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RESUMEN

Bacillus thuringiensis es considerada la bacteria entomopatdgena por excelencia y
ha sido empleada por méas de 50 afios en el control bioldgico de insectos vectores de
enfermedades e insectos que constituyen plagas agricolas. La actividad insecticida de B.
thuringiensis se debe a la produccion de inclusiones cristalinas de naturaleza proteica
durante la fase de esporulacion. Estas proteinas pueden ser de dos tipos: proteinas Cry y
proteinas Cyt. Las proteinas Cry son el grupo mas abundante de proteinas insecticidas
producidas por B. thuringiensis. Hasta la fecha se han identificado y caracterizado méas de
70 holotipos distintos, sin embargo sélo un pequefio porcentaje de estas toxinas muestran
toxicidad hacia ciertos drdenes de insectos, y de este grupo de proteinas un porcentaje aln
mas pequefio es considerado como altamente toxicas. En nuestro laboratorio contamos con
una cepa nativa de B. thuringiensis denominada LBIT-1200 aislada de muestras de suelo
que mostrd en experimentos previos una alta toxicidad hacia algunos lepidopteros. Con el
objetivo de realizar un estudio amplio de la cepa e identificar los factores de virulencia
relacionados con su toxicidad se realizaron inicialmente bioensayos burdos para determinar
su espectro toxicoldgico. Posteriormente se determind la concentracion letal media (CLso)
de la cepa para los lepidopteros susceptibles y se realizaron una serie de analisis
bioquimicos, morfoldgicos y moleculares para su caracterizacion parcial. La cepa sélo
mostro toxicidad a los lepiddpteros Manduca sexta, Trichoplusia ni, Spodoptera frugiperda
en los bioensayos iniciales. No se observd efecto tdxico con altas concentraciones del
complejo espora-cristal (10 mg/ml) hacia el lepiddptero Galeria mellonella, el neméatodo
Caenorhabditis elegans, el diptero Aedes aegypti y los coledpteros Tenebrio molitor y
Leptinotarsa texana. La cepa mostré valores de CLsy muy bajos para M. sexta y T ni,
demostrando una toxicidad al menos cinco veces mayor que cepas estandar que se emplean
para el control biolégico como HD-73, HD-1 y SA1l. Se determin0 ademas que LBIT-
1200 pertenece al serotipo kurstaki, que es una cepa auto aglutinable y que presenta muchas
similitudes con la cepa HD-73. Ambas cepas tienen patrones de Rep-PCR y de plasmidos
de bajo peso molecular idénticos y ambas producen Unicamente proteinas CrylAc que se
agrupan en cristales bipiramidales. Sin embargo existen algunas pequefias diferencias entre

las secuencias de algunos marcadores moleculares como el 16S rDNA y gyrB que nos
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permiten asegurar que LBIT-1200 es una cepa original y no un reaislamiento de la cepa

HD-73 de la naturaleza.

El andlisis de la secuencia de amino&cidos de la proteina Cry de la cepa LBIT-1200
arrojo que esta posee cuatro sustituciones de aminoacidos que no se encuentran presentes
en el resto de las proteinas CrylAc reportadas hasta la fecha. Dos de estas sustituciones se
localizan en el dominio III de la 6-endotoxina, mientras que las dos restantes se encuentran
en el extremo carboxilo terminal y en el codon de inicio respectivamente. La secuencia de
esta proteina se deposito en la base de datos GenBank con el nimero de acceso KT18353 y
se le asignd el nombre de CrylAc39 por el Comité de Nomenclatura de Toxinas producidas
por B. thuringiensis. Teniendo en cuenta las semejanzas observadas entre LBIT-1200 y
HD-73 se decidi6 insertar mediante mutagénesis dirigida estas sustituciones de
aminoacidos en la proteina CrylAcl producida por HD-73. Las proteinas mutantes se
expresaron en una cepa acristalifera de B. thuringiensis y estas cepas mutadas se emplearon
para realizar bioensayos y determinar la CLso de cada una de ellas. En total se obtuvieron
tres mutantes: dos con las mutaciones N547Y y R602G respectivamente y una tercera con
la doble mutacidn. Se generaron ademas controles que expresaran Unicamente las proteinas
CrylAc nativas de las cepas HD-73 y LBIT-1200.

Los resultados de los bioensayos mostraron que la doble mutante es
aproximadamente un 20 % mas toxica, en comparacion con la mutante R602G, sin
embargo no se observaron diferencias significativas entre la mutante N547Y y la doble. La
mutante N547Y tiene una mayor contribucion a la toxicidad de la proteina que la mutacion
R602G, sin embargo se observaron diferencias significativas entre la cepa control que
expresaba la proteinasCrylAcl de HD-73 y la mutante R602G. Estos datos indican que la
alta toxicidad de la cepa LBIT-1200 se debe a la presencia conjunta de las sustituciones de
aminoacidos N547Y y R602G.



ABSTRACT

The LBIT-1200 strain of Bacillus thuringiensis was recently isolated from soil, and
showed a 6.4 and 9.5 increase in toxicity, against Manduca sexta and Trichoplusia ni,
respectively, compared with HD-73. However, LBIT-1200 was still highly similar to HD-
73, including the production of bipyramidal crystals containing only one protein of
~130,000 kDa, its flagellin gene sequence related to the kurstaki serotype, plasmid and
Rep-PCR patterns similar to HD-73, lack of p-exotoxin production and absence of vip
genes. Sequencing of the cry gene of LBIT-1200 strain showed the presence of four amino
acid differences, including two amino acid replacements in domain Il1lI, compared to
CrylAcl, which may explain its higher toxicity. Amino acids substitutions in domain 1l
were introduced in CrylAcl protein. Three mutants were obtained for bioassays. N547Y
mutant and double mutant expressing N547Y and R602G mutations showed high toxicity.
The amino acid at position N547Y is related with LBIT-1200 high toxicity to M. sexta and
T. ni. In conclusion, the LBIT-1200 strain is a variant of the HD-73 strain but shows at least
five times higher toxicity, which makes this new strain an important candidate to be
developed as a bioinsecticide, once it passes other tests, throughout its biotechnological

development.



I INTRODUCCION

Bacillus thuringiensis (Berliner) es una bacteria Gram positiva y aerobia que ha sido
utilizada por mas de 50 afios en el control biolégico de insectos plaga por lo que considera
que es la bacteria bioinsecticida por excelencia. La actividad insecticida de B. thuringiensis
se debe a la formacion de inclusiones proteicas que se forman durante el proceso de
esporulacion. Estas inclusiones poseen diferentes morfologias y pueden estar constituidas
por proteinas Cry o0 Cyt que también se denominan 6-endotoxinas (Ruiu, 2015).

Las proteinas Cry constituyen el grupo mas amplio de proteinas insecticidas
producidas por B. thuringiensis. Hasta la fecha se han descrito més de 70 holotipos de estas
proteinas y a su vez existen diferentes grupos de proteinas que corresponden a un mismo
holotipo de acuerdo a los niveles de clasificacion que existen. Cada afio esta cifra aumenta
con el descubrimiento de nuevas proteinas Cry ya que estas toxinas son consideradas como
los principales factores de virulencia de B. thuringiensis. A pesar del gran nimero de
proteinas Cry que existen, menos del 10 % de estas son toxicas hacia insectos
determinados y de este pequefio grupo de proteinas sélo unas pocas son altamente toxicas y

por tnto consideradas para el control biologico (Elleuch et al., 2016).

Ademas de las 6-endotoxinas B. thuringiensis produce otros factores de virulencia
que le permiten afectar a los insectos susceptibles con mayor facilidad. Entre estos se
destacan: las proteinas Vip, la B-exotoxina y las enzimas quitinoliticas. Juntos estos
compuestos forman parte de un gran arsenal que posee B. thuringiensis para eliminar a
diferentes insectos blanco y otros microorganismos como nematodos (Salazar-Marroquin et
al., 2016). A diferencia del resto de los miembros que constituyen el grupo cereus del
género Bacillus B. thuringiensis es una especia que presenta una gran variabilidad genética.
Esta variabilidad se aprecia por la presencia de diferentes genes cry y desde el punto de
vista toxicoldgico, ya que las cepas pueden mostrar efectos toxicos hacia insectos de

diferentes ordenes (Garcia et al., 2015).



A pesar de que B. thuringiensis ha sido la bacteria entomopatégena mas estudiada
existe todavia gran interés por parte de algunos grupos de investigacion en este
microorganismo, en aspectos ecoldgicos, genéticos y de patogenicidad. Las principales
investigaciones en este sentido van dirigida hacia: el estudio de los mecanismos de accion
de las proteinas Cry y la identificacion de sus receptores, el desarrollo de plantas
transgénicas y el desarrollo de nuevos bioproductos a partir de cepas que contengan nuevos

genes cry y que posean un alta toxicidad.

En el presente trabajo se aislo y caracterizé una cepa nativa de B. thuringiensis a la
cual se denomind LBIT-1200. Se evalud el efecto toxico de la cepa hacia insectos de
diferentes ordenes y un nematodo. Se determind la concentracion letal media de la cepa

frente a los insectos susceptibles y se identifico un gen cry presente en la misma.



I ANTECEDENTES

Il 1. Historia de Bacillus thuringiensis.

Bacillus thuringiensis (Bt) fue aislado por primera vez a partir de larvas enfermas
del lepidéptero Bombyx mori (Linnaeus) por el bacteri6logo japonés Shigetane Ishiwata en
1901, quien denomind “sotto kin” a la enfermedad identificada. Ishiwata describi6 las
caracteristicas del cultivo de esa bacteria asi como la patologia que causaba en las larvas de
B. mori, sin embargo estos trabajos escritos en japonés, tuvieron poca repercusion
internacional. Algo mas de una década después el aleman Ernst Berliner publicd la
descripcion de una bacteria similar aislada cuatro afios antes en la region alemana de
Thuringen a partir de larvas enfermas de la palomilla del mediterrdneo de la harina
Ephestia kuehniella (Zeller) y la nombré Bacillus thuringiensis en honor a su procedencia
(Berliner, 1915).

Posteriormente Aoki y Chigasaki (1916) publicaron una descripcién detallada de la
bacteria aislada por Ishiwata y le dieron el nombre de Bacillus sotto, resaltando en su
publicacion que su actividad toxica se debia a una toxina que sélo estaba presente en los
cultivos esporulados y no en las células vegetativas. En 1915 Berliner report6 la presencia
de inclusiones parasporales en el interior de Bt, pero la actividad de estas inclusiones no
seria descubierta hasta mucho tiempo después. A pesar de que se conocia muy poco sobre
la biologia béasica de Bt en aquella época, se demostrd que era altamente patogénico en

larvas de diferentes especies de lepiddpteros.

Debido a que todavia no se habian desarrollado los insecticidas sintéticos, los
agricultores comenzaron a utilizar a Bt como insecticida en 1920. El primer reporte del uso
de Bt para el control de plagas de insectos fue en Hungria a finales de la década de 1920
(Husz, 1928) y en la antigua Yugoslavia a finales de 1930. Durante las siguientes dos
décadas se realizaron varias pruebas de campo en Estados Unidos y Europa para evaluar la
efectividad de Bt para el control de plagas de lepidopteros y los resultados favorecieron el

desarrollo del primer producto comercial llamado Sporeine ® fabricado por los laboratorios



Libec de Francia. El producto se empleo principalmente para el control de palomillas de la
harina sin embargo con el advenimiento de la segunda guerra mundial no se continu6 su

uso (Sansinenea, 2012).

