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RESUMEN

Bacillus thuringiensis es una bacteria que se caracteriza por su capacidad
para producir inclusiones cristalinas paraesporales durante el proceso de
esporulacién; dichos cristales estan constituidos por proteinas
denominadas &-endotoxinas (proteinas Cry), de diverso tamafo molecular y
que presentan actividad téxica especifica contra diferentes organismos
plaga ubicados a lo largo de la escala filogenética entre los que destacan
insectos lepidopteros, coledpteros y dipteros, asi como platelmintos,
nematodos, acaros y hormigas.

Dadas las caracteristicas de Bt como agente de control biol6gico se ha
realizado una intensa blisqueda de cepas de Bt con mayor espectro de
accién, cepas con nuevos espectros para controlar plagas que alin no se
controlan por este bioinsecticida y con mayor potencia biocida.

Numerosos genes de d-endotoxina han sido clonados, secuenciados y
clasificados con base en su homologia y especificidad en 6 diferentes
clases, cryl a cryVIl Dos plagas con efectos devastadores en las
cosechas, son lepidépteros y coledpteros. Dentro del grupo de proteinas
Cryl (toéxicas a lepidOpteros) hay 11 diferentes subclases; cada una de
éstas tiene un rango especifico de accion contra diferentes insectos
lepidopteros. Dentro del grupo de proteinas Crylll (tOxicas a colebpteros)
han sido descritras 5 subclases. Nuestro interés es aislar y caracterizar
cepas de Bt nativas que posean genes de los grupos cryl y crylll.

Uno de los mas importantes aspectos en el establecimiento de una
coleccion es tener un método que permita una rapida y segura
caracterizacion de la misma. El PCR ha probado ser una poderosa
metodologia para la identificaciébn de genes especificos de la d-endotoxina
presentes en las diferentes cepas de Bt.

En este trabajo presentamos una estrategia de PCR diseftada para
identificar cepas de Bt que porten algunos de los genes conocidos cryly/o
crylll. Para ello se disefiaron 35 oligonucle6tidos agrupados en 5 mezclas
(A,B,C,D y E). Estas 5 mezclas fueron seleccionadas para amplificar
fragmentos de DNA de tamano definido para las clases Cryl o Crylll y sus
subclases respectivas.



Con el sistema desarrollado se ha caracterizado el 40% de nuestra
coleccion de cepas nativas de Bt pertenecientes a las clases de proteinas

Cryl y Crylll.

Al utilizar este sistema de andlisis encontramos en la coleccién una cepa
que produce un producto de PCR de tamafo no esperado al utilizar tanto los
oligonucleétidos de la mezcla C (especificos de crylE, F y G) como de la
mezcla E (especificos de crylllA, B, C, Cg, D y E). Estudios posteriores de
esta cepa indican que efectivamente se trata de una é-endotoxina que
tiene un peso de 105 KDa, la cual no corresponde con el peso de ninguna
otra proteina Cry y que forma un cristal bipiramidal del doble de largo de
los cristales tipicos de las cepas Cryl o Crylil. La especificidad de esta
cepa aln no la conocemos pero definitivamente se trata de un nuevo gen
cry que porta secuencias parecidas a genes de crylE, crylGy crylliC. La
secuencia de este gen nos aportard informacion sobre la naturaleza del
mismo.

Se cuenta con una potente herramienta que permite caracterizar
colecciones de cepas de Bt con la potencialidad de encontrar nuevos genes
con actividades no descritas ya que cuenta con las siguientes ventajas: es
practico, rapido, seguro, especifico, no genera falsos positivos, es
reproducible y se puede utilizar como proceso de rutina.



ABSTRACT

Bacillus thuringiensis (Bt) is a Gram positive bacterium with an
outstanding trait: it produces parasporal crystalline inclusions during
the sporulation process. The crystals are made up of one or several
proteins known as d-endotoxins (Cry proteins) of different molecular
size, and with specific toxic activity against a wide array of pest
organisms within the phylogenetic scale. Among the most important are
lepidopteran, coleopteran and dipteran insects, as well as

platyhelminthes, nematodes, mites and, recently, ants (hymenopteran
insects).

Because of Bt's importance as biological control agent, an intense
search has been initiated looking for strains of Bt having a wider range
of action, strains with new specificities to control pests which are not

yet controlled by this kind of bioinsecticide and, also, with greater
biocide potency.

Numerous genes of the &-endotoxin have been cloned, sequenced and
classified, based on homology and specificity, within six different
classes, from cryl to cryVI Two kinds of destructive insect pests of
cultivars are grouped within the insect orders lepidoptera and
coleoptera. Within the group of proteins Cryl (toxic to lepidopterans)
there are 11 different subclasses. Each subclass has a very specific
range of action against different species of lepidopterans. Within the
class of proteins Crylll (toxic to coleopterans), five subclasses have
been described. Our interest is to isolate and to characterize native

strains of Bt which might be carriers of genes belonging to classes cryl
and cryl/ll

One of the most important aspects in the establishment of a collection
is to have a method that allows a quick and accurate characterization
of the strains of the collection. The method of PCR has proven to be a
powerful methodology to identify specific genes of the d-endotoxins
present in the different strains of Bt.

In this research, we present a PCR strategy designed to identify Bt
strains carrying some of the already known genes cry/ and/or crylll. To
reach this goal, we designed as much as 35 oligonucleotides grouped in
five mixtures (lettered A, B, C, D and E). All mixtures were chosen to

amplify DNA fragments of known size for cryl or crylll and the
respective subclasses.



With the system that has been developed, we have been able to
characterize 40% of our collection of native strains belonging to
classes of proteins Cryl and Crylll. By using this system of analysis in
our collection, we found a strain which produces a PCR product of
unexpected size, when using oligonucleotides of mixture C (specific to
crylE, F and G), as well as those from mixture E (specific to crylllA, B,
C, Cg, D and E ).

Further analysis of this strain indicated that, probably, it is a &-
endotoxin with a molecular weight of about 105 KDa. This molecular
weight does not correspond to the size of any other Cry protein.
Besides, the strain produces a bipyramidal crystal which is twice the
length of the typical crystals from strains producing Cryl or Crylil
proteins. Although the specificity of this strain is yet not known, it is
very likely to be a novel cry gene carrying similar sequences to those
of genes as crylE, crylG and crylllC. The sequence of this new gene
will give us a great deal of information about its nature.

Finally, we would like to stress that, have a potent tool which allows
the screening of Bt strains collections, with the potentiality to find
new genes with undescribed biological activities. Our methodology has
the following advantages: it is practical, quick, accurate, specific, it
does not generate false positives, it is reproducible and can be used as
a routine process. -



BUSQUEDA Y CARACTERIZACION DE NUEVOS GENES DE
>-ENDOTOXINA DE Bacillus thuringiensis

- 1. USO E IMPORTANCIA DE LOS BIOINSECTICIDAS

lLos insecticidas quimicos desarrollados y aplicados en la ultima mitad de
este siglo plaritean serios riesgos a la salud y causan problemas
ambientales. Esto ha generado un gran interés por plantear y desarrollar
alternativas mas eficientes y seguras al uso de insecticidas quimicos
para el control de insectos plaga. Como una alternativa a esta necesidad,
se ha dirigido la atencién al desarrollo de insecticidas de origen biol6gico
(1), conocidos como bioinsecticidas.

Se ha venido incrementando el uso y relevancia del control biol6gico de
plagas en la practica agricola a nivel mundial. En particular con el inicio
de la aplicaciéon de [a Biotecnologia a la agricultura; se ha considerado que
es posible incrementar el uso de organismos vivos y/o de sus productos
metabdlicos para controlar o disminuir el efecto negativo de las plagas en
los cultivos(1).

Existen alternativas para controlar plagas y vectores de enfermedades a
niveles de eficiencia aceptables, con la consecuente mejora en la
produccién de alimentos y en el nivel de salud puablica respetando el
delicado equilibrio del entorno ecol6gico. Este interés se ha centrado en la
seleccion de entomopatdgenos como bacterias, hongos, virus, protozoarios
y nematodos que actlan a través de mecanismos como la producciéon de
toxinas (ej. Bacillus thuringiensis ), parasitismo invasivo (ej: Hirsutella
thompsoni, Beauveria bassiana ), patogenicidad y competencia ( ej:
baculovirus), 6 parasitismo (ej:Heterorhabditis heliothidis )(2).

Para 1991, el mercado mundial de pesticidas fue de 26,800 millones de
dolares, de los cuales el 1% correspondié a productos de origen biolégico.
El mercado de Estados Unidos para bioinsecticidas derivados de bacterias,
hongos, virus y feromonas en 1990 fue de 107 millones de délares, y se
incrementd en un 60% en 1991. Se estima que pasarad a los 300 millones de
dblares para el aito 2000 (2,3).



Los productos mas importantes en términos de volumen y ventas, fueron
aquellos derivados de la bacteria Bacillus thuringiensis ; los cuales cubren
el 95% del mercado mundial de bioinsecticidas(3,4). Diversas
formulaciones de Baciflus thuringiensis han sido empleadas por mas de
tres décadas como insecticidas biol6gicos para el control de plagas
agricolas, forestales y wurbanas asi como de insectos vectores de
enfermedades en hombre y animales domésticos.

El principio activo del bioinsecticida de Bacillus thuringiensis se basa en
una proteina(s) llamada &-endotoxina(s). Estas ofrecen varias ventajas
sobre los insecticidas quimicos, puesto que la toxicidad de estas
proteinas tiene un rango de hospederc limitado y altamente especifico, son
inocuos para insectos no blanco, vertebrados, no contaminan el medio
ambiente y son biodegradables.

El interés generado en el estudio de Bacillus thuringiensis, radica en su
capacidad para producir inclusiones cristalinas paraesporales durante el
proceso de esporulacidn, que se encuentran constituidas principalmente
por proteinas llamadas d-endotoxinas (proteinas Cry), de diverso tamafo
molecular y que presentan actividad toxica especifica contra diferentes
organismos nocivos, ubicados a lo largo de la escala filogenética, entre

los que destacan insectos (Lepidépteros, ColeSpteros y Dipteros)(5), asi
como platelmintos, nematodos, acaros y hormigas(6).

El descubrimiento de cepas especificamente tdxicas a nematodos,
protozoarios, platelmintos y dcaros ha ampliado el uso potencial de
Bacillus thuringiensis en el control de diversas plagas (6). Debido a su
alta especificidad, tiene como desventaja, que el intervalo de accion se
encuentra limitado a cierto tipo de insectos. ES por esto que en una
correcta utilizacion de los productos de Bacillus thuringiensis se
recomienda conocer el tipo de plaga que se desea combatir a fin de aplicar
la d-endotoxina mas adecuada.

Estas caracteristicas del Bacillus thuringiensis como agente de control
bidlogico han llevado a una intensa bisqueda de cepas con mayor espectro
de accidn asi como cepas con nuevos espectros que permitirdn controlar

plagas que aln no se controlan por este bioinsecticida y de cepas con
mayor potencia biocida.



Recientemente, algunos de los genes que codifican para la d-endotoxina se

han introducido en el genoma de plantas, siendo entonces estas plantas
protegidas del ataque de insectos (6).

.1. ;Cémo actha la s-endotoxina?

Las proteinas Cry son sintetizadas en forma de protoxinas inactivas cuyo
peso molecular oscila entre 70 KDa y 130 KDa, para poder ejercer su
efecto téxico deben ser ingeridas por el insecto blanco, solubilizadas y
procesadas en el intestino medio de las larvas de los insectos por las
condiciones de pH y las proteasas presentes en él, hasta un fragmento
toxico de menor tamano cuyo peso molecular se encuentra entre 50 KDa y
70 KDa (5). La toxina activada se une a receptores presentes en las
membranas de las microvellosidades apicales de las células epiteliales
del intestino medio del insecto blanco (7,8).

Posterior a la unidén, ocurren varios eventos: la toxina se inserta de
manera aparentemente irreversible en la membrana plasmatica y forma un
poro que conduce a un desbalance idnico con los consecuentes cambios en
el transporte de iones, nutrientes, agua y otros metabolitos, lo que
finalmente produce la citélisis y en consecuencia, la muerte del insecto
por inanicién y septicemia (9,10). En general el mecanismo propuesto es un
proceso en dos etapas, en el cual la toxina primero reconoce y se une a un
receptor de superficie en el intestino medio del insecto y segundo, induce
la formacién de poros en la membrana.

La presencia de receptores ha sido demostrada por experimentos de
competencia con toxinas marcadas con yodo radiactivo. Los insectos
susceptibles poseen receptores para la toxina en las células epiteliales
del intestino medio y la unién de la proteina a estos receptores es una
etapa esencial en la toxicidad. Se ha descrito una relacién directa entre la
uniébn de la toxina a las microvellosidades y la toxicidad, ademis
diferentes receptores podrian coexistir en el mismo insecto, por lo que un
insecto puede ser sensible a diferentes toxinas, de tal manera que la
presencia o ausencia de estos receptores determinan la toxicidad de la -
endotoxina (11). Recientemente se ha determinado la estructura
tridimensional de la ¢-endotoxina CrylllA producida por Bacillus

thuringiensis subesp. tenebronis(12). La estructura descrita reveld |a
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existencia de tres dominios estructurales: el dominio | constituido por 7
a-hélices, el dominio 1l conformado por 3 lédminas p-plegadas
antiparalelas y el dominio Il formado por un  p-sandwich.

Al dominio |, se le ha asignado la formacién del poro, ya que las a-hélices
presentan la longitud y caracteristicas propias de una proteina de
membrana para atravesar la membrana. El dominio |, esta conformado por
un grupo de siete a-hélices, donde una hélice central (hélice «-5) esta
rodeada por las seis restantes. Estas a-hélices son de naturaleza
anfipatica y con una longitud capaz de atravesar la membrana celular.
Mutaciones puntuales en la region que codifica para la hélice a-5 en la
toxina CrylA(c) generaron mutantes capaces de competir con la toxina
silvestre por la unién al receptor, pero con baja o nula toxicidad (13); ésto
permite asumir que estan afectadas en el mecanismo de insercion a la
membrana y la capacidad de formacion de poro. La conformacién de las 7 «

hélices es muy similar al arreglo de las hélices de la colicina A, la cual
se sabe también forma poro (14).

El dominio Il esta formado por tres laminas p plegadas, constituidas a su
vez por once laminas g y una a-hélice. A este dominio se le ha asignado un
papel en la especificidad porque en diversos experimentos en donde se
intercambiaron fragmentos de genes crylA(a), crylA(b) y crylA(c) que
codifican para diferentes regiones de este dominio, se oBacillus
thuringiensisuvieron proteinas con especificidad intercambiada (15,16).
Se asume que aparentemente existen diferentes sitios de este dominio que
son importantes para el reconocimiento del receptor. Ademas parece ser
que el sitio de la toxina que interacciona con el receptor pudiera ser
diferente para las diferentes toxinas, encontrdndose siempre en este
dominio li, principalmente en 1as regiones mas expuestas de la proteina.

Por ultimo al dominio Il se le ha implicado en ayudar a la proteccién de la
protedlisis; la funcion de este dominioc no esta tan clara ya que hay grupos
que dicen que algunas partes de este dominio podrian contribuir en la

formacion de poro (17) y otros que este dominio podria participar en el
reconocimiento por el receptor (18).



