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Resumen

Se estandariz6 la técnica LSSP-PCR (reaccién en cadena de la polimerasa con un tnico oligonucleétido en condiciones de
baja astringencia), para identificar polimorfismos del gen cry1B en aislamientos nativos de Bacillus thuringiensis (Bt). Se eva-
luaron 164 aislamientos nativos colombianos identificindose el gen cryTBa en 11 de estos aislamientos. Los 11 fragmentos
amplificados, junto con el de la cepa de referencia Bt subsp. aizawai HD137, se analizaron por LSSP-PCR y los patrones
electroforéticos obtenidos se compararon cualitativamente. Con los productos amplificados mediante el oligonucleétido
directo se construyé un dendrograma utilizando UPGMA que mostro tres agrupamientos con similitud de 83, 79 y 68%.
La agrupacién con 68% de similaridad correspondi6 al aislamiento nativo BtGC120 que present6 el patron de bandas mas
variable. Con el oligonucleétido reverso el aislamiento BtGC120 mostré una menor variabilidad (43%). La secuencia nu-
cleotidica obtenida de este fragmento de 806 pares de bases mostr6 una identidad de 93% con la secuencia de los genes
cry1Bc1 de Bt morrisoni'y cry1Bb1 de la cepa BT-EG5847. Se predijo del marco de lectura +3 una proteina de 268 residuos
aminoacidicos, con 88% de identidad con la proteina Cry1Bc. Esta secuencia revelé dos dominios, una endotoxina N
implicada en la formacién del poro y otra endotoxina M relacionada en el reconocimiento del receptor. La evaluacién
bioldgica del aislamiento BtGC120 sobre larvas de primer instar del insecto plaga Spodoptera frugiperda, mostré una Clso
de 1,896 ng de proteina total por cm? Este estudio muestra que la LSSP-PCR es una técnica que permite identificar de una
manera especifica variaciones en las secuencias de los genes cry de Bt, con potencialidad de encontrar nuevos genes con
novedosas actividades bioldgicas.
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Abstract

LSSP-PCR (low stringency specific primer-PCR), technique was standardized for polymorphisms in native isolates cry1B
genes Bacillus thuringiensis (Bt) identify. 164 isolates were evaluated by identifying the gene colombian native cry1Ba, in
11 of these isolates. The 11 amplified fragments, along with the reference strain Bt subsp. aizawai HD137 were analyzed
by LSSP-PCR and electrophoretic patterns obtained were compared qualitatively. With the amplified products with direct
oligonucleotide was constructed using UPGMA dendrogram showed three clusters with similarity of 83, 79 and 68%. The
group with 68% similarity corresponded to the isolation BtGC120 native who introduced the variable pattern of bands.
With the isolation BtGC120 reverse oligonucleotide showed less variability (43%). The nucleotide sequence obtained from
this fragment of 806 bp showed 93% identity with the sequence of the genes of Bt morrisoni cry1Bc1 and cry1Bb1 BT-strain
EG5847. Predicted reading frame of 268 +3 a protein amino acid residues with 88% identity with the protein Cry1Bc. This
sequence revealed two domains, an N endotoxin involved in the formation of the pore and other related M endotoxin in re-
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ceptor recognition. The biological evaluation BtGC120 insulation on first instar larvae of Spodoptera frugiperda insect pest,
showed an LCso of 1.896 ng of total protein per cm?. This study shows that the LSSP-PCR is a technique that identifies a spe-
cific way variation in the sequences of cry genes of Bt, with the potential to find new genes with novel biological activities.

Keywords: Bacillus thuringiensis, cry1B genes, delta-endotoxins, Sodoptera frugiperda, BTGC120.
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Introduccién

Bacillus thuringiensis (Bt) es un bacilo Gram positivo
esporoformador, el cual estd ampliamente distribuido
en el suelo (Schnepf et al. 1998). Produce una o mas
proteinas Cry en forma de inclusion cristalina paraes-
poral, las cuales son toxicas sobre diferentes 6rdenes
de insectos, entre estos: lepidoptera, diptera, coledp-
tera, himenodptera, homoptera, ortéptera y maldfaga,
y aln contra otros organismos como platelmintos,
nematodos, protozoos y acaros (Hofte and Whiteley,
1989; Feitelson et al., 1992; Bravo et al., 1992, 1998;
Garcia-Robles et al., 2001; Xue et al.,, 2004). Aunque
muchas proteinas Cry presentan similaridad en su es-
tructura y funcion, su diversidad y potencial insecticida
es altamente variable. A la fecha, se han identificado
mas de 500 toxinas Cry clasificadas dentro de 70 gru-
pos segln su secuencia aminoacidica (http://www.
biols.susx.ac.uk/home/Neil_Crickmore/Bt/toxins2.
html. 2012). De estos, el grupo cryl presenta el mas
alto nivel de biodiversidad con 187 genes reportados,
y a su vez, la mayor frecuencia en la naturaleza (Bravo
et al., 1998; Porcar y Juarez-Pérez, 2003). Por mas de
40 anos se han identificado diferentes cepas de Bt con
proteinas Cry novedosas, las cuales se han empleado
como insecticidas biologicos y los genes codificantes
en la generacion de cultivos transgénicos autorresis-
tentes al ataque de insectos, con reduccion de los cos-
tos de produccion y menores riesgos para la salud y
el ambiente (Bravo et al., 1998; Porcar y Juarez-Pérez,
2003).