Al terminar la segunda guerra mundial se le dio una amplia prioridad al uso de los
nuevos insecticidas sintéticos, liderados por el DDT. Estos ultimos se empleaban de manera
indiscriminada ya que eliminaban a los insectos en cualquiera de sus estadios de desarrollo.
Como consecuencia las poblaciones de insectos benéficos disminuyeron considerablemente
y las poblaciones de insectos plaga comenzaron a resurgir debido a la eliminacion de sus
enemigos naturales. Ademas, serios problemas medioambientales y de salud comenzaron a
surgir debido a la presencia de estos insecticidas quimicos en el aire, el agua e incluso en
los alimentos. Para contrarrestar estos efectos negativos se encaminaron los esfuerzos hacia

el uso de métodos de control mas amigables con el medio ambiente (Pingali, 2012).

El resurgimiento del interés en Bt como bioinsecticida se le atribuye al investigador
Edward Steinhaus quién utilizé a la bacteria con éxito para eliminar larvas del lepidéptero
Colias eurytheme (Steinhaus, 1951) y ademas se percatd de que la espora de Bt se
encontraba en posicion lateral a diferencia de la mayoria de las bacterias esporuladas que se
conocian en aquella época y que poseian una espora central (Steinhaus, 1954).
Posteriormente los investigadores Hannay, Fitz-James (1955) y Angus (1954) descubrieron
que la actividad insecticida de Bt hacia lepidopteros se debia a inclusiones cristalinas que se
producian durante la fase de esporulacion de la bacteria. Con este descubrimiento se
incrementd el interés en la estructura de estos cristales, la bioquimica y el ciclo de vida de
Bt y se sentaron las bases para el desarrollo de nuevas formulaciones y fue asi que en 1957
se comenzé a comercializar el producto Thuricide ©. Posteriormente en 1970 los
laboratorios Abbot desarrollaron el bioinsecticida Dipel ®, a partir de una cepa de Bt mucho
mas toxica y con un amplio rango de toxicidad hacia larvas de diferentes especies de
lepidopteros entre los que se encuentran: Trichoplusia ni, Helicoverpa zea, Heliothis
virescens, Lymantria dispar, entre muchas otras (Milner, 1994).

Debido al éxito de Bt como agente de control biolégico de algunas especies de

lepidopteros los investigadores continuaron la busqueda de nuevas cepas de la bacteria.
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Goldberg y Margalit en 1976 descubrieron una cepa de Bt que tenia efecto toxico hacia
larvas de mosquitos. Debido a la especificidad y alta toxicidad de esta cepa hacia larvas de
mosquitos se comenzd a producir formulaciones con esta nueva cepa para sustituir los
insecticidas quimicos empleados usualmente para el eliminar mosquitos. Posteriormente en
Alemania se descubri¢ otra prometedora cepa de Bt con toxicidad hacia coleopteros (Krieg
et al., 2009). Estas nuevas cepas y otras aisladas méas tarde se usan todavia en la actualidad
para el control bioldgico tanto de plagas de insectos de diferentes 6rdenes como de

mosquitos vectores de enfermedades.

Uno de los avances mas importantes en la historia de Bt como agente de control
bioldgico es el desarrollo de plantas transgénicas que expresan toxinas de la bacteria. Desde
1996 algunos cultivos de importancia econémica como el maiz, la soya y el algodon son
transformados genéticamente y comercializados de manera tal que expresaran las toxinas
de Bt y de esta manera hacerlos resistentes a las principales plagas que azotan a estos
cultivos (Crickmore, 2006). Estos cultivos transgénicos actualmente son los segundos con
mayor distribucién a nivel mundial y presentan grandes beneficios como: uso reducido de
insecticidas quimicos, eliminacion total de algunas plagas a nivel regional y mayor

rendimiento en las cosechas (Tabashnik, 2015).

Il 2. Generalidades y ciclo de vida de B. thuringiensis.

B. thuringiensis es una bacteria aerobia y Gram positiva, cuyo ciclo de vida se
divide en dos fases: crecimiento vegetativo y esporulacion. Durante la fase de crecimiento
vegetativo las células de Bt se dividen activamente por fision binaria y se obtienen dos
células idénticas con forma de barra con extremos romos de aproximadamente 3 um de
largo y aproximadamente 1.2 um de ancho. Posteriormente con el agotamiento de los
nutrientes comienza la fase de esporulacion durante la cual se forman esporas e inclusiones
parasporales de naturaleza proteica conocidas también como cristales parasporales. Estos
cristales pueden poseer diferentes morfologias: bipiramidal, cubicas, esféricas y amorfas
son algunas de las mas comunes y poseen actividad toxica hacia insectos de diferentes
ordenes. Los cristales de Bt pueden estar constituidos por dos tipos de proteinas: Cry y Cyt
(Sauka y Benintende, 2008).



Taxonomicamente Bt se ubica en la familia Bacillaceae y pertenece al Grupo | del
género Bacillus, donde se encuentra el llamado grupo cereus en el cual se encuentran
incluidas también las especies B. cereus, B. mycoides y B. pseudomycoides, caracterizados
por su crecimiento rizomorfo en medios de cultivo sélidos, B. anthracis, el agente
etioldgico del antrax y la especie tolerante a bajas temperaturas B. weihenstephanensis.
Existe una estrecha relacién genética entre B. cereus, B. antracis y Bt por lo que la
designacion de Bt como especie Unica ha estado sometida a discusion. A pesar de esto se
reconoce la individualidad de Bt como especie basandose en la presencia del cristal

parasporal (Vilas-Boas et al., 2007).

Los numerosos programas de busqueda de cepas de Bt han permitido aislar esporas
de esta especie en diversos ecosistemas entre los que se destacan: suelo, superficies
vegetales, cadaveres de insectos, granos almacenados, agua, ecosistemas acuaticos, etc. Por
ello en la actualidad Bt se considera una especie ubicua y cosmopolita (Morris-Coole,
1995). A pesar de que Bt se encuentra en la naturaleza se puede afadir a diferentes
ecosistemas mediante las diferentes aplicaciones foliares para el control bioldgico de plagas
de insectos, es por esto que su prevalencia en la naturaleza se puede definir como “natural”

y “artificial” (Osman et al., 2015).

Algunos investigadores consideran a Bt como un microorganismo del suelo debido
a que su aislamiento a través de los afios ha sido principalmente a partir de este ambiente.
Otros investigadores consideran que el suelo es solamente un sitio de almacenamiento de
esporas de Bt, ya que raramente puede esporular en este sitio debido a los requerimientos
nutricionales especiales para la germinacién de las esporas y el crecimiento vegetativo de
las células, considerando que la microbiota, las propiedades del suelo, el pH, la humedad y
la concentracion de minerales y materia organica tienen un efecto directo en la
sobrevivencia de Bt en este ambiente (Argbdlo-Filho & Lopes, 2014). Otro grupo de
investigadores se inclinan por la capacidad de Bt para colonizar cadaveres de insectos y han
demostrado que puede tener un ciclo de vida necrotréfico, lo cual puede ser de gran
importancia para asegurar la proliferacion y dispersion de la bacteria en el medio ambiente
(Dubois et al., 2012).



Ademas algunos estudios también han demostrado que Bt puede colonizar la
rizosfera y se asume que la eficiente colonizacion de las raices puede deberse a la
disponibilidad de nutrientes en esta zona de las plantas (Park et al., 2008). Algunos estudios
en repollo (Brassica oleracea var. capitata L.) han reportado la exitosa colonizacion
endofitica de Bt en plantulas, encontrandose células vegetativas, esporas e incluso cristales
en varias partes de las plantulas. Se cree que Bt puede penetrar en estas a través de las
raices mediante la secrecion de enzimas hidroliticas o a través de pequefias heridas (Gomes
etal., 2012).

En realidad, el papel real que juega esta bacteria en el medio ambiente no es del
todo conocido, precisamente debido a la diversidad de nichos ecoldgicos en los que ha sido
hallada. Si bien la capacidad entomopatégena de Bt le permite colonizar insectos
susceptibles y multiplicarse en un medio rico como el hemocele de los mismos, la aparicién
de este fendmeno a escala de epizootia es poco habitual en la naturaleza (Raymond et
al.,2010).

I1 3. Proteinas Cry de tres dominios. Caracteristicas y modo de accién.

Las proteinas Cry de tres dominios son las proteinas insecticidas mejor
caracterizadas y a pesar de que existen marcadas diferencias en su secuencia de
aminoacidos y su actividad biologica, las toxinas activas poseen semejanzas en su
estructura tridimensional. Estdn codificadas por genes que se encuentran contenidos en
plasmidos de Bt. Los genes cry son regulados a nivel transcripcional principalmente y se
han clasificado de acuerdo a su regulacion en: genes cry dependientes de la esporulacion
gue son controlados por factores de transcripcidén sigma-K o sigma-E y genes cry cuya
expresion no depende de la esporulacion y que se encuentran bajo el control de otros
factores de transcripcion (Aronson, 2002).

Las proteinas Cry de tres dominios son proteinas globulares formadas por tres
dominios estructurales, en su estado activo. Inicialmente estas proteinas se encuentran en
estado inactivo, es decir, no poseen efecto toxico ya que su activacion requiere la digestion

de una pequefia porcion del extremo amino terminal y casi la mitad del extremo carboxilo
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de la protoxina, evento fundamental para la funcién toxica de la misma (Soberon y Bravo,
2007). El dominio I se encuentra situado en el extremo amino terminal y esta formado por 7
hélices a (6 hélices anfipaticas rodeando a una hélice central hidrofobica). EI dominio Il
consiste en tres laminas [ antiparalelas dispuestas en la conformacion denominada prima-p.
El dominio 111 se encuentra en el extremo carboxilo terminal de la toxina activada y forma

un “sandwich” de dos laminas B antiparalelas (Fig. 1) (de Maagd et al., 2003).

El alineamiento de las secuencias de aminoacidos de las toxinas activas ha revelado
la presencia de 5 bloques parcialmente conservados a lo largo de la secuencia de la gran
mayoria de las toxinas Cry. Estas regiones parecen ser determinantes en el plegamiento de
la proteina. Ademas, su alto grado de conservacion entre las proteinas Cry se corresponde
con la similitud de su estructura tridimensional y su modo de accion (Bravo et al., 2013).

Inicialmente no existia un criterio universal en la clasificacion de las proteinas Cry.
La clonacion y secuenciacion de los primeros genes cry en los afios 80 sento las bases para
establecer en 1989 un primer sistema de clasificacién. Este sistema se basaba en la
secuencia de aminoécidos de la proteina y en su espectro de actividad insecticida,
asignando numeros romanos para establecer diferencias entre los grupos de proteinas Cry
(ejemplo Cryl, Cryll, Crylll), pero pronto quedo obsoleto ya que la clasificacién en base al
espectro insecticida resultaba en muchos casos inconsistente (Hofte y Whiteley, 1989). Esta
circunstancia, sumada al descubrimiento de nuevas proteinas Cry con espectros de

toxicidad diferentes provocé que se propusiera una revision de la nomenclatura
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Figura 1. Estructura tridimensional de las proteinas CrylAa, Cry2Aa, Cry3Aa y Cry4Ba tomado de Pigott y
Ellar (2007). Cada uno de los dominios se representa en colores diferentes. Dominio | (rojo) Donimio 1l

(verde) y Dominio 11 (azul).

El nuevo sistema de clasificacion se desarrollé en base al grado de identidad de la
secuencia de aminoécidos de las proteinas exclusivamente y establece toxinas holotipo
Unicas que se ordenan en tres rangos en base a la divergencia de sus secuencias (Crickmore,
et al., 1998). Esto permite la inclusién de nuevas proteinas Cry que son producidas por
otros microorganismos como son: Cry16 y Cryl7, producidas por Clostrium bifermentans y
Cry18, por Paenibacillus popilliae. Este sistema de clasificacion otorga un nimero arabigo
a las proteinas que presentan hasta un 45% de similitud (ejemplo Cryl, Cry2, Cry3).
Posteriormente se designa una letra mayuscula a aquellas proteinas que posee entre un 45y
78% de similitud (CrylA, CrylB, Cryl1C). Luego se asigna una letra minuscula a aquellas
proteinas Cry que poseen entre 78 y 95% de similitud (CrylAa, CrylAb, CrylAc).
Finalmente se adiciona un nimero arabigo al final de la nomenclatura indicando maés del

95% de similitud (CrylAcl, CrylAc2, CrylAc3). La informacion relacionada con la
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clasificacion de las proteinas Cry se actualiza constantemente y se puede consultar en la

siguiente direccién electrénica http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil _Crickmore/Bt/.