Se propone que una vez que el dominio Il reconoce y se une al receptor en
la membrana del intestino medio, la proteina sufre un cambio
conformacional en el dominio |, exponiendo los residuos hidrofébicos de
las a-hélices llevando a que este dominio se inserte en la membrana,
dando como resultado la formacién o apertura de un poro, conduciendo a
un cambio osmético (11,12). Dicha alteracién resulta en un flujo
bidireccional de iones acompadado por una entrada de agua, dando como

resultado que las células del intestino de la larva se inflamen y terminen
lisdndose.

1.2. Clasificacibn de Bacillus thuringiensis

LLas cepas de Bacillus thuringiensis han sido clasificadas utilizando
diversos métodos; el primer aporte fue hecho por Heimpel y Angus (19), se
basaron en las caracteristicas morfolégicas y bioquimicas; pero las
pruebas bioquimicas fueron inadecuadas porque no puede separar o
diferenciar las serovariedades, ya que varias de éstas dan la misma
reacciébn con un mismo sustrato. Posteriormente, De Barjac y Franchon
(20) clasificaron las cepas con base en el analisis del serotipo antigeno
flagelar ademads de las caracteristicas bioquimicas. Esta clasificaciéon ha
permitido agruparlas en 38 grupos antigénicos y 12 subgrupos que
permiten distinguir 42 serovariedades; esta clasificacién aporta muy poca
informacién sobre la actividad insecticida de cada cepa.

A la fecha se ha clonado y determinado la secuencia de varios genes que
codifican para la s-endotoxina. Estos se han organizado en 6 diferentes
clases(6) basados en las similitudes en la secuencia nucleotidica, asi
como en su espectro de toxicidad (especificidad) contra los diferentes
organismos plaga. Hasta ahora se han agrupado 28 genes diferentes que
codifican para estas proteinas donde cada una es altamente especifica

para un insecto determinado. Como se muestra en la Tabla 1 (5,6), las 6
clases principales son:

l.as proteinas CryI: son d-endotoxinas especificas contra lepidépteros, el
peso molecular varia entre 130-140 KDa y la activacién proteolitica de
éstas genera un fragmento téxico de 60-70 KDa. Se han caracterizado 11

tipos diferentes de genes en esta clase. Cada toxina Cry! tiene un rango de
toxicidad limitado contra diferentes insectos lepid6pteros.

S



TABLA 1. Clasificacion de las proteinas del cristal producido por Bacillus
thuringiensis, de acuerdo a su organizacion protéica e insecto blanco.
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TIPO DE PROTEINA ESPECIFICIDAD PESO MOLECULAR(kDa)
CrylA(a) Lepidépteros 133.2
CrylA(b) |_epiddpteros 131.0
CrylA(c) Lepidopteros 133.3
CrylA(d) Lepidopteros 133.0
CryiB lepidépteros 138.0
CrylC Lepidopteros 134.8
CrylD Lepiddpteros 132.5
CrylE lLepidépteros 133.2
CrylF Lepidopteros 133.6
CrylG Lepiddopteros 130.9
CrylH Lepiddpteros 129.0
CryllA Lepidopteros y dipteros 70.9
CryllB Lepidépteros 70.8
CryliC Lepidopteros 70.0
CrylllA Coledpteros 73.1
CryliiB Coledpteros 74.3
CrylliC Coledpteros 129.4
CrylliCg Colebpteros 74.0
CrylliD Coledpteros 72.0
CrylliE Colebpteros 130.0
CrylVA Dipteros 134.4
CrylVB Dipteros 127.8
CrylVC Dipteros /7.8
CrylvD Dipteros 72.4
CryVA(a) Nematodos 152.0
CryVA(b) Nematodos 141.0
CryVB Nematodos 142.0
CryVC Nematodos 88.0
CryVIA Nematodos y acaros 54.0
CryViB Nematodos y acaros 44.0

Platelmintos 130-175
Protozoarios 128.7

R G W SRR AT BELE s MM ATTTR GTAN BT ST W M ML WAL L SV " L Vi Srn re> Ve M M S S (e FH— - Sy B ) . T— e A . A ok AT oy T T S - romh My in m_—— it " Fo— . S

Adaptada de Hofte and Whiteley (1989) y Feitelson et al (1992)



Las proteinas Cryll: poseen un peso molecular de 65-75 KDa. Se han
caracterizado tres subclases CryllA, CryliB y CryllC; CryllA  posee
especificidad dual contra insectos lepidopteros y dipteros, mientras que
CryllB y CrylIC son especificos solo a lepidopteros. El procesamiento
proteolitico genera fragmentos téxicos alrededor de 50-60 KDa.

L.as proteinas Crylll: son s-endotoxinas especificas contra coleGpteros; en
esta clase pueden diferenciarse 2 grupos de bd-endotoxinas; el primer
grupo, posee un peso molecular de 73 KDa y el segundo grupo, posee un
peso molecular de 130 KDa. La activacion proteolitica de ambos grupos

origina péptidos téxicos alrededor de 66 KDa, actualmente se conocen 5
subclases pertenecientes a proteinas Crylll.

Las proteinas CrylV: son &-endotoxinas especificas para dipteros. Se
conocen 4 subclases: CrylVA, CrylVB, CrylVC y CrylVD, poseen pesos
moleculares que van de 72 a 135 KDa. El procesamiento proteolitico genera
fragmentos toéxicos alrededor de 53-78 KDa para las tres primeras
subclases y de 30 KDa para la cuarta subclase.

Las proteinas CryV: son $-endotoxinas especificas para nematodos. Se han
reportado 4 subclases CryVAa, CryVAb, CryVB y CryVC, cuyos pesos
moleculares son 152, 141.8, 142.1 y 88 KDa respectivamente. Poseen un
30% de homologia entre si; las tres primeras poseen actividad dual contra
nematodos y acaros y la Gltima solo contra nematodos (21,22).

Las proteinas CryVI: son b&-endotoxinas especificas contra nematodos.

Presentan muy baja homologia con los genes CryV, asi como con los demas
genes cry. Se han descrito 2 subclases CryVIA y CryVIB cuyos pesos
moleculares son 54 y 44 KDa respectivamente.

Las toxinas descritas contra acaros, amebas y platelmintos no entran
dentro de esta clasificacién ya que la secuencia no ha sido publicada
pero si patentada (22,23).

Es importante resaltar que cada o&-endotoxina es toxica para un grupo

reducido de insectos, por ejemplo proteinas Cryl, que presentan 11
subclases, se ha reportado que una de ellas es tdxica solo hacia ciertos



insectos lepidépteros; como se observa en la figura 1; solamente dos
proteinas de la clase Cryl son especificas particularmente a Spodoptera
litoralis y cada una de ellas presenta diferente nivel de actividad tanto
para éste como para otros insectos lepidopteros(S).

Por ésto es muy importante conocer que insecto se desea combatir para
aplicar la toxina adecuada. El grado de conocimiento actual sobre las
diferentes proteinas Cry permite seleccionar a las proteinas adecuadas
contra determinadas plagas, pero quedan muchas plagas para las cuales
ain no se conoce cual d-endotoxina las controla, o si existe alguna toxina
que sea efectiva.

I.3. Homologia de las Proteinas de la Familia Cry

Al realizar alineamientos del fragmento téxico de las subclases de Cryi,
CrylliA, CrylV y CryV, se encontr6 la existencia de 5 bloques de
secuencias de aminoacidos muy conservadas en todos los genes, separados
por regiones variables (5) (Figura 2).

La localizacién de estos 5 bloques en la estructura tridimensional de la
proteina, obtenida por difraccion de rayos x, los ha ubicado en lo que se
llama el coraz6n de la toxina. Especificamente el bloque 1 (residuos 189-
218), corresponde a la hélice central a-5 del dominio |, el bloque 2,
(residuos 239-305), se sobrelapa con la segunda parte de la hélice a-6,
a-7 y B-1y corresponde a la unién entre los dominios |y ll. El bloque 3
(residuos 491-538), se sobrelapa con la Gltima parte de g-11, donde se

une por un puente de hidrégeno a B-1 y con las asas (loops) que conectan a
los dominios Il y Hl. El resto del bloque 3, junto con los bloques 4y 5,
(residuos 560-569 y 633 al extremo carboxilo terminal), constituyen las

tres hebras de la p- plegada interna de! dominio Il

El alto grado de conservacién de los residuos internos de la estructura
tridimensional implica que las proteinas de la familia Cry podrian adoptar
una conformacién similar y por lo tanto actuar de manera semejante (12).
Feitelson et al (6) reportan el grado de homologia entre las diferentes &-
endotoxinas descritas, asi como 1a relacién evolutiva entre las diferentes
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clases de proteinas observandose el ancestro comun entre dos clases de o-
endotoxinas, como se observa en la figura 3. Particularmente en el caso de
las proteinas de la familia Cryl se observa que todas provienen de un
mismo ancestro y todas son activas contra insectos lepidépteros, excepto
la CryiB, que aunque también posee actividad contra lepidopteros, esta
mas relacionada evolutivamente con las proteinas Crylll, que son activas
a colebpteros.

I.4. Importancia de caracterizar colecciones de cepas de
Bacillus thuringiensis

Cuando se inicié la utilizacion de insecticidas basados en el producto de
Bacillus thuringiensis, no se encontraron casos de resistencia en los
insectos contra estos productos. Asi que en un principio se propuso que
dificilmente una especie de insecto pudiése desarrollar resistencia hacia
la o las toxinas a los cuales es susceptible; esta creencia se ha
desvanecido debido a que se han encontrado y aislado a nivel de campo
poblaciones de insectos resistentes como Plutella xylostella (24), asi
mismo a nivel laboratorio se han aislado especies resistentes a alguna
toxina. Es interesante notar que en el caso de Plodia interpuntella se
aislaron insectos resistentes a la toxina CrylAb, pero este mismo insecto
se volvid altamente sensible a una toxina alternativa: la CrylC (25). Ambas
toxinas se unen a diferentes receptores dentro del intestino de la larva, es
por esto que resulta importante identificar nuevas toxinas de las ya
descritas, a fin de poder controlar con mayor eficiencia a una plaga
determinada y eventualmente poder sobrellevar el problema de generacion
de insectos resistentes, por medio de aplicaciéon de mezclas de toxinas de
Bacillus thuringiensis que sean especificas para un insecto determinado
pero que reconozcan diferentes receptores.

Para poder encontrar nuevas cepas de Bacillus thuringiensis, el primer
paso es construir una coleccion de cepas de esta bacteria, aisladas de
diferentes regiones del pais; una vez establecida la coleccién, el siguiente
paso es clasificar a las cepas dentro de las categorias ya descritas y
seleccionar a las cepas raras que presenten proteinas diferentes a las ya
reportadas. Para lograr esto, es necesario disponer de una metodologia

practica para la deteccion e identificacion de los genes cry presentes en
cada cepa.
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Por otra parte, con el aumento en el deterioro del medio ambiente se esta
restringiendo cada vez mas el uso de insecticidas quimicos; se requiere
que se establezcan alternativas ecolégicamente compatibles, que no dafien
el ambiente y que sean efectivas en el control de insectos plaga, ésto ha

hecho que se incremente el uso de insecticidas a base de Bacillus
thuringiensis.

Los métodos que se han utilizado para identificar las cepas ya conocidas,
asi como las cepas potencialmente nuevas, son:

El bioensayo se realiza enfrentando la toxina a diversos organismos
blanco. Este método exige gran nimero de repeticiones por dosis para
garantizar la veracidad del resultado, ademdas es costoso, retardado y
laborioso y se requiere tener el insecto en cultivo; por esta razdn, el
nimero de insectos diferentes que se pueden manejar es una limitante.

El analisis por Southern blot, en el cual se observa hibridizacién con genes
conocidos (26), tiene la desventaja de que es necesario tener el gen 0 una
porcién del mismo para usarlo como sonda marcada.

La inmunodeteccién con  diferentes anticuerpos policlonales vy
monoclonales (27), cuya produccién se realiza en conejo 0 raton,
utilizando proteinas (8-endotoxinas) puras presenta la desventaja de que
si se desea identificar las subclases es necesario preparar anticuerpos
monoclonales, proceso costoso y laborioso, para el cual se requiere

infraestructura y personal especializado. Cabe mencionar que con estos
dos métodos solo se pueden detectar genes o proteinas ya descritas.

En este trabajo se propone el uso de la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) (28), para la identificacién de genes que codifican para las -
endotoxinas presentes en una colecciéon de cepas.

La técnica de PCR es un procedimiento rapido, que permite Ila
amplificacién e identificacion de una secuencia de DNA dentro del genoma
que se estudie. Esta técnica involucra la sintesis enzimatica in vitro, de
millones de copias de un fragmento especifico de! DNA. La reaccién esta
basada en el empalme y extensién de dos oligonucleétidos que flanquean la
region blanco en la cadena de DNA. Después de la etapa de
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desnaturalizacion del DNA (templado), cada oligonucleétido hibridiza a una
de las dos cadenas de DNA separadas y son entonces extendidos sobre Ia
cadena molde o templado, con una DNA polimerasa termoresistente,
dependiente de la concentracién de deoxinucledtidos, MgCl; y numero de
ciclos. |

Estas 3 etapas: desnaturalizacion, empalme de los oligonucleétidos vy
sintesis de DNA, representan un solo ciclo de PCR. Cada etapa es realizada
a temperaturas discretas, ej: 940C-980C; 450C-650C y 720C,
respectivamente. La repeticion de los ciclos de desnaturalizacion,
hibridizaciéon de oligonucledtidos y extensién, resulta en la acumulacion
exponencial (amplificacion) de un fragmento de DNA (28).

Esta metodologia tiene aplicaciones en: generacién de sondas marcadas y
no marcadas (29,30), incorporacion de sitios de restriccion para clonacién
(31), deteccién de secuencias especificas (32), mutagénesis sitio dirigida
(33,34), diferenciaciéon de secuencias alelas (35), determinacion de
mutaciones naturales (36), identificacién y clasificacion de organismos
genéticamente distintos (37), diagné6stico clinico (38), taxonomia vy
evolucién molecular (39), medicina forense (40) y bio-remediacion (41).

I.5. Uso del PCR en Bacillus thuringiensis

El andlisis electroforético de productos de PCR, es una alternativa viable,
ya que es altamente sensible, relativamente rapido y puede ser usado como
proceso de rutina. En el establecimiento de una coleccién de Bacillus
thuringiensis es importante tener una metodologia de caracterizacién .
rapida y segura. Recientemente se han aislado nuevas cepas con potencial
téxico especifico contra varios organismos (1), lo que ha despertado el
interés en el aislamiento de nuevas cepas con actividades o
especificidades no descritas.

Se han reportado muy pocos trabajos en los cuales sea utilizada la técnica
de PCR como sistema de identificaciébn y caracterizacion de cepas de
Bacillus thuringiensis. Carozzi et al. (42), reportaron la identificacion de
tres clases de genes tipo cry (cryl, crylll, crylV), mediante la utilizacion
de 6 pares de oligonucledtidos, los cuales amplifican dos productos de
tamafo diferente para cada clase. Este sistema no puede clasificar a las
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diferentes subclases de cada una de estas clases. Asi mismo Bourque et al.
(43) han reportado el andlisis por PCR de diferentes subgrupos
pertenecientes solo a la subclase crylA (a, b, ¢ ) para identificar cepas
de Bacillus thuringiensis subsp. Kurstaki, utilizando 7 oligonucleétidos,
empleando reaciones separadas de PCR para cada subclase de crylA.