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y otras
herramientas moleculares junto con bioensayos, han
permitido la caracterizacion de cepas de Bt portado-
ras de genes que codifican para las toxinas Cry y que
poseen actividad insecticida. Se han adoptado algunas
técnicas moleculares con base en PCR, las cuales pre-
sentan desventajas como dificultades técnicas, falta
de especificidad y sensibilidad para la identificacion
de nuevos genes, etc. De hecho, siempre hay dificul-
tad para una caracterizacion rapida y especifica en
grandes colecciones de cepas. Una clase de PCR, es
la denominada PCR con un sélo oligonucleétido en
baja astringencia (LSSP-PCR), la cual es dtil para de-
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tectar cambios en la secuencia de DNA dentro de un
multibandeo denominado, senal genética. Esta técnica
ha tenido aplicaciones en la deteccion de enfermeda-
des genéticas humanas y en la tipificacion genética
de agentes infecciosos (Pena et al., 1994; Villa et al.
1995; Barreto et al., 1996; Gomes et al., 1997; Vago
etal., 1996, 2000; Ferreira et al., 2007; Marquez et al.,
2007; Brito et al., 2008; Mejia et al., 2009; Baptista et
al.,, 2009).

Se ha realizado busqueda de nuevas cepas de Bt por-
tadoras de nuevos genes cry, con el fin de descubrir
proteinas con un nuevo espectro de accion y toxicidad
sobre diferentes insectos plaga, que podrian ser dtiles
en el manejo de aparicion de resistencia. Es importan-
te identificar nuevas toxinas que logren ser utilizadas
apropiadamente en combinacién con otras toxinas de
Bt para el control de diferentes insectos plaga y de esta
manera retrasar la aparicion de resistencia. Algunas
cepas portadoras de los genes cry1B se han sugerido
como herramientas para un control efectivo y manejo
de resistencia de muchas especies de insectos plaga le-
pidépteros importantes agronémicamente, como Spo-
doptera frugiperda, Plutella xylostella, Lymantria dispar,
Diatrea saccharalis y Chilo suppressalis (Chambers et al.
1991, Fiuza et al. 1996, Tang et al. 1996, Peyronnet et
al. 1997, Bohorova et al. 1997, Monnerat et al. 2006).
La presencia del gen cry1B junto a otros genes cry, se
ha relacionado con un aumento en la toxicidad debi-
do a que se une a receptores diferentes del intestino
medio de las larvas (Peyronnet et al. 1997, Luo et al.
1999). Igualmente, las cepas portadoras del gen cry1B
se han evaluado como una fuente de nuevas protei-
nas para ampliar el espectro de accion debido a su
actividad dual contra érdenes de insectos Lepiddptera
y Coledptera (Bradley et al. 1995, Zhong et al. 2000,
Rosas et al. 2004).

El objetivo de este estudio fue evaluar molecularmen-
te mediante LSSP-PCR 164 aislamientos nativos colom-
bianos con el fin de determinar la presencia de genes
cry1B e identificar polimorfismos. Cepas que conten-
gan genes cry1B con polimorfismos podrian producir
nuevas proteinas insecticidas que permitiran ampliar
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el espectro de accion de los insecticidas basados en Bt
o ampliar su uso para la produccién de plantas trans-
génicas resistentes al ataque de insectos lepidopteros
plaga.

Materiales y métodos

Cepas de B. thuringiensis

Se utilizaron 164 aislamientos de Bt aislados a partir de
muestras de suelo del Centro y Caribe colombiano. Se
empleé como control en la amplificacion y ensayo bio-
l6gico, la cepa de referencia Bt subsp. aizawai HD137,
la cual fue donada por la unidad de biotecnologia y
control biolégico de la Corporacion para Investiga-
ciones Bioldgicas (Medellin, Antioquia). Todas las ce-
pas fueron cultivadas en medio Luria Bertani durante
7 dias a 30°C y se verificd la presencia de esporas y
cristales paraesporales mediante observacion micros-
copica (Olympus E-600) con tincidn safranina-verde de
malaquita. Estas cepas se criopreservaron a -20°C en
glicerol al 30% (v/v).

Extraccion de DNA plasmidico y amplificacion del
gen cry1 mediante PCR

La extraccion de DNA plasmidico se realizé utilizan-
do el método de Kotchoni et al., (2003) y se visualizé
en gel de agarosa al 1% (Sambrook et al., 2001). Las
cepas nativas de Bt fueron caracterizadas molecular-
mente para determinar la presencia de genes cryl
mediante PCR utilizando oligonucleitidos generales
disefados previamente (Bravo et al., 1998). Los pro-
ductos de amplificacién de aproximadamente 550 pb
se visualizaron mediante electroforesis en geles de
agarosa al 1%.

Diseiio de oligonucledtidos para el gen cry1B

Se disend un par de oligonucleétidos especificos para
el gen cry1B que amplificaran una regién variable
de aproximadamente 1000 pb considerando 11 se-
cuencias nucleétidicas del gen cry1B publicadas en la
base de datos de GenBank. Se realizé alineamiento
de las secuencias con el programa ClustalW (EMBL-
EBI; http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) (Thompson et al.,
1994) para determinar regiones variables representa-
tivas del gen. Con esta region y utilizando el progra-
ma Primer3 (HHMI;http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/
primer3/primer3_www.cgi) (Rozen & Skaletsky, 2000)
se generaron varios oligonucleétidos candidatos, de
los cuales se seleccion6 un par que se analizé con el
programa BLASTN para determinar su especificidad
(NCBI;  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html).