El mecanismo de accién de las proteinas Cry ha sido muy estudiado en larvas de
lepidopteros y de manera general se acepta que éstas son proteinas formadoras de poros en
las membranas de las células epiteliales del intestino de los insectos susceptibles. EI primer
modelo que explica el efecto toxico de las proteinas Cry plantea que las mismas ejercen su
actividad toxica al interactuar con receptores que se encuentran en las células epiteliales del
intestino de las larvas. La union de la proteina al receptor permite que estas se inserten en la
membrana de las células epiteliales provocando un desequilibrio osmotico que afecta la
funcionalidad de la célula, las células mueren y en consecuencia se pierde la integridad de
la pared intestinal. Los primeros sintomas que se observan a partir de que las larvas de
insectos susceptibles ingieren los cristales y esporas de Bt son: cese de la ingesta, paralisis

del intestino y finalmente la muerte (Knowles et al 1987).

En la actualidad existen otros modelos que pretenden explicar el mecanismo de
accion de las proteinas Cry basdndose en evidencias moleculares y a través de los cuales se
han podido identificar algunos de los receptores especificos de las mismas. Entre los
receptores mas estudiados se encuentran los de tipo aminopeptidasa-N, los receptores de
tipo cadherina, y los receptores de tipo fosfatasa alcalina los cuales han sido identificados
en lepidopteros (Bravo et al., 2007) y dipteros (Likitvivatanavong et al., 2011).

Las aminopeptidasas-N son una clase de enzimas que realizan cortes en
aminoacidos a partir del extremo N-terminal de los polipéptidos. En el intestino de las
larvas de lepiddpteros, estas proteinas participan en cooperacion con endopeptidasas y
carboxipeptidasas para la digestion de derivados proteinicos procedentes de la dieta del
insecto. Este tipo de receptores se dividen en cinco clases y se encuentran presentes en
lepidopteros como Manduca sexta, Plutella xilostella (Denolf et al., 1997), B. mori (Atsumi
et al., 2005), Helicoverpa armigera (Sivakumar et al., 2007) y Heliotis virescens (Zhang et
al., 2009).
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Las proteinas de la familia de las cadherinas presentan dominios de union a calcio y
usualmente se encuentran ancladas a las células. En los lepiddpteros este tipo de proteinas
se localizan en las células epiteliales del intestino, lugar en donde ejercen su toxicidad las
proteinas Cry, sin embargo su funcién fisiologica exacta en este sitio no se conoce. Este
tipo de receptores se han estudiado intensivamente en su interaccion con proteinas CrylA 'y
existen evidencias que sugieren que este tipo de receptores son muy importantes en la

susceptibilidad de las larvas a las proteinas Cry (Bel y Escriche, 2006).

Teniendo en cuenta el numero de proteinas Cry existentes, asi como los posibles
receptores, no es sorprendente que el modo de accion de las proteinas Cry sea controversial
(Vachon et al. 2012). EI modelo propuesto por Bravo (2007) es una version actualizada del
modelo propuesto por Knowles (1987) y plantea que tanto los receptores de tipo cadherina
como los receptores de tipo aminopeptidasa son requeridos para la toxicidad de CrylAc en
larvas de M. sexta. En estudios mas recientes, la teoria de que CrylAb produce la muerte de
las células epiteliales del intestino exclusivamente mediante el mecanismo de lisis osmotica
fue rechazada por algunos cientificos, argumentando que la formacion del poro y la
citotoxicidad no han sido demostradas adecuadamente. Se demostré que la union de
CrylAb al receptor Bt-R1 provoca citotoxicidad a través de una via de sefializacién
dependiente de magnesio en las células del insecto. Esta via involucra la estimulacion de la
proteina G y la adenil ciclasa, incremento de los niveles de AMPc y la activacion de la
proteina quinasa A. La induccion de la via adenilciclasa/proteina quinasa A provoca

cambios citoldgicos que conducen a la muerte celular (Zhang et al., 2006) (Fig. 2)
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Figura 2. Diferentes mecanismos de accion propuestos para las proteinas Cry en lepidopteros tomado de
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Soberén y colaboradores 2009. La solubilizacién y la activacidn de las proteinas anteceden a la interaccion de
las mismas con receptores especificos de la membrana de las células epiteliales del intestino. La activacion de

una via de sefializacion dependiente de Mg conduce a la muerte celular por apoptosis.

Il 4. Proteinas Cyt. Caracteristicas y modo de accion.

Ademas de las proteinas Cry, algunas cepas de Bt producen durante la fase de
esporulacion cristales compuestos por las proteinas Cyt. Estas estan codificadas por genes
presentes en el plasmido pBtoxis de B. thuringiensis israelensis. El primer intento de
obtener un modelo de la estructura tridimensional de las proteinas Cyt fue descrito en 1988.
Este modelo ofrecia informacion general sobre la abundancia de cadenas § y dos a-hélices

antiparalelas, pero no ofrecié mas detalles (Butko, 2003).

Actualmente se conoce que las proteinas Cyt estan constituidas estructuralmente por
un tnico dominio en el cual las capas externas son a-hélices que rodean estructuras de

laminas B plegadas (Fig 3). Su tamarfio varia entre 25 y 28 kDa y existen hasta la fecha tres
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grupos: Cytl, Cyt2, Cyt3 (Soberon et al., 2013). Este tipo de proteinas se han identificado
en cepas de Bt con actividad mosquitocida como: B. thuringiensis svar. israelensis (Earp y
Ellar, 1987) y B. thuringiensis svar. kyushuensis (Knowles et al., 1992).

Cyt2Ba

Figura 3. Estructura tridimensional de las proteinas CytlAa, Cyt2Aa y Cyt2Ba tomado de Soberén y

colaboradores 2013. Se muestra la presencia de un Unico dominio estructural.

Para la clasificacion de las proteinas Cyt se utiliza la misma nomenclatura que se
emplea en la clasificacion de las proteinas Cry. Sin embargo no existen homologias entre

las secuencias de aminoacidos de ambos grupos de d-endotoxinas.

Las proteinas Cyt muestran toxicidad a insectos del orden Diptera in vivo, sin
embargo se ha demostrado que este tipo de 3-endotoxinas (una vez activadas) son toxicas in
vitro a varias lineas celulares de mamiferos como: eritrocitos, linfocitos y fibroblastos, asi

como a células de otros insectos (Teixeira et al., 2012).

Inicialmente las proteinas Cyt se sintetizan en forma de protoxinas que son
solubilizadas en el intestino de las larvas susceptibles y activadas mediante un proceso de
protedlisis que libera toxinas de 25 kDa. Las evidencias indican que las toxinas activas
interacttan directamente con lipidos no saturados que se encuentran en la membrana de las
células del intestino medio, sin necesidad de unirse a proteinas receptoras (Thomas y Ellar,
1983).
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Para explicar el mecanismo de accion de las proteinas Cyt se han propuesto dos
hipétesis. El primer modelo sugiere que las toxinas activas se unen a la membrana celular e
inducen la formacion de canales selectivos a cationes lo cual provoca la muerte celular
debido a la lisis osmética (Promdonkoy y Ellar, 2003). Mientras que el segundo modelo
propone la formacién de agregados no especificos de las proteinas Cyt en la superficie de la
membrana celular provocando un desajuste en la arquitectura de la misma y la muerte

celular por un efecto detergente (Manceva et al , 2005).

Se ha demostrado que existe un mecanismo de accion sinérgico entre las proteinas
Cyt y las proteinas Cry en Bacillus thuringiensis svar. israelensis, sugiriendo que CytlAa
funciona como receptor de Cryl1Aa y facilita su union a la membrana citoplasmatica de las
células epiteliales donde ejerce su efecto tdéxico. EI cristal parasporal de este
microorganismo estd compuesto por las proteinas CytlAa, Cyt2Ba Cry4Aa, Cry4Ba,
Cryl0Aay CryllAa (Pérez et al., 2005).

I1 5. Proteinas Vip. Caracteristicas y modo de accion.

Las proteinas Vip, del inglés “Vegetative Insecticidal Proteins”, a diferencia de las
proteinas Cry y Cyt, son producidas por Bt durante la fase de crecimiento vegetativo.
Ademas se excretan al medio extracelular y no forman inclusiones cristalinas (Estruch et
al., 1996). Para la clasificacion de las proteinas Vip se emplea el mismo sistema de
nomenclatura que se utiliza para las proteinas Cry y Cyt aunque no presentan ningin grado
de identidad con estas, y hasta la fecha se han descrito 4 grupos de proteinas Vip: Vipl,
Vip2, Vip3y Vip4.

Las proteinas Vipl y Vip2 actGan como una toxina binaria y tienen efecto toxico
sobre insectos de los ordenes Coleoptera y Hemiptera. Estudios de la distribucion de los
genes vipl y vip2 en Bt han demostrado que estos estan presentes aproximadamente en el
10 % de las cepas analizadas. Estos genes se encuentran localizados en megaplasmidos, en
un mismo operdn, con dos marcos abiertos de lectura diferentes separados por un regién
intergénica espaciadora (Chakroun et al., 2016). Ademés de Bt y B. cereus se han
encontrados genes vipl y vip2 en otras bacterias con Lysinibacillus sphaericus y
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Brevibacillus laterosporus (Ruiu, 2013). Las proteinas Vip 1 y Vip2 se expresan de manera
concomitante y la traduccién a partir de un mismo transcrito parece ser esencial para

asegurar altos niveles de expresion en ambas proteinas.

Las proteinas Vipl y Vip2 actian segun el modelo de las toxinas A+B que también
presentan las toxinas de algunas bacterias del género Clostridium. En este modo binario
sinérgico las proteinas no forman un agregado antes de unirse a la superficie celular. Al
parecer Vipl actGa como el componente B de la toxina binaria y su funcion es formar
canales en la célula a través de los cuales pasara Vip 2, componente A, para ejercer el
efecto toxico (Barth et al., 2004). Sin embargo el mecanismo molecular de accién de las
proteinas Vipl y Vip2 no esta totalmente esclarecido. El proceso de varios pasos comienza
con la ingestion de las toxinas por larvas susceptibles, seguido de una activacion
proteolitica por proteasas de tipo tripsina. Se ha observado que los mondmeros activos de la
proteina Vipl pueden formar oligbmeros que reconocen receptores especificos en la
membrana de las células del epitelio intestinal (Leuber, 2006). EI mecanismo de entrada de
Vip2 a la célula todavia no se conoce, pero teniendo en cuenta la semejanza de esta
proteina con el componente C2-1 de la toxina binaria de Clostridium spp. parece ser que

Vip2 entra a la célula por endocitosis (Barth et al., 2004).

Al igual que las proteinas Vipl y Vip2, las proteinas Vip3 estan codificadas en
genes que se encuentran en megaplasmidos (Mesrati et al., 2005), aunque algunos autores
sugieren que los genes vip3 pueden estar presentes también en el cromosoma bacteriano
(Franco-Rivera et al., 2004). Las proteinas Vip3 tienen un tamafio aproximado de 89 kDa,
la regién amino terminal de las mismas es muy conservada lo cual sugiere que puede tener
un papel importante en la estructura y/o la toxicidad de la proteina. La region carboxilo
terminal es mas variable y se cree que puede estar relacionada con la especificada de la
toxina (Wu et al., 2007). Ademas se ha visto que estas proteinas tienen motivos de union a
carbohidratos (Marchler-Bauer et al., 2011). La estructura tridimensional de las proteinas
Vip3 no ha sido elucidada. La prediccion de la estructura secundaria sugiere que la region
amino estd compuesta principalmente por a-hélices mientras que en la region carboxilo

terminal abundan las B-hélices (Rang et al., 2005).
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La mayoria de la informacion sobre la actividad insecticida de las proteinas Vip3 se
ha obtenido a partir de los estudios realizados con las variantes mas abundantes de la
subfamilia Vip3Aa, ya que hay muy pocos reportes sobre la toxicidad de las proteinas
Vip3B y Vip3C. Las proteinas Vip3A son tdxicas a un amplio numero de especies de
lepidopteros y vale la pena mencionar que son activas hacia insectos de los géneros
Spodoptera y Agrotis (Hamadou-Charfia, et al., 2013), los cuales son muy tolerantes a las

proteinas Cry.