De igual forma, recientemente grupos como el de Kalman et al. (44) y
Chack et al. (45), reportan la identificacibn de un nuevo gen, crylC, por
PCR; ellos utilizaron en este estudio un juego de 10 oligonucle6tidos con
los cuales agruparon en las diferentes subclases, los genes de la subclase
cryl en una sola reaccién de PCR; posteriormente, en una segunda reaccion
de PCR utilizaron 12 oligonucle6tidos especificos disefiados a partir de la
secuencia del gen de crylC reportada; con estos oligonuecleétidos
realizaron un estudio por patrén de bandas de productos de PCR (PCR
fingerprint) pudiéndose asi identificar un nuevo gen cry/C. Lo anterior
permite proponer que la técnica de PCR, ademas de caracterizar genes
conocidos, tiene la potencialidad de identificar nuevos genes, que seran

aquellos que durante un proceso de amplificacion generen fragmentos de
tamaio diferente al esperado.
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Il. OBJETIVO

En el laboratorio se tienen alrededor de 2000 cepas de Bacillus
thuringiensis que fueron aisladas de diferentes suelos del Estado de
Morelos, ademas se cuenta con 500 muestras de suelos de diferentes
partes de la Republica Mexicana a partir de los cuales se continuara con el
aislamiento de cepas nativas.

El objetivo del laboratorio ha sido buscar cepas mas potentes, que
presenten amplio espectro de accidén contra insectos plaga gque atacan
cultivos econdémicamente importantes, principalmente maiz y trigo ya que
son dos de los cultivos mas importantes en el sector agricola mexicano.

Dentro de los insectos que atacan estos cultivos se encuentran algunos
lepidépteros de los cuales se destacan: Spodoptera frugiperda, (gusano
cogollero), Spodoptera exigua (gusano soldado) Heliothis zea (gusano
elotero),Pseudolatia unipuncta (gusano soldado) y coleépteros como
Diabrotica spp., Anomala spp., Phylophaga spp. (gallina ciega). De estos
insectos plaga los mas dadinos son: Spodoptera spp. , Heliothis spp vy
Diabrotica spp. (que solo habita en el Continente Americano); estas plagas
devastan estos cultivos y no se ha logrado hacer un control eficiente de
las mismas utilizando agentes quimicos.

Como alternativa para el control se ha usado un producto comercial de
Bacillus thuringiensis que existe en este momento en el mercado
internacional. El ingrediente activo de este producto es la cepa de Bacillus
thuringiensis HD1 (que contiene genes crylAa, crylAb, crylAc, cryllA, y
cryliB); se ha demostrado que este producto no presenta actividad contra
Spodoptera y Diabrotica. Por otro lado, recientemente se ha descrito que
genes que codifican proteinas CrylC y CrylD (44,45,46), son efectivas
contra Spodoptera. Por el contrario para Diabrotica undecimpunctata solo
se ha descrito una proteina CrylllC, téxica para este insecto (47,48) pero
que en realidad presenta niveles de toxicidad muy bajos ya que la LCsy es
de 2857 ug/cm2 de dieta.

Actualmente en el laboratorio la caracterizacién de cepas de Bacillus
thuringiensis aisladas de suelos se realiza con el método de ELISA,
usando anticuerpos policlonales contra las clases Cryl, Cryli, Crylll y
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CrylV. Al caracterizar con esta metodologia 800 cepas de Bacillus
thuringiensis usando cuatro anticuerpos paliclonales (polyCryl, poliCryil,
polyCrylit y polyCrylV), se agruparon alrededor de 380 cepas de Bacillus
thuringiensis en: Cryl: 92, Crylll: 8, cryll y cry IV: 280; aproximadamente
420 cepas no quedaron agrupadas (no cruzaron con ninguno de estos
anticuerpos), aunque cada una de ellas produce un cristal protéico.

Posteriormente se ensayéd la especificiad de los anticuerpos policlonales
contra una coleccion de proteinas puras donada por la compafia Plant
Genetic Systems (Bélgica), que incluye todas las proteinas Cryl, asi como
Crylll reportadas a la fecha. Este analisis se realiz6 mediante
experimentos de inmunoprecipitacion en gota (dot). El anticuerpo polyCryl
se enfrentd a todas ias proteinas puras CrylAa, CrylAb, CrylAc, CryiB,
CryiC, CryID, CrylE, CrylllA, CrylliB, CryllIC, CrylllD, CryllE. Este
anticuerpo no reconocié a ninguna de las proteinas Crylll como era de
esperarse, pero tampoco reconocié a dos proteinas Cryl (CryIB y CrylC).

Por otro lado el anticuerpo polyCrylll también se enfrentdé a todas las
proteinas puras antes citadas y no reconocié a ninguna de las proteinas
Cryl como era de esperarse, pero tampoco reconocié a dos proteinas Crylll
(CrylliB y CrylliC). Esto nos indica que los anticuerpos utilizados, si bien
son policlonales, no reconocen todas las proteinas de la familia Cryl o
Crylil, por lo cual este método de caracterizacién no es lo suficientemente
confiable, pues puede producir falsos negativos, dejando fuera a muchas
cepas que pudieran pertenecer a estas clases.

Esto nos lleva a considerar la siguiente pregunta:

:Se puede establecer un método mas practico, que posea alta capacidad de
resolucion, el cual permita diferenciar categéricamente proteinas muy
parecidas e identificar a las subclases?

Para responder esta pregunta nos planteamos como objetivo: Desarrollar
un sistema de bisqueda y caracterizacion de nuevos genes de §-

endotoxina de Bacillus thuringiensis, mediante la utilizacién de la
técnica del PCR.
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Para cumplir este objetivo proponemos utilizar oligonucledtidos
especificos generados de las regiones homologas y no homoélogas para las
clases y subclases Cryl y Crylll, de tal manera que nos permita
diferenciar rapidamente cepas pertenecientes a dichas clases.

I1.L1. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Para el desarrollo de este trabajo primero se propusc disefar una
estrategia que permitiera identificar en una sola reaccibn a cepas que
portaban genes pertenecientes al grupo cryl o al grupo crylil.

Al usar el programa de GeneWorks 2.4, se realizaron alineamientos
muitiples con las secuencias de los genes de cada clase cryly crylll

reportados. El porcentaje de homologia reportado entre las clases cryly
crylll oscila entre el 45-50%.

Estas comparaciones multiples permitieron ubicar las regiones altamente
homélogas entre estas dos clases, asi como las regiones hombélogas para
cada clase; de estas comparaciones se generaron los oligonucleétidos
especificos para cada clase en particular, tomando en consideracién que

los productos de PCR que se generen para cada clase, cryly crylll, deben
tener una diferencia en tamafo entre 50-500 pares de bases.

El disefio de los oligonucle6tidos (primeros de la reaccién de PCR) se
realiz6 teniendo en cuenta que como minimo deben estar conformados por
18 bases nucleotidicas, con un contenido de GC del 30-40%, con
terminaciéon en sus extremos de GC, que no tengan mas de tres bases
idénticas continuas, que no formen dimeros y no hibridicen sobre si
mismos, que sean incompatibles entre ellos y un aspecto muy importante,
que solo reconozcan la secuencia con la cual son 100% complementarios y
no hibriden con ninguno de los genes cry de la otra clase y que los

productos de amplificacion tengan como minimo una diferencia de 30
pares de bases.

Esto permitié6 amplificar fragmentos de DNA de diferente tamafo para

cada clase (cryly crylll ) y posteriormente al analizar los productos de
PCR por electroforesis, identificar y diferenciar estas dos clases,

17



permitiendo la seleccion de cepas de la clase cry/ activas a lepidopteros
y cepas crylll activas a coledpteros. Al caracterizar las cepas por el
tamano de los fragmentos producidos por PCR era posible que algunas de
estas cepas generaran fragmentos de diferente tamano al esperado, esto
podria ser un indicio de la presencia de un gen diferente.

Segundo, se propuso disefiar una metodologia que permitiera identificar
exactamente a la subclase a la que pertenece cada uno de los genes
clasificados dentro del grupo de genes cryl o crylll. Esto se llevé a cabo
realizando alineamientos multiples con las secuencias reportadas de los
genes de la clase cryl por un lado y crylll por otro lado, permitiendo
ubicar las regiones no homologas de cada subclase, pudiéndose entonces
disefiar oligonucledtidos especificos con las caracteristicas antes
mencionadas y como requisito importante, que solo reconocieran la
secuencia de la subclase con la cual son 100% complementarios.

Al analizar los productos de PCR por electroforesis se podrian identificar
los genes presentes en una cepa por el tamafo definido del producto para
cada gen, permitiendo caracterizar las cepas de Bacillus thuringiensis en
las diferentes clases y subclases respectivas de cryl y de crylll, dado que
el interés del laboratorio es atacar plagas de lepidépteros y colebpteros.

En la caracterizacion a nivel de subclase existia también la posibilidad de
que algunas cepas previamente clasificadas en la clase Cryl o Crylil,
generaran fragmentos de diferente tamafo al esperado o que no se
identificaran con alguna de las subclases; esto nos indicaria que puede
tratarse de un nuevo gen. El siguiente paso seria realizar el bioensayo de
esta cepa con insectos de interés (Spodoptera spp. o Pseudolatia unipuncta
si es Cryl o con Diabrotica spp. si es Crylll). Posteriormente se procederia
a la clonacion y secuenciacion de este nuevo gen para estudios sobre su
caracterizacion,

Lo mas importante de esta estrategia es el adecuado y racional disefio de
los oligonucle6tidos, lo que permitira utilizar este método con un alto

grado de seguridad para clasificar genes ya conocidos con la potencialidad
de encontrar nuevos genes.
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HI. RESULTADOS

Los resultados de este trabajo seran presentados en forma de tres
articulos. El primero ha sido publicado en la revista Applied and
Environmental Microbiology en el volumen 60. El segundo ha sido enviado a
publicacién en la misma revista. El tercero fue publicado como un capitulo
del libro Proceedings of The Pacific Rim Conference on Biotechnology of
Bacillus thuringiensis and its impact to the environmental.

Los titulos de los articulos presentados son:

1- A polymerase chain reaction analysis of the cryl insecticidal family
genes from Bacillus thuringiensis. J. Cerdn, L. Covarrubias, M. Ortiz, A.
Ortiz, L. Lina, E. Aranda, R. Quintero and A. Bravo. 1994. Applied and
Environmental Microbiology. 60, 1. 353-356.

2- Specific PCR primers direct to identify cryl and crylll genes within a
Bacillus thuringiensis strains collection. J. Cer6n, A. Ortiz, R, Quintero, L.
Giiereca and A. Bravo. Applied and Environmental Microbiology. (Sometido).

3- Screening of Bacillus thuringiensis strains with novel insecticidal
activities. A. Bravo, J. Cer6n, E. Aranda, A. Lorence, R. Quintero. The Pacific
Rim Conference on Biotechnology of Bacillus thuringiensis and its impact
to the environment. (En prensa).

19



APPLA D AND ENVIRONMENTAL Micromworaoy, Lan, W93, po 353 350
G099 2 240 94 SO4.00+0

PCR Analysis of the ¢yl Insecticidal Crystal Family Genes
from Bacillus thuringiensis

JAIRO CERONY LUIS COVARRUBIAS.” RODOLEO QUINTERQ. ANABEL ORTIZ.]
MYRIAM ORTIZ,” EDUARDO ARANDA P LAURA LINA ann ALEJANDRA BRAVO™

Instinao de Biotecnologia, Universidad Nacional Awonoma de Movico,” and Universidad Autonoma del
Estado de Morelos,” Cuernavaca, Morelos, Moxico, and Instituto de Biotecnologia,
Universidad Nacional de Colombia, Bogotd, Colombial

Received 1 June 1993 Accepted 2 November 1993

A method allowing rapid and accurate identification of different subgroups within the insecticidal crystal
Cryl protein-producing family of Bacillus thuringiensis strains was established by using PCR technology.
Thirteen highly homologous primers specific to regions within genes encoding seven different subgroups of B.
thuringiensis Cryl proteins were described. Differentiation among these strains was determined on the basis of
the eleetrophoretic patterns of PCR products. I thuringiensiy strains, isolated from soil samples, were
analyzed by PCR technology., Small amounts of bacterial lysates were assaved in two reaction mixtures
containing six to cight primers. This method can be applied to rapidly detect the subgroups of Cryl proteins
that correspond with toxicity to various lepidopteran insects.
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Bacillus thuringiensis is characterized by the production
of parasporal crystals composed of protein molecules known
as 6-endotoxins or insecticidal erystal proteins (ICP) that are
toxic to the larvae of various insects.

It has been estimated that up to 15% of crops worldwide
are lost because of insect damage alone (2). 1CPs have been
used as biopestictdes durmg the last 30 yearss different
commercial products are now available and used in agricul-
tural ficlds. Furthermore, some [CP genes have been intro-
duced into the plant genome, with a high rate of protection
against insect attack (11, 12). The use of B. rthuringiensis as
a microbial insccticide offers several advantages over chem-
ical control agents: 1CPs have a highly specific host range
that renders them harmless to nontarget insects and verte-
brates and the environment. Recently isolated strains with
demonstrated toxic potential against various organisms (5)
have raised interest in isolating new B. thuringiensis strains
with specificitics for a much broader range of pests, extend-
ing the use of B. thuringiensis of a pesticide beyond tradi-
tional markets.

Numerous ICP genes have been cloned, sequenced, and
classified on the basis of their homology and specificity (9).
Cryl toxins are proteins toxic o lepidopteran insects. To
date, seven subgroups of enyl genes and four subgroups
belonging ta the oyl group have been characterized and
identified. Each Cryl toxin has @ narrow range of toxicity

aguainst uaferent lepidopteran insects (7), which are some of

the most devastating pests in agricultural ficlds, Therefore.,
our main goal is to isolate and charucterize B. thuringiensis
strains harboring el genes.

One of the most important aspects about establishing a 4.
thuringiensis collection is to have a method which allows for
rapid and accurate characterization. This is especially im-
portant if the different d-endotoxin genes carried by a certain

strain are critical (o its specificity and toxicity. Analysis of
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these genes by bioassay has proved to be an exhaustive,
LME-CONSUMIng process, since it is necessary to screen all
target insect isolates. Different methods have been devel-
oped in an effort to reduce the number of bioassays, such as
(1) Southern blot analysis in scarch of known homologous
genes (10), (i) analysis of reactivity to different monoclonal
antibodies (8), or (i} clectropharetic analysis of PCR prod-
ucts using specilic primers (4). From the above-mentioned
methods, PCR analysis is considered to be the best choice,
because it allows rapid determination of the presence or
absence of a sequence and it is highly sensitive, relatively
fast, and can easily be used on a routine basis. Carozzi et al.
(4) performed PCR analysis to identify different 8-endotoxins
and reported the sequences of 12 PCR primers that distin-
guished three major classes of ICP genes (cryl, eryill, and
crylV). Nevertheless, Cryl proteins belonging to different
subgroups could exert different insccticidal effects on lepi-
dopteran pests (7). PCR analysis of three eryvlA subgroups
was recently reported (3); however, this analysis did not
identify the remaining ¢yl gene subgroups. In order to
characterize our B. thuringicnsis collection, in this study we
present a method designed to identify the specific en genes
carried by a particular strain.