Los oligonucleétidos fueron sintetizados por la casa
comercial Invitrogen (USA).

Amplificacion del gen cry1B mediante PCR

Las reacciones de PCR para identificar genes crylB,
se realizaron con los oligonucleétidos especificos di-
sefados y bajo las siguientes condiciones: 0.5 pmol
de oligonucleétidos, 0.2 mM de dNTPs, 1X Buffer PCR
(20 mM de Tris-HCI, pH 8.4; 50 mM KClI), 1T U de Taq
DNA polimerasa, 1.5 mM de MgCl,y 50 ng de DNA.
El programa utilizado fue: 95°C por 5 m, 35 ciclos de
94°C por 1 m, 52°C por T m, 72°C por 1 m y una
extension final a 72°C por 6 m. El producto de amplifi-
cacion se analiz6 en gel de agarosa al 1% (Sambrook
etal., 2001).

Amplificacion del gen cry1B mediante LSSP-PCR

La banda del producto del gen cry1B, se recuperé a
partir de un gel de agarosa al 1% (p/v) y se disolvié en
una proporcién 10:1 con agua destilada desionizada
estéril para obtener una dilucién de DNA. 3 uL de esta
mezcla se utiliz6 como DNA molde para la reacciéon de
LSSP-PCR. La reaccion se llevé a cabo en un volumen
final de 25 pL, utilizando 5 pmol de un sélo oligonu-
cleétido (directo y/o reverso), 0.2 mM de dNTPs, 1X
PCR Buffer (20 mM de Tris-HCI, pH 8.4; 50 mM KCl),
4 U de Taq DNA polimerasa, 2.5 mM de MgCl,. El pro-
grama utilizado fue: 94°C por 5 m, 35 ciclos de 94°C
por 1 my 40°C por 1 m. El producto de amplificacién
se analizé en gel de poliacrilamida al 6% (p/v) y se tifné
con nitrato de plata (Sambrook et al., 2001).

Andlisis de los geles

Los perfiles de las cepas se analizaron cualitativamente
mediante la observacién de los geles y utilizando el
programa Image) (Rasband W.S., U.S. National Ins-
titute of Health, Bethesda, Maryland, U.S.A., http://
rsb.info.nih.gov/ij/, 1997-2007). Este programa genera
electroferogramas, en los cuales la altura del pico indi-
ca la presencia de la banda, y el ancho su intensidad.
Con las bandas identificadas se construyé una matriz
de presencia o ausencia. La matriz se analizé utilizan-
do el programa NTSYS (Rohlf, 1999). Entre los perfiles
de bandas se calcul6 el grado de similitud mediante el
coeficiente de Dice (Dice, 1945) y a partir de la matriz
de similaridad se construyé un dendograma mediante
el algoritmo UPGMA (Unweighted Pair Group Method
with Arithmatic Mean) (Sneath and Sokal, 1973). Tam-
bién se evalud la consistencia de los agrupamientos
representados en el dendograma, para lo cual se deter-
miné el valor de correlacion entre la matriz de los valo-
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res cofenéticos de los datos de similaridad y la misma
matriz de similaridad.

Secuencia nucledtidica

Un fragmento amplificado del gen cry1B de la cepa
BtGC120 se purificé y secuencid, en un secuenciador
automatizado (ABI Prism 310, APPLIED BIOSYSTEMS).
La secuencia, se compard con las publicadas en la
base de datos de GenBank utilizando los programas
BLASTN y BLASTX (Altschul et al., 1997). Posteriormen-
te, se realiz6 un alineamiento con el fragmento homo-
logo de las 11 secuencias del gen cry1B publicadas en
GenBank, mediante el programa ClustalW (Thompson
et al., 1994) (EMBL -EBI; http://www.ebi.ac.uk/clusta-
Iw/) y se construyé un dendograma con el programa
Phylip, a partir de las distancias evolutivas de pares de
bases utilizando el método de Neighbour-Joining (Sai-
tou and Nei, 1987) y su confiabilidad se estimé con el
método de bootstrap con 1000 repeticiones.

Bioensayos

La cepa de referencia Bt subsp. aizawai HD137 vy el
aislamiento nativo que presento perfil de LSSP-PCR mas
variable, se incubaron en agar LB a 30°C por 7 dias.
A partir de este cultivo se preparé un extracto crudo
de esporas y cristales en agua destilada desionizada
estéril. La proteina total se cuantificé utilizando el mé-
todo de Bradford (1976). Las concentraciones se ajus-
taron en un rango entre 0 y 1500 ng/cm? empleando
6 dosis con una diferencia de 250 ng/cm?cada una. Se
utilizé un testigo absoluto sin tratamiento. Los ensayos
bioldgicos se realizaron sobre larvas del primer instar
de S. frugiperda, las cuales se habian colectado de un
cultivo de maiz ubicado en el Municipio de El Espinal,
Tolima, Colombia. La cria se mantuvo bajo condicio-
nes de laboratorio a una temperatura de 25 +/- 3°C y
65 +/- 5% de humedad relativa. La aplicacion de los
tratamientos se realizé por el método de contamina-
cion superficial propuesto por Aranda y colaboradores
(1996), con un volumen de 400 pl de cada tratamiento
sobre el haz y el envés de recortes de hojas de hi-
guerilla (Ricinus communis) de 15 cm?, desinfectadas
previamente con NaClO al 0.5% vy tres enjuagues en
agua destilada estéril por 5 minutos cada uno. Poste-
riormente, se ubicé una toalla de papel himeda es-
téril en recipientes plasticos y sobre ésta la hoja de
higuerilla con el tratamiento aplicado y una larva de
primer instar de S. frugiperda proveniente de la cria del
laboratorio.