Las proteinas Vip3A pueden actuar de forma sinérgica con las proteinas Cry, se ha
observado que al silenciar el gen vip3A en la cepa B. thuringiensis HD-1, esta disminuye
drasticamente su toxicidad hacia Agrotis ipsilon y Spodoptera exigua (Donovan et al.,
2001). Este sinergismo también se ha observado con Vip3A y Cyt2 contra el lepiddptero
Chilo suppressalis y Spodoptera exigua mediante la expresion conjunta de las proteinas en
la bacteria Escheria coli (Yu et al., 2012). Igualmente se ha encontrado antagonismo entre
Vip3A y Crylla en Spodoptera eridiana, asi como en combinacion con CrylA y CrylCa
en Heliotis virescens y Spodoptera frugiperda (Lemes et al., 2014). ElI mecanismo

relacionado con los efectos sinérgicos de Vip3 y otras proteinas no se conoce del todo.

Teniendo en cuenta la falta de homologia entre las proteinas Cry y las proteinas
Vip3 se ha sugerido que el mecanismo de accién de estas toxinas debe ser distinto. Sin
embargo algunos autores plantean que a pesar de las diferencias, el mecanismo de accién
de las proteinas Vip3 posee la misma secuencia de pasos que el de las proteinas Cry que
implica: activacion por proteasas del intestino de los insectos susceptibles, union a
receptores especificos de la membrana del epitelio intestinal y formacion de poros. Los
sintomas que se observan en los insectos luego de la ingesta de proteinas Vip3 se asemeja a
los que se observan durante una intoxicacién con proteinas Cry: cese de la ingesta, pérdida

de movimientos peristalticos intestinales y paralisis general del insecto (Lee et al., 2003).

Recientemente se identifico la proteina Vip4Aal. El gene que codifica para esta
tiene una longitud de 2895 pb y la secuencia de aminoacidos deducida posee 965 residuos
con un tamafio molecular aproximado de 108 kDa. Las propiedades insecticidas de Vip4

todavia no se conocen (Chakroun et al., 2016).
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Il 6. Thuringiensina

La exotoxina thuringiensina fue descubierta por McConnell y Richards (1959)
quienes la describieron como una sustancia termoestable y toxica hacia algunos insectos,
pero principalmente hacia la mosca domestica (Musca domestica). Posteriormente Heimpel
(1967) propuso el nombre de B-exotoxina pero este término se ha considerado inapropiado
debido a la estructura de este compuesto. La formula quimica de la thuringiensina es
Ca2H32NsO19P (De Rijk et al., 2013) e inicialmente se considerd que estaba compuesta por
adenosina, glucosa, un &cido fosférico y un diacido gluconico (Farkas et al., 1969).
Posteriormente se sugirio que estaba compuesta por adenina, acido alérico fosforilado y una
molécula de azucar formada por D-ribosa y D-glucosa unidas por un enlace éter inusual
(Sebesta & Horska, 1970). Actualmente se conoce que la thuringiensina esta constituida por

polimeros de monosacaridos con atomos de carbono asimétricos (Liu et al., 2010).

Muchas cepas de Bt producen thuringiensina (Jing-Wen et al., 2007), asi como
algunas cepas de B. subtilis, B. megaterium y B. cereus (Perchat et al., 2005). En 1990 se
descubrieron dos tipos de thuringiensinas mediante ensayos de cromatografia liquida de
alta afinidad (HPLC) (Levinson et al., 1990). La thuringiensina de tipo I tiene bajo peso
molecular, aproximadamente 701 Da (Mac Innest & Bouwer, 2009) y es tdxica a casi todos
los organismos debido a su mecanismo de accién. Esta molécula inhibe la biosintesis de la
RNA polimerasa, una de las enzimas mas importantes en la transferencia de la informacion

genética, proceso fundamental para todos los seres vivos (Harry, 2015)

La produccion de thuringiensina | esta soportada por plasmidos y recientemente se
descubri6 que el gen thu3, que es un homdlogo del transportador ABC, esta involucrado en
la secrecion de esta molécula (Espinasse et al., 2002a). Los genes thuC y thuD codifican
proteinas responsables de la sintesis del principal precursor de la thuringiensina I, el diacido
glucénico. Los genes thuF y thul estan relacionados con el ensamblaje de la toxina,
mientras que el gen thuE codifica la enzima responsable de la fosforilacion de la toxina
(Liu et al., 2014). Se plantea que la produccion de thuringiensina | esta relacionada con la
presencia de los plasmidos que contienen los genes cry y vipl/vip2. Sin embargo algunas
cepas acristaliferas también pueden producir thuringiensina | (Espinasse et al., 2002b).
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La thuringiensina Il se ha detectado en B. thuringiensis svar morrisoni, €s un
analogo del uracil trifosfato (UTP) y presenta mayor toxicidad que la thuringiensina I,
principalmente hacia insectos del orden Coleoptera. Debido a los pocos estudios que

existen sobre esta molécula, todavia no se conoce su estructura (Hernandez et al., 2003).

Debido a su amplio espectro y su poca especificidad hacia insectos de los érdenes
Lepidoptera, Diptera, Coleoptera, Hymenoptera, Isoptora entre otros, se considera que la
thuringiensina puede ser una excelente opcion para el control biolégico (Obeidat et al.,
2012). Cuando se administra oralmente en dosis subletales esta toxina puede tener efectos
teratogénicos y ademds puede afectar pasos criticos en la metamorfosis de los insectos
como: la ecdisis, la transformacion en pupa y la emergencia de los adultos. En algunos

casos la fertilidad también se puede ver afectada.

Desde que en 1969 se declaré que la thuringiensina era letal para las ratas, el uso
comercial de las cepas de Bt productoras de esta sustancia comenzé a ser cuestionado,
limitando de esta manera su aplicacion como agentes de control biol6gico. En 1999 la
Organizacion Mundial de la Salud (WHO) recomendo eliminar de las formulaciones de
bioinsecticidas las cepas productoras de thuringiensina. Es por esto que actualmente en
paises como Estados Unidos y México la produccion de thuringiensina es un factor
limitante en la busqueda de nuevas cepas de Bt con potencial para el control biol6gico de

insectos.

11 7. Otros factores de virulencia de Bacillus thuringiensis

Bt ha desarrollado un amplio arsenal de compuestos toxicos, algunos especificos
contra insectos como las d&-endotoxinas, pero también otros menos selectivos que
contribuyen de alguna manera a su efecto toxico. La presencia de estos factores de
virulencia es dependiente de la cepa y debe considerarse en la produccion de cualquier

producto basado en Bt. A continuacidn se describen algunos de estos factores.

Bt es capaz de inhibir el sistema de defensa humoral de las larvas mediante la

produccion de una metaloproteasa denominada InhA que degrada los péptidos
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antimicrobianos producidos por el insecto, particularmente las atacinas y cecropinas. Se
sugiere que este tipo de proteasas tiene un papel fundamental en la invasiéon del hemocele
de los insectos por Bt (Fedhila et al., 2002). La proteina madura contiene 650 amino&cidos
con en peso molecular de 71.2 kDa y su secuencia de aminoacidos posee sitios de unién a
zinc y estructuralmente es muy parecida a las metaloproteasas PrtV y la termolisina de
Vibrio cholerae y Bacillus thermoproteolyticus respectivameente. Actualmente se conoce
que InhA no es esencial para el crecimiento y la esporulacion de Bt sin embargo su
expresion es necesaria pero no suficiente para la virulencia de Bt (Fedhila et al., 2003). El
mecanismo de accién de esta proteasa no se conoce con exactitud, se ha observado que
actta en el insetino de larvas de lepidopteros y causas lisis de las celulas epiteliales. Este
efecto es muy similar al descrito para las proteinas Cry y Vip. Ademas se ha demostrado

que puede existir sinergismo entre InhA y las proteinas Cry (Dammak et al., 2015).

Otra metaloproteasa considerada recientemente como un nuevo factor de virulencia
de Bt es la proteina Bmpl que posee actividad nematicida hacia Caenorhabditis elegans.
Bpm1 posee similitud con otras metalopreteasas conocidas ya que presenta tolerancia a
altas temperaturas y valores de pH. Se ha observado de que Bpm1 tiene un efecto sinérgico
con la proteina Cry5Ba en su actividad nematicida destruyendo el intestino, sin embargo el
efecto que Bmpl causa sobre este 6rgano de las larvas susceptibles difiere del causado por
las proteina Cry5Ba. Se cree que Bmpl aumenta la osmolaridad del instestino y finalmente
acelera la entrada de Cry5Ba hacia la cavidad entérica para ejercer sus toxicidad (Luo et al.,
2013).

Bt produce ademas otra proteasa denominada Bel que actla de manera sinérgica con
la proteinas CrylAc aumentando la toxicidad de esta ultima hacia Helicoverpa armigera.
La proteina Bel actla de un modo similar a las proteinas enhancinas de los baculovirus que
degradan la membrana peritréfica del intestino medio en las larvas de los insectos
susceptibles. Se demostro que la proteina Bel actua de forma sinérgica con CrylAc
aumentando la toxicidad de esta Ultima hacia algunos lepidopteros (Fang et al., 2009).

Las enzimas quitinololiticas constituyen una familia de proteasas que hidrolisan el

enlace B-1-4 glicosidico de la quitina para formar mondémeros de N-acetilglucosamina y
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son producidas por muchos organismos (Barboza-Corona et al., 1999). Las quitinasas
producidas por Bt han sido centro de atencion de algunos investigadores en los Gltimos
afios. La quitina es el principal componente del exoesqueleto y también esta presente en la
membrana peritrofica que recubre el epitelio intestinal del insecto, por tanto seria razonable
pensar que las enzimas quitinoliticas producidas por Bt pueden aumentar su efecto tdxico
provocando dafios en la membrana peritréfica que facilitarian la unién de las proteinas Cry
con sus receptores. Se ha demostrado que la mezcla de enzimas quitinolitcas con esporas y

cristales de Bt tiene una mayor actividad insecticida (Wiwat et al., 2000).

En 2006 se descubrié un grupo de proteinas insecticidas a las que se nombraron
SiplA de las siglas en inglés “Secreted Insecticidal Proteins”. Estas proteinas posen efecto
toxico hacia coledpteros y su espectro de toxicidad es muy parecido al de las proteinas
Cry3A y Cry3Bb. Los genes que codifican las proteinas SiplA estdn presentes en
megaplasmidos al igual que las proteinas Cry y especificamente se cree que pueden estar
presentes en el plasmido que contine los genes cry3A. Las proteinas Sip tienen un pequefio
procentaje de similitud con las proteinas Mtx de Bacillus sphaericus (Donovan et al.,
2006).

Il 8. Caracterizacion de cepas de Bacillus thuringiensis.

