de solucion tampon 10x, 2,5 pl de 225mM MgCl,,
0,5ul de dNTP, 20uM de cada iniciador y 2,5 U de Taq polimerasa. Se utilizd el

termociclador PTC-100 de la casa comercial MJ Research INC con las siguientes
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condiciones: un paso inicial de 95°C por 5 minutos; 30 ciclos de un minutos a 95°C,

1.5minutos a 50°C y 3 minutos a 70°C; asi como un paso final de 10minutos a 70°C.

Ademas, se disefaron iniciadores para amplificar el ORF1 y el ORF2
individualmente y sin secuencias del GAP. En el caso del iniciador reverso para ORF1, se
une 34 bases antes del GAP, debido a que esta secuencia de 34 bases, rica en adenina y
timina, imposibilitd su localizacién en una region mas cercana al GAP. A su vez, esto
implicé delecciones introducidas en la secuencia de aminoécidos, que no fueron
consideradas debido a que tedricamente forman parte del extremo carboxi-terminal que
se proteoliza durante la activacion de la protoxina CrylOA. A los iniciadores se les
afiadio el sitio de restriccion Nsil con el fin de unir los productos de PCR del ORF1 y
ORF2 en una secuencia tnica. Los iniciadores disefiados son el ORFl1r: reverso 5’ tctaa
taATGCATgagtgattggaataaattcga 3° y el ORF2d: 5° aaaaATGCATcgagaaaggtcgtgaa
cccta 3’. Las letras en mayuscula indican los sitios de reconocimiento para la enzima de
restriccion Nsil. El iniciador 10d y ORF1r se utilizaron para amplificar el ORF1, mientras
que los iniciadores ORF2d y 10r para amplificar el ORF2. Ademas, se utilizaron las

mismas condiciones y programa de PCR descrito con anterioridad.

Los productos de PCR se analizaron por electroforesis en geles de agarosa al 1%
en TBE 1x (10,8 g TRIZMA-Base, 5.5 g de acido borico y 4 ml de 0.5M EDTA pH 8.0
por litro).

2.2.3 Clonacion en pCR2.1TOPO

Los productos de PCR correspondientes al gen cryl0A4 silvestre, al ORF1 y al
ORF2, se ligaron al vector pCR2.1TOPO de la casa comercial Invitrogen como un paso
previo para la manipulacion de las secuencias y clonacion en el vector de expresion
pSTAB. La clonacion de productos de PCR en vectores pTOPO es muy eficaz y se
puede realizar en corto tiempo, debido a que funciona mediante colas de timidina
presentes en el vector y que se ligan en segundos mediante la enzima topoisomerasa, a las
colas de adenina que son afiadidas por la Taq polimerasa a los productos de PCR. Las
ligaciones de los productos de PCR en el vector pCR2.1TOPO se usaron para transformar

la cepa de E.coli TOP-10, segun las indicaciones del proveedor. La transformacion se
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llevo a cabo por temochoque, para lo cual se incub6 por treinta minutos en hielo, 30 seg a

42°C y dos minutos en hielo. Inmediatamente después se anadidé 1 ml de medio LB y se
incubd por una hora a 37°C. Las células obtenidas se plaquearon en medio LB con

100pg/ml de Ampicilina, 20pg/ml XGal y 100pug/ml de IPTG.

El DNA de las colonias derivadas de la clonacion se obtuvo por lisis alcalina
segun el protocolo descrito por Sambrook et al. (1989). La presencia y orientacion de los
amplicones en el vector pCR2.1TOPO, se deterrmind mediante la digestion del DNA de
las posibles colonias transformantes, con las enzimas de restriccion EcoRV, EcoRI, Sall y
Nsil de la casa comercial INVITROGEN, segtn las indicaciones del proveedor. Los
productos de la digestion se analizfaron por electroforesis en geles de agarosa, con las
condiciones anteriormente descritas. Los patrones de restriccion se compararon con los
resultados in silico derivados del paquete de computo Bioedit (Hall, 1999). Al vector que
contenia el amplicon correspondiente al gen cryl/0A4 se le denomindé pCR2.1TOPO-
cryl04, al vector con el amplicon del ORF1 se le denominé pCR2.1ITOPO-ORF1,
mientras que al correspondiente al ORF2 se le nombré pCR2.1TOPO-ORF2.

2.2.4 Union del ORF1 y el ORF2 en el vector de clonacion pMECA para eliminar el GAP

La ligacion del ORF1 y ORF2 se llevo a cabo en el vector pMECA, debido a que
cuenta con los sitios de restriccion Sall y Sphl, ttiles para clonar estas secuencias. Para
ello, un total de 10ug de DNA del vector pMECA se digirid con 10 unidades de las
enzimas las Sall y Sphl de la casa comercial Fermentas, segiin las indicaciones del
proveedor. De manera similar, 10pg de DNA correspondiente a pCR2.1TOPO-ORFI1 se
digiri6 con las enzimas Nsil y Sall; mientras que el DNA de pCR2.1TOPO-ORF2 con las
enzimas Nsil y Sphl. Los productos de la digestion se analizaron en geles de agarosa. Las
bandas de DNA del peso molecular correspondiente al vector pMECA, al ORFI1 y al
ORF2 se purificaron con el QIA quick Gel Extraction Kit de QIAGEN segun las
instrucciones del proveedor. Posteriormente, se realizo la triple ligacion con la relacion
1:1:1, 4 pl de buffer 5X, agua para llevar a volumen final de 20ul y una unidad de enzima
ligasa GIBCO. Posteriormente, se incubdé a 16°C por toda la noche. Para la

transformacion se utilizaron células TOP-10 termocompetentes, a las cuales se les afiadio
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3 pl del producto de la ligacion y se realizo la transformacion por choque térmico segun

las condiciones que se mencionaron con anterioridad.

El DNA de las colonias se obtuvo por lisis alcalina segiin Sambrook et al. (1989).
La presencia y orientacion del ORF1 y el ORF2 en pMECA se determiné mediante la
digestion del DNA, con las enzimas de restriccion Nsil, Sall y Sphl. Los productos de la
digestion se analizaron en geles de agarosa, con las condiciones anteriormente descritas.
Los patrones de restriccion se compararon con los resultados in silico derivados del
paquete de computo Bioedit (Hall, 1999). Al vector que contenia los amplicones ORF1 y
ORF2 en una secuencia unica, y unidos por el sitio de restriccion Nsil, se le denomind
pMECA-ORFI1-2. Este vector tiene el ORF1 y el ORF2 sin el GAP y se utilizd

posteriormente para la subclonacién en pSTAB.

2.2.5 Clonacion del gen crvl0A silvestre, ORFI1, ORF2 y ORFI-2 en el vector de

expresion para Bt pSTAB

El gen cryl0A4 silvestre, el ORF1, el ORF2 y el ORF1-2 se clonaron en el vector
de expresion pSTAB para la posterior transformacion de cepas acristaliferas de Bz. A
continuacion se describe la clonacion del cryl0A silvestre, el ORF1 y el ORFI1-2;
mientras que el ORF2 se describe mas adelante debido a que se utilizaron procedimientos
distintos. Para la clonacion, un total de 10pug del vector de expresion pSTAB, asi como
las construcciones pCR2.1TOPO-cryl104, pCR2.1TOPO-ORF1, pMECA-ORF1-2 (ORF1
y ORF2 sin GAP) se digirieron con 10 unidades de la enzima Sall. Posteriormente, se
precipito el producto de la digestion con tres volimenes de isopropanol y se centrifugd a
13000 rpm por 15 minutos. Se descartd el sobrenadante y se resuspendio el precipitado
en 100 pl de agua estéril. Seguidamente, se afiadi6 10 unidades de la enzima Sphl. Los
productos de la digestion se analizaron en geles de agarosa. Las bandas de DNA del peso
molecular correspondiente al vector pSTAB, al gen cryl04 silvestre, al ORF1 y al ORF1-
2 se purificaron QIA quick Gel Extraction Kit de QIAGEN.

La concentracion del DNA de los insertos y del vector se analizd por
electroforesis en geles de agarosa con el fin de estimar la concentracion de DNA. La

ligacion se hizo con la relacion vector-inserto 1:3, 4 pl de buffer 5X, agua para llevar a
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volumen final de 20ul y una unidad de ligasa. Posteriormente, se incub6 a 16°C toda la

noche. La transformacion se realizé segun las condiciones que se mencionaron con

anterioridad.

La presencia y orientacion del gen cryl0A4, del ORF1 y del ORF1-2 en el vector
pSTAB, se determind6 mediante la digestion del DNA de las posibles colonias
transformantes, con las enzimas de restriccion EcoRI, y EcoRI-Sall. Los productos de la
digestion se analizaron en geles de agarosa, mientras que los patrones de restriccion se
compararon con los resultados in silico derivados del paquete de computo Bioedit (Hall,
1999). La construccion del vector pSTAB con el gen cryl0A4 se le denomind: pSTAB-
cryl04, la construccion con el inserto ORF1 se le denomind pSTAB-ORF1, mientras que
la construccion con el ORFI1-2 se le denomind pSTAB-ORF1-2. Ademas, se disefiaron
iniciadores especificos que se ubican al final del ORF1 y principio del ORF2, para
comprobar la eliminacion del GAP mediante secuenciacion. Los iniciadores disefiados
son el directo ORF12d: S5'-tagtaccacttcccgccaaa3' y el reverso ORFI2r: 5'-
tcacttgtagtccatccatgaa 3'. El PCR se realizd6 segin las condiciones anteriormente
mencionadas. Se utilizaron las siguientes condiciones de PCR: un paso inicial de 95°C
por 5 minutos; 30 ciclos de un minutos a 95°C, 1.5minutos a 50°C y 1 minutos a 70°C;
asi como un paso final de 10minutos a 70°C. La secuencia de nucleodtidos se determino
en un secuenciador automatico de DNA ABI PRISM 377 de la casa comercial Applied

Biosystems.

El ORF2 en el vector pSTAB se obtuvo mediante la digestion de la construccion
pSTAB-ORF1-ORF2 con las enzimas Sall y Nsil. Los productos de la digestion se
analizaron en geles de agarosa y el fragmento correspondiente al vector pSTAB con el
ORF?2 se purifico con QIA quick Gel Extraction Kit. Los extremos Sal/l y Nsil se hicieron
romos con la enzima Klenow de la casa comercial Fermentas a 37°C por una hora segiin
las instrucciones del proveedor. Posteriormente, se inactivd la enzima mediante
incubacion a 70°C por 15 minutos y se utilizo6 el DNA para realizar una ligacion. La
ligacion se hizo con un total de 200 ng de DNA, 2ul de tampdn 10X de ligasa, 5 unidades
de enzima ligasa y agua para llevar a un volumen final de 20ul, con una incubacion de

24h a 16°C. La transformacién se realizd6 mediante termochoque segun las condiciones
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descritas con anterioridad. El DNA de las clonas seleccionadas se extrajo por lisis

alcalina y se analiz6é mediante digestion con la enzima de restricion EcoRI.

2.2.6 Construccion del vector para interrumpir el gen cryvl0A4 mediante la insercion del

gen de resistencia a Kanamicina por recombinacion homologa

Se utilizé pUC19 como vector base para la construccion debido a que contrario al
pCR2.1TOPO, este plasmido carece de resistencia al antibidtico Kanamicina.
Inicialmente se insert6 el gen cryl0A4 silvestre en pUC19. Para ello, un total de 10pg del
vector pUC19 y de la construccion pCR2.1TOPO-cryl0A se digirieron con 10 unidades
de la enzima Sall y 10 unidades de la enzima Sphl. Los productos de la digestion se
analizaron en geles de agarosa y se purificaron las bandas de DNA del peso molecular
correspondiente al vector pUC19 y al gen cryl04 silvestre. Se realizo la ligacion y
transformacion de las células termocompetentes. Las cepas transformantes se analizaron
mediante lisis alcalina y restriccion con las enzimas Sall y Sphl. La construccion

obtenida se denomin6 pUC-cryl0A4.

El gen de resistencia a kanamicina se inserto en el sitio Scal, en la posicion 715
del gen cryl0A corriente arriba del ATG. Esta insercion fue posible mediante digestiones
limitadas, debido a que tanto el vector pUC19, como gen cryl0A4 disponen de otros sitios
de corte Scal. Para realizar la digestion parcial, se utiliz6 un total de 15pg de DNA de la
construccion pUC-cryl04, con 1 unidad de la enzima incubada por 30 minutos a 35°C,
posteriormente, se inactivé la enzima a 70°C por 15 minutos y se purifico el producto de

la digestion.

La secuencia correspondiente al gen de resistencia a Kanamicina o npt (del inglés
neomycin phosphotransferase) con su promotor (cassette de resistencia) se obtuvo
mediante la digestion de 10pg de DNA del vector pBEST501 con 10 unidades de la
enzima Smal de la casa comercial GIBCO a 28°C por 4h. El producto de la digestion se
analizO mediante electroforesis en gel de agarosa y el fragmento de 1300bp,
correspondiente al cassette de resistencia, se purifico con el kit QIAGEN. Para la
ligacion se utilizé una relacion de vector: inserto de 1:10, la ligaciéon y transformacion

por termochoque se realizaron segun las condiciones descritas con anterioridad. Las
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células obtenidas se plaquearon en medio LB con 100pg/ml de Ampicilina y 100 pg/ml

de Kanamicina.

El DNA de las colonias obtenidas se analiz6 por lisis alcalina y posterior
digestion con la enzima Xbal de GIBCO, segun las condiciones del proveedor. La

construccion obtenida se le denomin6 pUC-cryl04-Km

Ademas, se realizd un PCR para corroborar la insercion del cassette de
Kanamicina en el sitio esperado, para lo cual se utilizaron los iniciadores 10d y 10r que
inicialmente se utilizaron para amplificar el gen cryl0A silvestre. Se siguieron las
condiciones de amplificacion descritas previamente para estos iniciadores. Se planea
disponer de un producto de PCR de 5215pb (ORF1-Km-ORF1-ORF2) util para bloquear
la expresion del ORF1 con el gen de resistencia a Kanamicina mediante recombinacioén
homologa en cepas silvestres Bti. Este producto seria de mayor utilidad en comparacion
con el vector pUC19-cryl10A4-Km, ya que no dispondria de secuencias propias del vector

pUC19 que podrian favorecer recombinaciones no homologas.



38
2.3 Resultados

2.3.1 Clonacion del amplicon cryl04 en el vector pCR2.1TOPO

La secuencia correspondiente al gen cryl0A4 silvestre se amplificé mediante PCR
de forma exitosa al utilizar los iniciadores directo 10d: 5’aatGTCGACttgcaacagaaa
agagttgtgtc 3’ y el reverso 10r: 5’cgaGCATGCacatttccee acaattttca 3°, disefiados en el
presente trabajo (Figura II-3a). De igual manera se logré la clonacidon del producto de
3815pb correspondiente al gen cryl0A en el vector pCR2.1TOPO. La presencia del gen
cryl0A4 en el vector se confirmd mediante la digestion con EcoRV, lo que generd un
fragmento de 2632pb proveniente en su mayoria del gen cry/0A4 y un fragmento de
5114pb resultado del vector de 3931pb y 1183pb del gen cryl0A4 (Figura II-3b, 3c). El
esquema de la construccion pCR2.1 TOPO-cryl0A4 que se obtuvo se muestra en la Figura

1I-3c.

Marcador Producto Marcador pCR2.1 TOPO-cryl10A4 Esquema de la construccion obtenida
PCR cryl0 EcoRV
— m———m=
pCR2.1TOPO-cryl 0A
— 5090 (5114)
6108 — (m— 4(72 —im—
5090 — M- 3054 — mm—

1548

6183

EcoRV 1497

4072— REEEEE — i Cry10A
(26y32) pCR2.1TOPO-crv10

i 2036 - S0 : 7746 bp

1636 5419 2323 crvlo
2036 — ~H— A
1636 _—

1018 —.
1018

517 — EcoRV 4129
517 —

(a) (b) ©)

Figura I1-3 Amplificacién por PCR y clonacion del gen cry10A4 en el vector pCR2.1 TOPO: a) producto
de PCR de 3815bp correspondiente al gen cryl0A4, b) Digestiones de DNA de cepas de E.coli con
la construccion pCR2.1TOPO-cryl0A4 con EcoRV'y c) esquema de la construcciéon pCR2.1TOPO-
cryl0A.
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2.3.2 Clonacion del gen cryl0A4 en el vector de expresion para Bt pSTAB

El esquema de la construccion que se obtuvo (pSTAB-cryl0A4) se muestra en la
Figura II-4a. El producto de 3815 pares de bases correspondientes al gen cryl0A4 y
obtenido por digestion de pCR2.1TOPO-cryl0A con las enzimas Sall y Sphl, se clono
con ¢éxito en los sitios Sall-Sphl del vector pSTAB. El gen cryl0A4 esta en la posicion
esperada segun se confirm6 mediante las digestiones con EcoRI-Sall, lo que generd tres
fragmentos de 650, 3800 y 6500pb correspondientes al promotor Cyt, el gen cryl0A y el
vector (Figura II-4a, 4b). Ademas, se realiz6 una digestion con EcoRI lo que generd dos
fragmentos de 4350 que corresponden al gen cryl0A y el promotor Cyt, y 6500bp del
vector (Figura II-4a, 4b).