Se evaluaron tres repeticiones del experimento cada
uno con 25 larvas de primer instar. Estas se alimenta-

ron durante 96 horas y se evaldo la mortalidad cada 24
horas. Los datos obtenidos en el bioensayo se analiza-
ron para estimar la CLso con un limite de confiabilidad
del 95%, empleando el andlisis estadistico de regre-
sion logaritmico Probit del programa POLO-PC (Finney,
1971).

Resultados y discusién

Los 164 aislamientos nativos de bacilos esporulados
se evaluaron de acuerdo a la capacidad para producir
cristales paraesporales mediante la tincion diferencial
safranina-verde de malaquita. Se observaron diferentes
formas y cantidades de cristales paraesporales, la for-
ma mas comdn fue la bipiramidal pero se observaron
cristales redondos, ovalados y triangulares. La mayoria
de cepas presentaron menos de 10 cristales por cam-
po 6ptico (65%), otras presentaron de 10 a 20 (27%) y
solo unas pocas mostraron mas de 20 cristales (8%). Es
bien conocida la importancia de la caracterizacion de
los cristales debido a su naturaleza proteica, la cual se
ha relacionado con la actividad biopesticida potencial
de las cepas (Schnepf et al. 1998; Hernandez et al.,
2010).

Se obtuvo DNA plasmidico de los 164 aislamientos
nativos y se utilizé para la amplificacion por PCR de
un fragmento de genes cryl. Esta caracterizacion per-
miti6 identificar 70 aislamientos nativos positivos para
la presencia de genes cry1, los cuales representan un
46% del total de los aislamientos (figura 1). Estos resul-
tados fueron consistentes con estudios previos en los
cuales se publico para el gen cryT una frecuencia con
un rango entre 40 y 70% (Bravo et al., 1998; Uribe et
al., 2003; Porcar et al., 2003; Hernandez et al., 2010).

Diseiio de oligonucledtidos y amplificacion del gen
cry1B mediante PCR

Los genes cry poseen regiones conservadas y variables
que son reflejo de la estructura aminodacidica que ellos
codifican, especificamente las toxinas Cry1 presentan
5 bloques conservados separados por secuencias de
diferente longitud con alta variabilidad (Hofte y White-
ley, 1989; De Maagd et al., 2003; Hussain et al., 2010).
Se realizaron alineamientos con el programa ClustalW
(EMBL -EBI; http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) (Thomp-
son etal., 1994) de once secuencias de los genes cry1B
provenientes de NCBI (tabla 1), y se seleccioné una
region variable codificante ubicada entre los bloques
conservados 1y 3 de la secuencia aminoacidica, sien-
do esta region dtil para el diseno de oligonucleétidos
y el subsiguiente andlisis por LSSP-PCR. Ademas, esta
region aminodcidica tiene importancia en la funcion
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Figura 1. Productos amplificados por PCR para el gen cry1 utilizando primers generales. Se observa una banda de 550 pb obtenida para la
presencia del gen cry1. 1. Bt subsp. aizawai, 2. BtGC14, 3. Control negativo, 4. Marcador 1 kb (Bioloine, USA), 5. BtGC15. Gel de agarosa al 1%

tefiido con bromuro de etidio.

Tabla 1. Subgrupos de genes cry7B reconocidos con los oligonucleétidos disefiados

Gen Tamano del Posicion de los Producto PCR Namero de
identificado gen (pb) oligonucleotidoS (pb) acceso Genbank

cry1Bal 3687 533 - 1462 930 X06711
cry1Ba2 4074 718 - 1647 930 X95704.1
cry1Ba3 3687 533 - 1462 930 AF368257
cry1Ba4 4798 953 -1882 930 AF363025
cry1Bb1 3934 614 -1546 933 1L32020.1
cry1Bcl 3842 688 -1620 933 746442
cry1Bd1 8366 1389 - 2321 933 U70726.1
cry1Bd2 3696 546 - 1480 933 AY138457.1
cry1Bel 3684 AF077326
cry1Bf1 3687 AX189649
cry1Bgl 3708 AY176063

de reconocimiento y unién a receptores localizados
en el intestino medio de insectos susceptibles, lo cual
es un determinante en la especificidad de la toxina (De
Maagd et al. 1999; Hussain et al., 2010 ).

Cuando se analizaron los oligonucleétidos con el pro-
grama BLASTN (NCBI; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
gorf/gorf.html), se determiné una mayor similaridad
con los genes cry1B de Bt que con otros microorganis-
mos que podrian ser detectadas potencialmente. Los

oligonucledtidos especificos se nombraron CRY1BF
directo (5-TGGTATATGCTCAAGCTGCAA-3’) y CRY1BR
reverso (5-CACTACGATGCGTCCAAGAA-3’).