Isolation of B. thuringiensis strains. To isolate B, thurin-
giensty crystal-producing strains, 148 soil samples were
analyzed as described previously (4). A total of 651 crystal-
producing strains were isolated, as judged by microscopic
observations. B, thurtngiensis strains were found primarily
i soils from active agricultural zones.

These strains were prescreened by an enzyvme-linked
immunosorbent assay (ELISA)Y using polyclonal antisera
against the toxic frugments of CrylA(b), CryHIA, and CrylV
toxins. A total of 241 strains were characterized by the
ELISA. In the group of stains identified as Crylaype
producing (47 strains), some strains were isolated from one
soil sample and may be sibling strains, In order to identify
individual strains, we performed total-protein clectrophore-
sis on the strains isolated from one soil sample (data not
shown),

Designing oligonucleotides to identify Cryl subgroups, Spe-
cific cryl genes carried by each strain were identified by

e f’) BRI
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Primer par Posttions” tieneis) recopnieed

NAVRITTIR

CIb reg & 110511258
Cl2orep 3 13321381 e lA(d)
CI3 rep & FIST- 11U crvlAid)

Cl2rep ¥V 133213581

Cld, reg § 1133.-1153 crvlA(h),
CIS reg ¥ JRN- 1348 onvlidte)
CJ6, reg § 14951514 cnlAic)
Cl7, rep X 16561674

CI8, reg §' 1007--1025 cryll3
Cl19, reg ¥ 1385-1374 ,

CHO, reg § 1306-1325 onvlC
CIll, rep ¥ 1416-1436

Cll2, reg § 837-856 eyl

CJH3, reg ¥ 1107-1127

TABLLE 1. Charactenistios of primers used

Appi. ENviRoN. MicroBlol.

Predicted s ihp) of
POR product

Sequence

S'TTATACTTGGTTCAGGCCCY

2dn
SPTGGAGCTCTCAAGGTGTAAY
171 S'CAGCCGATTTACCTTCTAY
S'TTGGAGCTCTCAAGGTGTAAY
216 5'AACAACTATCTGTTCTTGACY
S'CTCTTATTATACTTACACTACY
180) S'GTTAGATTAAATAGTAGTGGY
S'TGTAGCTGGTACTGTATTGY
67 S'CTTCATCACGATGGAGTAAY
S'CATAATTTGGTCGTTCTGTTY
13) STAAAGATCTGGAACACCTTT YV
S'CAAACTCTAAATCCTTTCACY
2900 S'CTGCAGCAAGCTATCCAAY

S'ATTTGAATTGTCAAGGCCTGY

“reg, refers to the, coding strand.
" The A of the first ATG is numbered 1.

using PCR technology. Oligonucleotides were designed by
computer analysis with a GeneWork 2 program that allows
for the simultaneous alignment of several gene sequences.
The primers were selected from the highly variable region of
the eyl genes. Table 1 shows the sequence of cach primer,
the eyl gene subgroup identified, and the predicted size of
the PCR product. Table 1 also shows the locations of the
primers within the DNA sequence of cach gene,

With the use of this set of primers, we were able toadentity
crvld 1o crylD gene subgroups, including subdivisions inside
cryl4 genes. The selected primers were synthesized in a
Microsyn 1450A (Systec Inc.), using the manufacturer’s
reagents and conditions.

Identification of cryl genes on Mexican B. thuringiensiy
isolates. B. thuringiensis strains were grown for 12 h on a
nutrient agar plate, A loop of cells from a single colony was
transferred to 0.1 mi of H,0, and the mixture was boiled for
10 min to lyse the cells. The resulting cell lysate was bricfly
spun (10 s, 10,000 rpm [Eppendorf model 5415C)), and 15 pld
was transferred to a microcentrifuge tube containing 0.5 to
2.5 U ol Tag DNA polymerase enzyme from Bochringer
Manunheim, 0.1 to 0.5 pM cach of the primers used in the
reaction, and 2.5 mM each of the four deoxynucleoside
triphosphates in a total volume of 50 ul.

HD1 and HDI137 B. thuringiensis strains were used as
control strains to test the set of primers. The HDI strain
contains the envlA(a), erylAh), and envlA(c) genes, while
the HD137 strain contains the envlA(a), crvIB, ervIC., and
cryvlD genes. PCR with two reaction mixtures containing the
cryl primers was performed on both control strains. Reac-
tion mixture A contains primers CJ1 to CJ7 and this reaction
detects crylA genes [from enviA(a) to enlA(d)] while reac-
tion mixture B contains primers CI8 to CJ13 and this
reaction detects aviB, envIC. and erviD genes. Amplifica-
tion was done in the DNA thermal cycler (Omnigene HB-
TR3-CM: Hybaid Limited, Teddington, Middlesex, United
Kingdom} with the step cyele progrant set for 25 cycles (with
a cycle consisting of denaturation at 92°C for 1 min, anncal-
ing at 53°C for I min, and extension at 72°C for 1 min); an
extra step of extension at 72°C during 10 min was then

performed. The reaction proved to be highly specific, be-
cause after electrophoretical analysis, the PCR products
corresponded to the predicted products (Fig. 1). We ob-
served that the HD1 strain did not yield PCR products when
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FIG. 1. Agarose (37) gel electrophoresis of nucleic acid ampli-
tication products from B. thuringiensis HD1 and HD137 control
strains, Lane 1. molecular weight markers (pBRJI22 digesied with
Hinth: lanes 2 and 3, PCR products obtained with HD1 strain lvsate
as the templite: lanes 4 and 5, PCR pmducts obtained with HD137
strain lysate as the templiate. Reaction mixiures A tlanes 2 and 4)
aind B (lanes 3and §) were used. The HDIL sirain codes for CrylAca),
CrylAh), and CrylAie) toxins, while the HDI37 strain codes for
CrylAga). CryvlB, CrylC, and CrylD toxins. The numbers o the jeft
of the gel are molecular weights,
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FIG, 2. Agarose (347} gel electrophoresis of aucleie acid ampli-
ficition products of representative 8. tluamgienses strans isolated
from soil samples. PCR producis obtained with reaction auxture A
(AYor B (B)are shown. Lane 1. molecular weight murkers (pBlU
digested with Hintd); lane 2, IBT1O strain: lane 3, 13T straing lane
4, IBT13 strain; lane 5, 1BT17 strain; lane 6, 1BT23 straing tane 7,
IBT37 strain; lane 8, IBT42 stran; lane 9, IBTA4 straing lane 10,
IBT60 strain; lane 11, IBTY8 strain; lane 12, IBT99 strain. The
numbers to the left of the gel are molecular weights.

CryIB, CryIC, or CryID primer was used. This result was
very important because this strain did not contain these
genes. Strain HD137 did not yicld PCR products when
CrylA(b) or CrylA(c) primer was used.

PCR analysis of the crvl genes present in different strains
was finally carricd out on 11 Mexican B. rthuringiensis
isolates. Figure 2 shows the products obtained alter PCR
with the envf set of primers: all strains reacted with at least
one pair of ervd primers, Table 2 summarizes the vl gene
coments af the 11 strains. Nine strains harbor the enylA{a)
and crylA(h) genes. Seven strains also had a PCR product
identified as the ervleAte) gene, Strain IBT60 had only the

PCR products wdentified as cnvl-A{a) and cryvlAic) genes. Of

the remaining strains. two contained evIC and eyl D genes,
besides the envlAtay and envlA by genes. Stran 1BTYY con-
tained only the enylB gene. We focused these data on 1BT17
and IBTOR strains, because both harbor the en/C and ervID
genes, which have been reported 1o be highly toxic to
Spodoptera insects. In order to determine whether these
strains showed inereased toxicity ta the insect, we per-
formed w bioassay on first-instar Spadoptera frugiperda
larvac. A freshly puptrui artificial dier (1) T ml was dis-

pensed into 2-enr *vials tNune Multidish-4). Five dilutions of

the sumples were prepared in buffer solution (10 mM
KLHPO, [pH 7.4) with .15 M NaCh. A sample dilution was

NOTES RhR

TARLE 20 Tdentsticatnion of envd genes present i difterent
B.othamensy strans and ther toxicity azainst
S. ]mmpa nin ln\ a

(unuw r.h nlmul h\ NS o

. 14
St 1 R anabhesiy tag, eme) D,
HDY ln! iml lnl hln (n! “( ) ‘Jh‘i n51-1.303
DI enddiad onvlB ondCenlD 43 KRB
BT vl @), ervBah, envildie) NDY
IBTY onvldta) el onvldie) N7 IRI-T9S
BTN el bt ol anvl-ley ND
IBTI3 ervldiay oviiby enldic) . ND
IBT2Y  ervlaia), envldihy, envldicy ND
IBT3?  envldqa) envlAthy, envldicy 741} 961,250
WTe  ovldia), ovl-e) 787 527 1089
ITA2  onvlba), onvlAh), onvldw) 283 172-372
IBTY7T  eryldla), crylAb), ervlC, crylD 47 35-76
IBTYS  eryldA(a), enylAh), erylC, cryiD 43 32-70
BT crypift ND

DS dethal dose,
O 9 canhidenee mitemal,
NI not detcinnned,

applied uniformly to the food surface in cach vial and
allowed to dry. Four larvae were placed in ecach vial; 24
larvae were used per sample dilution. Mortality counts were
made after 6 davs, and the toxicity data were analyzed by
probit analysis (0). Table 2 also shows the toxicity of cach
strain on this insect, indicating that strains which contain the
cnvlC and eryID genes pose the highest toxic threat to this
insect larvac. These strains were isolated from soil samples
collected from agricultural active zones (maize crops). The
fact that most of the analyzed strains were found to harbor
the ervlAta)y, ervl-Hih), and cnv/-A{c) genes may indicate that
these genes are widely distributed among the Mexican A.
thuringiensis strains and may pliy an important ecological
role in Mexico. Data on the presence of various ¢y genes in
different regions of the country would be valuable.
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ABSTRACT

In this work we present a PCR strategy directed to the rapid
identification of Bacillus thuringiensis strains harboring any of the known
cryl or crylll genes. Four general PCR primers, which amplify a DNA
fragment from any of the reported cryl or cryllIl genes, have been selected
from conserved regions. Once a strain has been identified as cofitaining a
particular type of cry gene, it can be easily characterized by additional PCR
reactions using specific cryl and crylll primers, selected from varisble
regions. With the methodology reported here, the ten different cry/ and the
five different cryllIl genes can be precisely identified. One feature of this
screening method, is that each cry gene is expected to produce a precise
molecular weight PCR product. Strains that display different size PCR
products are likely to represent strains harboring a potential novel cry gene.

Finally we present evidence that novel crystal genes may be identified

by this methodology.
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INTRODUCTION

The main interest in the study of Bacillus thuringiensis (Bt) bactena rely on their production
of insecticidal crystal inclusions during the sporulation process. These crystals are composed
of proteins denominated delta-endotoxins or Cry proteins. Different Cry proteins have been
described, that has toxic activity against larvac of very different insects (lepidopteran, dipteran
and coleopteran) and other organisms like platelmintes, nematodes and protozoa (11, 15). The
usc of Btas a4 microbial insecticide offers several advantages over chenncal control agents: they
are highly specific against a host range and arc no toxic to other insects, vertcbrates and to the
environment

Cry proteins are synthesized like inactive protoxins, which must be solubilised and activated
through the proteases action inside the insect midgut. The activated toxin binds to its specific
binding site located in the apical microvilh of susceptible larval midgut epithehal cells (13, 25,
26). After binding, the toxin inserts trreversibly into the cell plasma membrane (27) and forms
a pore or lesion that allows net uptake of i1ons and water, leading to midgut-cell swelling and
eventual lysis (3, 18).

Some cry genes have been cloned and sequenced. They are organized in six different groups
according to their scquence similarity and range of spectficity (11, 15). The nyl—CryV
proteins arc toxic to lepidopteran, lepidopteran and dipteran, coleopteran, dipteran and
nematode larvae respectively. The CryVI proteins are also toxic to nematodes but their origin
seems to be different from the remaining Cry protein family (11).

Both, colcopteran and lepidopteran orders contain some of the must devastating crop pests.
Within the group of Cryl proteins (toxic against lepidopteran) there are ten diff'erent subclasses
4.8, 12, 15, 21, 28). Each subclass t")f Cryl proteins, has a specific range of action against
different lepidopleran insects. Within the group of Crylll proteins (toxic against colcopteran),
iive groups have been described (1, 9, 10, 16, 19, 22). Intcgrate insect control, needs the

knowledge of the must active toxin a gainst sclected crop pests.



The scarching and charactenzation of novel Bt genes is a worldwide project. This knowledge
Wil provide novel alternatives for the control of different insects and for coping with the
problem of resistance. In this sense, tt1s important to have a screening analysis directed
tosaard the idcntificali on of the known ¢ry genes.

The PCR methodology has proven to be powerful in the identification of the specific
insecticidal genes carried by different Bt strains (2, 5, 6, 7). In a previous work, we have
reported the sequence of PCR primers directed to identify some lepidopteran-active genes
(rom crvlA o crylD), present in sotl 1solates ol B.thuringiensis (6). Also this methodology
has the potenuality to identify new cry genes, as reported by Kalman etal. (17) and Chak et al.
(7) in the identification of novel crvlC genes.

In this work we present a PCR strategy designed to idenufy strains harboring any of the
known cryl or crylll genes. General primers for those genes have been selected from a highly
conserved region between cryl and crylll genes. Strains with unique PCR product profiles are
easily characterized by additional PCR reactions using specific pnmers as previously reported
(6) and novel specific primers described in this work. With the use of this methodology the ten
different cryl genes and the five different crylll genes can be precisely idcnﬁﬁed. One feature
of this screening method is that it is expected that each cry gene will produce a precise
molecular weight PCR product. Strains that produce different size products are likely to contain
novel genes, We present evidence that by using the PCR methodology. novel cry genes could

be 1identified.
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MATERIALS AND METHODS
Bacterial strains. B. thuringiensis  known strains were provided by the Baailtus
Genetic Stock Center, Ohio State Umiversity, Columbus. Bt strains that express the
different Cryllls proteins were Kindly supplied by Dr. Peferoen tfrom Plant Genetic
Svsiems, Belgium. Other Bt strains had been collected from 1991 unul 1994 from
Mexican soil samples (6). All bacterial strains were maintained in nutrient agar from

Difco.

Oligonucleotides PCR primers. General primers used for detection of cryl or crylll
genes were selected from the highly conserved regions by using simultancous alignment of ali
reported sequences. This survey was done by computer analvsis with the Gene works 2.3
program (Intelligenetics). Table 1 shows the sequence of the four general primers, their
location within the respective sequence and the expected molecular weight of the PCR product.

Specific primers used for identification of specific cryl (23) and crvlll genes were selected
from highly variable regions among all genes. The crylE, crvlF and erylG specific primers
were designed to be used in the same reaction mixtures. Table 2 shows the sequence of each
primer, the location and the size of the expected PCR product. In order to identify crylll type
genes, a single directed primer and five reversed primers were used together in one reaction
(Table 2).

The oligonucleotides were synthesized in a DNA synthesizer (Microsyn 1450A, Svstec Inc.)
using the manufacturer’s reagents and conditions. Each pair of primers is highlyv specific and
gives a PCR product of known size casily to identify by an clectrophoretic analysis in agarose

gels.