A partir del descubrimiento de Bt se comenzaron a reportar nuevas cepas en todo el
mundo, por lo que fue necesario disefiar una forma apropiada para diferenciarlas y
caracterizarlas. En 1962 se propuso un método que se utiliza hasta la actualidad para la
clasificacion de las distintas cepas de Bt en funcion de la aglutinacion del antigeno del
flagelo bacteriano (antigeno H) (de Barjac y Bonnefoi, 1962). Para realizar esta
metodologia se utilizan antisueros de referencia y se analiza la aglutinacion de las cepas no
caracterizadas. Si la cepa no reacciona con ninguno de los antisueros conocidos, se
considera un posible nuevo serotipo. Posteriormente se obtiene un antisuero para esta cepa,
se compara con todos los serotipos para probar si existe reaccion cruzada, de ser negativo
se considera un nuevo serotipo. Hasta la fecha se han logrado discriminar un total de 71
serotipos o serovariedades de Bt (Tabla 1) (Lecadet et al., 1999; Roh et al., 2009).
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En la actualidad, la serotipificacion se considera un metodo eficiente y adecuado en
la caracterizacion de cepas de Bt; sin embargo, una de sus deficiencias es que existen cepas
autoaglutinables o bien sin flagelos las cuales no pueden ser clasificadas. Debido a las
limitaciones de esta metodologia se han desarrollada técnicas de biologia molecular para la
caracterizacion de cepas de Bt, lo cual también permite determinar la relacion filogenética
entre las cepas. Una de estas se basa en el analisis de la secuencia de aminoacidos de las
proteinas que conforman el flagelo lo cual permite diferenciar cepas de Bt de igual forma
que la serotificacion y caracterizar cepas autoaglutinables y cepas sin flagelos (Xu y C6té,
2008).

Por otro lado el cromosoma bacteriano contiene maltiples secuencias repetidas que
ocupan regiones intergénicas en sitios dispersos por todo el genoma. Estos bloques de
secuencias repetidas no codificantes pueden generan un patrén de bandas Unico para cada
cepa bacteriana. Esto permite el uso de la técnica del Rep-PCR para la caracterizacion de
diferentes especies bacterianas (Versalovic et al., 1998). Este método molecular ha sido
utilizado en la identificacion y clasificacion de cepas de Bt. Su uso ha demostrado que la
mayoria de las serovariedades posee un patron de bandas especifico y se han podido
caracterizar cepas autoaglutinantes y cepas no mdviles, ademas es un método eficiente,

rapido, reproducible y especifico (Reyes-Ramirez e Ibarra, 2005).

Adicionalmente Bt consta de un cromosoma que varia entre 4.3 y 5.7 Mb y posee
ademas una gran variedad de elementos extracromosdmicos, los cuales pueden ser de dos
tipos: los plasmidos pequefios de menos de 10 MDa, cuya funcion en la célula se desconoce

y los megaplasmidos, en donde se localizan los genes cry.
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Tabla 1. Serovariedades de Bacillus thuringiensis conocidas hasta la fecha.

Antigeno H Serovar Antigeno H Serovar
1 Thuringiensis 30 Medellin
2 Finitimus 31 Toguchini
3a, 3¢ Alesti 32 Cameroun
3a,3b, 3c khurstaki 33 Leesis
3a, 3b, 3d Mogi 34 Konkukian
3a, 3d Sumiyoshiensis 35 Seoulensis
3a, 3d, 3e Fukoakaensis 36 Malayensis
43, 4b Sotto 37 Andaluciensis
4a, Ac Kenyae 38 Oswaldocruzi
5a, 5b Galleriae 39 Brasiliensis
5a, 5¢ Canadienses 40 Huashongensis
6 Entomocidus 41 Soocheon
7 Aizawai 42 Jinghongiensis
8a, 8b Morrisoni 43 Guiyangiensis
8a, 8c Ostriniae 44 Higo
8b, 8d Nigeriensis 45 Roskildiensis
9 Tolworthi 46 Chanpaisis
10a, 10b Ddarmastatiensis 47 Wratislaviensis
10a, 10c Londrina 48 Bakearica
11a, 11b Toumanoffi 49 Muju
11a, 11c Kyushuensis 50 Navarriensis
12 Thopmsoni 51 Xiaguangiensis
13 Pakistani 52 Kim
14 Israelensis 53 Asturiensis
15 Dakota 54 Poloniensis
16 Indiana 55 Palmanyoliensis
17 Tohokuensis 56 Rongseni
18a, 18b Kumamotoensis 57 Pirenaica
18a, 18c Y0ss0 58 Argentinensis
19 Tochigiensis 59 Ibérica
20a, 20b Yunnanensis 60 Pingluonsis
20a, 20c Pondicheriensis 61 Sylvestriensis
21 Colmeri 62 Zhaodongiensis
22 Shadongiensis 63 Bolivia
23 Japonensis 64 Azorensis
24a, 24b Neoleonensis 65 Pulsiensis
24a, 24c Novosivirsk 66 Graciosensis
25 Coreanensis 67 Vazensis
26 Silo 68 Thailandensis
27 Mexicanensis 69 Pahangli
28a, 28b Monterrey 70 Sinensis
28a, 28c Jegathesan 71 Jordanica
29 Amagiensis
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El arreglo de plasmidos puede ser diferente entre las cepas y los pesos moleculares
oscilan entre 1.4 y 180 MDa, con un nimero de 2 a 17 plasmidos por célula y presenta un
patron Unico en su arreglo por lo que el nimero y tamafio de las bandas plasmidicas es una
herramienta Util en la caracterizacion de cepas .El analisis de plasmidos menores de 30
MDa permite diferenciar cepas de Bt de forma compatible con la serotipificacion, ademas
permite inferir posibles relaciones filogenéticas debido a la presencia de un mismo patrén
basico para cada serotipo (Reyes-Ramirez e Ibarra, 2008).

El MLST del inglés “Multilocus Secuence Typing” es una poderosa herramienta en
la determinacion de relaciones genéticas y se emplea en taxonomia bacteriana. Es un
método de caracterizacion de aislados microbianos por medio de la secuenciacion de
fragmentos internos de genes esenciales para el metabolismo (“house keeping genes”) y se
disefio inicialmente para estudios epidemioldgicos. Esta técnica tiene la ventaja de que los
datos obtenidos se pueden compartir a traves de Internet sin necesidad de intercambiar
cultivos vivos. Para realizar el MLST, fragmentos de aproximadamente 500 pb de longitud
de 6 0 7 genes son secuenciados, a cada secuencia se le asigna un marcador alélico y cada
combinacion alélica o perfil alélico se le asigna un niumero de secuencia tipo (Jolley et al.,
2004). Actualmente existen bases de datos de combinaciones alélicas de bacterias y hongos
para el andlisis y comparacion de microorganismos que son muy utiles, lo cual se ha

demostrado para el estudio las bacterias del grupo cereus (Soufiane y Baizet, 2013).

La secuencia de los genes del RNAr, especialmente la secuencia de la subunidad 16
S del RNAr representa el blanco de estudio mas importante en la evolucion y la ecologia
bacteriana, incluyendo la determinacion de relaciones filogenéticas y la exploracion de la
diversidad bacteriana en diversos ambientes (Vétrovsky y Baldrian, 2013). En el grupo
cereus de Bacillus se ha encontrado que esta secuencia presenta un alto porcentaje de
similitud. Una variante de este método de caracterizacion es la ribotipificacion. Esta es una
técnica que se basa en el andlisis del polimorfismo de la longitud de los fragmentos de
restriccion (RFLP) de secuencias gendmicas codificantes de rDNA. Permite obtener un
patron de bandas util para identificar y tipificar cepas de microorganismos. Esta
metodologia también se ha empleado para realizar analisis filogenéticos entre serotipos de
Bt (Joung y CO6té, 2001). El gen que codifica para la subunidad mayor del RNA 23S rRNA
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posee un mayor tamafio que el 16S rRNA y ademas se ha detectado que existe una mayor
variabilidad entre diferentes especies bacterianas, esto hace que pueda ser una mejor opcién
teniendo en cuenta el gran porcentaje de homologia que presentan los miembros del grupo
cereus en el gen 16S rRNA (Bavikyn et al., 2004).

Tambien, el gen gyrB codifica para la subunidad Il de la enzima DNA girasa,
conocida también como topoisomerasa Il. Esta enzima regula el enrollamiento de las
cadenas de DNA vy se encuentra presente en todas las especies bacterianas por lo que se ha
propuesto también como marcador molecular para la clasificacion y caracterizacion de
bacterias y también se ha utilizado para establecer diferencias entre serotipos de Bt
(Soufiane y C6té, 2009). Este método es muy rapido y reproducible teniendo en cuenta que
se requiere solo una reaccion de PCR, la posterior secuenciacion y analisis filogenético de
las secuencias. Se propone emplear este método en vez de la hibridacion DNA: DNA que
es mucho mas caro (La Duc et al., 2004). Una variante de este método incluye la digestion
posterior de los productos de PCR con la endonucleasa Sau3Al, lo cual no sélo permite
establecer diferencias entre B. cereus y Bt sino entre cepas de este Gltimo microorganismo
sin necesidad de secuenciacion y acortando el tiempo obtencion de los resultados finales
(Awad et al., 2007).

Uno de los aspectos mas importantes en la caracterizacion de cepas de Bt es la
identificacion de los genes cry que estas poseen ya que permite el descubrimiento de
nuevas proteinas Cry y ademas puede establecer un posible rango de toxicidad adn sin
realizar bioensayos, teniendo en cuenta de que algunos grupos de proteinas Cry so6lo
presentan toxicidad hacia ciertos ordenes de insectos. Inicialmente para la deteccion e
identificacion de genes cry se empleaban iniciadores generales para amplificar algunos
genes en particular. Esta metodologia consumia demasiado tiempo ya que se debia realizar
un PCR por cada gen cry que se deseaba amplificar, ademas presentaba limitaciones ya que
algunos genes cry no podian ser detectados. Posteriormente se disefid un sistema de tres
grupos de iniciadores basados en secuencias conservadas entre todas las proteinas Cry de
tres dominios que permitia amplificar varios genes cry en una unica reaccion de PCR. Este

método es potencialmente capaz de amplificar todos los genes cry de las proteinas Cry de
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tres dominios que se conocen hasta la fecha y mediante su uso se han podido identificar

nuevos holotipos de proteinas Cry (Noguera e Ibarra, 2010).

11 9. Mutagénesis dirigida

La mutagenesis dirigida es una poderosa herramienta de biologia molecular que se
ha utilizado por mas de tres décadas para alterar la secuencia de nucledtidos del DNA. Se
ha empleado en estudios de caracterizacion de genes, relaciones de estructura funcion en
proteinas, interacciones proteina-proteina, union de proteinas a dominios especificos y el
estudio de sitios activos de algunas enzimas (Carrigan et al., 2011). En este tipo de
manipulacion del DNA se altera la secuencia de nucledtidos y se estudian los efectos de
estas modificaciones en los genes y las proteinas que estos codifican. Se han disefiado
varios protocolos de mutagénesis dirigida que utilizan DNA de simple y doble cadena
como molde para obtener las modificaciones. Los métodos en los que se utiliza DNA de
cadena simple son muy laboriosos y consumen mucho tiempo, mientras que aquellos en los
que se emplea DNA de doble cadena se utilizan con mayor frecuencia y existen mayor
nimero de Kits comerciales en los que se emplean iniciadores de oligonucledtidos

mutagenicos.

Los sistemas mas utilizados con DNA de doble cadena son los procedimientos de
mutagénesis dirigida mediante un PCR (Braman et al., 1996). De manera general en este
tipo de técnica el primer paso es la desnaturalizacion del DNA de doble cadena,
posteriormente los iniciadores reconocen sitios de complementacién en el DNA y comienza
la extension del mismo por la accion de una DNA polimerasa especifica y de alta fidelidad.
Como paso final el producto de PCR se somete a digestion con la enzima endonucleasa
Dpnl que degrada el DNA parental metilado (Landt et al., 1990).