Esquema de la construccion obtenida Marcador pSTAB-crv10
EcoRI-Sall  EcoRI
Bth. Ori E U
[— —pSTAB
2
EcoRI 9612 o108 . - it
—
5090 1 e — Cry10-promotor Cyt (4400)
407 T ey —Cry10 (3850)

8341 2211

——

pSTAB-cry10 3054
cryl0 11057bp | E=x
/ 1636 —
AmpR
Lo 1018 —
E.coli Ori
Shine Dalgarno Promotor Cyt (650)
Cyt promotor 517 —
EcoRI 3215
(a) (b)

Figura II- 4. Clonacion del gen cryl04 en el vector de expresion pSTAB en a) Esquema de la construccion
pSTAB-cryl04; y en b) Gel de agarosa correspondiente a las digestiones de la construccion
pSTAB-cryl10A con las enzimas EcoRI-Sall y con EcoRI.
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2.3.3 Clonacion del amplicon ORF 1 del gen cryl0A4 en el vector pCR2.1TOPO

La secuencia correspondiente al primer marco abierto de lectura del gen cryl0A4
silvestre (ORF1) se amplific6 mediante PCR al utilizar el iniciador directo 10d:
5’aatGTCGACttgcaacagaaaagagttgtgtc y el reverso ORFl1r: 5’ tctaataATGCATgagtga
ttggaataaattcga 3’(Figura II-5a). El producto de 2053pb correspondiente al ORF1 se
logré clonar en el vector pCR2.1TOPO. La presencia del amplicon en el vector se analizo
mediante las digestiones con Sall y Nsil, obteniéndose un fragmento de 2053pb
correspondientes al ORF1 y un fragmento de 3900 del vector (Figura II-5b, 5c). El
esquema de la construccion pCR2.1 TOPO-ORF1 que se obtuvo se muestra en la Figura

II-5c¢.

Marcador Producto de Marcador pCR2.1 TOPO-ORF1 Esquema de la construccion obtenida
PCR ORF1 Sall-Nsil

5000

™ 4000

5000 —% 3500
4000 3000
3500 2500

2500 —

4761 1181

pCR2.1TOPO-ORF1

| 1500
2000 -

1500

5955 bp

4166 1736

1000

750
500 — S

500

250 250 —

(a) (b) (c)

Figura II-5. Amplificacion por PCR y clonacion del ORF1 del gen cryl04 en el vector pCR2.1 TOPO. En
a) producto de PCR de 2054bp correspondiente al ORFI1, b) Digestiones del plasmido
pCR2.1TOPO-cryl0A con Sall y Nsil, ¢) esquema de la construccion pCR2.1TOPO-ORF1.
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2.3.4 Clonacion del amplicon ORF 1 del gen cryl04 en el vector de expresion para Bt

pSTAB

El esquema de la construccion que se obtuvo (pSTAB-ORF1) se muestra en la
Figura II-6b. El producto de PCR de 2053 pares de bases correspondientes al ORF1 del
gen cryl0A y obtenido por digestion de pCR2.1TOPO-ORF1 con las enzimas Sall y
Sphl, se clon6 en los sitios Sall-Sphl del vector de expresion pSTAB. El ORF1 esta en la
posicion esperada segun se confirmé mediante la digestion con la enzima EcoRI, lo cual
generd una banda de aproximadamente 6500bp correspondiente al vector y otra de
aproximadamente 2600bp correspondientes al inserto y parte del vector (Figura II-6a,

6b).

Esquema de la construccion obtenida Marcador pSTAB-ORF1
EcoRI
7700 —
. 6200 — —pSTAB
EeaRI 7902 Bth. Ori (6500)
20—
3500 —
1863
pSTAB-ORF1 2700 — — —ORFI-

promotor Cyt
(2600)

ORF1

1900 — —
ErR 1500 —

-

Sall 5875 14656 e
|
' 900 —
Shine Dalgarno T AmpR
Cyt promotor / E.coli Ori
EcoRI 5213
(a) (b)

Figura I1-6 Clonacion del ORF1 del gen cryl0A4 en el vector de expresion pSTAB en a) Esquema de la
construccion pSTAB-ORF1 y en b) Gel de agarosa correspondiente a las digestiones de la
construcciéon pSTAB-cry10A4 con la enzima EcoRI.
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2.3.5 Clonacion del amplicon ORF?2 del gen cryl0A4 en el vector pCR2.1TOPO

La secuencia correspondiente al segundo marco abierto de lectura (ORF2) del gen
cryl04 silvestre se amplifico mediante PCR (Figura II-7a) al utilizar los iniciadores
directo ORF2d: 5° aaaaATGCATcgagaaaggtcgtgaacccta 3° y el reverso 10r:
5’cgaGCATGCac atttccccacaattttca 3°. El amplicon de 1693pb correspondiente al ORF2
se clond en el vector pCR2.1TOPO. La presencia del ORF2 en el vector se confirmé
mediante la digestion con Sphl, lo que gener6 tres fragmentos de 5625, 3890 y 1735pb
correspondientes a la construccion digerida en un Unico sitio, el vector y el inserto
respectivamente (Figura II-7b, 7c). El esquema de la construccion pCR2.1 TOPO-ORF2

que se obtuvo se muestra en la Figura II-7c.

Marcador Producto de Marcador pCR2.1 TOPO-ORF2 Esquema de la construccién obtenida
PCR ORF2 EcoRl

o =

Sphl 303
6000 — s —pCR2.1TOPO-ORF2
5000 — (5625)

4000 pCR2.1TOPO (3890)
3500

3000
2500
2000

ORF2

4497 1125

ORF2 (1735)

pCR2.1TOPO-ORF2
5625 bp

1500

3835 1687

1000

=il 1934

Ephl 2038

250

(a) (b) ©

Figura II 7 Amplificacion por PCR y clonacion del ORF2 del gen cryl0A4 en el vector pCR2.1 TOPO. En
a) producto de PCR de 1693bp correspondiente al ORF2, b) Digestiones del plasmido
pCR2.1TOPO-ORF2 con EcoRI y ¢) Esquema de la construccion pCR2.1TOPO-ORF?2
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2.3.6 Clonacion del ORF1 y el ORF2 en el vector de clonacion pMECA

Los productos de 2053 del ORF1 y 1693 del ORF2 obtenidas por digestion con
Nsil-Sall y Nsil-Sphl de los plasmido pCR2.1TOPO-ORF1 y pCR2.1TOPO-ORF2, se
clonaron en los sitios Sall-Sphl del vector pMECA. La presencia de este inico marco
abierto de lectura se confirmd mediante la digestion con Nsil y EcoRI, lo que generd las
siguientes bandas: 1693pb del ORF2, 2053pb del ORF1, 2850pb del vector pMECA,
3746pb del ORF1-ORF2 y una banda de 4540pb del vector pMECA-ORF1 (Figura II-
8b,8¢).El esquema de la construccion pMECA-ORF1-2 que se obtuvo se muestra en la

Figura II-8c.

Marcador pMECA-ORF1-2 Marcador pMECA-ORF1-2 Esquema de la construccién obtenida
HindIll EcoRI-Nsil

6000 — o 6000— S
5000 —S— 5000— M

4000
3500
3000

2500

4000— ' —pMECA-ORF?2 (4540)
3500~ % —ORFI-ORF2 (3746)
300

g MECA (2800 52
2500 - 5C4 (2500 =

1305

" PMECA ORF1-2
2000

1500 S —ORF1 (1693)

1500—

1000 HingdlII 4287

1000—
750

EcoRI4151 Wil 2540
750 —E===——=

500

500 —

250

(a) (b) (c)

Figura II-8 Clonacion de los dos marcos abiertos de lectura en una secuencia unica en el vector de
clonacion pMECA a) digestiones de pMECA-ORF1-2 digerido con Hindlll y b) EcoRI-Nsil, c)
esquema de la construccion pMECA-ORF1-2.

2000— M S —ORF2 (2053) 6525 bp ORF1-2
4563 1857

HindIII 2134
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2.3.7 Clonacion del ORF1-ORF2 en el vector de expresion pSTAB

El esquema de la construccion que se obtuvo (pSTAB-ORF1-2) se muestra en la
Figura II-9a. El producto de 3690 pares de bases correspondientes al ORF1-2 y obtenido
por digestion del plasmido pMECA-ORF1-ORF2 con Sall y Sphl, se clond en los sitios
Sall-Sphl del vector de expresion pSTAB. El ORF1-2 esta en la orientacion esperada
segin se confirm6é mediante la digestion con la enzima EcoRI lo que generd tres
fragmentos de 4200, 6500 y 10940 correspondientes al ORF1-2 con el promotor Cyt; el

vector y el plasmido digerido en un unico sitio (Figura II-9b).

Esquema de la construccion obtenida pSTAB-ORF1 Marcador PCR Marcador
EcoRI cryl04 silvestre  ORF12  Control -

PSTAB-ORF1-2 s "_-', :

i (10940) ———
Bth. Ori L.._..J
EcoRI 9495 | )
' : PSTAE Wt Sl
(6500) Bnd —6108 — 00
8753 2189 Resnd — 5090 S — 3000
ORF1-2 pSTAB-ORF1-2 ORF1-ORF i 4 ' S — 2500
10940 b promotor Cyt [ 2000
Wil 7884 P 283 ErR (4200) ——
1 Bl — 3054 __ 1500
/
4377 — 1000
471 ; AmoR B 2036
Amp! — 750
E.coli Ori — — 1636 S £
Shine Dalgarno W
Cyt promotor s — 1018 — 250
EcoRI 521
(a) (b) (c)

Figura II-9 Clonacion de ORF1-ORF2 en el vector de expresion pSTAB, en a) el esquema de la
construccion pSTAB-ORF1-2, en b) Gel de agarosa correspondiente a las digestiones de pSTAB-
ORF1-2 con la enzima EcoRI, en c) Los productos de PCR de la region que flaquea el sitio donde
se localizaria el GAP en el gen cryl04 silvestre. Notese el menor tamafio del producto de PCR de

pSTAB-ORF1-2.

La secuencias que flanquean el GAP, ubicadas entre el ORF1 y el ORF2, se
amplificaron al utilizar los iniciadores ORF12d: 5'-tagtaccacttcccgccaaa3' y el reverso

ORF12r: 5'-tcacttgtagtccatccatgaa 3', lo cual generd una banda de 556bp para el plasmido
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pSTAB-cryl0A4 silvestre y otra banda de 439bp para el plasmido pSTAB-ORF1-2 (Figura

II-9c¢). Lo anterior confirmo la deleccion de las secuencias del GAP en pSTAB-ORF1-2.

Tabla II-1 Comparacion de las secuencias de nucleétidos del ORF1-2 y el gen cryl04 silvestre. Notese en
color morado las secuencias idénticas correspondientes al ORF1, en gris oscuro los nucledtidos
idénticos del ORF2, en azul los nucledtidos introducidos y correspondientes al sitio de clonacion
Nsil, en blanco se indican los nucledtidos que se eliminaron (deleccién) en ORF1-2, en amarillo
una mutacién de G por A y las letras en rojo indican la secuencia del GAP.

Muestra Secuencia de nucledtidos que flanquean el GAP
CAAAACCCAAATGCTACAGATTTAACATATGCAGATTTTGGATATGTAACA TT( C AA(IA AC AUTT( C
AAATAAAACATTTGAAGGAGAAGACACTTTATTAATGACCTTATATGGTA! >

ATATATATATTGACAAAATCGAATTTATTCCAATCACTCA

Cryl0A : {
silvestre AAATAAAAC ATTT AAGGAG . .
ATATATATATTGACAAAATCG AATTTATTC CAATCACTC/ ATCTGTATTAGATTATACAGAGAAGCAA

AATATAGAAAAAACACAGAAAATAGTGAATGATTTATTTGTTAATTAAAACAAAGTTCTTACTAAAAT

AGATAGTATGGCTGTTAAAAAGTAAG]

La posterior secuenciacion del fragmento de 439pb, confirmo la deleccion del
GAP vy de otros nucleétidos (Tabla II-1). Sin embargo, también elucid6 la presencia de
una mutacion de transversion G-A en la posicion 2163 corriente abajo del ATG. La

mutacion se confirmo al analizar el electroferograma (Figura I1-10).

% ABI Chromatogram: E:ACry_10_sin_Gap,_pcry10_r_co.ab1

"”'#‘ Celected: none | Satuple: 13 -CrrlOsingap-pR. | File: EfCry_10_sin_Gap,_peryl0_r_co.ahl

150 160
& T c T A T T C A T A A T C T

g ] 5]

Figura II-10. Electroferograma de la secuenciacion del producto de 439pb del ORF1-2 del gen cryl0A.
Notese en un circulo la presencia de citocina, con una sefial nitida. Notese ademas, que las
secuencias estan invertidas y que la citocina corresponde a Guanina en la secuencia directa.
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Tabla II-2 Comparacion in silico de la secuencias de aminoédcidos del ORF1-2 y del ORF1 y ORF2 de
Cryl0A silvestre. Notese en color morado las secuencias idénticas correspondientes al ORF1; en
gris oscuro los aminoacidos idénticos del ORF2; en verde los aminoacidos idénticos derivados de
la secuencia intermedia entre el GAP y el ATG del ORF2; en rojo los aminoacidos que se
eliminaron (deleccion); en amarillo una mutacion acido glutdmico (E) por glicina (G) y sin
coloracion, 3 aminoacidos introducidos.

Muestra

Secuencia de aminoacidos

Marco abierto de lectura
del ORF1-2 en pSTAB

ORF1 del gen cryl04
silvestre

Aminoacidos no
traducidos de la
secuencia que se
encuentran entre el GAP
y el ATG del ORF2

ORF?2 del gen cryl04
silvestre

IMGGIDMNPYQNKNEYEIFNAPSNGFSKSNNYSRYPLANKPNQPLKNTNYKDWLNVCQDNQQYGNNAG

INFASSETIVGVSAGIIVVGTMLGAFAAPVLAAGIISFGTLLPIFWQGSDPANVWQDLLNIGGRPIQEIDKNII
VLTSIVTPIKNQLDKY QEFFDKWEPARTHANAKAVHDLFTTLEPIIDKDLDMLKNNASYRIPTLPAYAQI

ATWHLNLLKHAATYYNIWLQNQGINPSTENSSNYYQGYLKRKIQEYTDYCIQTYNAGLTMIRTNTNATW]

MYNTYRLEMTLTVLDLIAIFPNYDPEKYPIGVKSELIREVYTNVNSDTFRTITELENGLTRNPTLFTWINQ
(GRFYTRNSRDILDPYDIFSFTGNQMAFTHTNDDRNITWGAVHGNIISQDTSKVFPFYRNKPIDKVEIVRHRE
Y SDIIY EMIFFSNSSEVFRY SSNSTIENNYKRTDSYMIPKQTWKNKEYGHTLSYIKTDNYIFSVVRERRRVA
FSWTHTSVDFQNTIDLDNITQIHALKALKVSSDSKIVKGPGHTGGDLVILKDSMDFRVRFLKNVSRQYQV]
RIRYATNAPKTTVFLTGIDTISVELPSTTSRQNPNATDLTYADFGY VTFPRTVPNKTFEGEDTLLMTLYGTP]
MFTSGAKNRLKLETTDY GIDQVANAIECMSDEQY SKEKLMLWDQV
KHAKYLSQSRNLLQNGDFEDVFHGWTTSDHMYIQSDNSTFKGNYLNISGARDIYLTIFPTYITYQKIDESKL
KPYTRYLVRGFVGSSKDVELVVSRYGKEIDTVMNVPEDIPY VSSRPVCNELYDGEQQPYPNGNVGYYNP
MSAFTPSYTSDARQCMPGKKQIVCQDSHQFKFHIDTGEVDYNTNIGIWVMFKISSPDGY ALLDNLEVIEE
GPIDGEALSRVKHMEKKWNDQMEAKRSETQQAYDVAKQAIDALFTNVQDEALQFDTTLAQIQYAEYL
VQSIPYVYNDWLSDVPGMNYDIYVELDARVAQARYLYDTRNIIKNGDFTQGVMGWHVTGNADVQQID
GVSVLVLSNWSAGVSQNVHLQHNHGYVLRVIAKKEGPGNGY VTLMDCEENQEKLTFTSCEEGYITKTV
DVFPDTDCVRIEIGETEGSFYIESIELICMNE