Sample preparation and PCR reaction. The Btstrain growth, cellular lysate sample
preparation and PCR reaction mixtures were done as previously described (6). Reaction
mixture Cidentifies crylls, erylF and crylG genes (pnmers: CJ14 to CJ19); reaction mixture

D contains the four general primers (primers: ClI-1, CJI-2, CJI20 and CJI1I21). Reaction
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mivture E contauns the spectfic pnmers designed to idenuly cach of the ervlll genes (primers:
CJTH22 to CIH29). The amplification was done ina DNA thermal eyeler (Omnigene HB-TR3
Hybaid, Teddington, Middlesex, U.K.) using a single denaturalization step of 2 min at 950C,
rollowed by step cycle program sct for 30 eyceles (with a cyele constituted of denaturahization at
95:C for 1 min, anncaling at 48°C for 1 min, and extension at 720C for | min); an extra step of
extension at 720C duning 5 min was {inally performed. A total of 15 ul of each PCR reaction

mix was electrophoresed on a 3% agarose gel in 0.5X Tris-borate buffer at 250V during 30-35

min. stained with ethidium bromide.

Crystal protein purification. Crystalline inclusions were punfied from spores and
cell debns by centrifugation in discontinuous sucrose gradients as described (23). The sucrose
gradient used was 67%, 72%, 79%, 84% and 90%. The crystal inclusion bodies were

olubilised. activated and purified as in (14).

Electrophoresis and immunobloting. Protein analysis was done in SDS-
polyacrylamide gel electrophoresis on 10% gels. Bidimentional gel analysis was done by the
method of O’Farrel 1975 (20), using pH 4-10 ampholites. Electrophoretic transfer of proteins
to nitrocellulose and immunological detection of crystal proteins was done by the method of
Towbin et al. 1979 (24). Two different nlmnoclonal antibodies kindly supplied by Dr.Pefercon
-Plant Genetic Systems, Belgium) diluted1: 1000 were used as primary antibodies (Mab-16AE
spectfic against CrylE toxin and Mab-6AS5 specific against CryvlHTA toxin). The secondary
anubody was a horseradish peroxidase-conjugated rabbit anti-mouse immunoglobulin (Sigma).

Diaminobenzidine 25 mg/100 ml and H2O, were used as peroxidase substrates.
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RESULTS

Specificity of cryl and crylll general primers. The PCR was used to survey a
number of B.thuringiensis strains lor their cry gene conlent.One set of Iwo primer pairs
(Table 1) was used to detect, the strains that harbor any ol the ervls or the crv Ills genes. The
expectled PCR product molecular weight for the cryls  genes ranges between 272 and 290 bp,
while for cryllls genes range between 688 and 743 bp. Figure 1 shows the results obtained
with different cryl control strains (pancl A) and crylll (panel B) control strains using the
mixture D. Figure | also shows the PCR products obtained when cryl and cryvlil pnimers were
uscd separately with different native B.thuringiensis strains (panel C) isolated from different
areas (6). The native strain IB31 was the only one that gave both PCR products suggesting that

this strain may harbor cryl and crylll genes.

Identification of specific cryl and crylll genes from soil samples. An
additional PCR survey was done with 181 sclected strains. Three reaction mixtures were used.
The previously described reaction mixtures A and B, that amplify specific regions from crylAs
to crylD genes(6) and the reaction mixture C, described in this work (Table 2), that amplify
specific regions from crylE, crylF and/or crylG genes. This analysis, allows the identification
of specific cryl genes carried by a particular strain, based on the sizes of generated PCR
products. We found six different eryl gence profiles in our collection. (1: crvlAa, crvIAb: 2:
crvlAa, crylAb, crvlAc, 3. crylAa, cryIAb, crvlAc, ervID: 4: eviAa, orv 1Ab, ervIC, ervlD;, 5:
cryIC, crylD) and 6: cryIB). We have not found any strain that harbors crylE, crylG or crylF
genc in our collection.

We have identilied a strain (IB31) that produced an unexpected size product of 302 bp, when
assayed with the PCR reaction mixture C (figure 2, panel A) suggesting that this strain may
harbor a different ery/ gene. Further analysis, revealed that this PCR product, was obtained
with primers CJ15 (reverse primer specific for crylls gene) andCJ18 (directed primer specific

ror crylG gene).



The specitic ervlll genes tvpe contained 1n 14 selected strains was analyzed (figure 2, panel
B). All strains tested, contained the crvlfIA gene. Only strain IB3 1 contained a different crvlil
gene. since it produces a PCR product of unexpected size, 224 bp. This fragment 1s produced

when the directad constant primer was used with the reversed enyvlHC primer.

Analysis of the crystal proteins from IB31 strain. The cryvstal inclusion produced
by IB31 strain is a bipiramidal shaped crystal, but it is extremely big and long. This crystal is
composed by a single protein of 105 kDa. The trnipsination process produces a 95 kDa
polvpeptide (Figure 3, pancl A). The bidimentional clectrophoresis of the crystal protein
showed a single band in the acidic region (Figure 3, panel B), suggesting that this crystal is
compaosed by a single protein.

Immunobloting cxperiments showed that this strain produced a crystal inclusion protein that
cross-react with two specific monoclonal antisera, raised against purified CrylE or CryllIA
toxins (Figure 4). We do not know its specificity in the insecticidal activity,

Bioassays have been performed with different lepidopteran insects ( Spodoptera frugiperda,
Diatraea grandiosella, Diatraea saccharalis, Heliothis virescens ) and with one coleopteran

insect (Epilachna varivestis ) no insecticidal activity has been found in the tested insects.



| DISCUSSION

There have been desenibed different PCR screening methodologies directed (o predict the
insccticidal actvity of previously uncharactenzed B.thuringiensis  strains (2, 5, 6, 17). Bul,
those methadologies were incomplete, since they do not idenufy all reported crvl and crylll
genes. Coleopteran and lepidopteran orders contain some of the must devastating insect crop
pests. It is important to scarch for novel insecticidal proteins that will help in their control.
Here, we present a PCR screening method that determines which specific lepidopteran and
coleopteran-active genes are present in a determined strain. The screening procedure presented
in this work, has proven to be fast and highly specitic.

We identify the most common cryl and crylll type gene’s profiles present in B.
thuringiensis strains isolated from Mexico. Strains that harbor the three crvIAs genes were the
most abundant, they represent 48% of the population. Strains harbonng crylB gene, was also
highly abundant, representing 30% of the population. The strains that harbor both cry/C and
crvlD genes represent the must toxic strains against larvae from Spodoptera frugiperda (data
not shown). We found some strains that carmned only the crylDD gene, and they were also
highly toxic to 8. frugiperda larvae. We do not found any crylE, crylG or crylFF gene
containirig strain, suggesting that the distribution of Bt strains harboring these genes is not
abundant in Mexico. Also, the distribution of crylll genes containing strains is not frequently
observed.

By using this screening procedure, we have identified a Bacillus thuringiensis strain (IB31)
that contains a novel and very different crystal protein gene. This strain produced the two
expected PCR products when assayed with the cryl and the crylll general primers. This data
suggests that this strain harbor onc or more genes related to the cry family genes. However,
when this strain was assayed with the cryl and crylll specific primers, we obtained PCR
products with unexpected molecular weight. The unexpected PCR products were obtained
when the reaction mixture C and crylll specific reaction mixture E were used (figure 2, panel A
and B). These data indicate that this strain may harbor one or two different cry genes. The

PCR product produce with the eryl specific primers, was obtained with primers CJ15 (reverse
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prmer spectfic for crvlly gene) and CH8 (directed primer speaific for ervlG; gence). The
directed primer CJI8 is located on position 1778-1797, while the reversed primer CI151s
located on position 1154-1174. These two primers would not be able o amphfy a sequence
from a similar erylE or cryl(G gene. We propose that the PCR product oblained with mixture
reaction C in this strain may be an artifact produced by inespecific hibndization of at feast one
primer. The fact that the crystal protein from this strain cross-reacted with the monocl(mixl
antibody specific to CrylE toxin (Figure 4) and that the aberrant PCR product was obtained
with the crvIE reverse primer, suggests that the crystal protein from this strain may be related
to the erylE toxin.

The IB31 strain also produced an unexpected sized PCR product when assayed with the
crvlll specific primers. This PCR product was obtained with the directed constant primer and
the cryllIC specific primer. The PCR product obtained by this reaction is 13 pb bigger that the
PCR product obtained from a Bt CryllIC producing strain and it was obtained with the same
PCR primers, suggesting that the crystal protein from this strain is also related to the CryllIC
protein. [t is important to notice that both strains produced a biptramidal crystal (16) but the
IB31 strain produces a very long crystal that is at least twice big than the crystal from the
CryllIC producing strain. One important difference between both crystals is that the CryllIC
crystal protein has a molecular weight of 130 kDa, while the crystal protein from the 1B31
strain has a molecular weight of 105 kDa (Figure 3A), and that only crystal protetn from I1B31
strain and not that of CryllIC strain, cross reacts with the monoclonal anubodies against CrvlE

and Crvl11A toxins (Figure 3B).

The results presented here showed that with the PCR methodology a Bt strains collection
could castly characterize, but also that it is possible to idenufy some novel cry genes.
However, it does not provide a direct informauon regarding to the insecuaidal propertics of the
putative novel ¢ry gene, neither the identification of the protein genc with the highest toxic
activity against a sclected pest. We agree that this methodology is not able to identify all the

ncw genes [rom a B.thuringiensis collection. A great limitation is that if the novel gene docs

10
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not have any of the primer sequences, no PCR product will be produced and would be missed.
Also, if the novel gene has an identical sequence in the region between the primers, but a
different sequence 1n other regions important for specificity, 1t would be undetected.
Nevertheless, after the screening procedure described here, selected strains could be search for
novel genes with the PCR footprinting as described by Kalman et al. 1993 (17), which uses a
collection of primers lhréughl the sequence of ervIC genc and which has probed to be effective

in the identification of novel crylC genes.

11
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FIGURE LEGENDS

Figure 1.- Analysis by agarosc gel clectrophorests of PCR products obtained by using the
ceneral eryvl and general eryltl pnimes pairs. Panel A: fance 1, molecular weight marker; lane 2,
HDI1 strn (erylA's); lane 3, HD73 strain (eryvlAc); lane 4, HD 137 strain (erviAa, eryl C,
cnnID); lane 5, 1B43 strain (erylB): lane 6, Escherichia coli eyl C strain: lane 7. E. coht crylD
strain; lanc 9, PS81 strain (¢rviE). Panel B: lanc 1, MW marker; lanc 2, Bt envlllA; lane 3, Bt
cnvilIB; lane 4, BteryllIC; lane 5, Bt eryllID; lane 6, Bt crylllE. Panel C: Analysis of native
strains. [Lanc 1, MW marker; lane 2, IB127 strain; lanc3, 1B 129 strain; lanc 4, IB144 strain;
lanc 5, 1B 148 strain; lanc 6, 1B 152 straun; lanc 7, 1B153 stiain; tane 8 and lane 10, 1B31 strain;

lanc 9, IB17 strain.

Figure 2.- Agarose gel clcclrophorcsis.of PCR products obtained with specifc primers. Panel
A: Analysis using the reaction mixture C, specific for crvIE, crylF and crvlG genes. Line 1,
MW marker; lane 2, HD125 strain (crylE): lane 3, PS81 strain (erviF); line 4, IB31 strain.
Panc! B: Analysis using specific crylll pnmers (reaction mixture E). Line 1, MW marker; line
2, Bterylll A strain, liqe 3, BteryllIB strain; lane 4, Bt cryllIC strain; lane S, Bt cryllID strain;
lanc 6, Bt crylllE strain; line 7, IB17 strain; linc 8, IB31 strain. IB17 and IB31 are

representative crylll type strains

Figure 3.-Analvsis of the crvstal protein present in IB31 strain. Panel A: PAGE of crystal
inclusions punfied from different B. thuringiensis strains. Line 1, MW markers: lane 2, Bt
CnllTA; lane 3, Bt CrylHIB; lanc 4, Bt CrvllIC; lane S, Bt CrvIIID; lane 6, Bt CrvlHIE; lane 7,
IB31 protoxin: lane 8, IB31 toxin. Pancl B: Two-dimensional clectrophoresis of crystal protein

trom [B31 stramn.

Figure 4.- Immunological charactenzation of the erystal protein from IB31 strain. Panel A:
Analysis performed with the monoctonal Mab16A5 specific for CryvlE toxin. Panel B: Analysis

performed with the monoclonal Mab6A S specific for Crylt A toxin.

17



Table 1. Characteristic of cryl and crylll general primers used
Mixture D.

Primer Sequence Gene Position Product
Pair Recognized size(bp)
Ci-1 5 TGTAGAAGAGGAAGTCTATCCA
CJ-2 5 TATCGGTTTCTGGGAAGTA crylAa 3168-3343 272
____________ crylAb  3108-3392 284
crylAc 3189-3460 272
 eryiB 3321-3610 290
"""""""""""""""""" crylc  3210-3493 284
crylD 3138-3421 284
C eryiE 3165-3439 275
crylF 3165-3449 284
CIN20  5°TTAACCGTTTTCGCAGAGA
CJill21 5 TCCGCACTTCTATGTGTCCAAG crylllA 794-1481 688
eyl  821-1514 694
crylliCgall 767-1445 679
cryliiD 788-1490 703
erylliC 796-1490 694
cryllle | 800-1547 747

18



Table 2. Characteristics of cryl and crylll specific primers used

Primer Sequence Gene Position Product
Pair Recognized size(bp)
Mixture C

ci14a 5'GGAACCAAGACGAACTATTGC 1029-1049
CI15S 5 GGTTGAATGAACCCTACTCCC crylf 1154-1174 147
c16 5 TGAGGATTCTCCAGTTTCTGC | 813-833
cnv 5’ CGGTTACCAGCCGTATITCG crylf 970-989 177
cJ18 5’ ATATGGAGTGAATAGGGCG 1778-1796

=19 5 TGAACGGCGATTACATGE crylG 1994-2012 235
Mixture E

Cllilcte 22 5°CAATCCCAGTGTTTACTTGGAC 1460-1482

ZJIIA23 5 CCCCGTCTAAACTGAGTG crylllA 1726-1744 283
Clllicte22 5 CAATCCCAGTGTTTACTTGGAC 1493-1515

CJIIB24  5°AACGAAAGATTCTGCTCC crylliB 1912-1929 435
Cillicte22 5 CAATCCCGTGTITACTTGGAC  1469-1471
CJNC25 S5 CCTATTCTTTCATTTTGACC cryllic 1984-2003 535
Clillcte22  §'CAATCCCAGTGTTTACTTGGAC 1424-1446 )
CJINICg26 5 AGTGGAGAGTTTACGGTAGCC crylliC-gall 1614-1634 211
CJlilicte22 5 CAATCCCAGTGTTTACTTGGAC 1469-1471

CJIID27 5 CGAAATACAAATACTATGAG crylllD 1759-1780 312
CJIE2B 5 TGACAAGTACTGGATTCTGCAA 944-966

CJME29 5 GTTGTTGATGAGGTTCCCCTT crylE 1316-1337 394
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ABSTRACT

In this work we present three different strategies directed to the identification
of novel insecticidal crystal proteins from large Bacillus thuringensis (Bt.) strain
collections. The first strategy consists of a PCR analysis designed to identify strains
harboring any of the known cryl or crylll genes. General primers for those genes
have been selected from a hignly conserved region between cry/ and crylll genes.
Strains with unique PCR product profiles are easily characterized by additional

PCR reactions using specific primers as previously repornted (6). By using this
methodology, the ten different cryl/ genes and the five ¢rylll genes can be precisely
identified. One feature of this screening method, is that with each gene-type it is
expected a precise molecular weight product. Genes that produce different size
products are likely to represent novel genes.