Para obtener buenos perfiles en la LSSP-PCR se debe
tener una concentracién de DNA entre 50 y 150 ng
aproximadamente (Pena et al. 1994, Wannia et al.,
2003; Lopez et al., 2006). Por esto, se hizo necesario
optimizar la reaccién de PCR para amplificar el frag-
mento del gen cry1B de 930 pb, utilizando primero la
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variable temperatura de anillaje y luego se procedié
a estandarizar las condiciones correspondientes a las
concentraciones de MgCl,, oligonucledtidos y DNA
plasmidico (resultado no presentado).

Se confirmo la especificidad de los oligonucleétidos di-
sefados, CRY1BF y CRY1BR, al obtener amplificaciones
con la cepa B. thuringiensis subsp. aizawai, la cual con-
tiene el gen cry1B, y no se presenté amplificacion con
otros genes cry, como los de las cepas B. thuringiensis
subsp. kurstaki y B. thuringiensis subsp. israeliensis. Por
lo tanto, estos oligonucledtidos permitieron la detec-
cion del gen cry1B en forma especifica.

Se evaluaron los 70 aislamientos nativos caracteriza-
dos previamente para el gen cryl, bajo condiciones
estandarizadas para la reaccion de PCR utilizando el
par de oligonucledtidos disefiados que amplifican el
fragmento del gen cry1B. Las amplificaciones resulta-
ron en una banda uUnica y de buena intensidad (figura
2). La reproducibilidad se evalué realizando al menos
tres veces la PCR para cada una de los aislamientos
bajo las mismas condiciones, instrumentos y reactivos
y siempre se obtuvo idénticos resultados.

Se amplificé un fragmento de 930 pb en 11 aislamien-
tos nativos positivos para la presencia del gen cry1B,
los aislamientos BtGC14, BtGC36, BtGC82, BtGC9T,
BtGC94, BtGC102, BtGC112, BtGC120, BtGC130,
BtGC207 y BtGC240, los cuales representan un 16%
de los 70 aislamientos que amplificaron previamente
un fragmento del gen cry1 (figura 2). Estos resultados
fueron similares a estudios en las colecciones de cepas

pb

1000

de México, Espana, Reino Unido y Colombia, en los
cuales el porcentaje de aislamientos portando el gen
cry1B es bajo (30, 13, 17 y 35% respectivamente) (Ce-
rén et al. 1995; Perani et al. 2000; Martinez et al. 2005;
Hernandez et al., 2010).

LSSP-PCR de los fragmentos amplificados
del gen cry1B

Desde principios de los 90’s, se desarrollaron dife-
rentes herramientas moleculares con la capacidad de
detectar variaciones en la secuencia de DNA, obvia-
mente la secuenciacion es el método mas sensible e
informativo, pero para caracterizar grandes coleccio-
nes de microorganismos es importante generar me-
todologias rapidas y eficientes que puedan utilizarse
rutinariamente. La técnica denominada PCR con un
solo oligonucleétido en baja astringencia (LSSP-PCR
por sus siglas en inglés: low stringency single primer-
PCR), fue propuesta por varios investigadores por su
sensibilidad, especificidad y capacidad de deteccién
de cambios en una secuencia de nucleétidos de lon-
gitud de por lo menos 1000 pb (Pena et al., 1994).
Con la LSSP-PCR, se traslada la secuencia de DNA a
un multibandeo denominado: sefal genética. Cambios
tan pequenos como mutaciones en una base alteran
significativamente la sefnal produciendo un fenotipo
que es diagnostico de la alteracion en particular (Pena
et al., 1994; Villa et al., 1995; Barreto et al., 1996; Go-
mes et al., 1997; Vago et al., 2000; Lopez et al., 2006).
De esta manera es posible identificar cambios en la

Figura 2. Productos amplificados por PCR del gen cry1B utilizando primers especificos. Se observa una banda de 930 pb indi-
cativa de la presencia del gen cry7B. CN Control negativo, 1. Bt subsp. aizawai, M Marcador 1 Kb (Bioline, USA), 2. BtGC14, 3.
BtGC36, 4. BtGC82, 5. BtGC91, 6. BtGC94. Gel de agarosa al 1% tefido con bromuro de etidio.
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Tabla 2. Tamario de los productos de LSSP-PCR para el gen cry1B utilizando el oligonucledtido directo, CRY1BF.

Cepa Tamano de los fragmentos de LSSP-PCR (pb)
B. thuringiensis subsp. aizawai 250%, 275%, 290, 310%, 350, 400, 420, 430, 435, 450*, 630
BtGC207 205, 245*, 270%, 285, 310%, 345, 450%, 500, 610. (12)
BtGC14 250%, 275%, 290, 310%, 350, 400, 420, 450*. (3)
BtGC36 215%, 240, 250, 275%, 290%, 310%, 350, 400, 450%, 630. (5)
BtGC82 215%, 250, 265%, 275, 285%, 365, 410, 420, 445, 450%, 610, 630. (13)
BtGC91 250%, 275%, 310, 350, 400, 420, 430, 450*. (3)
BtGC102 250%, 275%, 310, 350, 400, 420, 450*, 640*. (5)
BtGC112 205%, 250%, 275*, 290, 310*, 350, 400, 450*. (5)
BtGC240 210, 250%, 275%, 290, 310, 350, 450*. (6)
BtGC130 240, 250, 275%, 290, 310, 350, 405, 450*. (7)
BtGC94 215, 265%, 305, 310%, 350, 355, 400*, 410, 420%, 450, 455*. (12)
BtGC120 240%, 300%, 315, 360, 395, 430%, 575%,590%, 610, 630. (17)

* Representa el fragmento con mayor concentracién de amplificacién

() diferencias (presencia o ausencia de banda) en el perfil electroforetico de LSSP-PCR para cada aislamiento nativo con respecto a la cepa de

referencia.

secuencia de genes especificos relacionados con fun-
ciones relevantes.