IMGGIDMNPY QNKNEYEIFNAPSNGFSKSNNYSRYPLANKPNQPLKNTNYKDWLNVCQDNQQYGNNAGN
[FASSETIVGVSAGIIVVGTMLGAFAAPVLAAGIISFGTLLPIFWQGSDPANVWQDLLNIGGRPIQEIDKNIINV]

HLNLLKHAATY YNIWLQNQGINPSTFNSSNYYQGYLKRKIQEYTDYCIQTYNAGLTMIRTNTNATWNMYN
TYRLEMTLTVLDLIAIFPNYDPEKYPIGVKSELIREVYTNVNSDTFRTITELENGLTRNPTLFTWINQGRFYTR
SRDILDPYDIFSFTGNQMAFTHTNDDRNIIWGAVHGNIISQDTSKVFPFYRNKPIDKVEIVRHREY SDIIYEM|
IFFSNSSEVFRYSSNSTIENNYKRTDSYMIPKQTWKNKEYGHTLSYIKTDNYIFSVVRERRRVAFSWTHTSVD
FQNTIDLDNITQIHALKALKVSSDSKIVKGPGHTGGDLVILKDSMDFRVRFLKNVSRQYQVRIRYATNAPKT
TVFLTGIDTISVELPSTTSRQNPNATDLTYADFGY VTFPRTVPNKTFEGEDTLLMTLYGTPNHSYNIYIDKIEH]
NYNOQSVLDYTEKQNIEKTQKIVNDLFVN

MFTSGAKNRLKLETTDY EIDQVANAIECMSDEQYSKEKLMLWDQVKHAKYLSQSRNLLQNGDFEDVFHG
WTTSDHMYIQSDNSTFKGNYLNISGARDIYLTIFPTYIYQKIDESKLKPY TRYLVRGFVGSSKDVELVVSRY

GKEIDTVMNVPFDIPYVSSRPVCNELY DGEQQPYPNGNVGY YNPMSAFTPSY TSDARQCMPGKKQIVCQD

SHQFKFHIDTGEVDYNTNIGIWVMFKISSPDGY ALLDNLEVIEEGPIDGEALSRVKHMEKKWNDQMEAKR

SETQQAYDVAKQAIDALFTNVQDEALQFDTTLAQIQYAEYLVQSIPYVYNDWLSDVPGMNYDIYVELDAR
VAQARYLYDTRNIIKNGDFTQGVMGWHVTGNADVQQIDGVSVLVLSNWSAGVSQNVHLQHNHGY VLRV
IAKKEGPGNGYVTLMDCEENQEKLTFTSCEEGYITKTVDVFPDTDCVRIEIGETEGSFYIESIELICMNE

El analisis in silico de la traduccion del marco abierto de lectura de ORF1-2,

demuestra distintas mutaciones, una mutacion por insercion de 3 aminoacidos nuevos,

histidina, alanina y serina provenientes de la secuencia CATGCATCG vy derivada del

sitio Nsil (TGCAT) afiadido para la uniéon de ambos ORFs (Tabla II-1 sitio sefalado en

coloracion azul); la expresion de 6 aminoacidos provenientes de la secuencia no
codificante corriente arriba del ATG del ORF2 (ubicada entre el GAP y el ATG del
ORF2) (Tabla I1I-2 , Figura II-11); y la deleccion de 25 aminoacidos en el extremo 5° de
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la proteina derivada del ORF1-2 (Tabla II-2). De esta ultima deleccion solamente los

aminoacidos QSVLD son conservados en Cry4B, pero no en Cry4A (Figura II-11) y
constituyen la hélice a9 en cry4B (Figura II-11B, Figurall-11C). Este tipo de estructura
secundaria también se conserva en la proteina ORF1-2 (Figura II-11B). Cabe destacar
que la proteina del ORF1-2 dispone de la ultima ldmina f23, que forma la parte final del
dominio III de las d-endotoxinas Cry. Ademas, la mutacion de transversion G-A en la
posicion 2163 corriente abajo del ATG, ocasiona el cambio de un aminoacido de acido
glutamico (E) por un aminodcido alifatico de glicina (G) en la posicion 18 del ORF2 del
gen cryl0A silvestre (Tabla II-2), la cual corresponde a parte del extremo carboxi-

terminal que no forma parte de la d-endotoxina.

a) Alineamiento

710 730 760
MTSNNQV gSVLDETENgNLESEREV LFTND NI T
Cry4A  VYTNTTV] RSIREDREKQKLETVQQI TFYA \NPT NT QSEL
ORF1-2 NHSYN-TVIKEM" TEllH~S———————————— RKVVNPMFTS KLET|
HAS
b) Estructura secundaria conservada (c)
ORF1-2 TPNHSYNIYIDKIEFIPITHASRKVVNPME
EFEEEEEEEEE ~ HHHHHHHHHHH
AW
p23 a

Cry4B LNMTSNNQVIIDRIEITPITQSVLDETENQNL

EEEEEEEEEE HHHHHHHHHHH
AN .
p23 09 (en Cry4B) Domain 11

Figura II-11 Alineamiento y andlisis de la estructura secundaria de proteinas Cry4 y ORF1-2. En a) se
muestra el analisis de agrupamiento (Clustal) de los aminoacidos de la posicion 720 a 760 de las
proteinas Cry4A, Cry4B y del producto de la traduccion ORF1-2. Notese en un recuadro gris los
tres aminodacidos introducidos: histidina, alanina y serina. En b) se presenta la estructura
secundaria que se mantiene conservada a pesar de los cambios introducidos en ORF1-2. Nétese la
lamina B23 que forma la ultima parte del dominio III de las proteinas Cry, ademas, se indica la
presencia de la hélice conservada a9 en Cryl0A y en Cry4B. La estructura secundaria se realizo
segiin Rost et al., 2003. En c¢) se presenta la eestructura terciaria de la proteina Cry4Ba. Notese
con la flecha y el circulo rojo la 0-9 que se encuentra al final de una serie de laminas B-plegadas
en el dominio III y que se cree es un vestigio de la proteolisis de la protoxina. Tomado de
Boonserm et al., 2005.
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2.3.8 Clonacion ORF2 en el vector pSTAB

El esquema de la construccion del vector pSTAB-ORF2 se muestra en la Figura
II-12a. La estrategia de clonacion del ORF2 se realizé mediante la eliminacion el ORF1
al digerir el plasmido pSTAB-ORF1-2 con las enzimas Sall-Nsil. La secuencia resultante
se recircularizd con lo cual se obtuvo la construccion pSTAB-ORF2. La presencia del
ORF2 en el vector pSTAB se confirmé mediante la digestion con la enzima EcoRI con lo
cual se gener6d dos fragmentos de 2281 bp y 6684 bp correspondientes al ORF2 con le

promotor Cyt y al vector respectivamente (Figura II-12b).

Bth. Ori psTAR e il 200

EcoR1 7496 (6500)
0
7168 1783 —— 2700
pSTAB-ORF2 ORF2- i
ORFZ promotor Cyt —— 1900

8965 bp

2689 (2200)

ErR &
Sall 5873 3583 .
Shine Dalgarno 448 1I Y
Cyt promotor
EeoRIs21s  E.coli Ori AmpR
(a) o

Figura II 12 Clonacion del ORF2 del gen cryl0A4 en el vector de expresion pSTAB en a) Esquema de la
construccion pSTAB-ORF2 y en b) Digestion de pSTAB-ORF2 con la enzima EcoRI.
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2.3.9 Clonacion del gen cryl0A silvestre en pUCI9 como un paso previo para

interrumpirlo con el gen de resistencia a Kanamicina

El esquema de la construccion pUC19-cryl0A4 se muestra en la Figura II-13a. El
gen cryl0A silvestre se clond con éxito en los sitios Sal-Sphl del vector pUC19. La
presencia del gen se corrobor6 mediante el patron de restriccion dado por las enzimas
Sall y Sphl, generandose un fragmento de 3900pb, uno de 2900 y uno de 6500
correspondientes al gen cryl0A4, al vector pUC19, y a la suma del vector y el gen
(Figura II-13a, 13b). Esta clonacion se realizd con el fin de disponer del gen cryl0A4
silvestre en un vector pequefio que no presentara resistencia a Kanamicina, lo que

permitiria para interrumpir el gen cryl0A con el gen nptll (resistencia a Kanamicina).

Esquema de la construccién obtenida Marcador pUC19-cryl0A4
Sall-Sphl

Sall 430

e

pUC-cry104
o (6430)
4072 — cryl04
1287 FEl 7%
l}[TCj 19- cry 10 034z T uCl19
p

6430 bp e

2036~ ’

1636— m——

Sphl 4182 Cl'}?lﬂ

1018—

(a) (b)

Figura II-13 Clonaciéon del gen cryl0A4 en el vector de clonacion pUC19. En a) El esquema de la
construccioén que se disefio y en b) El producto de la digestion de pucl19-cryl0A4 con las enzimas
de restriccion Sall y Sphl. Notese las bandas de 2671, 3759 y 6430, correspondientes al vector
pUC19, al gen cryl0A y a la suma del vector pUC19 y el gen cryl0A respectivamente.
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2.3.10 Insercion del gen de resistencia de Kanamicina (nptll) en el primer marco abierto

de lectura del gen cryl04 silvestre

El esquema de la construccion pUC19-crylOKm se muestra en la Figura II-14a.
La secuencia de 1300bp que dispone del gen de resistencia a Kanamicina con su
respectivo promotor y que se obtuvo del plasmido pBEST501 mediante digestion con
Smal, se insertd en la posicion 715bp (sitio Scal) posterior al ATG de la secuencia
cryl0A silvestre en el vector pUC19. La presencia y orientacion de esta nueva
construccion denominada pUC19-cryl04-Km se analiz6 mediante una digestion con
Xbal, con esto se generd una banda de alrededor de 600bp correspondiente a los primeros
nucleotidos del gen cryl04, 1300 del gen de resistencia a Kanamicina, asi como una
banda de 1900 de digestion parcial (1300 del fragmento y 600 del gen cryl0A4) (Figura II-
14b). Ademas, se amplifico mediante PCR la secuencia de 700pbcry10-1300bp del gen
de Kanamicina- 2000 cryl0A4, lo que generd un producto de 5215pb (Figura II-14c¢). Este
producto de PCR es importante debido a que podra usarse para bloquear la expresion del
gen cryl0A mediante recombinacion homoéloga de cepas de Bfi, en lugar del vector

completo pUC19-cryl0A4-Km.

Esquema de la construccién obtenida Marcador pUC19-cryl0Km Marcador PCR
X bal cryl0-Km
- o

<

Xbal 562 ' 10000
Sall 430

6108 — Mt
5090 — M—

4072 — —

Xbal 1183

3054 — —

6177

pUC19-cryl0Km

7729bp 2036 — S
1636 — S— -

Sphl 5485

Hbal 2477
1018 — 750 —

517 —

Figura II-14. Insercion del gen de resistencia a Kanamicina (nptll) en la posicion 714 (Scal) de la
secuencia cryl0A4 silvestre de la construccion pUC19-cryl0A. En a) esquema de la construccion
pUC19-cryl0A-Km, en b) la digestion Xbal del DNA de pUC19-cryl04-Km y en c) el producto
de PCR de la pUC19-cry10A4-Km. Nétese el tamafio de 5215pb correspondientes a 3900bp del gen
cryl04 y 1300 del gen de Kanamicina (nptI]).



2.3.11 Relaciones de la secuencia de aminodcidos de Cryv10A4 con otras proteinas Cry

51

El alineamiento de los aminoacidos del ORF2 de Cryl0A con Cry4A y Cry4B,

mostré que existe una alta similitud, con una distancia genética de 0,1458 +0,0147 entre

el ORF2 y el extremo carboxi-terminal de las proteinas Cry4A-Cry4B (Figura II-15).

Ademas, estas secuencias disponen de 8 cisteinas que permitirian el establecimiento de

enlaces disulfuro (Figura II-15).
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Figura II-15 Alineamiento de los aminoacidos caboxi-terminales de Cry4A, Cry4B; y el ORF2 de
Cryl0A. La simbologia utilizada es (*) para aminoacidos idénticos en las tres secuencias, (:) para
aminoacidos similares en su naturaleza bioquimica y (.) si hay aminoacidos idénticos al menos en
dos de las secuencias. El analisis se realizo con el programa Clustal W segun Chenna et al. (2003).
En rojo se muestran las cisteinas (C).
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Los arboles filogenéticos obtenidos segiin analisis de Boostrap-NJ mostraron que

Cryl0A agrupa con las proteinas Cry4 cuando se comparan secuencias homologas. Esto
es el extremo amino-terminal de Cry4 con ORF1 (Figura II-16a), el extremo carboxi-
terminal con ORF2 (Figura II-16b), o bien las proteinas completas Cry4 con ORFI1-2
(Figura II-16c¢). Este resultado es contrario a lo descrito por Crickmore et al. (2006) en
donde CrylOA agrupa con Cry30 y existe una menor relaciéon con las proteinas Cry4
(Anexo 1). La tnica manera de lograr resultados similares a Crickmore es si se compara
unicamente el ORF1 de Cryl0A (660-680aa) con las secuencias completas Cry4A,
Cry4B (1200-1300aa) (Figura II-16d).

a9

100, cry30A-ORF2

CrydB-Ex-N
" cry30A-ORF1 100 Cry30C-ORF2
!—:waoc-ORH Cry30B-ORF2
] S & Cry39-ORF2
Cry39-ORF1 4100; Cryd0-ORF2
Cry40-0RF1 — CrA3-ExC
Cry43A-Ex-N 1001 Cry43B-Ex C
100 Cry438-Ex-N
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lTl
(a) ORF1 y extremos amino-terminales (b) ORF2 y extremos carboxi-terminales
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cry39-0RF12 ‘\EIEII Cry43B

00 Cry40-ORF12 cryd3A
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(c) ORF1-OREF?2 y secuencias completas (d) ORF1y secuencias completas

Figura II-16 Arboles filogenéticos hechos segin el analisis de Bootstrap-Neighborjoin con correcciéon de
Poisson hecho con el programa MEGA 3.1 descrito por Kumar et al. (2004) con 1000 repeticiones
de (a) el primer marco abierto de lectura (ORF1) de las proteinas Cryl0A, Cry30A, Cry30B,
Cry30C y el extremo amino-terminal de las proteinas Cry4A, Cry4B, Cry43A, Cry43B; (b) el
segundo marco abierto de lectura (ORF2) de las proteinas Cryl0A, Cry30A, Cry30B, Cry30C y el
extremo carboxi-terminal de las proteinas Cry4A, Cry4B, Cry43A, Cry43B; (c) ambos marcos
abiertos de lectura en una secuencia unica (ORF1-ORF2) de las proteinas Cryl0A, Cry30A,
Cry30B, Cry30C y la secuencia total de las proteinas Cry4A, Cry4B, Cry43A, Cry43B;. (d) el
primer marco abierto de lectura (ORF1) de las proteinas Cryl0A, Cry30A, Cry30B, Cry30C y la
secuencia total de las proteinas Cry4A, Cry4B, Cry43A, Cry43B. Notese el agrupamiento de
Cryl0A en todas sus formas (ORF1, ORF2 y ORF1-ORF2) con las proteinas Cry4 sefialado con
un circulo azul; asi como el agrupamiento del ORF1 del Cryl0A con las proteinas Cry30 sefialado
con un circulo azul.
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cryl0A TAATTAAAACAAAGTT-CTTACTAAAATAGATAGTATGGCTGTTAAAAAG-TAAGCGAGAAAG 2085

cry30A TGATTAACACAAAGTA-GTTACTAAATGAGATAGGATCGTCATTCAA-AAA--AGCG-AAAAG 2169

cry30B CAATTAAAACAAAGTA----- CTAAAGTAGATGGTATTGCTGAAAAAAAA-TAAGCGATAAAG 2102

cry30C TAGTTAAAACAAAGTG-TTCCTTAAAGTAAGTGGTATCACTGTTCAAAAA-TAAGTAARAAAAG 2069

cry39A CAATTAAAACAAATGA-TTAACTAGAGTAGGTGGTATCGCTGTTAAAAAAATAAGCGGAAAAG 2040

cry40A CAATTAAAACAAAATAATTTACTAAAATAGGTGGTACTGTTGTTTAACAAATAAGCGAAAAAG 2060
kokkk Kkrkkkx * *k ok k x x *x *k kk Kk * % * ok kK

Figura I1-17 Alineamiento de la secuencias de nucleotidos del GAP que separan los dos marcos abiertos
de lectura de los genes cryl0A4, cry304, cry30B, cry30C, cry394 y cry40A. La simbologia
utilizada es (*) para nucleotidos idénticos. En rojo se indican las adeninas, mientras que en verde
el resto de los nucledtidos. El andlisis se realizd con el programa Clustal W segun Chenna et al.
(2003).