En el caso particular de Bt, la mutagénesis dirigida ha sido de gran utilidad para el
estudio de las interacciones entre los diferentes receptores y las proteinas Cry, de manera
tal que se han podido identificar en varios casos cuales son los aminoacidos que participan
directamente en estas interacciones con su receptor (Zufiiga-Navarrete et al., 2015).
Ademas se he explorado mediante diferentes sustituciones y deleciones el papel que juegan
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algunos aminodcidos en las interacciones antes mencionadas, dando lugar a la generacion

de proteinas Cry mucho mas toxicas (Deist et al., 2014).

El intercambio de dominios mediante ingenieria de proteinas ha permitido obtener
diversas quimeras constituidas por diferentes dominios de varias proteinas Cry. Estas
nuevas proteinas poseen dominios intercambiados que les permiten tener un espectro de
toxicidad mas amplio e incluso aumentar su toxicidad especifica hacia insectos
originalmente susceptibles (Abdullah et al., 2003). Este método es uno de los mas antiguos
empleados en la ingenieria de proteinas con el objetivo de obtener toxinas con nuevas
propiedades. Con frecuencia se utiliza en intercambio del Domino 11 entre proteinas Cry ya
que este estd relacionado con la unién a receptores presentes en insectos especificos (de
Maagd et al., 1996; Naimov et al., 2001).

Otra de las aplicaciones de la mutagénesis dirigida para el mejoramiento de las
proteinas Cry ha sido la introduccion de modificaciones para facilitar la activacion
proteolitica de las mismas. Como se menciond anteriormente la activacion de las proteinas
Cry es mediada por la accién de proteasas alcalinas del intestino de los insectos. En algunos
casos la resistencia de los insectos a las proteinas Cry se debe a un incompleto
procesamiento proteolitico de la protoxina (Rajagopal et al., 2009). Para corregir estos
problemas se han insertado adecuadamente mediante mutagénesis dirigida, sitios de corte
que pueden ser reconocidos por las proteasas intestinales del insecto lo cual ha resultado en
una correcta activacion de la protoxina (Walters et al., 2008). De igual manera se han
eliminado sitios de reconocimiento de enzimas proteoliticas que se encuentran en la region
interna de la protoxina evitando la degradacion y aumentando la toxicidad de la misma
(Bah et al., 2004).

Por otra parte la delecion de segmentos de aminoacidos especificos en las proteinas
Cry permite evadir algunos pasos necesarios para la activacion de las mismas, de esta
manera las proteinas mutadas interactian con mayor facilidad con los receptores de la
membrana del intestino medio de los insectos susceptibles (Soberon et al., 2007). Ademas
se ha logrado cambiar la especificidad de algunas proteinas Cry logrando que sean tdxicos a

otros insectos que anteriormente no eran afectados por las mismas. En un ejemplo
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particular se modificaron los lazos 1y 2 del dominio Il de la proteina CrylAa mimetizando
los lazos 1 y 2 del mismo Dominio de la proteina Cry4Ba. Como consecuencia la proteina
CrylAa modificada perdio su toxicidad hacia Manduca sexta y gano toxicidad hacia Culex

pipiens (Liu y Dean, 2006).

11 10. Aplicaciones biotecnoldgicas de Bacillus thuringiensis y las proteinas Cry

Programas intensivos de busqueda en diferentes laboratorios a nivel mundial han
permitido el aislamiento y la caracterizacion de nuevas cepas de Bt portadoras de nuevos
genes cry con diferentes potencialidades. Sin embargo este tipo de andlisis implica el
estudio de cientos de cepas de manera individual, lo cual consume mucho tiempo y en
ocasiones del total de cepas estudiadas sélo se encuentran unas pocas que realmente poseen
una alta toxicidad y que constituyen posibles candidatos para la formulacion de nuevos

productos convencionales de Bt.

Existen en el mercado cientos de formulaciones de Bt que contienen esporas y
cristales. Las presentaciones de estos productos son generalmente en forma de sélidos
(polvos o granulos) y liquidos que se aplican por aspersion. En el sector agricola, los
productos de Bt se aplican principalmente para el control de lepidopteros en cultivos como:

maiz, sorgo, soya, algoddn y tabaco (Rosas-Garcia, 2008).

Luego del descubrimiento de que los plasmidos de Bt se pueden transferir a otras
cepas mediante conjugacion se abrieron nuevas puertas para el desarrollo de nuevas cepas
productoras de varias proteinas Cry seleccionadas para el control de una plaga en particular
0 bien la combinacion de genes para generar cepas toxicas tanto a lepiddpteros como a
coledpteros (Kalman et al.,, 1995). También se ha probado la introduccion mediante
conjugacion de genes cry en bacterias que persisten en la filosfera de algunas plantas. Estas
bacterias modificadas no son estrictamente transgénicas (Bora et al., 1994).

Otra estrategia para mejorar la explotacion de las proteinas Cry y aumentar su
potencial entomopatdgeno involucra la diversificacion o mejora de la manera en que estas

proteinas son liberadas. Varios sistemas de liberacion se han desarrollado con el objetivo de
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aumentar la persistencia de las proteinas Cry en el campo. El primero de estos permite la
produccion de proteinas Cry por otras bacterias no patégenas que son inactivadas mediante
procesos quimicos Y fisicos al finalizar el proceso de fermentacion, mientras las toxinas
guedan encapsuladas en la célula que las protege de la degradacion por los rayos UV (Stock
et al.,, 1990). Para combatir insectos del suelo que se alimentan de raices e insectos
chupadores se implementaron estrategias semejantes expresando genes cry en bacterias
colonizadoras de la rizosfera (Selinger et al., 1998) y bacterias endosimbidticas de las
plantas (Subashini et al., 2011). También se han expresado proteinas Cry con actividad
mosquitocida en bacterias acuaticas que habitan en la zona de alimentacion de algunos

mosquitos (Guevara et al., 2004).

Aunque inicialmente se utilizé6 la conjugacién para manipular cepas de Bt
posteriormente se emplearon procedimientos de transformacion que representaron nuevas
posibilidades para mejorar el potencial entomopatogeno de Bt creando variantes
modificadas de algunas cepas con una mayor actividad insecticida. La primera cepa de Bt
recombinante que se produjo contenia genes cry con actividad hacia coledpteros y
lepidopteros ampliando de esta manera su rango de toxicidad (Lecadet et al., 1992). Se
construyeron ademas cepas recombinantes que producian melanina en conjunto con las
proteinas Cry para proteger a estas de las radiaciones ultravioletas, porque a pesar de
aumentar la toxicidad y el rango de accion de las proteinas Cry, todavia los factores
medioambientales contintan siendo un aspecto limitante en la persistencia de las toxinas de

Bt en las hojas de las plantas.

Mediante ingenieria genética se han obtenido varias especies de plantas con genes
cry o vip de Bt, lo cual les confiere resistencia a las plagas. Entre los cultivos mas
importantes que se han transformado se encuentran el algodén, el maiz, el arroz y la soya.
Comunmente se hace referencia a este tipo de plantas como “plantas o cultivos Bt”. Los
principales paises que han adoptado este tipo de cultivos son Estados Unidos, Argentina,
Brasil, China e India lo cual ha permitido disminuir considerablemente el uso de

insecticidas quimico (Romeis et al., 2006).
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111 JUSTIFICACION

Las proteinas Cry son consideradas los principales factores de virulencia de B.
thuringiensis sin embargo a pesar del gran nimero de proteinas Cry reportadas hasta la
fecha sélo una pequefia parte de estas poseen actividad insecticida y una porcién ain mas
pequefia contiene proteinas altamente toxicas. Es por ello que la busqueda de nuevas cepas
nativas de B. thuringiensis se ha intensificado, con el objetivo de encontrar nuevas cepas
con mayor toxicidad y/o mayor espectro de actividad que ademas puedan ser portadoras de
nuevos genes cry. El estudio y la caracterizacion de la cepa LBIT-1200 permitiran
demostrar que es una cepa nativa y original, y que puede ser empleada para el control
biolégico de insectos que afectan la produccion agricola. Ademas, la identificacion de
genes cry y el andlisis de otros factores de virulencia aportaran informacion valiosa para

comprender mejor la toxicidad de la misma hacia lepidopteros.

IV Hipotesis

La caracterizacion de la cepa Bacillus thuringiensis LBIT-1200 permitira
determinar que es una cepa original y con alto potencial para su desarrollo como
bioinsecticida, y permitira identificar nuevos factores de virulencia que pudieran contribuir

a una mayor toxicidad.
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V OBJETIVOS

V1. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la cepa Bacillus thuringiensis LBIT 1200 e identificar los factores de

virulencia relacionados con su toxicidad.

V2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar el espectro de toxicidad de la cepa B. thuringiensis LBIT-1200 en insectos
de diferentes drdenes (Coledptera, Diptera y Lepidoptera) y nematodos.

2. Determinar la concentracion letal media (CLsg) de la cepa B. thuringiensis LBIT-

1200 en insectos susceptibles.

3. Caracterizar la cepa B. thuringiensis LBIT-1200 desde el punto de vista molecular,

bioquimico y seroldgico.

4. ldentificar los genes cry presentes en la cepa B. thuringiensis LBIT-1200.

5. ldentificar los genes vip presentes en la cepa B. thuringiensis LBIT-1200.

6. Evaluar el efecto toxico de las proteinas Vip en insectos susceptibles.

7. ldentificar los factores que incrementan la toxicidad de la cepa LBIT-1200.
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VI. MATERIALES Y METODOS

VI 1. Cepas bacterianas

Las cepas de Bacillus thuringiensis (Bt) utilizadas se obtuvieron del cepario del
Laboratorio de Bioinsecticidas de la Unidad Irapuato del Centro de Investigacion y
Estudios Avanzados del IPN. Para los diferentes estudios que se realizaron se emplearon
las cepas estandar: HD-1, HD-73 y NRD-12 (serovar kurstaki), ISP-82 (serovar
israelensis), LBIT-441 (cepa tenebrionis), LBIT-682 (serovar xiaguangiensis) y la cepa de
estudio LBIT-1200. Las cepas se sembraron en agar para métodos estandar (Difco) a 28 °C
y en medio liquido LB (Luria-Bertani) para la extraccién de DNA. Las transformaciones se
hicieron en Escherichia coli Topl0 y DH5a (Invitrogen) usando medio de LB maés
carbenicilina (100 pg/ml) con incubacién a 37 °C y la cepa acristalifera de Bt LBIT-601 del
serotipo kurstaki en medio LB maés eritromicina (50 ug/ml). Para los bioensayos las cepas
de Bt se sembraron en medio liquido BHI (Infusidon Cerebro Corazén) hasta la autolisis del
cultivo (240 rpm, 28° C), posteriormente se centrifugaron para desechar el sobrenadante y
se lavaron tres veces con agua destilada estéril, el pellet se congelé a -20° C vy
posteriormente se liofilizé (Labconco). EI complejo espora cristal liofilizado de cada cepa

se guardé a 4° C hasta su uso.

VI 2. Evaluacion de la toxicidad Bacillus thuringiensis LBIT-1200 mediante
bioensayos preliminares

Para evaluar el rango de toxicidad de la cepa B. thuringiensis LBIT-1200 se
realizaron bioensayos burdos empleando altas concentraciones del complejo espora-cristal
de la bacteria mediante procedimientos establecidos en el Laboratorio de Bioinsecticidas,
CINVESTAV-Irapuato. Se analiz6 la toxicidad de la cepa LBIT-1200 frente a larvas de
Manduca sexta (Lepidoptera), Trichoplusia ni (Lepidoptera), Spodoptera frugiperda
(Lepidoptera), Galleria mellonella (Lepidoptera), Aedes aegypti (Diptera), Tenebrio
molitor (Coleoptera), Leptinotarsa texana (Coleoptera) y el neméatodo Caenorhabditis

elegans.
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Con el fin de corroborar la toxicidad de las cepa LBIT-1200, se realizaron
bioensayos burdos utilizando una mezcla del complejo espora-cristal. Para los bioensayos
semifinos contra M. sexta, T. ni, y S. frugiperda, el complejo espora-cristal se diluy6 en una
solucion de Tween 80 al 0.02 % hasta quedar a una concentracion de 10 mg/ ml.
Posteriormente se afiadieron de forma homogénea 200 ul de la suspension sobre la
superficie de cajas Petri con dieta artificial para cada uno de los insectos. Se colocaron en
cada caja Petri 20 larvas de primer instar y como control positivo en todos los bioensayos
se utilizé la cepa estandar de Bt HD-1. Se realizaron tres réplicas por cada tratamiento y se
mantuvieron a una temperatura de 28+ 2° C y un fotoperiodo de 14:10 luz: oscuridad (L:O).
Las condiciones de humedad relativa (HR) cambiaron segln la especie de lepiddpteros.
Para M. sexta la HR fue de 80% mientras que para T. ni y S. frugiperda la HR fue de 65-70

%. La mortalidad se determino cinco dias después en todos los casos.