El gen cry1B de Bt ha sido clasificado de acuerdo a
su secuencia aminodcidica codificada en 7 subgrupos
(desde cryiBal hasta cry1Bg1) mostrando una varia-
cion grande (http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/
Neil_Crickmore/Bt/, 2011).

Por esta razon, en este estudio se analizaron por LSSP-
PCR los productos de amplificacion de los genes cry1B
de los 11 aislamientos nativos de Bt, con el fin de de-
terminar la variacion en el perfil electroforético que
indicara la presencia de polimorfismos en la secuencia
nucleétidica al compararlo con la cepa de referencia
Bt subsp. aizawai.

La LSSP-PCR con el oligonucledtido directo, CRY1BF
present6 perfiles que variaron desde 7 hasta 12 ban-
das, con pesos entre 200 y 600 pb. La cepa de refe-
rencia presenté un perfil electroforético que consistio
en 11 bandas (figura 3, tabla 2). Los aislamientos nati-
vos presentaron perfiles similares pero con diferencias,
algunos con ausencia o presencia de otras bandas y
variacion en la intensidad de las mismas. Se observé
una gran variabilidad al no presentarse perfiles idén-
ticos al de la cepa de referencia Bt subsp. aizawai

(figura 3, tabla 2). El dendograma obtenido para los
perfiles de LSSP-PCR con este andlisis mostré la pre-
sencia de 10 agrupamientos, de los cuales tinicamente
uno comprende 3 aislamientos con un 99% de simila-
ridad: BtGC36, BtGC112 y BtGC240 y los 9 restantes
estan formados por un solo aislamiento (figura 4). El
valor de correlacion cofenética global calculado fue
0.98, indicando un buen nivel de confiabilidad. La fi-
gura 4 muestra la presencia de 2 subgrupos, el prime-
ro se divide en dos ramas, una rama con similaridad
de 83%, que corresponde a los aislamientos BtGC82,
BtGC207, BtGC102, la cepa de referencia Bt subsp.
aizawai, BtGC36, BtGC112, BtGC240, BtGC130,
BtGC14, BtGC91 y la segunda rama con una similari-
dad de 79%, que corresponde al aislamiento BtGC94.
Al segundo subgrupo sélo pertenece el aislamiento
BtGC120, con una similaridad de 68% con respecto
a los demas aislamientos. Esta baja similaridad del pro-
ducto amplificado del aislamiento BtGC120 lo iden-
tifico como el fragmento mas variable del gen cry1B
entre los 11 aislamientos evaluados (figura 3).

Los perfiles electroforéticos obtenidos cuando se am-
plificé por LSSP-PCR utilizando el oligonucleédtido re-
verso, CRY1BR, presentaron fragmentos que variaban
en tamano desde 190 a 800 pb. El perfil electroforéti-
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Figura 3. Perfil de LSSP-PCR utilizando el oligonucledtido directo, CRY1BF. Se presentan los patrones obtenidos con los 11 aislamientos nativos
de B. thuringiensis, utilizando el oligonucledtido CRY1BF. Las flechas indican las bandas diferenciales (de arriba abajo: 640, 630, 355, 340, 280,
240 pb), que posee el aislamiento nativo BtGC120 con respecto al patrén de bandas de la cepa de referencia. M marcador de tamafo molecu-
lar 1 kb (Bioline, USA). Electroforesis en gel de poliacrilamida al 6 % con tincién de nitrato de plata.
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Figura 4. Dendograma de los perfiles de LSSP-PCR utilizando el oligonucledtido directo, CRY1BF. Se indica la posicién de la cepa de referencia
B. thuringiensis subsp. aizawai comparada con los perfiles electroforéticos obtenidos de las cepas nativas de Bacillus thuringiensis. La correlacién cofe-
nética para el dendograma fue de 0.98. Andlisis de similaridad genética UPGMA, utilizando el coeficiente de Dice.
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co de LSSP-PCR para la cepa Bt subsp. aizawai consistié
en 8 bandas aproximadamente de 210, 230, 310, 390,
400, 510, 520 y 800 pb. Los perfiles generados para
cada uno de los amplificados para los 11 aislamientos
nativos de Bacillus thuringiensis presentaron bandas
con menor intensidad y su nimero fue limitado (de 3 a
8) (figura 5 y tabla 3). Los aislamientos nativos BtGC94
y BtGC240 presentaron idéntico perfil a la cepa de
referencia (figura 5, tabla 3).