Ahora bien, debido a que existe poca informacion acerca de la secuencia del GAP
y de su origen, se decidio buscar secuencias homoélogas en otros genes cry constituidos
por dos marcos abiertos de lectura como el cry30A4, cry394 y cry40A. El alineamiento de
estas secuencias demostrd que el GAP es idéntico en 28 de 63 nucleotidos (Figura 11-17).
Segun el modelo de dos parametros de Kimura la distancia genética promedio entre todas
las secuencias es de 0,3114. Mientras que, si se elimina el GAP del cry304, la distancia
promedio entre las secuencias es aun menor con un valor de 0,2602. La secuencia del
GAP de cry304 presentan una mayor divergencia, mientras que las menores distancias
las muestran la cryl0A4-cry30B, asi como la cry40A4-cry39A4 con valores de 0,19 (Tabla II-
3).

Tabla II-3 Distancias genéticas de las secuencias del GAP de cryl0A4, cry30A4, cry394 y cry40A4 segin el
modelo de dos parametros de Kimura (1980). Notese en verde las secuencias con mayor
divergencia y en rojo las mas cercanas.

cryl0A4 cry304 cry30B cry30C cry394
cry304 0,3813
cry30B 0,1930 0,4557
cry30C 0,2823 0,4816 0,2778
cry394 0,2484 0,4598 0,1686 0,2234
cry404 0,2778 0,4728 0,2186 0,3287 0,1943
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2.4 Discusion

En el presente trabajo se aislo y clono el gen cryl0A4 silvestre, el primer marco
abierto de lectura (ORF1), el segundo marco abierto de lectura (ORF2) y ambas
secuencias (ORF1-ORF2) en un marco de lectura Unico, en el vector para Bt pSTAB.
Estos plasmidos son el punto de partida para la transformacion y expresion de estas
secuencias en cepas acristaliferas de Bt. El disefio de estos vectores es un paso previo
fundamental para dilucidar las relaciones que existen entre las proteinas derivadas de los
marcos abiertos de lectura de cryl0A, en la toxicidad contra Aedes aegypti e
Hypothenemus hampei, insectos de importancia en salud publica y en agricultura. El uso
del promotor cyt y la region Shine Dalgarno derivada del gen cry34 presentes en el
plasmido pSTAB permitird una transcripcion mas eficiente y mayor estabilidad del
ARNm (Park ef al., 1999). De igual manera, la preparacion del pldsmido para interrumpir
el gen cryl0A con el gen mptll (resistencia a Kanamicina) mediante recombinacion
homoéloga permitird bloquear la expresion de cryl/0A y determinar asi su papel en la

toxicidad contra H. hampei.

La estrategia del clonaje de cry/04 en su forma silvestre ORF1-GAP-ORF2,
obedecid a que existia un reporte de Hughes et al. (2005) en el cual se presentd bajos
niveles de expresion y la ausencia de cristales cuando se clond en pSTAB el ORF1-GAP-
secuencia parcial del ORF2 y se transformaron cepas acristaliferas de Bz. La hipdtesis de
trabajo fue que la estrategia anterior, la cual incluye el ORF2, permitiria mejorar los
niveles de expresion y promover la formacion de cristales. Ademads, se establecié una
estrategia novedosa para clonar el ORF1 y el ORF2 por separado, asi como el ORF1-2 en
un solo marco abierto de lectura, con el fin de determinar las interacciones de estas
secuencias (ORF1, ORF2 y el GAP) tanto a nivel de transcripcion (estabilizacion del
RNAm) como de la traduccidon y posterior cristalizacion de las proteinas. Todas las
secuencias producto de esta estrategia de clonaje, fueron posteriormente subclonados en
el vector pSTAB con el propodsito de transformar y expresar los distintos marcos abiertos
de lectura de cryl0A4 en cepas acristaliferas de Bt. Esto con el fin de contar con cada
proteina expresada independientemente en Bt y determinar su toxicidad real mediante

bioensayos con 4. aegypti y H. hampei.
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Ademas, el conocimiento que se derivard de la estrategia planteada para el gen

cryl0A, tendria implicaciones importantes para genes cuya organizacion genética es
similar al cryl0A, a saber los genes cry30A4, cry30B, cry30C, cry394a y cry404Aa (de
Maagd et al., 2003; Crickmore et al.,, 2006). El analisis de comparacion de secuencias
realizados in silico, demostrd que el GAP de estos genes podria tener un origen comun,
ya que existe poca divergencia segun el analisis de Kimura de dos componentes. En
promedio, la distancia genética de las secuencias excluyendo el cry304, que es el que ha
acumulado mayores mutaciones, es de 0,2. Cabe mencionar que el GAP est4 flanqueado
por codones de terminacidn lo que permite la acumulacion de mutaciones ya que es una

region no codificante.

Ahora bien, estos GAPs podrian tener una funcién importante. Podria, por
ejemplo, permitir la expresion de una protoxina pre-digerida en su extremo carboxi-
terminal y por lo tanto ser mas solubles. Cabe sefalar que este extremo, rico en cisteinas,
permite la formacion de enlaces intramoleculares de disulfuro que son utiles para la
cristalizacion (Gill et al., 1992), ésto a su vez hace que requieran condiciones extremas
de alcalinidad o condiciones reducidas para la solubilizacion del cristal (Bietlot et al.,
1990). Una mayor solubilidad de la proteina, podria representar una mayor toxicidad en
insectos blanco cuyo tracto intestinal no presenta condiciones tan extremas de

alcalinidad, como seria el caso de H. hampei.

La inclusion de nuevos genes en las bases internacionales de datos hace que se
conserven o establezcan nuevos grupos en los dendrogramas de las proteinas Cry. En el
presente trabajo, se confirmo el resultado descrito por Crickmore (2006), en donde se
presentan relaciones estrechas de Cryl0A con Cry30, al comparar las proteina truncadas
correspondiente a los ORF1 de Cryl0A, Cry30, Cry39 y Cry40 (660-680aa) con las
secuencias de las protoxinas de Cry4A, Cry4B y Cry43A (1200-1300 aa). Este resultado
implica un error de sesgo en la comparacion de secuencias de distinto tamafio. Los
alineamientos de secuencias homologas de similar tamafio, demostraron que tanto el
ORF1, el ORF2, asi como las secuencias unidas ORF1-ORF2, fueron mas cercanas a
Cry4 que a Cry30. Este resultado es similar a lo descrito por Bravo (1997) y refleja la

necesidad de establecer un analisis mas exhaustivo de las relaciones de las proteinas Cry
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que se usan como referencia para Bt, como es el caso del dendograma descritos por

Crickmore (2006, ver apéndice 1).

La estrategia de unir el ORF1-2 del gen cryl0A4 podria tener consecuencias
positivas en la cristalizacion de la proteina que se traduce. El ORF2 en dicha proteina,
favoreceria el establecimiento de enlaces disulfuro que, como se menciond con
anterioridad, podrian mejorar la cristalizacion (Bietlot et al.,, 1990; Schnepf et al., 1998).
La protoxina final seria de un peso aproximado de 120-130kDa, en lugar de las dos
proteinas de 78 (forma activada de 68kDa) y 56kDa que se originarian de manera
silvestre por el ORF1 y ORF2 respectivamente. Cabe mencionar que, en el proceso de
unir ambos marcos abiertos de lectura, se debid insertar 3 nuevos aminoacidos. Ademas,
se incorporaron 6 aminoacidos provenientes de la secuencia ubicada entre el GAP y el
ATG del ORF2. Otra mutacion fue la deleccion de 25 aminoacidos en comparacion con
la proteina silvestre. La razén por la cual se eliminé una gran cantidad de aminoécidos, se
debe a que la secuencia correspondiente de DNA es rica en adenina y timina, lo que
imposibilitd el disefio de iniciadores para amplificar el ORF1. De manera hipotética,
todos estos cambios no alteran la estructura secundaria de la proteina Cryl0A, sino que
se mantiene una hélice que es homodloga a hélice alfa-9 de Cry4B (Figura II-11b, Figura
II-18). Cabe destacar que segiin Boonserm et al. (2005), esta hélice podria interactuar con
sitios hidréfobicos del dominio III de la d-endotoxina Cry4B. Se desconoce la
importancia de esta hélice en Cryl0A, aunque se propone que la misma podria no tener
implicaciones en la toxicidad de la d-endotoxina por varias razones. Por una parte esta
hélice no es parte de la d-endotoxina, la misma estd ausente en Cry4A y existen modelos
tridimensionales que la descartan en la 6-endotoxina Cry4B (Angsuthanasombat et al.,
2004). Ademas, Delecluse et al. (1988), proponen que el sitio probable de activacion de
CrylOA es la arginina 643, que se encuentra antes de la hélice alfa-9. Por otra parte,
Thorne et al. (1986) y Garduno et al. (1988) obtuvieron una 6-endotoxina Cryl0A de 56
kDa al expresar el ORF1, en lugar de la esperada de 68 kDa. Esta o-endotoxina seria
resultado probable de la protedlisis carboxi-terminal, por lo que se podria suponer que
este tipo de hélice terminal también fue eliminada. Por ultimo, esta hélice no esta
presente en otras proteinas Cry funcionales. En el caso de ORF1-2, la tltima ldmina

plegada B-23 del final del dominio III de la d-endotoxina Cryl0A, se mantiene, lo que
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significa que la actividad de la misma probablemente no se vea afectada; en especial si se

considera que es probable que durante la activacion proteolitica de Cryl0A la mayoria de
los aminoacidos posteriores la lamina 23 se eliminen. Por otra parte, la amplificacion
por PCR produjo una mutacién que ocasion6 un cambio transcripcional de un aminodacido
de acido glutamico (E) por uno alifatico de glicina (G). El cambio quiz4 podria afectar
algunas interacciones proteicas para la cristalizacion, aunque probablemente no tenga
efecto en la toxicidad, pues se encuentra en una secuencia que no es parte de la d-

endotoxina Cryl0A.

Adicionalmente, en el presente trabajo se logrd el disefio de un vector para
interrumpir el gen cryl0A con nptll (resistencia a Kanamicina) mediante recombinacion
homologa. El principio de esta estrategia radica en que el vector no puede replicarse
dentro de Bt, debido a que no dispone de un sitio Ori para Bt. Esto significa que la tinica
forma en que se obtengan clonas resistentes es mediante la insercion del gen de
Kanamina en algin sitio que le permita replicarse. Esta insercion podria ocurrir
principalmente por recombinacion homologa en el lugar donde se encuentra el gen
cryl0A. Sin embargo, es importante considerar que el DNA obtenido de cepas de E. coli
es metilado, no asi el DNA de Bf (Macaluso y Mettus, 1991). Esto significa que el DNA
que ingrese en Bt durante la transformacion probablemente sufra degradaciones
(Macaluso y Mettus, 1991) antes de que ocurra la recombinacion. Ademads, las secuencias
de DNA del vector pUCI9 podrian representar potenciales sitios para que ocurra
recombinacion no homoéloga en otras partes del genoma o plasmidos de Bfi. El producto
de PCR correspondiente al gen cryl0A-gen de resistencia a Kanamicina, obtenido en el
presente trabajo, representa una solucién a este problema, pues no es metilado, no
dispone del resto de las secuencias del vector para E.coli y es incapaz de replicarse en Bti.
Ademads, Kmiec (1999) reporta que se obtienen mejores resultados de recombinacion
homologa al usar DNA lineal. Esta opcion es de gran importancia, pues solamente existe
un reporte en el que se logro la recombinacion homodloga en Bf con vectores derivados de
E. coli, en donde se logrd interrumpir el gen cyt por recombinaciéon homologa, usando un

plasmido con dos genes de resistencia a antibiotico para Bt (Delecluse ef al., 1991).

Los resultados obtenidos en este trabajo son base fundamental para la

transformacion y expresion de Bf con los vectores disefiados. Los resultados futuros seran
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producto directo de esta primera etapa de disefio y son importantes por dos razones, la

primera tiene que ver con las relaciones de los distintos marcos abiertos de lectura de
cryl0A en la expresion y cristalizacion de esta proteina. Este tipo de informacion es
importante, ya que puede ser util para otros genes cry. La segunda es de caracter practico,
pues se espera que la obtencion de Cryl0A, o bien su interrupcion, permita determinar la
toxicidad de esta proteina contra H. hampei. Esto es de gran importancia, pues permitira

entender el modo de accion de Bti contra H. hampei.
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CAPITULO III

Susceptibilidad de Aedes aegypti a las proteinas Cryl10A y Cytl Aa
de la cepa Bacillus thuringiensis serovar israelensis

RESUMEN

La toxicidad de la proteina mosquiticida Cryl0A de Bacillus thuringiensis serovar israelensis
estd subestimada, ya que los bioensayos que existen reportados se realizaron con cepas
recombinantes con bajos niveles de expresion de cryl0A. En la presente investigacion se
obtuvo una adecuada expresion y cristalizacion del ORF1 y el ORF2 del gen cryl04,
mediante la clonacion de la secuencia silvestre en un vector de expresion de Bt con un
promotor Cyt y la secuencia estabilizadora Shine Dalgardo derivada del gen cry34. El
analisis de microscopia electronica de barrido demostré la presencia de dos cristales
pleomorficos redondeados. El analisis por SDS-PAGE de los cristales puros y solubilizados
presentd un patron de tres bandas de un peso molecular de 78, 68 y 56 kDa, lo que
corresponde a la protoxina (ORF1), la d-endotoxina activa (ORF1) y la proteina del ORF2.
Las bandas de 68 y 56 kDa se purificaron y se identificaron mediante MALDI-TOF-MS, lo
que resultd en una identidad total con el ORF1 y el ORF2 de CrylOA respectivamente. Se
sugiere que la secuencias 3’ terminales y correspondientes al ORF2 podrian brindar una
mayor estabilidad al RNAm lo que facilitaria la expresion y cristalizacion de ambos ORF de
cryl0A. El complejo espora cristal fue activo contra larvas de cuarto instar de Aedes aegypti
con una DLsy de 2,061 pg/ml y actia de manera sinérgica con CytlA, lo que aumenta la
toxicidad 13,3 veces y resulta en una DLs, de 40,909 ng/ml.

Palabras clave: Cryl0A, CytlA, Bacillus thuringiensis israelensis, Aedes aegypti, sinergismo.
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Susceptibilidad de Aedes aegypti a las proteinas Cryl10A y Cytl Aa
de la cepa Bacillus thuringiensis serovar israelensis

ABSTRACT

The CrylOA mosquiticidal protein of Bacillus thuringiensis serovar israelensis toxicity
against Aedes aegypti has been underestimated, as all the bioassays reported were based on
recombinant bacteria with low Cryl0A expression levels. Here we obtained high expression
levels and crystallization of the Bacillus thuringiensis ORF1 and ORF2 of the cry104 gene,
by cloning the complete cryl0A4 sequence into a vector with the strong Cyt promotor and a
Shine Dalgarno Cry3A RNAm stabilization sequence. Scanning Electron Microscopy (SEM)
demonstrated that round pleomorphic crystals were obtained. Purified and solubilized
crystals gave a SDS-PAGE pattern of 78, 68 and 56kDa, corresponding to the protoxin
(ORF1), active d-endotoxin (ORF1) and ORF2. The protein PAGE-bands of 68kDa and
56kDa were purified and sequenced by MALDI-TOF-MS resulting in a perfect match with
the ORF1 and ORF2.We suggest that 3’ termini of ORF2 sequence could help the mRNA
cryl0A4 wild type to be more stable than mRNA of ORF1 alone, resulting in enhanced
expression levels and crystallization of the protein. Spore-crystal suspensions were active
against Aedes aegypti with a LDs, of 2.061 pg/ml, and acted synergistically with Cyt crystals
enhancing its activity 13.3 times resulting in a LDs, of 40.909ng/ml.

Key words: Cryl0A, CytlA, Bacillus thuringiensis israelensis, Aedes aegypti, synergism.