The second screening methodology, consists on in wiro binding analysis of
native Bt.. toxins to midgut tissue sections isolated from a selected target. This
methodology allows the identification of toxins that bind saturablely to the microvilli
of midgut epithelial cells and thus has the potential of been toxic.

Finally, the third strategy consists of the fluorescent determination of the
changes in membrane potential produced by Bt. toxins on brush border
membrane vesicles, isolated from the insect midgut cells. By using this
methodology, we could identify toxins that not only interact with their receptor, but
also that effect the membrane permeability. This assay correlates with toxicity and
could be used routinely to identify toxins with very high potential of been active
against a selected pest,



INTRODUCTION

It has been estimated that up to 15% of crops worldwide are lost due to

insect damage alone (1). Insecticidal crystal proteins (ICP) from Bacillus
thuringiensis have been used as biopesticides during the last 30 years; different
cemmercial products are now available and used in the fields. Furthermore, some
ICP genes have been introduced into the plant genome, with a high success rate of

protection from insect attack (15, 20). The use of B. thuringiensis as a microbial
insecticide offers several advantages over chemical control agents: ICPs have a
highly specific host range that renders them harmless to nontarget insects,
vertebrates and the environment. Recently novel isolated strains, which show toxic

activity against various organisms (10}, have raised the interest in isolating new B.
thuringiensis bacterna.

Many ICP genes have been cloned, sequenced and classified, based on
their homology and specificity (13). Until now, eleven subgroups of cryl genes
specific to lepidopteran have been characterized and identified. Each Cryl toxin
has a narrow range of toxicity against lepidopteran insects. Five crylll genes

specific against coleopteran have been described (10). Both insect orders are
some of the most devastating pests in agricultural fields.

The searching of novel Bt. genes is a main project worldwide. This will
provide different alternatives for insect control and for coping with the problem of
insect resistance. In this sense, it is important to have a methodology that allows
for a rapid and accurate Bt. collection characterization, regarding the known cry
genes. Also, a screening analysis directed to the identification of the most active
toxins against selected pests is necessary. The analysis of ICP toxic activity
through bioassay, has proved to be exhaustive and time-consuming process. It is
necessary to screen all the isolate in all selected target-insects. Different
methodologies have been developed trying to reduce the number of bioassays.
The electrophoretic analysis of polymerase chain reaction (PCR) products has
proven to be powertul in the identification of the specific insecticidal genes carried
by Bt. strains (2, 4, 5, 6, 7, 14). Also, PCR has the potential to identify new cry
genes, as reported by Kalman et al. (14)and Chak et al. (7), in the identification
of novel cry/C genes. However, the PCR screening does not provide direct
information of the specific insect target of novel genes. Due to this reasons, we
have developed two different methodologies directed to identify proteins with a
nigher potential of been toxic against selected insects. The first one is based on the
analysis of in vitro binding capacities of ICPs to midgut tissue sections (3). Since
binding of toxic ICP to their specific receptor localized in the microvilli of the
midgut cells, is one of the first steps in toxicity (11, 21, 22). The second, involved
ihe analysis of ICPs effects on the permeability of brush border membrane vesicles

isolated from the target pest. This effect is measured with a fluorascent dye
ser:'tive to changes in membrane potential.



MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains

B. thuringiensis known sirains were provided by the Bacillus Genetic Stock
Center, Ohio State University, Columbus. B. thuringiensis strains that express the
different Cryllis proteins were kindly supplied by Dr. Pefercen from Plant Genetic
Systems, Belgium. Other B. thuringiensis strains had beer collected from 1991

until 1994 from Mexican soil samples (6). All bacterial strains were maintained in
nutrient agar from Difco.

Oligonucleotides PCR primers

General primers used for detection of ¢ry/ or crylll genes were selected from
the highly conserved regions by using simultaneous alignment of all reported
sequences. This survey was done by computer analysis wiin the Geneworks 2.3
program (Intelligenetics). Table 1 shows the sequence of the four general primers,
their location within the respective sequence and the expected molecular weight of
the PCR product.

Specific primers used for identification of specific cryl (6) and crylll genes
were selected from highly variable regions among all genes. The cryl specific
primers were designed to be used in three different reaction mixtures. Table 2
shows the sequence of each primer, the location and the size of the expected PCR
product. To identify crylll -type genes, a single directed primer and five reversed
primers were used together in one reaction.

The oligonucleotides were synthesized in a DNA syrthesizer (Microsyn
1450A, Systec Inc.) using the manufacturer’s reagents and conditions. Each pair of
primers is highly specific and gives a PCR product of known size easily identify by
an electrophoretic analysis in agarose gels.

Sample preparation and PCR reaction
The Bt strains growth, cellular lysate sample preparation and PCR reaction

mixtures were done as previously described (6). Reaction mixture “A” identifies
crylAa, crylAb and crylAc genes (primers: Cd1-to CJ7); mixture “B" identifies crylB,
crylC and crylD genes (primers: CJ8 to CJ13); mixture “C” has the specific
primers for detection of cryl £, crylF and crylG genes (primers: CJ14 to CJ19);
reaction mixture “D" contains the four general primers (CJl-1, C JI-2, CJ20 and
CJ21). The amplification was done in a DNA thermal cycler {Omnigene HB-TR3
Hybaid, Teddington, Middlesex, U.K.) using a single denaturalization step of 2 min
at 95 °C, followed by step cycle program set for 30 cycles (with a cycle constituted
of denaturalization at 95 °C for 1 min, annealing at 48 °C for 1 min, and extension
at 72 °C for 1 min); an extra step of extension at 72 °C during 5 min was finally
performed. A total of 15 pul of each PCR reaction mix was electrophoresed on a 3%
agarose gel in 0.5X Tris-borate buffer at 250V during 30-35 min, stained with
ethidium bromide and photographed. A molecular weight marker pBR322
previously digested with Hnif | was used.

Crystal protein purification
Crystalline inclusions were purified from spores and cell debris by

centrifugation in discontinuous sucrose gradients as descrited (18). The sucrose
gradient used was 67%, 72%, 79%, 84% and 90%. The crystal inclusion bodies

were solubilized, activated and purified as in (12).
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Bic:inylation of & - endotoxins

Purified Bt. toxins were dialyzed against borate buffer 0.2M and incubated
cre h at room temperature with the biotinyl-N-hydroxysuccinimide {Amersham).
B'crinylated toxin was separated fromi free biotin by a sephadex G-25 column as

cescribed (9).

Tissue preparation and in vitro binding assay.
Midgut tissues were isolated from Spodoptera frugiperda last instar larvae.

They were fixed and embedded in paraplast as previously reported (3). The in vitro
binding assay and immunocytochemical staining using different monoclonal

antibodies, were done also as previously reported (3).
In vitro binding assays using the biotinylated toxin was done as reported (8,

8}, Detection of bound toxin was done with the streptavidine-peroxidase
conjugated and revealed with diaminobenzidine 25 mg/100 ml and HyOo.

Preparation of the brush border membrane vesicles

BBMV from 5N instar S. frugiperda larvae were prepared as reported (23).
The vesicles were dialyzed overnight against 150 mM KCI, 2 mM EGTA, 0.5 mM
EDTA, 10 mM HEPES-HCI pH 7.5 (Sigma, St. Louis, MO) and sonicated for six 30
sec periods at 25 °C (BRANSON 1200 sonic bath, Danbury, CT) in the same
soiution.

Fluorescence measurements

Membrane potential was monitored with the fluorescent positively charged
dye, 3,3"-dipropylthiedicarbocyanine (Dis-C3-(5) 1.5 uM final, 1 mM stock in
DMSO, Molecular Probes, Eugene, OR). Fluorescence was recorded at the
620/670 excitation/emission wavelength pair using a Hansatech system (Norfolk,

England), as in (16). Hyperpolarization causes internalization of the dye into the
BBMYV and fluorescence decrease; depolarization causes the opposite effect. Dye
calibration and determination of resting membrane potential were done in the
presence of valinomycin (2iM), by successive additions of KCi to BBMV (20 pg)
suspended in various media (700 pl). Treatment with a mitochondrial uncoupler
caroonyl cyanide m -chloro phenyl hydrazone (FCCP, Calbiochem, 1 uM final) or
the mitochondrial ATPase inhibitor oligomycin (Sigma, 0.5 uM final) did not alter
the resting potentials, the calibration nor the toxin responses, showing the absence
of a significant mitochondrial contamination (data not shown). All determinations
were made at 30 °C with constant stirring. Time 0 (t) was considered when BBMV

were added and the KCI additions were made after 9 min. Cation substitutions in
the incubation bufter were made by replacing the N-methyl-D-glucamine chioride
(MeGluCl) by NaCl (mole per mole), maintaining osmolarity (~150-160 mOsm).



RESULTS AND DISCUSSION

PCR screening

The PCR was used to survey a number of B.thuringiensis strains for their cry
gene content. One set of two primer pairs (Table 1) was used to detect in one
reaction, the strains that harbor any of the cryl’s orthe crylll’s genes. The
expected PCR-product molecular weight for the cryl’s geres ranges between 272
and 290 bp., while for crylll’'s genes range between 688 and 743 bp. This survey
has proven to be very fast and highly specific. Figure 1 shows the results obtained
with different cry/ 's (panel A) and crylll 's (panel B) control strains. Figure 1 also
shows the PCR products obtained with different native B.thuringiensis strains

(panel C) isolated from different areas (6). We have isolated ~2000 Bt strains,
from mexican soil samples. The 40% of these collection has been analyzed by the
PCR and ELISA methodologies. These studies showed that ~30% of the strains
corresponds to Cryl type producing strains, ~25% corresponds to CrylV or Cryll
producing strains, 5% to the Crylil type and ~40% could not be classified in any of
the four main Cry-groups.

An additional PCR survey was done with selected strains, in order to identify
the specific cryl or crylll genes carried by them. Three mixiure reactions,
described in Materials and Methods, were used (Table 2).By this analysis, the
specific cryl ‘s genes carried by a particular strain were identify, based on the sizes
of generated PCR products. We have identified a strain that harbors a different cryl
gene. This strain (IB31) produced an unexpected size product of 320 bp., when
assayed with the PCR reaction mixture C (figure 2, panel A). Further analysis,
revealed that this PCR product, was obtained with primers CJ15 (specific for crylE
gene) and CJ18 (specific for cry/G gene).

The specific crylll -gene type contained in selected strains was also
analyzed (figure 2, panel B). Strains 1B1, IB17 and 1B26 contained the crylllA gene,
while strain IB31 contained a different cryl/ll gene. Since this strain produces a
PCR product of unexpected size, 215 bp. This fragment is produced when the
directed constant primer was used with the reversed crylliC primer.

Analysis of the crystal proteins from IB31 strain.

The crystal inclusion produced by IB31 strain is composed by two different
proteins, of 103 and 105 kDa, the single trypsin-resistant pciypeptide has a
molecular weight of 90 kDa. Immunobloting experiments showed that this strain
produced a crystal inclusion proteins that cross-react with thiree specitic
monoclonal antisera, raised against purified CrylA, CrylE or CrylllA toxins. We do
not know its specificity in the insecticidal activity, but definitely the crystal inclusion
of IB31 strain is composed by novel Cry proteins.

The screening procedure by PCR allows the characterization of a Bt strain
collection, in regard to the known cry genes. Any way, it does not identify the
insecticidal properties of the novel proteins, neither the prote’'n with the highest
toxic activity against a selected pest.

The results presented here showed that with this met~odology it is possible
to find novel cry genes. However, the PCR methodology is rot able to identify all
the new genes from a B. thuringiensis collection. A great limitation is that if the
novel gene does not have any of the primer sequences, no PCR product will be
produced and would be missed. Also, if the novel gene has an identical sequence
in the region between the primers, but a different sequence in other regions
important for specificity, it would be undetected.
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Analysis of in vitro binding to midgut tissue sections.
A correlation between toxicity and binding ot ICPs to the apical microvilli in
midgut tissue sections, has been demonstrated with differert tepidopteran

(Manduca sexta, Plutella xilostella, Ostrinia nubilalis) (3, 8. and coleopteran

(Leptinotarsa decemlineata ) (3) insects. This methodology has eliminated the
need for large numbers of larvae to be dissected and have allowed binding
s:udies to be done with single insects. Also, this methodolczy has proven to be
very useful in the screening for novel insecticidal activities. Principally with insects
species that present problems in bicassays because of their small size or difficult
rearing conditions. The toxins that bind, are the ones that have the higher potential
of been toxic. The toxic activity should be proven by bioassay. By using this
methodology we have found toxins that are toxic to Diatraea grandiocella,
Spodoptera frugiperda and against the aphid Rhopalosiphum maidis. The proteins
to be tested should be recognized by specific antibodies. As an alternative they
can be labeled with biotin, to be detected subsequently with streptavidin coupled to
the peroxidase enzyme. The binding studies using biotinylated toxins allow to carry
on homologous and heterologous competition experiments. The homologous
competition experiments identifies ICP toxins that bind to specific and saturable
binding sites located in the microvilli. We found that in Spcdoptera frugiperda

larvae, there are several d-endotoxins that bound to the microvilli. But only those
that showed saturable specific-binding, kill the larvae. The CrylAb and CrylAc

toxins bind very well in the in vitro binding assay to the microvilli of Spodoptera
frugiperda midgut epithelium cells (Figure 3A). In this insect only the CrylC and

CryID toxins showed high insecticidal activity (LDgq of 31.2 ng/cm2 with a 18-48

Clgs and 77.6 nglcm2 with a 17-147 Clgg respectively), whereas the CrylAa,

CrylAb and CrylA(c) and CrylllA toxins showed no activity. Homologous
competition experiments, performed between unlabeled CrylAb and biotinylated
CrylAb toxin, showed that 300 fold more unlabeled CrylAb is not able to compete
for the toxin binding site (Figure 3B). This data suggest that CrylAb toxin binds
insaturably and inespecifically to the brush border membrane. in contrast, CrylC
toxin binds to a saturable site (Figure 3C), since the 100 fold more unlabeled
CrylC toxin competes for the binding site (Figure 3D).

The analysis of homologous competition experiment in the midgut tissue

sections has proven to be helpful in the identification of & -endotoxins potentially
toxic against the selected larvae.

7 M . g f{‘\-

Analysis of the effects on the permeability of brush border membrane vesicles.
Changes in membrane permeability can be measured fluorometrically with a
fluorescent dye sensitive to changes in membrane potential. We have developed
this system with brush border membrane vesicles isolated ‘rom Spodoptera
frugiperda, Heliothis virescens or Trichoplusia ni larvae midgut cells. Uemura et

al.  (1992) (19) have worked with a similar system with vesicles from Bombyx
mori. . In all experiments, toxic ICPs produced an effect on icn transporiation, while
not toxic ICPs were not able to do so. This is a fast system that allows the analysis
of different samples in the same day. The advantage of this system is the reduced
number of false positive, since here the toxin interacts with its receptor and with the
membrane, producing an alteration in permeability. The toxins that could modity
the permeability of the vesicles have a higher potential of being toxic.