Los bioensayos con G. mellonella se realizaron en placas de microtitulacion
de 24 pocillos. Se prepar6 agar con una solucion de miel al 20 %, se cortaron unos
pequefios bloques de 2 cm de largo y 0.8 cm de didmetro y se sumergieron en una
suspension del complejo espera cristal a una concentracion de 10 mg/ml. Los bloques se
secaron al aire por 20 minutos y se colocé un blogue en cada pocillo junto a una larva de G.
mellonella de tercer instar. Se realizaron tres réplicas por cada tratamiento (en cada
tratamiento se emplearon 20 larvas) y se utilizd la cepa de HD-1 como control positivo.
Las placas de 24 pocillos se colocaron a una temperatura de 28° C, un fotoperiodo de 14:10
L:O y una HR de 65-70%. La mortalidad de determind 5 dias después.

En el caso de A. aegypti, se colocaron 20 larvas del cuarto instar en
recipientes con 100 ml de agua corriente que contenian una asada del cultivo autolisado de
la cepa LBIT-1200 en medio de agar para métodos estandar. Como control positivo se
empled en este bioensayo preliminar la cepa de Bt ISP-82 del serovar israelensis. La
mortalidad se determind a las 24h. Se realizaron tres réplicas por tratamiento. Los

recipientes con los bioensayos se mantuvieron a una temperatura de 28+2°C.

Para los bioensayos con L. texana las larvas de tercer instar se mantuvieron en

ayuno durante 24 horas y pasado este tiempo se pesaron y se anot6 el peso de cada una de
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ellas. Los bioensayos se realizaron en placas de microtitulacion de 24 pozos. Se emplearon
diez larvas por cada tratamiento y tres réplicas por cada uno. A las larvas en ayuno se les
alimentd por via oral con 2 ul de una solucidon de sacarosas al 20% que contenia una
suspension del complejo espora cristal liofilizado de la cepa LBIT-1200 a una
concentracion final de 10 mg/ml. Como control positivo se empleo la cepa LBIT-441. Las
larvas tratadas se colocaron posteriormente en las pozos de las placas de titulacion con dieta
natural de trompillo (Solanum elaeagnifolium) a una temperatura de 28+2 °C con un
fotoperiodo de 14:10 L:O y una HR del 80%. Las larvas se pesaron individualmente a las
24,48 y 72 horas.

Para T. molitor se cortaron rodajas de zanahoria con un sacabocados nimero 9, se
emplearon 10 rodajas por cada tratamiento y tres réplicas por cada uno. A cada rodaja se le
adiciono 10 pl de una suspension del complejo espora-cristal en Tween 80 al 0.02 % vy se
disemind la suspension en toda superficie de las rodajas de zanahoria. Posteriormente se
dejaron secar 10 minutos al aire y se colocaron en placas de microtitulacion de 24 pocillos
y a cada pocillo se le adicion6 una larva de T. molitor. Las placas de microtitulacion se
mantuvieron en oscuridad total a una temperatura de 28+2°C y una HR de 20-25 %. Como

control positivo se utilizd la cepa LBIT-441 y la mortalidad se determind 5 dias después.

VI 3. Bioensayos con lepidopteros para determinar la concentracion letal media
(CLso) empleando el complejo espora-cristal

Luego de realizar los bioensayos burdos para determinar la toxicidad de la cepa
LBIT-1200 hacia insectos de diferentes drdenes se procedié a determinar la CLsy (dosis a la
gue muere la mitad de la poblacion de insectos empleados en el bioensayo) de LBIT-1200
frente a los insectos que fueron sensibles a esta cepa. Los bioensayos se realizaron con los
lepidopteros M. sexta, T. ni y S. frugiperda. Las condiciones empleadas fueron las mismas
que se describieron anteriormente, pero se usaron 6 dosis con concentraciones diferentes
del complejo espora-cristal que fueron ajustadas para determinar las CLspy un minimo de
tres réplicas por cada dosis. Como control negativo se adiciono a las cajas Petri con dieta
artificial una solucion de Tween 80 al 0.02 %. En estos bioensayos también se incluyo la

cepa estandar de Bt HD-73 para determinar la CLs de la misma contra estos insectos. Los

36



datos de mortalidad obtenidos en estos bioensayos que cumplieron con ciertos requisitos
estadisticos, se procesaron mediante analisis estadistico PROBIT para estimar la CLsy y
otros parametros Utiles para realizar comparaciones entre los valores de CLsy de las cepas

de Bt analizadas.

V1 4. Bioensayos con lepiddpteros para determinar la concentracion letal media
(CLso) empleando cristales puros

Para obtener cristales puros, las cepas LBIT-1200 y HD-73 se cultivaron en medio
de leche peptonizada hasta que se obtuvo la autoélisis del cultivo (240 rpm, 28 °C). Las
muestras se pasaron a frascos especiales para el rotor Sorvall GSA y se centrifugaron a
10,000 rpm durante 15 min. La pastilla obtenida fue lavada un minimo de tres veces con
agua destilada con el objetivo de eliminar los restos celulares. Los polvos de los complejos
espora-cristal fueron obtenidos al congelar y liofilizar la pastilla. Para obtener los cristales
purificados, la pastilla fue resuspendida en una solucion de sacarosa al 10% Yy centrifugada
a través de un gradiente discontinuo de sacarosa (57 a 82 %, peso/volumen). Las bandas
obtenidas fueron colectadas y lavadas dos veces con agua destilada. Finalmente, los

cristales se congelaron, liofilizaron y almacenaron para su uso posterior.

Los bioensayos se realizaron con los lepiddpteros M. sexta y T. ni. Las condiciones
empleadas fueron las mismas que se describieron anteriormente. Se emplearon 6 dosis con
concentraciones diferentes de cristales puros que fueron ajustadas para determinar las CLsg
y un valor minimo de tres réplicas por cada dosis. Como control negativo se adicion6 a las
cajas Petri con dieta artificial una solucion de Tween 80 al 0.02 %. En estos bioensayos
también se incluyo la cepa estandar de Bt HD-73 para determinar la CLso de los cristales
puros de esta cepa contra estos insectos. Los datos de mortalidad obtenidos en estos
bioensayos que cumplieron con los requisitos estadisticos, se procesaron mediante analisis

estadistico PROBIT para estimar la CLso,
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V1 5. Determinacion de la morfologia de los cristales de la cepa LBIT-1200

Para determinar la morfologia de los cristales producidos por la cepa LBIT-1200 se
empled una técnica de tincion negativa y Microscopia Electronica de Transmision (TEM).
La cepa se cultivd en medio Leche Peptonizada hasta que autolisis del cultivo. La
esporulacién fue monitoreada por microscopia de contraste de fases hasta la autolisis
celular completa. EI complejo espora-cristal se lavé tres veces consecutivas por
centrifugacion y agua destilada estéril, los pellets fueron resuspendidos en agua destilada.
La concentracion del complejo espora-cristal se ajustd hasta obtener una distribucion de
cristales apropiada, la cual fue observada bajo el microscopio de contraste de fases. Luego
2 Ul de cada suspension se dispersé sobre rejillas de TEM cubiertas con Formvar y secada
al aire. Enseguida se vertié 5 pl de acido fosfotingstico al 1.5%, pH 6.8 sobre las muestras
secas, luego de 2 minutos se secaron las muestras con papel de filtro y después se
sumergieron en agua destilada estéril. Las rejillas fueron secadas al aire, examinadas y
fotografiadas en un microscopio de electronico de transmision Phillips Morgani, operado
con un voltaje de aceleracion de 70 KV y 5600X de magnificacién. De las fotografias de
cada muestra, un total entre 15 y 25, los cristales se midieron individualmente a lo largo y
se determing el valor medio de las mediciones que correspondio al valor aproximado de la
longitud de los cristales de la cepa LBIT-1200. Este valor se comparé con la longitud de los

cristales de HD73 mediante analisis estadistico.

VI 6. Anadlisis del contenido proteico de los cristales de la cepa LBIT-1200

La cepa LBIT-1200 se cultivé en medio de Leche Peptonizada hasta autdlisis, el
pellet se lavo tres veces con agua destilada estéril y posteriormente se diluyd en agua
destilada estéril, se midié la DOgg Yy Se ajusto la concentracion del complejo espora cristal
a un valor de 4. Se tomaron alicuotas de 10 pl y se mezclaron con 10 ul de buffer 2X de
Laemmli (Tris-HCI 0.25 M, SDS 2%, glicerol 40%, beta-mercaptoetanol 5%, Azul de
bromofenol 0.001%) (Laemmli, 1970). Finalmente 10 pl de las mezclas se cargaron en
geles de poliacrilamida al 10% en condiciones desnaturalizantes con dodecil sulfato de
sodio (SDS-PAGE) y la corrida electroforetica se realizdé a 80 V por 4h. Los geles fueron
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tefiidos en una mezcla de metanol al 40%, &cido acético al 7%, azul brillante de Coomassie
0.25%, durante 1h y destefiidos en una mezcla de metanol al 40% y Ac. Acético al 7%
durante 1.5 horas. El marcador de peso molecular utilizado en la corrida electroforética fue
el Page Ruler™ Plus Prestained Protein Ladder (Invitrogen). Se emplearon como controles

comparativos en este estudio las cepas estandar de Bt HD-1 y HD73.

VI 7. Serotipificacion

Se realizd la técnica de serotipificacion mediante microaglutinacion en placas de
titulacion de 96 pozos (Laurent et al., 1996). La cepa LBIT-1200 se cultivd en medio LB
durante 12 horas, las células se lavaron dos veces con agua destilada estéril y se
resuspendieron en solucién salina (NaCl 0.85%). Se emplearon antisueros policlonales
procedentes del Laboratorio de Bacterias Entomopatdgenas del Instituto Pasteur (Paris,
Francia). Los antisueros se diluyeron con solucion salina y se colocaron en cada pocillo 10
ul de antisuero diluido y 90 pul de suspension bacteriana ajustada a una concentracion de
DOggo =1. Las placas se incubaron durante 2 horas a 37 °C y posteriormente se observaron
los resultados empleando un microscopio estereoscopico. Como controles se emplearon las
cepas HD-1 (serotipo kurstaki), ISP-82 (serotipo israelensis), LBIT-441 (serotipo
tenebrionis) y LBIT-682 (serotipo xiaguangiensis).

V1 8. Deteccion de p-exotoxinas

Para la deteccion de B-exotoxina se realizd un bioensayo cualitativo disefiado por
Sanchez-Soto y colaboradores (2015) en el cual se emplea el nematodo C. elegans. La cepa
LBIT-1200 se cultivd en medio liquido de Leche Peptonizada hasta autdlisis, el cultivo se
centrifugd a 10000 rpm durante 20 minutos, el pellet se desecho y el sobrenadante esteriliz6
en autoclave durante 20 minutos. Se emplearon 100 larvas de tercer instar del nematodo C.
elegans en 500 pL de agua destilada estéril que se colocaron en placas de microtitulacion
de 96 pocillos, inmediatamente se afiadieron ademas 500 puL de sobrenadante estéril. Las
placas se mantuvieron a 20 °C. La motilidad de los nematodos se monitoreé cada 24 horas
con un microscopio invertido de contraste de fases (Zeiss). Como control positivo se

empled en este estudio sobrenadante estéril de la cepa NRD-12 y como control negativo
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agua destilada estéril. Se considera que un bioensayo es positivo cuando las larvas de C.

elegans no presentaban motilidad al ser observadas en el microscopio.