3.1 Introduccion

La cepa Bacillus thuringiensis serovar israelensis (Bti) es ampliamente conocida
y utilizada por su alta toxicidad contra mosquitos de la familia Culicidae y Simulidae,
principalmente Aedes aegypti y en menor grado contra Anopheles (Tyrell et al., 1979).
Estos mosquitos son de gran importancia para el humano ya que son vectores
transmisores de enfermedades como el virus del Nilo (Culex), el dengue (Aedes) y la
malaria (Anopheles) (Gibbons y Vaughn, 2002; Sardelis et al., 2001; Shiff, 2002).
Actualmente, existe una elevada preocupacion con respecto al dengue en Latinoamérica,
debido al incremento en la presencia del vector y el virus en la region en los ultimos 20
afios (Gubler, 2002; Gubler, 2005). En 1993 el dengue mostr6 una reaparicion Costa Rica
y Panama, paises centroamericanos libres de la enfermedad (Guzman y Kouri, 1996). En
el caso de Costa Rica, en el ano 2005 se reportd un total de 33 000 personas infectadas

con dengue (Bonilla, 2006).
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La alta eficiencia de Bti contra mosquitos se debe a presenta un cristal paraesporal

con las proteinas bioinsecticidas Cry4A, Cry4B, Cryl0A, Cryll y Cyt. Estas proteinas
actian de manera compleja mediante sinergismos; por ejemplo Cry4A-Cry4B
(Angsuthanasombat et al., 1992; Delecluse et al., 1993), Cry4B-Cryl0A contra Culex
(Delecluse, et al., 1988), Cyt-Cryl1 (Chang et al., 1993), Cyt con Cry4A y Cry4B (Wu 'y
Chang, 1985; Tabashnik 1992). Ahora bien, Cry4A, Cry4B, Cryll y Cyt son altamente
toxicas contra A. aegypti, mientras que CrylOA es la proteina que presenta menor
actividad bioinsecticida segun Thorne et al. (1986) con una mortalidad del 70% a las 24
horas con 125ug/ml. Sin embargo, esta toxicidad de Cryl0A se ha subestimado, debido a
que tanto Thorne ef al. (1986) como Garduno et al. (1988) y Delecluse et al. (1988)
obtuvieron bajos niveles de expresion de dicha proteina y por lo tanto ausencia de
cristales. Ademas, Hughes et al. (2005) obtuvieron un resultado similar al transformar
cepas acristaliferas de Bt con el ORF1 del gen cryl0A4. Se requiere entonces una
estrategia de clonacidon que permita la expresion y cristalizacion estable de Cryl0A, de tal
manera que se pueda determinar su actividad contra 4. aegypti mediante bioensayos. Se
desconoce ademas, si se presenta sinergismo de Cryl0A con otras proteinas de Bti como
CytlAa.

En cuanto a la organizacion genética de cryl04, cabe destacar que presenta dos
marcos abiertos de lectura (ORF1, ORF2) (Delecluse et al., 1988). Esto significa que el
gen no se traduce como una protoxina de 130kDa, sino que tedricamente el ORF1
codifica para una protoxina de 78KDa y el ORF2 para una proteina correspondiente al
extremo carboxilo terminal de 56 kDa. Garduno y colaboradores (1988) demostraron que
la proteina codificada por el ORF1 presenta un peso molecular de 58kDa; mientras que se
desconoce si el ORF2 se traduce. La presente investigacion propone el clonaje de la
secuencia cryl(0A con ambos marcos abierto de lectura en el vector pSTAB. Este tltimo,
permite una mejor transcripcion ya que utiliza el promotor CytlAa de reconocida
eficiencia y la secuencia estabilizadora del RNAm Shine Dalgarno del gen cry3 (Park et

al., 1999).

En la presente investigacion se demuestra la expresion y cristalizacion de ambos
ORFs del gen cryl0A. Ademas, se analizard mediante bioensayos contra Aedes aegypti el

efecto bioinsecticida de Cryl10A vy la interaccion con CytlAa .
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3.2 Materiales y Métodos

3.2.1 Transformacion y expresion del gen cryl0A4 en cepas acristaliferas de Bt

Se utilizé el vector pSTAB-cryl0A4 cuya construccion se detalld en el capitulo I
de la presente tesis para transformar la cepa acristalifera 4q7 obtenida del Bacillus Stock
Center de la Universidad estatal de Ohio, Columbus, OH, USA. La transformacion se
llevo a cabo por electroporacion segtn el protocolo descrito por Lereclus et al. (1989). La
presencia de cristales se determind mediante el uso de un microscopio de contraste de
fases a las 24 y 48 horas de cultivo en medio sélido SP. El medio SP esta compuesto por
123 mg de Mg(SO4)7H,0, 1.7 mg de MnSO,4 H,0, 14mg de ZnSO4 7H,0, 20mg de
Fe,(S04)3, 147mg de CaCl, 2H,0, 10g de glucosa y 6g de bactopeptona por litro, pH 7.4.

Las cepas recombinantes se denominaron Bt-pSTAB-cryl0A.

La morfologia de los cristales se determiné mediante microscopia electronica de
barrido. Para ello, se cultivé Bt-pSTAB-cryl0A en medio liquido SP hasta alcanzar la
autolisis (96 horas a 28°C, 240RPM). El cultivo se centrifugé a 4000 RPM por 10
minutos y se realizaron tres lavados con agua des-ionizada estéril bajo las mismas
condiciones de centrifugacion. Posteriormente, se colocaron 10ul de la preparacion
espora-cristal en rejillas de aluminio con cinta adhesiva doble. Las muestras se secaron a
40°C por dos horas, se cubrieron con 30 nm de platino y se observaron en un microscopio

electronico de barrido Hitachi S-2360N a 15kv.

La presencia del gen cryl0A4 en las cepas transformadas se confirm6 mediante
secuenciacion con el iniciador directo S>’ATATGAAATATTCAATGCTC3’ y el reverso
5" ATAAATTCAAGTGCCAAGTA 3’ descritos por Porcar y Juarez (2003). EI DNA de
Bt-pSTAB-cryl0A4 se aisld segin el protocolo de Jensen et al. (1995). La reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) se hizo con 500ng de DNA, 12.5ul de agua estéril, 2.5pul
de solucion tampén 10x, 2.5 pl de 225mM MgCl,, 0.5ul de dNTP, 20uM de cada
iniciador y 2.5 U de Taq polimerasa. Se utiliz6 el termociclador PTC-100 de la casa
comercial MJ Research INC con las siguientes condiciones: un paso inicial de 95°C por 5
minutos; 30 ciclos de un minutos a 95°C, 1.5minutos a 50°C y 1 minutos a 70°C; asi

como un paso final de 10minutos a 70°C.
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Los productos de PCR se analizaron por electroforesis en geles de agarosa al 1%

en TBE 1x (10,8 g TRIZMA-Base, 5.5g de 4cido bodrico y 4 ml de 0.5M EDTA pH 8.0
por litro). Posteriormente, se purificd el producto de PCR con el kit de extraccion QIA
quick de la casa comercial QIAGEN segun las instrucciones del proveedor y la secuencia
de nucleotidos se determino en un secuenciador automatico de DNA “ABI PRISM 377”

de la casa comercial Applied Biosystems.

Los cristales de la cepa Bt-pSTAB-cryl0A se purificaron mediante centrifugacion
con gradientes de bromuro de sodio segun las condiciones descritas por Ang y Nickerson
(1978) a partir de un cultivo esporulado de 200ml en medio liquido SP (96 horas a 28°C,
240RPM). Los cristales obtenidos se lavaron tres veces en agua des-ionizada estéril con
centrifugaciones a 12000 RPM por 10min entre cada lavado. Finalmente se
resuspendieron en 100ul de agua des-ionizada estéril. Se tomaron 20 pl de la muestra de
cristales, posteriormente, se afiadié el mismo volumen de tampon (NaOH 50mM, DTT
25mM y CAPS 50mM pH 11.5) y se incub6 una hora a 37°C con el fin de solubilizar los
cristales. Por ultimo se afiadieron 10ul de tampdn muestra 4X (2% SDS, 40% glicerol,
5% mercaptoetanol, 0,001% azul de bromofenol, 0.0625M Tris-HCI, pH 8) y se agito en
Vortex. La muestra se coloco por 3 min en un bafio de agua hirviendo y se utiliz6 un total
de 15 pl de la solucion en un gel de poliacrilamida al 10% preparado segin lo descrito
por Sambrook et al. (1989), ademas, se utilizd el marcador de peso molecular marca
BIO-RAD 161-0304. Los geles de poliacrilamida al 10% se colocaron en camaras
verticales BioRad Mini Protean II, con el tampoén tanque Tris-Glicina-SDS. Las muestras
se corrieron a 80 voltios por 4 horas. Por tltimo, las proteinas se tifieron con una solucion
de azul de Coomassie (0.25% en 40% metanol y 7% de acido acético), seguido de una

decoloracion por 3horas en una solucion al 40% metanol y 7% éacido acético.

Las bandas obtenidas en el gel de poliacrilamida se aislaron y enviaron a la
unidad de protedomica del CINVESTAV (Irapuato, México), donde se procesaron y

analizaron en una secuenciador MALDI-TOF-MS.

Los andlisis in silico de la estabilidad del RNAm correspondiente al ORF1, ORF2
y el gen cryl04 silvestres (con ambos ORFs) se realiz6 con el programa RNAdraw V1.1.
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3.2.2 Bioensayos con Aedes aegypti

Se realizo un bioensayo burdo con larvas del cuarto instar de 4. aegypti
provenientes del insectario del CINVESTAYV, Irapuato. Para ello, se prepararon envases
plasticos con 100ml de agua y 20 larvas (Mclaughlin et al., 1983). Posteriormente, se
afiadio 100ul de una solucién liquida del complejo espora cristal de Bt-pSTAB-cry10A4 de
aproximadamente 100 ug/ml a cada envase. Se utilizé un total de 200 larvas para el
bioensayo con el complejo espora cristal Bt-pSTAB-cryl0A4 y 100 larvas para el control
negativo. La mortalidad se determind a las 24h y se realiz6 un andlisis Probit de los

resultados.

El bioensayo fino para determinar la DL50 se realiz6 con diluciones seriadas de
1:1 a partir de una solucion de 20 pg del complejo espora-cristal Bt-pSTAB-cry10A4 por
ml. Las larvas se prepararon segin las condiciones descritas con anterioridad. Para
determinar el sinergismo del complejo espora-cristal CrylOA y la proteina CytlA
obtenida de la cepa pWF45 y facilitada al Dr. Ibarra por B.A. Federeci (Universidad de
California, Riverside); se realizd un bioensayo con diluciones seriadas 1:1 a partir de la
mezcla de 100ng de cada componente/ml. La mortalidad se determind a las 24 horas y se
realiz6 un andlisis PROBIT de los resultados. La potenciacion del sinergismo se calculd

segun la férmula de Tabashnik (1992).
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3.3 Resultados

3.3.1 Transformacion y expresion de la construccion pSTAB-cryl0A en la cepa

acristalifera 4q7

O O% "Tale

—

Figura III-1 Microscopia de luz a 1000 aumentos de A) Bacillus thuringiensis 4q7 transformado con las
construccion pSTAB-cryl0A y B) B. thuringiensis 4q7 sin transformar. Las letras indican
(e)=esporas, (c) cristal redondeado y (p) cristal redondeado pequefio. Barra =2 pum.

La transformacion por electroporacion con la construccion pSTAB-cryl0A de
células acristaliferas de Bt-4q7, resultd en un total de 20 clonas transformantes positivas,
todas ellas con inclusiones celulares de morfologia redondeada (Figura III-1, Figura III-
2). Ademas, el complejo espora cristal de la cepa Bt-pSTAB-cryl0A4 se observo en el
microscopio electronico de barrido, lo que confirmd la presencia de al menos dos
inclusiones celulares pleomorficas redondeadas, una de mayor tamafio con respecto a la

otra (Figura III-2).

O
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Figura III-2. Micrografia electronica de barrido de la cepa Bt-pSTAB-cryl0A. Las iniciales indican (E)
esporas, (C) cristales redondeados y (P) cristal redondeado pequefio. Barra =4,3um
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La amplificacion y secuenciacion parcial de una region conservada de 600pb del

gen cryl0A, corrobord la presencia del plasmido pSTAB-cryl0A en las clonas

transformantes. La secuencia consenso de este producto de PCR es:

ATATCCATTAGCAAATAAGCCAAATCAACCACTGAAAAACACGAATTACAAAGATTGGCTCA
ATGTGTGTCAAGATAATCAACAATATGGCAATAATGCGGGGAATTTTGCTAGTTCTGAAACTA
TTGTTGGAGTTAGTGCAGGTATTATTGTAGTAGGAACTATGTTAGGAGCTTTTGCTGCCCCTGT
CTTAGCTGCAGGTATAATATCTTTTGGGACTTTGTTGCCGATCTTTTGGCAAGGATCTGACCCT
GCAAATGTTTGGCAGGATTTGTTAAACATCGGAGGAAGGCCTATACAAGAAATAGATAAAAA
CATAATTAATGTACTAACTTCTATCGTAACACCTATAAAAAATCAACTTGATAAATATCAAGA
ATTTTTCGATAAATGGGAGCCAGCACGTACACACGCTAATGCTAAAGCAGTACATGATCTCTT
TACTACCTTAGAACCTATAATAGATAAAGATTTAGATATGTTAAAAAATAATGCTAGCTA

Esta secuencia aline6 especificamente mediante analisis Blastn con las secuencias
correspondientes al gen cryl0A en los nimeros de acceso AL731825.1 y M12662.1 en la
base de datos del GeneBank (Fig III-3).

(A) (B)
Distribution of 54 Blast Hits on the Query Sequence

IMouse—DvertD show defline and scores. click to show alignments
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Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
gi|21685410|emb|AL731825.1|BTPBTOXIS Bacillus thuringiensis 985 0.0
gi|143228|gb|M12662.1|BACMSQB B.thuringiensis insecticidal 985

o
o

Figura III-3 Andlisis mediante PCR y Blastn de una secuencia conservada del gen cryl04 de la cepa Bt-
PpSTAB-cryl0A. En A) Gel de agarosa que muestra una banda de 550 bp correspondientes al
producto de PCR de una region conservada del gen cry/0A4 y que se secuencid. En B) el grafico
del alineamiento de esta region secuenciada, asi como la descripcion de los primeros dos
alineamiento correspondientes a las barras de color rojo: AL731825.1 y M12662.1.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=21685410&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#21685410
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=143228&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi#143228
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La centrifugacion del complejo espora-cristal de la cepa Bt-pSTAB-cryl0A en
gradientes de bromuro de sodio, gener6 una banda a la altura de 1/3 del tubo y un
precipitado en el fondo del mismo (Figura III-4a). Esta primera fase (banda) estaba
constituida por cristales puros (Fig III-4b), mientras que en el precipitado se observaron

esporas y cristales (Figura II1-4c¢).

Figura III-4. Purificacion de cristales Cryl0A mediante centrifugacion en gradientes de bromuro de sodio.
En A) patréon de bandas obtenido después de la centrifugacion, B) Microscopia de luz a 1000
aumentos de la banda observada a 1/3 del tubo y en ¢) Microscopia de luz a 1000 aumentos de
precipitado obtenido después de la centrifugacion. Noétese la presencia de cristales puros en (b), asi
como la presencia de una mezcla de esporas y cristales en (C). Barra = 2ym

Los cristales purificados de los gradientes de bromuro de sodio se solubilizaron de
al usar el tampon con NaOH, CAPS y DTT, con lo cual se logré obtener dos bandas
prominentes de proteinas en el gel de acrilamida de un peso molecular aproximado de

68kDa y 56kDa, asi como una banda tenue de alrededor de 78Kda (Figura III-5, carril 1).
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Figura III-5. Gel de poliacrilamida al 10% que muestra en el carril 1 las proteinas de Bt-pSTAB-cryl04
solubilizado con NaOH 50mM, dtt 25mM y CAPS 50mM pH 11.5 y en carril 2 el marcador de
peso molecular. Noétese las marcas de color azul que indica la presencia de tres bandas de
alrededor de 78, 68 y 56 kDa.

El analisis de MALDI-TOF-MS de las proteinas aisladas del SDS-PAGE, revelo
que la proteina de un peso aproximado de 68kDa corresponde al ORF1 del gen cryl0A4
cuyo numero de acceso es Gi: 117329, mientras que la proteina de un peso aproximado

de 56kDa corresponde al ORF2, ntimero de acceso Gi: 21685445 (Tabla I1I-1).

Tabla III-1 Secuenciacion de las proteinas purificadas del gel de acrilamida al 10% a partir de cristales
puros de la cepa pSTAB-cryl04 por MALDI-TOF-MS.

Muestra Patrén de aminoacidos desplegado por MALDI-TOF-MS Identificacion
Primer banda  SNNYSRYP LANKPNQPLK Gil17329, P0966,
de 68Kda ELIREVYTNV NSDTFRTITE LENGLTR CAD 30098.1
FPFYRNKPID KVEIVR (ORF1 de Cry10A)
TDNYI FSVVR
FLKNVSR;

IRYATNAP KTTVFLTGID TISVELPSTTSRONPNATDL TYADFGYVTFPR

Segunda  LMLWDQVK Gi 21685445,
bandade  GNYLNISGAR CAD 30099.1
56kDa GFVGSSKDVELVVSR (ORF2 de Cry10A)
DVELVVSR
QIVCQDSHQFK
RSETQQAYVAK

YLYDTR
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3.3.2 Analisis de la estabilidad del RNAm del gen cryl04

El analisis de las estructuras del extremo 5’ y 3’ del RNAm correspondientes al

gen c¢ryl0A silvestre (ORF1+GAP+ORF2); y a los extremos 3’ del RNAm

correspondiente a las secuencias de DNA utilizadas por Hughes ef al. (2005) (ORF1) y a
Thorne et al. (1988) (ORF1-GAP-parte del ORF2), reveld que el extremo 5’ forma una
estructura estable de -22,92 kcal, y que existen diferencias con respecto a la estabilidad
de los extremos 3. El extremo 3’ del RNAm de cryl04 silvestre (ORF1+GAP+ORF2)
tiene una estabilidad de -23,48 kcal, mientras que el de Hughes et al. (2005) (ORF1) es
de -9,39 kcal y el de Thorne ef al. (1988) (ORF1-GAP-parte del ORF2) de -16.62 kcal

(Tabla ITI-2). Las estructuras 2D se describen en las figuras I1I-6, I1I-7 y III-8.