El dendograma obtenido para los perfiles de LSSP-
PCR con el oligonucleétido reverso revelé la misma
tendencia que el obtenido con el oligonucleétido di-
recto, puesto que se muestra la presencia de 10 agru-
pamientos, de los cuales 8 estan formados cada uno
por un sélo aislamiento y los dos restantes por dos
aislamientos con un 99% de similaridad (BtGC130
con BtGC36 y BtGC240 con BtGC112) (figura 6). El
valor de correlacién cofenética global calculado fue
de 0.97, indicando un buen nivel de confiabilidad. En
la figura 6, se muestra la presencia de 2 subgrupos, el
primer subgrupo se divide en dos ramas, la primera
con una similaridad de 52%, que corresponde a los
aislamientos BtGC94, BtGC207, BtGC102, BtGC14
y BtGC91 vy la segunda con una similaridad de 43%,
que corresponde al aislamiento BtGC120. De todos

los aislamientos de este subgrupo, BtGC120 presen-
t6 la menor similaridad con respecto a los demas, lo
cual significa que este produce el perfil mas divergente
del gen cry1B (figuras 4 y 6). El segundo subgrupo se
divide en dos ramas, una primera rama con una simi-
laridad de 64%, la cual corresponde a la cepa de refe-
rencia Bt subsp. aizawai y 4 aislamientos muy similares
entre ellos (BtGC130, BtGC36, BtGC240 y BtGC112)
y la segunda rama con una similaridad de 58%, la cual
corresponde al aislamiento BtGC82.

Al utilizar la técnica LSSP-PCR, el oligonucleétido direc-
to fue mas informativo que el oligonucleétido rever-
so porque permitié distinguir los aislamientos nativos
debido a que evidenci6 mayor nimero de bandas
polimérficas (figuras 3 y 5), siendo este resultado con-
sistente con estudios previos en los cuales se encontré
mayor ndmero de perfiles al utilizar uno de los dos
oligonucleotidos (Pena et al., 1994; Vago et al., 2000;
Lépez et al., 2006).

Para seleccionar los aislamientos nativos de Bt que
portaran variaciones en la secuencia, se tuvo como
criterio la presencia de un menor porcentaje de simi-
laridad en los dendrogramas deducidos de los perfiles
de LSSP-PCR con cada uno de los dos oligonucleétidos

Tabla 3. Productos de LSSP-PCR para el gen cry7B utilizando el oligonucleétido reverso, CRY1BR.

Cepa Longitud de los fragmentos de LSSP-PCR (pb)
B. thuringiensis subsp. aizawai 210, 230%, 310%, 390, 400%, 510, 520, 800*
BtGC207 190, 230, 310, 650, 750. (7)
BtGC14 230, 300, 310. (7)
BtGC36 230, 310, 360, 380. (8)
BtGC82 230%, 235, 250%, 270%, 320. (10)
BtGCI1 230, 280, 800. (7)
BtGC102 190%, 230%, 250, 280, 310, 340. (10)
BtGC112 190, 230%, 250, 280, 310, 380, 450. (10)
BtGC240 2007, 230%, 280, 310, 380, 450. (10)
BtGC130 190, 230%, 280, 310, 380, 450. (10)
BtGC94 2007, 230%, 280, 310, 380, 450. (10)
BtGC120 280, 315%,390%, 450*, 550*, 800*. (10)

* Representa el fragmento con mayor concentracién de amplificacion

() diferencias (presencia o ausencia de banda) en el perfil electroforetico de LSSP-PCR para cada aislamiento nativo con respecto a la cepa de

referencia.
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Figura 5. Perfil de LSSP-PCR utilizando el oligonucleétido reverso, CRY1BR. Se presentan los patrones obtenidos con los 11 aisla-
mientos nativos de B. thuringiensis, utilizando el oligonucleétido CRY1BR. M marcador de tamafio molecular 1 kb (Bioline, USA).
Electroforesis en gel de poliacrilamida al 6 % con tincién de nitrato de plata.

Tabla 4. Concentracién letal media de las cepas BtGC120 y B. thuringiensis subsp. aizawai.

@oncencion Intervalo de confianza al 95 %
Cepas letal media (CLso)
(ng/cm?) Inferior Superior
(ng/cm?) (ng/cm?)
Bt subsp. aizawai 1685 1366 1922
Cepa nativa BtGC-120 1896 1523 2185

evaluados. Los aislamientos nativos de Bacillus thurin-
giensis BtGC82, BtGC94 y BtGC120 presentaron la
mayor variacion entre sus secuencias amplificadas del
gen cry1B (figuras 3 y 5). Entre estos aislamientos, el
producto amplificado del gen cry1B de BtGC120 pre-
senté el menor porcentaje de similaridad. Ademas, los
aislamientos nativos que presentaron el menor grado
de variacién entre sus secuencias, fueron: BtGC130,
BtGC36, BtGC240 y BtGC112. Por este motivo se deci-
di6 analizar el fragmento amplificado por PCR-LSSP del
aislamiento nativo de Bacillus thuringiensis BtGC120.