Spodoptera fruginerda midgut brush border membrane vesicles have been
isolated from last instar larvae. We found that addition of 1C3 nM of either of the

active toxins (CrylC or CrylD) (approximately 2.5 pmol toxir g BBMV protein) to
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BBMV, suspended in 140 mM MeGIuCl, produced a fast hyperpolarization. Also,

after toxin exposure, the vesicles increased their response to KCI additions, when
compared to the control in which the same amount of buffer was added (Fig. 4A).
The hyperpolarization (9 +/- 3 mV, n=23) and the higher sensilivity of the vesicles

10 external K* are consistent with a toxin induced increase in K* permeability
possibly mediated by ion channel opening.

To explore the selectivity of CrylC and CrylD toxins response in
S.frugiperda BBMV, MeGluCl was replaced by NaCl in the external media. Under
this condition which is more close to physiological conditions, both CrylC and
CrylD toxins induced a depolarization (Fig. 4B). This response is due to the

electrogenic uptake of Nat and suggests that the toxin-induced permeability
pathway is not very selective among monovalent cations.

The present work presents additional evidence that BBMV contain a
functional Bt. toxin receptor. Also, that ICP after interacting with their receptors,
induce an increase in cation membrane permeability. The responses were
observed at toxin concentrations (nM) which correlate with the in vivo lethal doses
and with the range needed to inhibit aminoacid uptake into BBMV of others insects

(17).

In order to search novel d-endotoxin genes from a Bt strain collection, it is
necessary to perform different selection methodologies. The PCR methodology

provide information on which -endotoxin genes are carried by a each strain.
Known genes could be easily identify. Some novel genes could be selected by this
methodology but the probability to find a new gene exclusively by the PCR
methodology are low. Also, this methodology would not give any information
regarding the insecticidal rage of the novel gene. In order to detect specific proteins
with potential to kill a selected pest, two different methodologies could be used.
One involve the selection of toxins that bind saturable to the midgut brush border
membrane. This technique is useful especially when the insects are very small or
difficult to rear. The other technique, studies the effects of toxins on the permeability
properties of membrane vesicles isolated from midgut cells. Midgut brush border
vesicles should be prepared from the selected pest, so it will be difficult to do with
very small insects. This analysis is relatively fast and will provide accurately data in
the selection of the toxin with higher potential to kill the insect.
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Figure 1.- Analysis by agarose (3%) gel electrophoresis of PCR
products obtained by using the general cryland general crvil]
Primes pairs.

Panel A: lane 1 molecular weight marker, lane 2 HD1 stramn coryIA'sy, lane 3
HD73 strain (crylAc), lane 4 HD1 37 strain (cryiAa, IC, 1D), lane 5 1B43 strain
(crviB), lane 6 Escherichia coli cryvIC strain, lane 7 L coli cryiD strain, lane
9 PS81 strain (crvif).

Panel B:lane 1 MW marker, lane 2 Bt crvlliA, lane 3 Btervilib, lane < Bt
cryllIC lane 5 Bt crylID, lane 6 Bt cry /1L

Panel C: Analyvsis with native strains, lanel MW marker, lane 2 1B127 strain,
lane3 IB129 strain, lane <4 IB144 strain, lane 5 IB148 strain, lane 6 1B152
strain, lane 7 IB153 strain, lane 8 and lane 9 IB31 strain, lane 9 [B17 strain.,

Figure 2.- Agarose gel electrophoresis of PCR products obtained
with specifc primers.

Panel A: Analysis using specific cryvl primers, mixture C. line 1 MW marker,
lane 2 HD125 strain (cryv/E), lane 3 PS81 strain (cryiF), line 4 1B31 strain.
Panel B: Analvsis using specific crvill primers. line 1 MW marker, line 2 Bt
crviA strain, line 3 Bt cryHIB strain, lane 4 Bt orvlIC strain, lane 5 Bt
crvllID strain, lane 6 Bt crvI/IE strain, line 7 1B17 strain, line 8 1B31 strain.

Figure 5.- Localization of biotine-labeled Cry toxins with
streptavidin coupled to peroxidase enzyme in Spodoptera
frugiperda midgut tissue sections. In vitro binding experiments

were done as described in Materials and methods.

Panel A: Binding of biotinylated CryIAb toxin.

Panel B: Homologous competition experiment between biotine labeled
CrylAb and unlabeled CrylAb toxins(1:300).

Panel C: Binding of biotinylated CryIC toxin.

Panel D: Homologous competition experiment between biotine labeled CryIC
and unlabeled CryvIC toxins(1:100).

Figure 4,- Changes in membrane potential of Spodoptera
frugiperda brush border membrane vesicles ,measured with the
fluorescent dye Dis-C3-(5). Fluorescence was recorder at 620/670
excitation/emission wavelength pair. Hyperpolarization causes
internalization of the dye into the BBMV and fluorescent decrease;

depolarization causes the opposite effect.

Panel A: CrylD response of BBMV suspended in 140 mM methyviglucamine
chloride, 10 mM Hepes pH7.5. In control same amount of buffer was added.
Fiinal K* concentration were (mM): 1=4; 2=13; 3=30; 4=06-; 3=133,

Panel B: CrvIC and CrviID effects in BBMV suspended in 10 mM KCL, 130 mM
NaCl, 10 mMHepes pH 7.5. Control trace was obtained with buffer addition as
well as with CryIlIA, CrylAc and boiled CrvIC and CryID toxins. Final K+
concentration were (mM): 1=23; 2=44; 3=835; 4=165: 5=3067.
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Primer sequences Gene Position Product
Recognized size (bp)

S'TGTAGAAGAGGAAGTC TATCCA crviAa 3168, 3341 272

S'TATCGGTTTCTGGGAAGTA

! cryvIADb 3108, 3391 284

! crylAc 3189, 3460 272

! cryviB 3321, 3610 290

! crylC 3210, 3493 284

" crylD 3138, 3421 284

) crylE 3165, 3439 275

" crylF 3165, 3448 284

S'TTAACCGTTTTCGCAGAGA crviIiA 794, 1481 688

S'TCC GCACTTCTATGTGTCCAAG

! cryllIB 821, 1514 694

" crylliC /67, 1445 679

" crylllD 788, 1490 703

" CrylliC74 796, 1490 694

" crylllE 800, 1547 747

Table 1.- Characteristics of general primers used,




Primer Sequence Gene Position Product
recognized size (bp)
CJ1 S'TTATACTTGGTTCAGGCCC  crylAa 1105, 1351 246
CJ2 S'TTGGAGCTCTCAAGGTGTAA crviAd
CJ4  S'AACAACTATCTGTTCTTGAC  crylAb 1133, 1348 2106
CJ5S S'CTCTTATTATACTTACACTAC crvlAc
CJ6  S'GTTAGATTAAATAGTAGTGG crylAc 1495, 1674 180
CJ7 S'TGTAGCTGGTACTGTATT
CJ8 S'CTTCATCACGATGGAGTAA crylB 1007, 1374 367
CJ9  S5'CATAATTTGGTCGTTCTGTT
CJ10  STAAAGATCTGGAACACCTTT cryiC 1300, 14306 130
CJ11 S5'CAAACTCTAAATCCTTTCAC
CJ12 S'CTGCAGCAAGCTATCCAA crylD 837, 1127 290
CJ13 S'ATTTGAATTGTCAAGGCCTG
CJ14 S'GGAACCAAGACGAACTATTG  crviE 1029, 1174 147
CJ15 S'GGTTGAATGAACCCTACTCC
CJ16 S'TGAGGATTCTCCAGTTTCTGC crylF 813, 989 177
CJ17  S'CGGTTACCAGCCGTATTTC(
CJ1§8 S'ATATGGAGTGAATAGGGCG  c¢crvIG 1778, 2012 235
CJ19 TGAACGGCGATTACATGC

Table 2.- Characteristics of cryl specific primers used.
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IV. DISCUSION
La pregunta planteada es:

:Se puede establecer un método mas practico, que posea alta capacidad de
resolucién, el cual permita diferenciar categoricamente proteinas muy
parecidas e identificar a las subclases?

Para responder esta pregunta nos planteamos como objetivo: Desarroliar
un sistema de blsqueda y caracterizacibn de nuevos genes de bo-
endotoxina de Bacillus thuringiensis, mediante la utilizacion de la
técnica del PCR, el cual fué cumplido totalmente, como se aprecia a
continuacion.

En este trabajo se presentdé el desarrollo de una estrategia para la
caracterizacién de cepas de Bacillus thuringiensis, utilizando la técnica
del PCR, con la potencialidad de encontrar nuevos genes. Al caracterizar
cepas de Bacillus thuringiensis se puede conocer que clase de genes de 6-
endotoxina posee una cepa; permitiendo asi predecir su actividad
insecticida ya que cada s-endotoxina tiene un rango de accion determinado.

Se han disefiado 35 oligonucle6tidos especificos, que estan agrupados en 5
diferentes mezclas A, B, C, D y E (tablas 2, 3 y 4) y en cada reaccion de
PCR se usa una sola de ellas. Estas 5 diferentes mezclas fueron
seleccionadas para amplificar fragmentos de DNA de tamafo definido para
las clases Cryl o Crylll y sus subclases respectivas.

Fueron aisladas 2000 cepas nativas de Bacillus thuringiensis, a partir de
muestras de suelo de diferentes partes de la Republica Mexicana; el 40%
de esta coleccion fue analizado usando la técnica de ELISA, utilizando
diferentes anticuerpos policlonales (anti-Cryl, anti-Cryll, anti-Crylll y
anti-CrylV). Este anélisis mostr6 que aproximadamente el 12% de las
cepas corresponde a cepas pertenecientes al grupo Cryl, el 35% a los
grupos Cryll y CrylV y el 1% al grupo Crylli. En este mismo anélisis se
encontr6 que el 40% de las cepas no cruzaron con ninguno de los
anticuerpos policlonales utilizados, no obstante que todas ellas producen
cuerpos de inclusion. Sabemos que estos anticuerpos policlonales no
cruzan con todas las proteinas Cry descritas, es por eso que dentro de este

20



Tabla 2. Caracteristicas de los oligonucleotidos especificos de genes
cryl

Oligo Secuencia Gen Posicion Producto
N° Reconocido tamarno(bp)

Mezcla A

cJ? 5 TTATACTTGGTTCAGGCCC crylAa 1105-1125

CJ2 5" TTGGAGCTCTCAAGGTGTAA crylAd 1332-1351 246

cJ3 5°CAGCCGATTTACCTTCTA 1181-1198

CJ2 5 TTGGAGCTCTCAAGGTGTAA crylAd 1332-1351 171

Ci4 5- AACAACTATCTGTTCTTGAC T 1133-1153

CJ5S 5’ CTCTTATTATACTTACACTAC crylAb 1328-1348 216

cJ6 5°GTTAGATTAAATAGTAGTGG 1495-1514

cJs 5'TGTAGCTGGTACTGTATTG crylAC 1656-1674 180

Mezcla B

cJ8 5" CTTCATCACGATGGAGTAA 1007-1025

cJ9 5 CATAATTTGGTCGTTCTGTT crylB 1355-1374 367

CJ10 5 AAAGATCTGGAACACCTTT 1306-1325

CJ11 5°CAAACTCTAAATCCTTTCAC crylC 1416-1436 130

cJi2 5’ CTGCAGCAAGCTATCCAA 837-856

cJ13 5°ATTTGAATTGTCAAGGCCTG crylD 1107-1127 290

Mezcla C

CJ14 5 GGAACCAAGACGAACTATTGC 1029-1049

CJ15 5 GGTTGAATGAACCCTACTCCC crylE 1154-1174 147

CJ16 5" TGAGGATTCTCCAGTTTCTGC 813-833

C17 5°CGGTTACCAGCCGTATTTCG crylf 970-989 177

cJ18 5°ATATGGAGTGAATAGGGCG 1778-1796

cJ19 5 ' TGAACGGCGATTACATGC erylG 1994-2012 235

21
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Tabla 3. Caracteristicas de los oligonuclectidos generales de genes
cryl ycrylll

Mezcla D

Oligo Secuencia Gen Posicidn Producto

N° Reconocido tamano(bp)

CJ-1  5°TGTAGAAGAGGAAGTCTATCCA

CJI-2 5 TATCGGTTTCTGGGAAGTA crylAa 3168-3343 272
crylAb 3108-3392 284
crylAc 3189-346C 272
crylB 3321-3610 290
crylC 3210-3493 284

) T yib 3138-3421 284

crylE 3165-3439 275
cryitF 3165-3449 284

CINI20 5 TTAACCGTTTTCGCAGAGA

CJII21  5'TCCGCACTTCTATGTGTCCAAG crylllA . 794-1481 688
crylllB 821-1514 694
crylliCgall 767-1445 679
crylliD 788-1490 703
eryliiC | 796-1490 694
crylllE 800-1547 747
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Tabla 4. Caracteristicas de los oligonucleotidos especificos de genes
crylll

Oligo Secuencia Gen Posicion Producto
N° Reconocido tamano(bp)

Mezcla E

Clllicte 22 5 CAATCCCAGTGTTTACTTGGAC - 1460-1482

CIIIA23  5°'CCCCGTCTAAACTGAGTG crylliA 1726-1744 283

Clilicte22 5°CAATCCCAGTGTTTACTTGGAC 1493-1515

CIMIB24  5°AACGAAAGATTCTGCTCC crylliB 1912-1929 435

Cllllcte22 5°'CAATCCCGTGTTTACTTGGAC 1469-1471

CHIC25  5°CCTATTCTTTCATTTTGACC cryllic 1984-2003 535

Clilicte22 5 CAATCCCAGTGTTTACTTGGAC 1424-1446

CINICg26 5 AGTGGAGAGTTTACGGTAGCC crylliC-gall  1614-1634 211

Clllicte22 5 CAATCCCAGTGTTTACTTGGAC 1469-1471

CIMD27  5'CGAAATACAAATACTATGAG crylliD 1759-1780 312

CJE28 5 TGACAAGTACTGGATTCTGCAA 944-966

CJNE29 5'GTTGTTGATGAGGTTCCCCTT cryllE 1316-1337 394
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grupo se encuentran las proteinas Cry que no son reconocidas por estos
anticuerpos asi como 1as proteinas nuevas.

El grupo de cepas que fueron clasificadas por ELISA como cepas tipo Cry
fueron analizadas por la técnica de PCR usando oligonucleétidos generales
para reconocer todos los genes tipo cryly crylll (mezcla D). Todas las
cepas analizadas presentaron el fragmento del tamafo correspondiente
para genes tipo cryl mientras que ninguna presenté el fragmento esperado
para genes tipo crylll. Esto comprueba la especificidad de los
oligonucleétidos generales para genes cryl y crylll.

Para conocer a que subclase pertenecen las cepas agrupadas en tipo Cryl,
se realizé un segundo analisis de PCR, utilizando las tres mezclas de
oligonucle6tidos especificos para reconocer los subgrupos de genes cry!
(desde crylA hasta crylG, mezclas A,B,C). Se encontraron 12 diferentes
patrones de genes tipo cryl presentes en la coleccion de cepas mexicanas:

Grupo Genes %
crylAa crylAb crylAc crylB crylC crylD crylE crylF CrylG
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De las cepas que no cruzaron con ninguno de ios anticuerpos policlonales
utilizados, aproximadamente el 4% presenté un fragmento del tamano
definido para genes cryl y el 1% mostré un fragmento del tamado definido
para genes crylll, indicando una mayor sensibilidad del método de PCR
frente a la técnica de ELISA.