Tabla III-2 Apareamiento y estabilidad de los RNAm correspondientes al ORF1, ORF2 y la secuencia
silvestre del gen cryl0A4 (ORF1-GAP-ORF2), determinados mediante calculos in silico.

Extremos del RNAm Apareamientos Estabilidad kcal
GC AU GU Total 30°C 37°C
Extremo 5’ cryl04 silvestre 11 22 3 36 -28.68 -22.92
Extremo 3’ cryl0A de Hughes* 7 19 3 29 -13.98 -9,39
Extremo 3’ c¢ryl0A4 de Thorne** 11 20 4 35 -22.08 -16.62
Extremo 3’ cryl0A silvestre 7 25 8 40 -29.82 -23.48
* Thorne et al., 1988
** Highes et al., 2005 e
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Figura III-6. Posible estructura 2D del extremo 5° del RNAm generado a partir del gen cryl0A4 silvestre
segun analisis in silico realizados con el programa RNAdraw vl1.1, con una estabilidad de -22.92

kcal a 37°C.
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Figura III-7. Posible estructura 2D del RNAm generado a partir del: A) extremo 3’ de la secuencia del gen
cryl0 utilizada por Thorne et al. (1988) (ORF1-GAP-parte del ORF2) con una estabilidad de-
16.62 y B) la secuencia del gen cryl0 utilizada por Hughes et al. (2005) (ORF1) con una
estabilidad de -9,39 kcal. El anélisis se realiz6 in silico con el programa RNAdraw v1.1 utilizando

como temperatura 37°C.
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Figura III-8. Posible estructura 2D del RNAm generado a partir del extremo 3’ del gen silvestre cryl04
(ORF1,GAP, ORF2) segun analisis in silico realizados con el programa RNAdraw v1.1, con una

estabilidad de -23.48 kcal a 37°C.
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3.3.3 Bioensayos con A. aegypti

Figura III-9 Bioensayos burdos de 4. aegypti con Bt-pSTAB-cryl0A. En A) larva necrosada de 24 horas
que se aliment6 con el complejo espora cristal y en B) larva control.

El bioensayo burdo con larvas de Aedes aegypti demostrd que el complejo espora-
cristal de la cepa Bt-pSTAB-cryl0A4 presentd toxicidad frente a este insecto (Figura III-
9.). La mortalidad fue del 70% a las 24 horas y del 90% a las 48 horas a una
concentracion aproximada de 100pg/ml (Tabla I11-3).

Tabla III-3 Bioensayo burdo del complejo espora-cristal de la cepa Bt-pSTAB-cryl0A con larvas del
cuarto instar de Aedes aegypti (mosquitos) a una concentracion aproximada de 100 pg/ml.

Tratamientos 24 horas 48 horas
Tratados Muertos Mortalidad % Tratados Muertos Mortalidad %

Bioensayo repeticion 1 20 17 85 20 19 95
Bioensayo repeticion 2 20 14 70 20 17 85
Bioensayo repeticion 3 20 13 65 20 18 90
Bioensayo repeticion 4 20 14 70 20 18 90
Bioensayo repeticion 5 20 15 75 20 19 95
Bioensayo repeticion 6 20 13 65 20 18 90
Total 120 86 71.66+ 3,07 90.8+ 3,7
Control Repeticion 1 20 0 0 20 0 0
Control Repeticion 2 20 0 0 20 0 0
Control Repeticion 3 20 0 0 20 0 0
Total 60 0 0 60 0 0




Tabla III-4 Bioensayo global fino (3 repeticiones) del complejo espora-cristal de la cepa B-pSTAB-
cryl0A con larvas del cuarto instar de Aedes aegypti determinados a las 24h

75

Bioensayo Dosis Tratados Muertos Mortalidad % Mortalidad CL 50 Limites CL95 Limites
(pg/ml) corregida (ug/ml)  Fiduciales  (pug/ml) Fiduciales
1 20 60 50 83,3 83,0
2 10 60 47 78,3 77,9
3 5 58 36 62,1 61,4
4 2,5 60 37 61,6 61,0 2,061 1,451-2,927 75,489  30,248-188,393
5 1,25 56 25 44,6 43,7
6 0,625 56 14 25 23,7
Control 0 60 0 0 0

El bioensayo fino permitio el calculo de la DLsy con un valor de 2,061 pg/ml, asi

como la DLgs con un valor de 75,489 ng/ml (Tabla III-4). De manera similar, el

bioensayo fino que se realizd con la mezcla Cryl0A-Cytl Aa, permiti6 el calculo de la

DLs con un valor de 40,909ng de cada componente/ml; mientras que la DLys calculada

fue de 121,2 ng/ml (Tabla III-5).

Tabla III-5 Bioensayo fino global (3 repeticiones) de la mezcla de complejo espora-cristal de la cepa Bt-
pSTAB-cryi0A- cristal Cyt (1:1), con larvas del cuarto instar de dedes aegypti determinado a las

24h.
Bioensayo Dosis Tratados Muertos Mortalidad DLs, Limites DL o5 Limites
(ng/ml) % Fiduciales Fiduciales

1 100 60 55 91,6

65 60 48 80

42,25 60 29 48,3 40,909  36,831-45611 121,247 99,732-158,253

4 27,4625 60 12 20
5 17,850625 60 9 15
6 11,6029063 60 2 33
Control 0 60 0 0

La DLsy del complejo espora cristal Cryl0A de 2 pg/ml obtenida en la presente

investigacion es ain mejor que la reportada para Cry4A (23ug/ml) y Cryl1 (4,34pg/ml)

por otros autores (Tabla III-6). Ademas, la toxicidad alcanzada por el sinergismo

Cryl0A-CytlAa de 40,9ng, es casi el doble de lo reportado para el complejo espora

cristal de la cepa Bti (22,3ng) (Tabla III-5 y Tabla III-6).
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Tabla III 6 Toxicidades reportadas por distintos autores de las proteinas de B#i con larvas del cuarto instar
de Aedes aegypti a las 24h

Tratamientos LCso LCos Referencia

Cry4A (espora-cristal) 28,0pg/ml 906 pg/ml Wirth et al., 2004

Cryl1 (espora-cristal) 4,34 ng/ml 52,2 ng/ml Wirth et al., 2004

Cryl1 (cristal) 0,235pg/ml - Bravo, 2005

Cyt (cristal) 1,86 pg/ml 36,5 ng/ml Wirth et al., 2000

Cyt (cristal) 1,244 ng/ml - Bravo, 2005

Cyt (cristal) 0,732 pg/ml - Ibarra, 2006 (datos no publicados)
Bti (espora-cristal) 0,0223 pg/ml 0,138 pg/ml Wirth et al., 2004

Bti (cristal puro) 0,00019 pg/ml 0,0017 pg/ml Tyrell et al., 1979

El aumento de la toxicidad del complejo espora cristal Cryl0OA generado al
adicionar cristales CytlAa, o potenciacion, segun la formula de Tabashnick es de 13,3.
La DLs, de los cristales Cytl Aa puros fue facilitada por el Dr. Ibarra con un valor de

739,29ng/ml. La ecuacidn se describe a continuacion:

0.5 0.5 -1
DLsogm) = [ --------- + - ]
2061 739.294
-1
DLsom) = [ 0.0009189216 ]

DLSO(esperada) = 1 088 232 1 1 7
DLSO(estimada) = 81.819

Potenciacion = 13.3
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3.4 Discusion
La cepa Bti presenta inclusiones paraesporales con un arsenal de proteinas
bioinsecticidas: Cry4A, Cry4B, Cryl0A, Cryll y Cyt. La proteina Cryl0OA tiene una
concentracion minima en este cristal paraesporal, mientras que su clonaciéon en distintos
sistemas tiene una expresion baja, segin varios autores (Thorne et al., 1986; Delecluse et
al., 1988; Garduno et al., 1988). De igual manera no se habia logrado a la fecha, la
cristalizacion de la proteina y se creia que la toxicidad ante 4. aegypti era baja (Thorne et
al., 1986; Delecluse et al., 1988; Garduno et al., 1988). La presente investigacion
permitid aislar, expresar y cristalizar las proteinas codificadas por los dos ORF del gen
cryl0A en la cepa acristalifera de Bt-4q7. Ademas, se demostrd la cristalizacion de estas
dos proteinas, asi como su toxicidad contra 4. aegypti con una DLsy de 2 pg/ml. También
se encontr6 que CrylOA actua en forma sinérgica con CytlAa potenciando la toxicidad

13,3 veces contra Aedes aegypti con una DLsy conjunta de 40ng/ml.

La expresion de un gen se ve afectada por la eficiencia de transcripcion,
traduccion y por la estabilidad de su respectivo RNAm (Grunberg, 1999). En los genes
cry de Bacillus thuringiensis se conocen dos mecanismos de estabilidad del RNAm, la
secuencia UTR (untraslated region, o regiones no traducibles) 5’ estabilizadora Shine
Dalgarno (STAB-SD) de los genes cry3, y los extremos traducibles 3’
TGTTGTAATGAAAAACGGACATCACCTCCATTGAAACGGAGTGATGTCCGTT
T de diversos genes cry (Wong y Chang, 1986). La secuencia 5> STAB-SD es una region
no traducible localizada en la posicion 139 rio arriba del ATG que permite la union del
ARNm a la subunidad 16S del ribosoma. Mientras que los extremos traducibles 3’ tienen
la capacidad de formar horquillas que evitan la actividad de exoribonucleasas 3-5
conocidas como PNPasas (del inglés polynucleotide phosphorylase), lo que aumenta la
vida media del RNAm en el citoplasma (Glatron y Rapoport, 1972; Wong y Chang,
1986). Los mecanismos de estabilidad de RNAm son mds importantes en Bacillus en
comparacion con E. coli, puesto que las PNPasas de Bacillus actian en menor grado
sobre RNAm con estructuras secundarias complejas tanto in vitro como in vivo (Condon,

2003).
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El presente trabajo planted dos estrategias para aumentar la estabilidad del

RNAm. La primera es la adicién de la region STAB-SD mediante el uso del vector
pSTAB (Park et al., 1999), mientras que la segunda se bas6 en afiadir las secuencias
correspondientes al ORF2 con lo cual se aumenta la estabilidad, aunque mediante un
mecanismo distinto al descrito por Wong y Chang (1986) para el gen cryl4. Segun
nuestro andlisis in silico de la estructura 2D del extremo 3’ terminal del RNAm del
ORF1-GAP-ORF2, se presenta un aumento de 14,09 kcal y 6,86 kcal en la estabilidad de
dicho RNAm, en comparacioén con los RNAm de las secuencias utilizadas por Hughes et
al. (2005) y por Thorne et al. (1988); esto a pesar de que no existen secuencias
homologas a las descritas por Wong y Chang (1986). La menor estabilidad del ARNm de
la secuencia utilizada por Hughes et al. (2005), explicaria la ausencia de cristales descrita
por estos autores, en donde se clond unicamente el ORF1 (sin el ORF2) en el mismo
vector usado en esta investigacion (pSTAB). Ambas estrategias permitieron incrementar
la expresion de las proteinas correspondientes al gen cryl0A, lo que posiblemente
favorecid la formacion de cristales. El mecanismo de estabilidad del RNAm descrito en el
presente trabajo podria presentarse para otros genes cry, como Cry39A, Cry40A y
Cry43A.

La morfologia de las inclusiones paraesporales de Bf puede ser muy variable en la
cantidad, tamafio y morfologia. En el caso de la cepa Bti, se han relacionado las proteinas
Cry4A, Cry4B y Cyt con inclusiones amorfas y cristales compuestos (Federeci et al.,
1990), mientras que la Cryl1 con inclusiones en forma de barra (Ibarra y Federeci, 1986).
En esta investigacion se demostro la presencia de dos cristales pleomorficos redondeados
de diferente tamaio en la cepa Bt-pSTAB-cryl0A. Esta morfologia podria relacionarse
con las inclusiones amorfas Cry4A y Cry4B, en especial si se considera la similaridad
que existe entre estas proteinas y Cryl0A (Capitulo I). Cabe destacar, que se desconoce si
las inclusiones son producto de la cristalizacion de cada proteina por separado (ORFI,
ORF2), o bien de la mezcla de los mismos. Sin embargo, la necesidad de condiciones
alcalinas y el agente reductor DTT para disolver los cristales Cryl0A, sugiere que ambas
proteinas podrian estar mezcladas. Es posible que las cisteinas presentes en el ORF2
permitan el establecimiento de enlaces disulfuro entre proteinas de su misma naturaleza

y con proteinas del ORFI1. Este tipo de enlaces se pueden romper en condiciones
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reductoras y alcalinas, solubilizando asi la proteina (Couche et al., 1987; Bielotlot et al.,

1990). Por el contrario, el ORF1 no presenta esta condicion, esto significa que de formar
un cristal separado del ORF2, tedricamente no deberia de presentarse baja solubilidad, en
especial si se considera que otras proteinas truncadas como la Cry3 se solubilizan con

facilidad.

El peso molecular de las proteinas observadas en el SDS-PAGE confirmé que la
proteina de 78KDa corresponde a la protoxina derivada del ORF1 de Cryl0A; mientras
que la secuenciacion confirmé que la proteina de 68Kda corresponde a la d6-endotoxina
activada por protedlisis, mientras que la de 56Kda es la proteina derivada del ORF2. La
baja concentracion de la proteina de 78Kda, es probablemente resultado de la conversion
de protoxina a toxina mediante protedlisis durante la solubilizacion del cristal (Koni y
Ellar, 1994), convirtiéndola en la forma activa de 68kDa. En contraste, otros autores
reportaron una forma proteolitica de 58 y 60kDa para la proteina derivada del ORFI

(Delecluse et al., 1988). La protoxina de 78kDa no habia sido descrita anteriormente.

El bioensayo con el complejo espora-cristal contra A. aegypti presentd una DLsg
de 2 upg/ml, lo cual contrasta con la baja toxicidad reportada por Delecluse y
colaboradores (1988), que observo una toxicidad del 10% a las 24h al usar un cultivo
concentrado de E.coli. La alta toxicidad que se obtuvo en este trabajo, puede atribuirse a
la alta expresion y cristalizacion de Cryl0A, en contraposicion con los bajos niveles de
expresion indicados por los autores anteriormente mencionados. La toxicidad es aln
mayor que la reportada para Cryll y Cry4A, lo cual podria permitir la elaboracion de

nuevas estrategias de control bioldgico de A. aegypti mediante el uso de Cryl0A.

Por otra parte, las proteinas CytlAa tienen la caracteristica de hacer sinergismo
con proteinas Cry de Bti como Cry4A, Cry4B y Cryl1 (Butko, 2003), y antagonismo con
la CrylAc (del Rincon et al., 1999). Este efecto ya ha sido determinado contra 4. aegypti
y Culex y es una de las razones por las cuales no existe a la fecha, ningiin reporte de
resistencia contra Bti a pesar de su uso frecuente en control bioldgico de mosquitos. En el
caso del complejo espora cristal Cryl0A, existe una potenciacion de 13,3 con cristales
CytlAa, lo cual es elevada, y probablemente serd mayor con cristales puros Cryl0A. Esto

sugiere un potencial hasta la fecha no descubierto para CrylOA y un comportamiento
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similar y/o mejor que la potenciacion de 18,5 reportada por Bravo para cristales puros

Cryl1-Cytl Aa. El mecanismo de sinergismo de Cytl Aa con Cryl0A podria ser similar a
lo reportado por Pérez et al. (2005) para Cryl1-CytlA. Segiun Pérez et al. (2005), existe
una interaccion especifica entre los aminoacidos K198, E204 y K225 de Cyt, con los
aminoacidos S259 y E266 de Cryll funcionando como un receptor. Esta hipdtesis es
ademas, similar a lo postulado por Wirth et al. (1997) en donde Cyt es un facilitador de la
union y/o inserciéon de las toxinas Cry en la membrana microviliar. Es posible que
CrylOA presente algun tipo de interaccion similar a la descrita por Pérez et al. (2005).
Las relaciones de Cryl0A son aun mas interesantes, pues se conoce que Cryl0A es
sinérgico con Cry4B contra Culex pipiens (Delecluse ef al., 1993). Estas dos actividades
de sinergismo plantean que CrylOA podria tener un elevado potencial todavia

inexplorado, tanto de estudio como de accidén contra mosquitos.
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CAPITULO IV

Susceptibilidad de la broca del café (Hypothenemus hampei
Ferrari) a las proteinas Cryl0A y Cytl Aa de la cepa Bacillus
thuringiensis serovar israelensis.