Secuencia nucleotidica

Se purifico el producto de amplificacién del fragmento
del gen cry1B del aislamiento BtGC120 y se secuenci6

en ambos sentidos en un equipo automatizado ABI
Prism 310 (Applied Biosystems) utilizando los oligonu-
cledtidos disenados, CRY1BF y CRY1BR, segin Sanger
et al, (1977). La secuencia obtenida presenté un ta-
mano de 806 pb y 93% de identidad con los genes
cry1Bc1 de Bt morrisoni (GenBank Z46442)y cry1Bb1
de la cepa BT-EG5847 (GenBank 1L32020). La simili-
tud entre la secuencia de aminodcidos deducida del
aislamiento BtGC120 vy la proteina Cry1Bc (GenBank
CAA86568.1) se evidencio entre el aminoacido 232
hasta el 464 region 5’ terminal del gen. Se confirmé una
alta similaridad de la secuencia del fragmento del gen
cry1B del aislamiento BtGC120 con la regién homolo-
ga del gen cry1Bal, de la cepa de referencia Bt subsp.
aizawai, encontrandose 148 cambios en la secuencia
del aislamiento nativo BtGC120 representadas por 5
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Figura 6. Dendograma de los perfiles de LSSP-PCR con el oligonucledtido reverso, CRY1BR. Se indica la posicién de la cepa de
referencia B. thuringiensis subsp. aizawai con base en el andlisis de los perfiles electroforéticos obtenidos. La correlacién cofenética
para el dendograma fue 0.97. Analisis de similaridad genética UPGMA, utilizando el coeficiente de Dice.

deleciones, 134 cambios de bases (70 transversiones
y 64 transiciones) y 9 inserciones. Con estos cambios
se predijo que posiblemente codifica para el extremo
N- terminal de la secuencia de la proteina Cry1Bc, lo
que representa aproximadamente el 65% del dominio
Il de esta secuencia y el 22% de la proteina comple-
ta. Esto muestra que la LSSP-PCR puede implementarse
para discriminar variaciones en la secuencia de genes
cry amplificados por PCR obtenidos de aislamientos
nativos de Bt. Ademas, los cambios nucleotidicos po-
drian participar en modificaciones funcionales, como
se ha reportado en estudios previos con la proteina
Cry1A, en la cual han correlacionado los cambios nu-
cleotidicos con un aumento de la toxicidad (Estela et
al., 2004; Hussain et al., 2010). Estos cambios son muy
frecuentes en los aislamientos de Bt, debido a su alta
diversidad en los genes cry cuya variacion se debe a
la presencia en plasmidos conjugativos, movilizacion
asociada a secuencias de insercion y transposones,
ademas del frecuente intercambio de dominios y la
coevolucion con sus diferentes hospederos (Schnepf
et al., 1998; de Maagd et al., 2001, 2003; Herndndez
et al., 2010; Hussain et al., 2010).

Por otro lado, la secuencia del fragmento del gen
cry1B del aislamiento BtGC120 se compar6 con el
fragmento homologo en las 11 secuencias del gen
cry1B reportadas en GenBank. Se realizé un alinea-
miento utilizando el programa ClustalW y se obtuvo
un dendograma donde se muestran dos agrupamien-
tos claramente separados: el primero formado por los
genes cry1Bgl, cry1Bfl, crylBa2, crylBal, cry1Ba4y
cry1Ba3 vy el segundo formado por los genes cry1Bel,
cry1Bcl, cry1Bb1, cry1Bd2, cry1Bd1 junto con la se-
cuencia del aislamiento BtGC120 (figura 7). Estos
datos son indicativos de que la secuencia del aisla-
miento BtGC120 presenta una relacion mas cercana
a los genes del segundo agrupamiento con una simi-
litud de 93%, reafirmando los resultados anteriores.

En la region amplificada del gen cry1B del aislamien-
to BtGC120 se presentan diferencias importantes res-
pecto de los genes hasta el momento publicados. Las
variaciones en la secuencia de nucledtidos y en la de
aminodcidos deducidos hacen de este gen un buen
candidato a nuevo gen cry, esto se debe validar clo-
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Figura 7. Dendograma comparativo de las secuencias parciales de DNA de los genes cry1B de B. thuringiensis con BtGC120. Analisis
neighbour-joining de 11 secuencias nucledtidicas del gen cry1B obtenidas de GenBank, se incluyd la secuencia de BtGC120. Barra=
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nando y secuenciando completamente el gen de este
aislamiento nativo.

Bioensayos

Se realizé un andlisis de varianza con los datos de la
mortalidad acumulada al quinto dia de la cepa de refe-
rencia Bt subsp. aizawai HD137, en el cual se encontra-
ron diferencias significativas entre las concentraciones
de proteina empleadas. En la tabla 4, se presentan los
resultados mediante el andlisis Probit, mostrando que
el valor de la concentracién letal media del aislamien-
to nativo BtGC120 obtenido para larvas de primer
instar de S. frugiperda fue superior al de la cepa de
referencia Bt subsp. aizawai. Sin embargo, la prueba
de comparacion tstudent determiné que estas cepas
no presentaron diferencias significativas en cuanto a la
variable respuesta ClLso (t=18, gl= 22, a=0.05). Esta res-
puesta sugiere que el aislamiento nativo es virulento
y altamente promisorio para el control de larvas de S.
frugiperda en campo.

Al comparar la CLso de las cepas BtGC120 y Bt subsp.
aizawai sobre larvas de primer instar de S. frugiperda,
se infiere que las modificaciones de la proteina de
BtGC120 como consecuencia de los cambios muta-
cionales posiblemente se encuentran en regiones de la
proteina Cry que no producen alteraciones importan-
tes en la interaccion con el receptor de S frugiperda.

Este es el primer reporte de la utilizacion de la técnica
LSSP-PCR para la identificacion de polimorfismos den-
tro de los genes cry de Bt, metodologia con la cual
es posible, evaluar colecciones de esta bacteria para
encontrar genes cry diferentes a los descritos en la li-
teratura, y por ende, identificar proteinas con nuevas
actividades, o mayor toxicidad sobre insectos plaga de
importancia agronémica.
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