En la coleccién sélo se ha encontrado hasta el momento una cepa que porta
el gen crylF y ninguna que posea el gen crylE o ¢rylG., lo que significa que
estos genes estan muy poco representados en los suelos mexicanos.

Para validar este sistema de caracterizacién se realizaron bioensayos con
cepas representativas de los perfiles anteriormente descritos, usando
larvas de Spodoptera frugiperda, encontrando que las cepas que portan los
genes crylC y crylD presentaron mayor actividad contra este insecto, tal
y como se reporta en la literatura (44,45,46).

Cabe mencionar que al realizar este analisis encontramos una cepa que
produce un producto de PCR de tamafo no esperado al utilizar tanto los
oligonucle6tidos de la mezcla C, correspondiente a los genes especificos
de cryl(E,FyG), como con la mezcla E correspondiente a los genes
especificos de crylll. Estudios posteriores de esta cepa indican que
efectivamente se trata de una nueva d-endotoxina que tiene un peso de 105
KDa el cual no corresponde con el peso de ninguna otra proteina Cry y que
forma un cristal bipiramidal del doble del largo de los cristales tipicos de
las cepas Cryl. La especificidad de esta cepa ain no la conocemos, pero
definitivamente se trata de un nuevo gen cry que porta secuencias
parecidas a genes de crylE, crylGy crylliC, la secuencia de este gen nos
aportara informacion sobre la naturaleza de este gen.

Se cuenta con una potente herramienta que permite caracterizar
colecciones de cepas de Bacillus thuringiensis, con la potencialidad de
encontrar nuevos genes con actividades no descritas, ya que cuenta con las
siguientes ventajas: es practico, rapido, seguro, especifico, no genera
falsos positivos, es reproducible y se puede utilizar como proceso de
rutina.
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Las limitaciones de este sistema son:

1-Existe la posibilidad de que algunas cepas de Bacillus thuringiensis no
den ningln producto de PCR al utilizar los oligonucle6tidos que reconocen
a los genes de las clases cryly crylll, pero que produzcan un cristal
visible al microscopio. Esto ocurriria en el caso de cepas que portan genes
de otra clase y no poseen genes de las clases cryl y crylll. Una alternativa
que podria utilizarse para resolver este problema, es determinar si estas
nuevas cepas producen proteinas pertenecientes a la familia Cry; para esto
se pueden disefar oligonucleétidos que reconozcan y diferencien a genes
de las otras cuatro clases restantes: cryll, crylV, cryVy cryVi pero en el
caso de cry V se necesitarian 8 oligonucle6tidos, ya que en esta clase hay
4 subclases; al realizar alineamientos muitiples con las secuencias de
estos genes reportados no hay zonas conservadas entre ellos, lo cual
dificulta el diseflo de un solo par de oligonucledtidos que reconozcan zonas
conservadas entre todos ellos y que amplifiqguen un producto de tamafo
definido para esta clase. Para las clases cry I, IV y VI se necesitarian

dos pares de oligonucle6tidos generales para cada una.

Si se desea analizar completamente una coleccién de cepas de Bacillus
thuringiensis por el método de PCR sin excluir ningin gen reportado, seria
necesario contar con el sistema completo de analisis, el cual requeriria de
alrededor de 60 oligonucleétidos. Cada cepa requeriria de 6 reacciones de
PCR para poder agruparla dentro de las diferentes clases; posteriormente
se necesitarian dos reacciones de PCR adicionales para definir la subclase
a la cual pertenece. Se pueden disedar oligonucledtidos de las regiones
~altamente conservadas entre todos los miembros de la familia Cry, como
de la hélice o-5 o en la regibn que une al dominio | con el dominio |l
especificamente en el bloque 2 conservado.

Esta estrategia mostraria si esas cepas poseen genes cry y se podrian
almacenar para una posterior caracterizacién cuando surgiera el interés
en buscar cepas con actividad a dipteros, nematodos o protozoarios. En
este momento el interés del laboratorio es sobre las plagas agricolas, el
cual se enfoca principalmente a lepidépteros y coledpteros. Las nuevas

cepas (genes nuevos) que se identifiquen se utilizaran en bioensayos
contra los insectos de interés.
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2-Un nuevo gen, con idéntica secuencia en las regiones donde fueron
disefiados los oligos de genes conocidos, pero que puede tener diferente
secuencia en la regién interna entre los oligos o en otras regiones
importantes que determinan una nueva actividad insecticida, no sea
identificado como un gen diferente y sea clasificado como un gen conocido.

Como resultado, una nueva cepa seria clasificada por error como si
perteneciera a una subclase conocida; solo hasta cuando se probara su
actividad en bioensayo pudiera ser el caso que esta cepa mostrara una
actividad diferente al compararla contra la actividad de cepas estandar.

Una alternativa para reconocer si existen cepas nuevas entre 13s
agrupadas como pertenecientes a una clase especifica seria realizar un
analisis con enzimas de restriccion de los productos amplificados por PCR
y comparar estos resultados con un andlisis similar de la cepa silvestre
estandar. Si se presentan diferencias en este resultado esto podria ser
indicio de que se tratase de un gen nuevo.

3-Por dltimo, en la caracterizacion a nivel de subclase existe la
probabilidad de que algunas cepas previamente clasificadas en la clase
Cryl o Crylll no se identifiquen dentro de alguna de las subclases. Esto
puede suceder porque los oligonucle6tidos para cada subclase son
especificos para cada una de ellas, solamente reconociendo a la secuencia
en la region de la cual fueron diseflados, por lo tanto estos
oligonucle6tidos especificos no reconocerian a un gen totalmente
diferente. Esto en realidad apuntaria a pensar que posiblemente se trate de
un gen diferente a los reportados y por lo tanto que represente una nueva
variedad. Seria recomendable el realizar bioensayos de estas cepas con los
insectos de interés que se deseen combatir.

Particularmente, s6lo cuando se tiene un fragmento de diferente tamafo
al esperado con los estandares, es indicio de que se trata de un gen nuevo,
diferente, el siguiente paso es tener el gen completo para secuenciarlo.

En este caso parte del sistema desarrollado nos permite producir un
fragmento de tamafo mayor al obtenido, esto se logra disefiando un
oligonucle6tido  con sitio de restriccion en 5’, éste seria el
oligonucleétido directo, se disefiaria de la region altamente homéloga de
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los genes en cuestion reportados, a partir del codon de iniciacion (ATG) y
como reverso se usaria el oligonucleétido que inicialmente se usé para
obtener el primer fragmento de menor tamafo. Esto permitiria obtener un
fragmento mayor, el cual seria clonado y posteriormente secuenciado; con
estos nuevos datos al realizar alineamientos con los genes reportados
arrojaria informacion acerca de la similitud y diferencia de este gen con
los reportados.

De manera similar para encontrar la otra parte del gen restante, hacia el
carboxilo terminal, se cuenta ya con los oligonucle6tidos, el directo, aquel
con el cual se obtiene el fragmento de menor tamaio y como reverso se
usaria el oligonucledtido reverso general para cryl o crylll segun sea el
caso, igualmente se clonaria y secuenciara obteniéndose asi el gen de una
manera mas rapida. También existe la posibilidad de clonar el gen a partir
de un banco de genes de la cepa portadora del nuevo gen, usando el
producto de PCR como sonda.

Como se mencioné anteriormente, son pocos los trabajos en los cuales se
han tratado de clasificar cepas de Bacillus thuringiensis usando la técnica
de PCR. Carozzi, et al. (42) reportaron la identificacion de genes cry],
cryllly crylV mediante la utilizacion de 12 oligonucleétidos, pero no
caracterizan las subclases respectivas; en este reporte se observa que
- estos oligonucle6tidos fueron disefiados en dos regiones: una en el amino
terminal y otra en el carboxilo terminal, es decir, que una cepa puede
generar para cada clase, productos por PCR de dos tamafos diferentes,
utilizan dos pares de oligonucleétidos por clase, a diferencia de nuestro
sistema que utiliza un solo par de oligonucle6tidos; ésto se debe a que los
oligonucleétidos generales para genes cryl se diseitaron en el carboxilo
terminal, el cual es altamente conservado para todos los genes reportados
de cryl y cuya regiobn no estd presente en los genes crylll y los
oligonucledtidos generales de crylll se disefiaron de una regién altamente
conservada de los genes reportados de crylll, pero no conservada en genes
cryl. Nuestro sistema, con 4 oligonucle6tidos generales diferencia cepas
congenes cryly crylll y requeriria de solo dos oligonucleétidos mas para

diferenciar la clase crylV y con un PCR adicional es posible definir la
subclase a la cual pertenece.
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Bourque et al. (43) reportaron el anélisis por PCR de diferentes subgrupos
pertenecientes solo a la subclase de genes crylA(a, b,c ) para identificar
cepas de Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki, disefaron 7
oligonucledtidos de la region carboxilo terminal (zona conservada), para
diferenciar estas tres subclases. Este sistema solo permite diferenciar
estos 3 tipos de gen, pues las otras subclases de genes de cryl son
altamente conservadas en la zona en que se disefaron dichos
oligonucledtidos. Nuestro sistema tiene la gran ventaja de que puede
diferenciar ademas la subclase crylAd y las demas subclases reportadas
de genes cryl. Esto es posible, puesto que los oligonucleotidos especificos
de cryl fueron disefiados entre los bloques conservados 2 y 3 (Figura 2),
que es una zona altamente hipervariable para los genes cryl Por otra
parte, estos autores emplean reacciones de PCR separadas para cada
subclase de genes crylA, mientras que con nuestro sistema, en una sola
reaccidn (mezcla A) podemos definir la presencia de estos 3 genes.

Kalman et al. (44) reportaron 10 oligonucleétidos: 8 directos y dos
reversos, que perrniten agrupar en las diferentes subclases los genes de la
clase cryl! (A,B,C,D,E,F) en una sola reaccion de PCR. También en este
reporte presentan el disefio de una nueva metodologia para encontrar
nuevos genes crylC, ésta se basa en la utilizacién de 12 oligonucleétidos:
siete directos y cinco reversos, completamente homoélogos al gen crylC.

Al realizar la reaccion de PCR utilizando estos 12 oligonucle6tidos, se
produce un bandeo caracteristico que representa a todos los productos de
PCR que se pueden producir con estos oligos a partir de este gen, este
bandeo se denomina “PCR fingerprinting” del gen crylC . Los autores
reportan que con la primera reaccion de PCR utilizando sus 10
oligonucledtidos para diferenciar subclases, encontraron una cepa (HD29)
que portaba un gen crylC. Posteriormente, utilizando cepas estandares que
portan el gen crylC, asi como la cepa HD29, realizaron un segundo PCR
utilizando los doce oligonucle6tidos especificos del gen crylC.

Al observar los fragmentos de DNA amplificados encontraron que cuatro de
los seis fragmentos amplificados de la cepa HD29 comigraban con los de
los estandares del gen crylC y dos de ellos eran de diferente tamafio. Este
dato los llevo a pensar que se trataba de un nuevo gen cryl/C el cual fue
aislado y secuenciado (Genebank M79880). Al realizar bioensayos usando

29



dos larvas de insectos diferentes: Trichoplusia ni y Spodoptera exigua
encontraron que la proteina del nuevo gen crylC tenia igual actividad
toxica (LCsq: 7 ppm) que la proteina estandar de CrylC contra Trichoplusia
ni, pero presentaba mayor actividad téxica (LCse: 34 ppm) contra
Spodoptera exigua. Esta metodologia presenta una alternativa interesante
en la busqueda de nuevos genes que estén muy relacionados a un gen
especifico.

Es importante mencionar que cuando nosotros revisamos con cuidado esta
publicacion observamos que en la figura donde se presenta la
electroforesis de los productos de PCR producidos con los primerosiO
oligonucledtidos, no esta claro que la cepa HD29 presenta el producto de
288 pb correspondiente al gen crylC es decir, no es visible la banda que
corresponde a este peso. Cuando analizamos por medio de los programas de
cOmputo: Geneworks y Oligo 4, cuales son los posibles productos de los
genes crylC silvestre y crylIC de la cepa HD29 (ambos genes reportados en
el Genebank), encontramos que sélo el gen silvestre crylC puede producir
el fragmento esperado de 288 pb, en cambio con el nuevo gen de crylC,
esos oligonucle6tidos no pueden amplificar ya que no son homoélogos a la
secuencia blanco. Cuando buscamos con los mismos programas, cuales son
los posibles productos de PCR utilizando los oligonucle6tidos disefiados en
este trabajo para el gen crylC, la computadora nos dice que con ambos
genes se produce un fragmento de 130 pb.

En la literatura hasta el momento no ha sido reportada ninguna técnica de
PCR para caracterizar cepas con genes de las diferentes subclases de
genes crylll. Hemos disefiado 8 oligonucledtidos especificos (mezcla E)
para cada una de las subclases de genes reportados de cry/ll (AB,C,Cg,Dy
E). Para las subclases A, B, C, Cg y D se disei®é un oligonucleétido directo
de una region altamente conservada para todos ellos y el reverso se disefi6
de una region especifica presente s6lo para cada una de las diferentes
subclases, y para E se disefaron dos oligos. Estos oligonucleétidos
especificos permiten amplificar fragmentos de tamano definido para cada
una de las subclases; ésto ha sido comprobado con la utilizacién de
estandares de cada una de estas subclases.
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Particularmente con la utilizacion de las mezclas C y E se han encontrado
2 fragmentos de diferente tamaio, uno en cada mezcia, de una cepa
nativa, IB31; esta cepa produce una proteina de un peso molecular de
alrededor de 105 KDa. Esto comprueba que el sistema desarrollado no solo
tiene la capacidad de caracterizar cepas conocidas sino también la
potencialidad de encontrar nuevos genes.

Este sistema permite conocer cuales genes de é-endotoxina posee una
determinada cepa. Actuaimente la tendencia en el mundo es a encontrar
nuevas cepas, con actividades aidn no descritas y ademas se esta
dirigiendo la blisqueda a encontrar nuevas actividades, es decir, a ampliar
el rango de actividad de las cepas ya conocidas.

Este sistema juega un papel importante en el conocimiento de que genes
porta una cepa permitiendo predecir su actividad y que acompanado de
otros sistemas de analisis en biologia molecular permite la
caracterizacion de nuevos genes.

Esta estrategia proporciona una herramienta de trabajo muy importante en
el desarrollo de biocidas. Los grupos de trabajo que estén realizando
investigaciones afines, se van a ver favorecidos al contar con un método
que les permita caracterizar cepas de Bacillus thuringiensis en forma
segura ya que cuenta con varias ventajas importantes, entre otras:
permite una caracterizacién practica, rapida y eficiente de cepas nativas,
de las cuales podremos conocer con certeza la clase y subclase de genes
cry y por lo tanto predecir de una manera muy exacta la especie de
insecto blanco hacia el cual se dirige. Ademas esta estrategia es una
herramienta que permitira identificar nuevos genes y con base en su
organizacion, clasificarlos dentro de las subclases correspondientes o
inclusive conformar una nueva clase.
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