RESUMEN

Bacillus  thuringiensis serovar israelensis es altamente toxica contra el coledptero
Hypothenemus hampei Ferrari conocido como “broca del café”. En la presente investigacion
se demuestra el efecto sinérgico del complejo espora-cristal Cryl0A y CytlA, lo que resulto
en una mortalidad del 100% de larvas de broca mediante bioensayos burdos, utilizando una
concentracion de 50 pg/cm’. Para los bioensayos se utilizé complejo espora-cristal de una
cepa recombinante de Bf con altos niveles del gen cryl04, lo que resultd en una mortalidad
del 20%; mientras que los bioensayos con complejos espora-cristal Cytl A resultaron en un
50% de mortalidad. Ademads, se probaron estas proteinas de manera individual y en
combinacion contra los coledpteros plagas de granos almacenados: Tribolium castaneum,
Gnathocerus maxillusus y Prostephanus, lo que resulté en una mortalidad nula. Se sugiere
que las diferencias en el pH y las enzimas presentes en el intestino medio de la broca en
comparacioén con estos ultimos coledpteros, podrian explicar las diferencias observadas en la
toxicidad. Los genes cryl0A y cytlAa podrian utilizarse en el futuro desarrollo de plantas de
café genéticamente modificadas para conferir resistencia a la broca del café.

Palabras clave: Cryl0A, CytlA, Bacillus thuringiensis israelensis, Hypoth us hampei, sinergismo.

ABSTRACT

Bacillus  thuringiensis serovar israelensis is highly toxic against the coleopteran
Hypothenemus hampei Ferrari known as coffee berry borer (CBB). Here we report synergic
effect of Cryl0A and Cytl A spore-crystal suspension, resulting in 100% mortality of CBB
larvae in coarse bioassays, at a 50 pg/cm” concentration. We used a spore-crystal suspension
of a recombinant Bt expressing high amount of ¢ry/0A4 gene in coarse bioassays against CBB
resulting in 21% of mortality; while bioassays with Cyt resulted in 50%. We also tested the
same proteins against the coleopterans Tribolium castaneum, Gnathocerus maxillusus and
Prostephanus, important pest of grains, resulting in null toxicity for both proteins. We
suggest the pH and enzyme content in the midgut of CBB differs from those coleopterans
evaluated and could explain differences in toxicity observed. The cry/0A4 and cytlA genes
could be used in the future development of genetically modified coffee plants, to confer
resistance to CBB.

Key words: Cryl0A, CytlA, Bacillus thuringiensis israelensis, Hypothenemus hampei, synergism.
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4.1 Introduccion

Las esporas y cristales de la bacteria Bacillus thuringiensis (Bt) se utilizan para el
control de insectos plaga mediante la formulacion de bioinsecticidas (Aronson, 1994).
Asi mismo, los genes que codifican las proteinas insecticidas (genes cry) son utiles para

desarrollar, mediante ingenieria genética, variedades resistentes a insectos (Shelton et al.,

2002).

Actualmente existe interés en estudiar genes cry que codifican para proteinas
utiles para el control de la broca del café (Hypothenemus hampei Ferrari), con el fin de
utilizarlos para conferir resistencia a la planta del café mediante ingenieria genética. La
broca es la plaga de mayor interés econdmico en el cultivo del café, puede ocasionar
pérdidas hasta del 80% de la cosecha y las medidas de control que existen son
ineficientes debido a la naturaleza del insecto de llevar a cabo la mayor parte de su ciclo
de vida en el interior del grano (Le pelley, 1968; Guharay y Monterrey, 1997).

La cepa Bacillus thuringiensis serovar israelensis (Bti) es altamente toxica contra
larvas de la H. hampei (Lopez et. al, 2003). Esta cepa es ampliamente conocida por su
efecto toxico contra mosquitos y se caracteriza por formar una cristal paresporal
bioinsecticida con las proteinas Cry4A, Cry4B, Cryl0A, Cryll y Cyt. Se cree que al
proteina CrylOA tiene relacion con la toxicidad contra H. hampei, debido a que en
bioensayos preliminares el resto de las 6-endotoxinas de la cepa Bti resultaron en niveles
bajos o nulos de toxicidad contra este insecto (Datos no publicados). Ademas, se tuvo
como hipdtesis que la proteina citolitica de Bti (Cytl1A) podria estar involucrada debido a
que existen reportes de su toxicidad contra al menos un coleoptero (Federici y Bauer,
1998).

El gen cryl0A dispone de dos marcos abiertos de lectura que se traducen como
una protoxina de 78Kda (ORF1) y una proteina correspondiente al extremo carboxilo
terminal de 56 kDa (ORF2) (Capitulo III de la presente Tesis). Ademas, Garduno et al.
(1988) demostraron la presencia de la proteina Cryl10A en las inclusiones cristalinas de la
cepa Bti, lo cual sugiere que dicha proteina podria estar involucrada en la actividad

insecticida de la Bti contra H. hampei. Lo anterior se contrapone a autores que consideran
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que el gen cryl0A es criptico (no se expresa) (Rajamohan et al., 1998), en cuyo caso no

tendria relacion con la toxicidad contra H. hampei.

Por otra parte, Cytl A es toxica contra los dipteros Aedes aegypti, Anopheles spp.,
Culex y el coleoptero Chrysomelida scripta. Ademas, esta proteina actia en forma
sinérgica con las d-endotoxinas de Bti, esto significa que la toxicidad de Cyt en
combinacion con las proteinas Cry4A, Cry4B y Cryll, es mayor que la suma de sus
toxicidades individuales (Tabashnick, 1992). En el presente trabajo se analiza el efecto
individual de CytlAa, de CrylOA y el efecto sinérgico de ambas contra H. hampei.
Ademas, se evalian los coleopteros Tribolium castaneum, Gnathocerus maxillusus y
Prostephanus mediante bioensayos burdos con el fin de determinar si el efecto

bioinsecticida es de amplio espectro.

4.2 Materiales y Métodos

4.2.1 Cepas y vectores

Se utiliz6 la cepa de Bacillus thuringensis serovar israelensis del Bacillus Stock
Center de la Universidad estatal de Ohio, Columbus, OH, USA como control positivo
para los bioensayos. Ademas, se utilizd6 la cepa Bt-pSTAB-cryl0A generada por
Hernéndez en la presente tesis, asi como la cepa pWF45 que expresa la proteina Cyt1A y
facilitado por el Dr. Brian Federeci (Universidad de California, Riverside) al Dr. Jorge

Ibarra.

4.2.2 Preparacion de complejo espora-cristal Bt-pSTAB-cry10A

La cepa Bt-pSTAB-cryl0A4 se cultivd en medio liquido SP hasta alcanzar la
autolisis (96 horas a 28°C, 240 rpm). El cultivo se centrifugd a 4000 rpm por 10 minutos
y se realizaron tres lavados con agua desionizada estéril bajo las mismas condiciones de
centrifugacion. Posteriormente, se resuspendio en 2 ml de agua desionizada estéril y se
liofiliz6 por 48 h. La presencia de cristales se determind mediante el uso de un

microscopio de contraste de fases a las 24 y 48 horas de cultivo en medio s6lido SP.

4.2.3 Bioensayos burdos con broca del café (Hypothenemus hampei)
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Los bioensayos burdos para H. hampei se hicieron con 50 ng de complejo espora-

cristal por cm” de dieta. La dieta artificial para broca se conoce como “CENIBROCA” y
cada litro esta compuesto de 15 g de agar, 750 ml de agua destilada, 15 g de caseina, 15 g
de levadura, 15 g de levadura de torula, 2 g de benzoato de sodio, 2 ml de formaldehido
al 37%, 10 g de sacarosa, 120 g de café oro sin tostar en polvo, 10 ml de etanol al 90%,
0.5 g de vitaminas Vanderzant, 0.8 g de sales de Wenson y 1 g de fungicida Benomil®.
Para el bioensayo se colocaron 10 larvas de primer instar de H. hampei en cada celda de
platos multipozo, y al menos tres repeticiones por cada bioensayo. Se determiné el efecto
de los complejos espora-cristal Cryl0A; cristales CytlA y de la mezcla Cryl0A-CytlA.
Este tltimo bioensayo se realizo con 50 pg de Cryl0A y 50 pg de CytlA. La mortalidad

se determino a los 7 dias y se realiz6 un analisis PROBIT de los resultados.

4.2.4 Bioensayos burdos con Tribolium castaneum, Gnathocerus maxillusus vy

Prostephanus

Los bioensayos burdos para Tribolium castaneum, Gnathocerus maxillusus y
Prostephanus se hicieron con 1 pg de complejo espora-cristal por miligramo de harina de
trigo los dos primeros y harina de maiz para Prostephanus. Para ello, se pesé 1,6 mg de
complejo espora cristal, se anadio 100 pl de colorante vegetal verde y se hizo una mezcla
homogénea. Posteriormente, se afadié a 1,6 g de harina a la mezcla de espora-cristal-
colorante, se macerd hasta alcanzar una consistencia homogénea y se coloco un total de
250 mg de esta dieta en tubos Eppendorf de 1,5 ml. En cada tubo se colocaron 10 larvas
del primer instar de cada coledptero y el bioensayo se determin6 a los 7 dias. El control

positivo se realizd de igual manera, sin el complejo espora cristal.
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4.3 Resultados

4.3.1 Bioensayos con H. hampei

El bioensayo burdo con larvas del primer instar de H. hampei demostrd que el
complejo espora-cristal de la cepa Bt-pSTAB-cryl0A4 present6é una mortalidad de 21% al
utilizar una dosis de 50 pg/cm® (Figura IV-1; Tabla IV-1). Las larvas que murieron
presentaron necrosamiento y un menor tamafio comparado con el control (Figura IV-1),
posible indicio de la accion temprana de la toxina. Ademas, las larvas que no murieron
presentaron en su mayoria una disminucion de tamafio. Por otra parte, el bioensayo con el
complejo espora cristal CytlA resultdé en una mortalidad del 50% (Tabla 1V-2), de

manera similar, las larvas muertas presentaron un menor tamafio y necrosis.

Figura IV-1. Larvas de Hypothenemus hampei, 7 dias después de iniciado el bioensayo con el complejo
espora-cristal Bt-pSTAB-cryl0A4. En A) el control negativo y en B) larva expuesta a B-pSTAB-
cryl04 a una concentraciéon de 50 pg/cm’. La escala de cada recuadro equivale a 1mm?.
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Tabla IV- 1 Bioensayo del complejo espora-cristal de la cepa Bt-pSTAB-cryl0A con larvas del primer
instar de Hypothenemus hampei al usar una dosis de 50 pg/cm’® y determinado a los 7 dias.

Tratamientos Tratados Muertos Mortalidad %
Complejo espora cristal Cryl0A 10 2 20
Complejo espora cristal Cryl0A 10 2 20
Complejo espora cristal Cryl0A 10 3 30
Complejo espora cristal Cryl0A 10 2 20
Complejo espora cristal Cryl0A 10 2 20
Complejo espora cristal Cryl0A 10 2 20
Complejo espora cristal Cryl0A 10 2 20
Total 70 15 21%
Control negativo Repeticion 1 10 0 0%
Control negativo Repeticion 2 10 0 0%
Control negativo Repeticion 3 10 0 0%
Control negativo Repeticion 4 10 1 10%
Total 40 1 2,5%
Control positivo Bti Repeticion 1 10 10 100%
Control positivo Bti Repeticion 2 10 10 100%
Control positivo Bti Repeticion 3 10 10 100%
Control positivo Bti Repeticion 4 10 10 100%
Total 20 20 100%

Tabla IV- 2 Bioensayo del complejo espora-cristal de la cepa Bt-Cyt con larvas del primer instar de
Hypothenemus hampei al usar una dosis de 50 pg/cm’ y determinado a los 7 dias

Tratamientos Tratados Muertos Mortalidad %
Complejo espora Cyt1A 10 4 40
Complejo espora Cytl A 10 6 60
Complejo espora Cytl A 10 5 50
Complejo espora Cytl A 10 5 50
Total 40 20 50%
Control negativo Repeticion 1 10 0 0%
Control negativo Repeticion 2 10 0 0%
Control negativo Repeticion 3 10 1 10%
Control negativo Repeticion 4 10 1 10%
Total 40 2 5%
Control positivo Bti Repeticion 1 10 10 100%
Control positivo Bti Repeticion 2 10 10 100%
Control positivo Bti Repeticion 3 10 10 100%
Control positivo Bti Repeticion 4 10 10 100%
Total 40 40 100%

El bioensayo burdo con la mezcla de 50 pg/cm2 del complejo espora-cristal Bt-
pSTAB-cryl04 y 50 ug/cm2 del complejo espora cristal Cyt, con larvas del primer instar
de Hypothenemus hampei resulté en una mortalidad del 100% (Tabla IV-3). El efecto no



920
es aditivo pues la suma de los componentes resultaria en un 71,5%, la mortalidad

observada sobrepasa la calculada, por lo cual hay sinergismo.

Tabla IV- 3 Bioensayo de la mezcla de los complejos espora-cristal de las cepas Bt-pSTAB-cryl0A4 y Bt-
Cyt con larvas del primer instar de Hypothenemus hampei al usar una dosis de 50 pg/em’® y
determinado a los 7 dias.

Tratamientos Tratados Muertos Mortalidad %
Complejo espora cristal Cryl0A+Cyt1A 10 10 100%
Complejo espora cristal Cryl 0A+Cyt1A 10 10 100%
Complejo espora cristal Cryl 0A+Cyt1 A 10 10 100%
Complejo espora cristal Cryl0A+Cyt1A 10 10 100%
Complejo espora cristal Cryl0A+Cyt1A 10 10 100%
Complejo espora cristal Cryl 0A+Cyt1 A 10 10 100%
Complejo espora cristal Cryl0A+Cytl1A 10 10 100%
Complejo espora cristal Cryl0A+Cytl1A 10 10 100%
Total 80 80 100%
Control negativo Repeticion 1 10 0 0%
Control negativo Repeticion 2 10 0 0%
Control negativo Repeticion 3 10 1 10%
Control negativo Repeticion 4 10 1 10%
Total 40 2 5%
Control positivo Bti Repeticion 1 10 10 100%
Control positivo Bti Repeticion 2 10 10 100%
Control positivo Bti Repeticion 3 10 10 100%
Control positivo Bti Repeticion 4 10 9 100%
Total 40 39 97,5%

4.3.2 Bioensayos con otros coledpteros

El bioensayo burdo con larvas de Tribolium castaneum, Gnathocerus maxillusus
y con Prostephanus no presentd mortalidad con la Cryl0OA, ni con CytlA, y de igual
manera tampoco presentd mortalidad al usar la mezcla CrylOA-CytlA. Los insectos

alcanzaron el estadio de pupa y completaron su ciclo de vida.



91
4.4 Discusion

En el presente trabajo se demuestra la actividad de CrylOA contra el coledptero
H. hampei, con una mortalidad del 21% a una concentracién de 50 pg/cm’; y de Cyt con
un 50%. De igual manera se reporta el sinergismo del complejo espora-cristal Cryl0A
con la proteina CytlA contra este coledptero, con una mortalidad del 100% en
bioensayos burdos. Ademas, se indica la ausencia de toxicidad de Cryl0A y CytlAa

contra Tribolium castaneum, Gnathocerus maxillusus y Prostephanus.

El bioensayo realizado con el complejo espora-cristal Cryl0A presentd un
toxicidad contra H. hampei del 21% al utilizar una dosis de 50 pg/cm® de dieta. El que
una toxina efectiva contra 4. aegypti (diptero) presente toxicidad contra un insecto tan
distinto como H. hampei (coledptero) es un evento novedoso, pues se conocen de otras
toxinas Cry con efecto dual contra lepidopteros y dipteros como la Cry2, y contra
lepidopteros y coleopteros como la crylIK, pero hasta la fecha no se habian reportado
toxinas con la dualidad dipteros y coledpteros. El mecanismo de accion no se tiene
todavia claro y es necesario disponer de mayor informacion. Sin embargo, se podrian
plantear que CrylOA dispone de sitios novedosos de unidén a receptores del epitelio
intestinal de H. hampei. Ademas, debido a que Cryl0A es muy insoluble (capitulo II de
la presente Tesis), se cree que una solubilizacion previa en condiciones alcali podria

aumentar la toxicidad contra H. hampei.

En un principio, la toxicidad del 21% con una dosis de 50 pg/cm” de Cryl0A fue
inesperada porque se pensd que esta toxina era la principal responsable del efecto
insecticida contra H. hampei. La razon por la cual se plante6 inicialmente esta hipdtesis
se debe a que ensayos preliminares indicaban que el resto de las toxinas de la cepa Bti no
presentaban actividad (comunicacion personal)®. La baja toxicidad de Cryl0A indicaba
que el efecto bioinsecticida de la cepa nativa (Bti) podria ser producto de la interaccion
de distintas proteinas, de las cuales se postuld6 CytlA. Existen dos aspectos

fundamentales a considerar y que fueron tutiles para dicha postulacién, la primera es el

? Ibarra, J. 2004. Bioensayos de Hypothenemus hampei (broca) con las proteinas de la cepa Bii (entrevista).
Iraputato, México. Centro de Investigacion y Estudios Avanzados del IPN (CINVESTAYV).
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reconocido sinergismo de CytlAa (Delecluse et al, 1988; Wirth et al., 1997; Wirth et al.,

2004; Wirth et al., 2005; Wu et al., 1994) y la segunda es la alta actividad de Cyt a pH
acido (Butko, 2003), situacion que se presenta en el intestino medio de broca (pH entre
4,5 y 5,2) (Valencia et al., 2000). Cabe destacar que Cry4A y la Cry4B no serian
solubilizadas en este ambiente debido a necesidad de la ruptura de enlaces disulfuro en el
extremo carboxi-terminal, que ocurre a pH alcalino (Couche et al., 1987; Bielotlot et al.,
1990). Ademas, existe un precedente de la actividad de Cyt contra coledpteros (Federeci

y Bauer, 1998).

Las consideraciones anteriores, plantearon la necesidad de realizar un
experimento con CytlAa. Los bioensayos con el complejo espora-cristal CytlAa,
demostraron una toxicidad del 50% en bioensayos burdos contra H. hampei al usar una
dosis de 50 pg/cm?. La mortalidad observada es similar a los resultados obtenidos por
Federeci y Bauer (1998) con cristales puros no solubilizados de CytlAa contra el
coledptero C. scripta, en donde se obtuvo una DL50 de 13,26 pg/em?® (0,1326 pg/mm2).
En este sentido, cabe mencionar que en contraposicion con estos autores, en el presente
estudio se utilizd complejos espora-cristal y no se solubiliz6 la proteina CytlAa. El uso
de cristales puros, asi como la solubilizacion de los mismos probablemente aumentaria la
efectividad de CytlAa contra H. hampei al igual que lo reportado por Federeci y Bauer
(1998) con C. scripta. Por otra parte, el comportamiento bioquimico de CytlAa a
distintos pH podria explicar la actividad de CytlAa a un pH 4acido. Se conoce que los
cristales Cytl Aa se solubilizan a un pH alcalino, sin embargo, esta toxina es altamente
hidrofébica y de mayor eficiencia en un pH éacido (Butko, 2003; Manceva et al., 2004).
Ademas, un pH muy acido de menos de 4.3 puede ocasionar la precipitacion de Cytl Aa
(Butko, 2003). Es probable que una concentracion muy disminuida de proteinas CytlAa
se solubilicen en el pH 4cido entre 4,5 y 5,2 de broca. Las proteinas que alcanzan esta
condicidn, podrian presentar una eficiencia alta sin que se presente la precipitacion, lo
que explicaria, al menos en principio, la razon de la actividad de CytlAa en H. hampei.
Este mecanismo, podria ser similar en crisomélidos, donde se presenta un pH acido entre
4.5-6.6 (Grayson, 1958), lo que quiza pueda explicar la toxicidad observada por Federeci
y Bauer (1998).
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Existe un aspecto que todavia no se ha considerado con respecto a la toxicidad de

de la cepa Bti contra H. hampei la cual radica en la probable activacion de CytlAa
durante la solubilizacion de los cristales para las pruebas de bioensayos (Lopez et al.,
2003). Federeci y Bauer (1998) observaron una mejor toxicidad de la proteina CytlAa
contra Chrysomelida scripta al solubilizar Cytl Aa. Esta proteina citolitica no solo debe
de ser solubilizada, sino también necesita ser activada proteoliticamente en los extremos
amino y carboxi-terminal (Koni y Ellar, 1994). Este ultimo proceso puede ser llevado a
cabo por mas de 10 diferentes proteasas que producen fragmentos estables y activos de
20-22,5kDa (Du et al, 1999). Ademas, se conoce que durante la solubilizacién de los
cristales obtenidos de Bti, en condiciones de laboratorio, también puede ocurrir la
activacion de Cyt debido a la actividad residual de proteasas presentes en los cristales
(Koni y Ellar, 1994). Este fendmeno no ocurre en cristales obtenidos de E. coli
(Promdonkoy y Ellar, 2000). Es probable que tanto CytlAa como Cryl0A, se activaran
durante la solubilizacion de los cristales de Bti antes de ser evaluada en bioensayos contra
H. hampei. Esto explicaria las grandes diferencias entre la DLsy de 210 ng/cm® de
cristales puros y solubilizados de Bti (Lopez et al., 2003) y las mortalidades de tan solo
20 y 50% en bioensayos burdos con 50 pg/cm” de complejo espora cristal no solubilizado

de Cryl0A y Cytl Aa.

La mortalidad del 50% de complejo espora-cristal Cytl Aa en bioensayos burdos
con H. hampei no deja de ser importante, en especial porque contrario a broca,
bioensayos con los coleopteros Tribolium castaneum, Gnathocerus maxillusus 'y
Prostephanus resultaron en toxicidades nulas. La razon de la actividad de Cyt contra
broca podria relacionarse con la manera inespecifica de unién de Cyt a fosfolipidos
insaturados como fosfatidiletanolamina (Thomas y Ellar, 1983). Por el contrario, el
modelo de accion de Cyt mediante la formacion de poros catidnicos (modelo cuestionado
por Butko (2003) no seria util en H. hampei, ya que este tipo de estructuras se
presentarian a un pH alcalino de alrededor de 9.5 (Knowles et al., 1989). Ahora bien, un
mecanismo de accion tan inespecifico dada la presencia de fosfolipidos insaturados, se
esperaria algin grado de actividad para los otros coledpteros evaluados. Sin embargo, la
ausencia de toxicidad podrian deberse a diferencias en el ambiente del intestino medio

como pH y tipo de enzimas proteoliticas. Por ejemplo 7. castaneum tiene un pH de 6,5
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(Oppert et al., 2003); en estas condiciones de pH cercano al neutro, la eficiencia de Cyt

disminuye si se compara con uno mas acido como el de la broca (Manceva et al., 2004).
Cabe destacar que, el efecto bioinsecticida de Cyt no es tan inespecifico, pues no es
activa contra larvas de lepidopteros (de pH alcalino) (Meyer et al., 2001). Ademas, Cyt
podria afectar microorganismos simbiontes que se encuentran en H. hampei como la
levadura Pichia burtonii, que se cree sintetiza enzimas utiles en la nutricion de broca
(Vega et al., 2003). En este sentido, se conoce que tanto Cyt como Cry4 y Cryll tienen
actividad antibacterial (Yudina ef al., 2003).

Ahora bien, las proteinas Cyt son sinérgicas con las 6-endotoxinas de la Bti como
Cry4A, Cry4B y Cryll, y presentan antagonismo con la CrylAc (del Rincon et al.,
1999). Este efecto ya ha sido determinado contra A. aegypti y Culex y es una de las
razones por las cuales no existe a la fecha, ninglin reporte de resistencia de mosquitos
contra cepas Bti. En la presente investigacion se demostr6é que existe efecto sinérgico de
Cytl A con Cryl0A contra el coledptero H. hampei. Se desconocen los mecanismos por
los cuales se presenta la accion sinérgica de Cryl0A con Cytl Aa en H. hampei. En otros
sistemas como A. aegypti, se propone que CytlAa podria funcionar como un receptor
para las proteinas Cryll; en donde CytlA se une a los fosfolipidos de la membrana y
facilita la interaccion (Pérez ef al., 2005). Si este mecanismo funciona de manera similar
en H. hampei, surge el interrogante de los aminoacidos de Cytl A que interactian con
Cryl0OA ya que el pH de intestino medio de H. hampei es considerablemente mas bajo
que el de 4. aegypti. Cabe mencionar que la toxicidad nula de Cytl A, de Cryl0A, y de la
mezcla CytlAa-CrylOA contra Tribolium castaneum, Gnathocerus maxillusus y
Prostephanus sugiere que el mecanismo de accion podria ser restringido a la broca del
café y quiza a especies de coledpteros que presentan un pH acido en su tracto intestinal.
Esta caracteristica seria de gran relevancia para el desarrollo de plantas genéticamente

modificadas de caf€, resistentes a un rango estrecho de insectos.
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CAPITULO V

Discusion general

5.1 Discusion general

La investigacion es un proceso fascinante en donde el conocimiento creciente en
un tema nos hace entender pequefias pinceladas de un gran cuadro. En la presente
investigacion se plantean resultados que son base fundamental para entender el efecto
bioinsecticida de B#i, de manera mas especifica, el efecto de Cryl0A y CytlA contra la
broca el café (Hypothenemus hampei) y el mosquito transmisor del dengue (Aedes
aegypti). En esta discusion general se analizaran y planteardn interrogantes con respecto a
cuatro aspectos que son de gran interés para futuras investigaciones y sobre todo para el
desarrollo de estrategias de control bioldgico. En primer lugar se discutira el motivo por
el cual se logro la expresion de cryl0A4; en segundo lugar el efecto insecticida de Cry10A
contra H. hampei 'y A. aegypti; en tercer lugar el sinergismo con CytlA, y por ultimo, las
posibilidades del desarrollo de una planta genéticamente modificada con los genes cyt y

cryl0A.

En la presente tesis se clond y expresé cryl0A4 en cepas acristaliferas de Bt. Dos
aspectos fueron fundamentales para este resultado, en primer lugar esta el uso del vector
pSTAB que presenta un promotor fuerte y una region estabilizadora del RNAm conocida
como Shine Dalgarno (Park et al., 1999) y la segunda, el uso de la secuencia completa
del gen cryl04A (ORF1-GAP-ORF2). Cabe mecionar aqui que se cree que cryl0A4
codificaba originalmente para una protoxina de 130kDa, sin embargo, una insercion de
DNA (tambien llamada GAP) introdujo codones de terminacion ubicados alrededor de
los 2000 pb posteriores al ATG de un gen que originalmente era de alrededor de 3500bp,
lo que produjo la fragmentacion en dos marcos abiertos de lectura (ORF) (Garduno ef al.,
1988). De estos dos ORFs, el primero codifica por la d-endotoxina, mientras que el
segundo codifica por el extremo carboxi-terminal de la protoxina que por lo general se
degrada durante el proceso de activacion proteolitica de las protoxinas Cry (Thorne ef al.,

1986; Garduno et al., 1988; y Delecluse et al., 1988). Ahora bien, con respecto a las
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estrategias que permitieron la expresion de CrylOA, el uso exclusivo de un vector

efectivo, como pSTAB, no garantiza un resultado positivo, por el contrario Hughes et al.
(2005) reportan la ausencia de cristales al usar pSTAB y el ORF1 de cryl0A. En nuestro
caso, el uso de ambos ORFs fue clave en la estrategia de clonacion y expresion utilizada.
La expresion de las proteinas correspondientes a ambos ORFs es un resultado alin mas
interesante y plantea nuevas inquietudes con respecto al por qué se logré la cristalizacion
de Cryl0A. Si bien es cierto, que resultados in silico demostraron que la estabilidad del
RNAm aumenta al utilizar la secuencia completa, se desconoce si la proteina
correspondiente del ORF2 favorece la cristalizacion. Por ejemplo, podria permitir el
establecimiento de enlaces disulfuro entre aminoacidos de cisteina (Bielotlot et al., 1990;
Couche et al., 1987). Una serie de preguntas que quedan por resolver se plantean a

continuacion:

1. (Se lograra cristalizar la proteina correspondiente a cada ORFs clonado
independientemente (Capitulo I)?, o se obtendria un resultado similar al de

Hughes?.

2. (Se lograra la expresion del ORF1 de cryl/0A en un operén en donde el ORF2
estuviese interrumpido? De ser asi, mejoraria la solubilidad de CrylOA por la

ausencia del ORF2?

3. Si las secuencias “extra” (el DNA del ORF2) son clave para la estabilidad y la
expresion del RNAm, ;Se podria usar este tipo de secuencias para aumentar la

estabilidad de otras proteinas Cry truncadas como Cry3?
4. (Tiene el ORF2 algtn efecto en la toxicidad?

Todas estas preguntas hacen que esta investigaciéon sea motivante y demuestra lo

amplio de un tema, que para algunos podria parecer la simple expresion de un gen.

Los genes de Bacillus thuringiensis han sido de gran utilidad en el desarrollo de
estrategias sostenibles para el control de plagas de interés para el humano tanto en salud
como en la agricultura. La presente tesis demuestra que Cryl0A presenta actividad contra
insectos de estas dos areas de interés, Aedes aegypti mosquito transmisor del dengue

(Guzmén y Kouri, 1996), asi como Hypothenemus hampei, plaga importante del café (Le
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Pelley, 1968). La alta toxicidad del complejo espora-cristal de Cryl0A con una DLs de 2

ug/ml contra 4. aegypti plantea un re-descubrimiento de una proteina que hasta la fecha
se creia poco eficiente y que algunos creian que no se expresa (Rajamohan et al., 1998).
Esta actividad es comparable a otras proteinas de la Bti como la Cryl1 (4,34 pg/ml) y Cyt
(1,76 pg/ml) y atin mejor que la Cry4A (28,0nug/ml) (Wirth et al., 2004). Mientras que la
actividad biologica de Cryl0OA contra H. hampei, plantea una nueva utilidad de esta
proteina, ya que su toxicidad podria aumentarse mediante el uso de cristales puros
solubilizados. La actividad de Cryl10A contra un diptero y un coledptero es una dualidad
interesante, ya que hasta la fecha solamente se conocia de la dualidad lepiddpteros-
dipteros (Cry2) y lepidopteros-coledpteros (Cryll, CrylK) (Schnepf et al., 1998), esto
podria abrir un nuevo campo de investigacion en el disefio de proteinas Cry mas efectivas

y con dualidades novedosas.

El sinergismo observado en el presente trabajo de Cryl0A con CytlAa en dos
insectos tan distintos como 4. aegypti y H. hampei, plantea nuevos horizontes para este
tipo de relaciones, pues las condiciones de pH acido de H. hampei (Valencia et al., 2000)
son muy distinas al pH alcalino de 4. aegypti. Esto probablemente significa que de existir
interacciones entre CytlAa y CrylOA, similares a las descritas por Pérez (2006) para
Cryl1-CytlA, estas deberian de ser los suficientemente versatiles como para explicar el

sinergismo en ambos insectos. Una serie de interrogantes se plantean a continuacion:

1. ¢(Es el sinergismo resultado de interacciones especificas o inespecificas entre

Cytl Aa-Cryl10A?

2. De ser especificas, ;Se presentan las mismas interacciones entre los aminoacidos
involucrados de Cytl Aa-Cryl0A a distintos pH, o son distintos los aminoacidos

que interaccionan?,

3. De ser inespecificas, (Es el sinergismo producto de una interacciéon mas general
entre Cryl0A-Cytl Aa, favorecida porque Cytl A aumenta la hidrofobicidad por el

bajo pH del tracto intestinal de broca?
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El uso de los genes de Bt se ha centrado en la Ultima década para desarrollar,

mediante ingenieria genética, variedades resistentes a insectos (Shelton et al., 2002). Se
presenta aqui un reto y a la vez una oportunidad de desarrollar plantas de café resistentes
a la broca con los genes Cryl0A y CytlAa. El reto consiste en la expresion de CytlA,
principalmente porque esta proteina puede actuar de manera inespecifica sobre el mismo
sistema de expresion, es decir contra las membranas de las células vegetales de café. Una
manera de resolver este reto seria mediante el uso de la chaperona p20 (Wu y Federeci,
1993) y la transformacion de cloroplastos (Maliga, 2004). Estas dos estrategias
permitirian en primer lugar una adecuada cristalizacion de Cytl Aa (Wu y Federeci, 1993)
y en segundo lugar el aislamiento de la toxina del resto de las membranas de las
organelas la planta. Ahora bien, la nula toxicidad de CytlA-CrylOA contra otros
coledpteros, es un aspecto fundamental, pues implica que el mecanismo de accion no es
de un amplio espectro, lo que significaria un menor impacto ecoldgico de una posible

planta genéticamente modificada.
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Apéndice

Three-Domain Cry Proteins
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Figura A-1 Dendograma de proteinas Cry disefiado por Crickmore. El arbol se encuentra disponible en
http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil Crickmore/Bt/3domtree.pdf
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