V1 9. Extraccion de DNA gendémico

Se obtuvo un inoculo bacteriano de la cepa LBIT-1200 en 2 mL de medio LB con
agitacion a 200 rpm y 30° C durante 16 horas. El cultivo se centrifugd a 8000 rpm durante 5
minutos y se elimind el sobrenadante. El pellet se resuspendio en 300 mL de buffer J (Tris-
HCI 1M, EDTA 0.1M, NaCl 0.15M, pH 8) que contiene ademéas 40 mg/ml de lisozima y se
incubd durante 45 minutos a 37° C. Posteriormente se le adicion6 20 ul de SDS al 10% vy se
homogenizd suavemente, luego se incubd 20 minutos a 70° C y se adicionaron 10 ul de las
enzimas RNAsa (10 mg/mL) y Proteinasa K (10 mg/mL). Se incubd 1 hora y media a 60°
C, se adicion6 50 pl de NaCl al 5M y se agité suavemente en hielo por 15 minutos. Luego
se centrifugd a 13000 rpm por 20 minutos, se recuperd el sobrenadante, se le adiciond 400
ul de isopropanol frio y se incub6 a -70° C por 30 minutos. Como paso final del proceso de
extraccion de DNA gendmico se volvié a centrifugar a 13000 rpm durante 20 minutos, se
elimind el sobrenadante, se lavoé el pellet con 200 pl de etanol al 70 %, posteriormente se
dejo secar a temperatura ambiente, se resuspendio en agua destilada estéril y el DNA se

conservo a una temperatura de -20° C para uso en posteriores experimentos.

VI 10. Analisis de la secuencia de aminoacidos de la flagelina

Se amplifico el gen de la flagelina empleando los iniciadores y condiciones de PCR
descritas por Xu y Coété (2008). Los iniciadores seleccionados estdn disefiados para
amplificar la region central del gen de la flagelina, la cual codifica para los epitopos
responsables de la reaccion inmunolégica que se utiliza en los métodos de serotificacion de
Bt. Los inciadores empleados para el PCR fueron los siguientes: hagF 5'-
agtacatgcgccaaaaccaag-3~ y hagR 5°-gtttgcttgagaaagcatgct-3°. Se prepar0 una mezcla de
reaccion para el PCR que contenia 100 ng de cada iniciador, 100 ng de DNA gendmico, 0.1
mM de MgSQOy, 0.8 mM de dNTPs, 1U de Platinum® Tag DNA Polimerasa High-Fidelity
(Invitrogen) y un volumen final de 50 pl. Las condiciones de amplificacion fueron las
siguientes: un paso de desnaturalizacion inicial de 5 min. a 95° C, 30 ciclos que consistian
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cada uno con un paso final de extension de 7 min. a 72° C y una conservacion a 4°C, el
tiempo requerido. Para la visulacion de los productos de PCR se utilizaron 2 pl que se
cargaron en geles de agarosa al 1% y buffer 1X Tris-Acetato-EDTA (40mM Tris-acetato, 1
mM EDTA) y se corrieron durante 45 minutos a 90 V. Posteriorente se tifieron con GelRed
1X (Biotium) y se fotografiaron en el sistema Gel Doc TM XR+ Gel Documentation
system (BioRad Corporation) bajo luz ultravioleta. EI marcador de peso molecular utilizado
fue 1Kb Plus (Invitrogen). De los productos de PCR se tomaron 20 pl y se enviaron a
secuenciar a la empresa Macrogen USA, la secuencia obtenida se introdujo en el programa
informético MEGA 6.0, se tradujo la secuencia de nucleétidos a secuencia de aminoacidos
y se se realizo un analisis Blast

https://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE TYPE=BlastSearch . Finalmente se realiz6

un alineamiento de esta secuencia de aminoacidos con otras depositadas en GenBank y que

corresponden a diferentes serotipos de Bt para realizar un andlisis filogénetico ( Tabla 2).

VI 11. Anadlisis de secuencias multilocus

Se realiz6 un analisis de la secuencias concatenadas de siete genes de tipo “house
keeping” utilizando los iniciadores y condiciones de amplificacion propuesto por Priest et
al., 2004. Los genes analizados fueron : glpF (glycerol facilitator), gmk (guanylate kinase),
ilvD (dihydroxy-acid dehydratase), pta (phosphate acetyltransferase), pur (, pycA (pyruvate
carboxylase), pycA (pyruvate carboxylase ATP-binding subunit) y tpi (triosephosphate
isomerase). Los iniciadores empleados para la amplificacion de cada uno de los genes y las
temperaturas de alineamiento de cada uno de ellos se muestra en la Tabla 3. Se prepard una
mezcla de reaccién para el PCR que contenia 100 ng de cada iniciador, 100 ng de DNA
genémico, 0.1 mM de MgSO4, 0.8 mM de dNTPs, 1U de Platinum® Taq DNA Polimerasa
High-Fidelity (Invitrogen) y un volumen final de 50 pl. Las condiciones de amplificacion
fueron las siguientes:. un paso de desnaturalizacion inicial de 5 min. a 94°C, 30 ciclos que
consistian cada uno en desnaturalizacion de 1 minuto a 94° C, alineamiento de 30 segundos
a la temperatura adecuada para cada gen y extension de 1 minuto a 72° C con un paso final

de extension de 7 minuto a 72° C y una conservacion a 4° C, el tiempo requerido.
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Tabla 2. NUmero de acceso de GenBank de las secuencias de la flagelina de diferentes
serotipos de B. thuringiensis usados en el analisis filogenético del serotipo de la cepa LBIT-

1200

NUmero de acceso

Serotipo GenBank
Alesti EF595771
Alesti EF595772

kurstaki EF595774

kurstaki EF595775
kurstaki EF595776
sumiyoshiensis EF595777
fukuokaensis EF595778
Sotto EF595779
kenyae DQ377249
kenyae EF595782
galleriae DQ377226
galleriae EF595785
canadensis DQ377227
entomocidus DQ377250
entomocidus EF595788
morrisoni DQ377229
morrisoni EF595789
ostriniae DQ377251
nigeriensis DQ377252
darmstadiensis DQ377242
londrina DQ377230
toumanoffi DQ377254
kyushuensis DQ377255
kumamotoensis DQ377293
Y0s00 DQ377300
yunnanensis DQ377260
pondicheriensis DQ377261
neoleonensis DQ377265
novosibirsk EF595791
monterrey DQ377233
jegathesan DQ377234
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Para la visulacion de los productos de PCR se utilizaron 2 pl que se cargaron en
geles de agarosa al 1% y buffer 1X Tris-acetato-EDTA (40mM Tris-acetato, 1 mM EDTA)
y se corrieron duarnte 45 minutos a 90 V. Posteriorente se tifieron con GelRed 1X
(Biotium) y se fotografiaron en el sistema Gel Doc TM XR+ Gel Documentation system
(BioRad Corporation) bajo luz ultravioleta. EI marcador de peso molecular utilizado fue
1Kb Plus (Invitrogen). De los productos de PCR se tomaron 20 pl y se enviaron a
secuenciar a la empresa Macrogen USA. Una vez obtenida las secuencia de los genes se

procedio al analisis de las mismas en la base de datos http://pubmist.org/bcereus/ con el

objetivo de determinar el perfil alélico de la cepa LBIT-1200 y establecer semajanzas y

diferencias con el resto de las cepas presentes en dicha base de datos.

Tabla 3. Secuencia de nucle6tidos y temperatura de alineamiento de los iniciadores empleados en el
analisis de secuencias multilocus.

Gen Iniciador directo 5-3° Iniciador reverso 5-3 Temp °C
glpF gcg ttt gtg ctg gtg taa gt ctg caa tcg gaa aga ag 59
gmk att taa gtg agg aag ggt agg gca atg ttc acc aac cac aa 56
ilvD Cgg ggc aaa cat taa gag aa ggt tct ggt cgt ttc cat tc 58
pta gca gag cgt tta gca aaa gaa tgc aat gcg agt tgc ttc ta 56
pur ctg ctg cga aaa atc aca aa ctc acg att cgc tgc aat aa 56
pycA gcg tta ggt gga aac gaa ag ggc gtc caa gtt tat gga at 57

tpi gcc cag tag cac tta gcg ac ccg aaa ccg tca aga atg at 58

VI 12. Rep-PCR

Se realiz6 un Rep-PCR empleando los iniciadores y condiciones de amplificacion
descritas por Reyes-Ramirez e Ibarra (2005). Los iniciadores fueron disefiados para detectar
regiones repetidas en el genoma de Bt y amplificar regiones colindantes. Las secuencias de
nucleotidos de los iniciadores son las siguiente 5 - attaaagtttcactttat-3” (iniciador Bc-REP-
1) y 5°- tttaatcagtgggg-3~ (iniciador Bc-REP-2). Para las reacciones de PCR se utiliz6 un
Termociclador Perkin EImer GeneAmp PCR System 2400. Las mezclas de reaccion para la
obtencion de productos Rep-PCR fueron las siguientes: DNA 100 ng, iniciadores 300 ng de
cada uno, Mg++ 5 mM, mezcla de dANTP 200 uM y Taq DNA polimerasa 2.5 U.I

(Invitrogen) a un volumen final de 25 pl. Las condiciones de amplificacion fueron
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realizadas con un paso de desnaturalizacion inicial de 5 minutos a 95° C, 30 ciclos que
consistian cada uno en desnaturalizacién de 1 minuto a 94° C, alineamiento de 1 minuto a
42° C y extension de 1.5 minutos a 72°C con un paso final de extension de 7 minutos a 72°
C y una conservacion a 4° C, el tiempo requerido. Para la visualizacion y analisis de los
productos del Rep-PCR se utilizaron 10 puL de producto, los cuales fueron analizados en
geles de agarosa al 1.2% (11 cm x 14 cm) en buffer 1X Tris-acetato-EDTA (40mM Tris-
acetato, 1 mM EDTA) a 2 V/cm, durante 5 h. Posteriormente fueron tefildos con GelRed
1X (Biotium). Los geles obtenidos fueron fotografiados en el sistema Gel Doc TM XR+
Gel Documentation system (BioRad Corporation) bajo luz ultravioleta. EI marcador de
peso molecular utilizado fue 1Kb Plus (Invitrogen). Se emplearon también en este analisis
las cepas HD-1 y HD-73 como comparacion.

VI 13. Analisis del perfil de plasmidos de bajo peso molecular

Para la extraccion de plasmidos se emple6 la metodologia descrita por Reyes-
Ramirez e Ibarra (2008). Para la extraccion del DNA plasmidico se utilizaron 50 ml de un
cultivo bacteriano fresco (8 a 12 hrs.) en medio Spizizen con una D.O.gg de 0.9 a 1.1. Este
se centrifugé a 13000 rpm por 15 min. a 4 °C, la pastilla se resuspendi6 con 20 ml TES (30
mM Tris base, 5 mM; EDTA, 50 mM NaCl; pH 8.0) frio y se centrifugd bajo las mismas
condiciones. Las células obtenidas se resuspendieron en 2 ml de una solucion de TES-
sacarosa (sacarosa al 20% en TES) conteniendo 2 mg/ml de lisozima y 1 pl/ml de RNAsa
(de una solucién con una concentracion de 10 mg/mL), se incubd a 37° C durante 90 min. y
se monitored la formacion de esferoplastos al microscopio Optico de contraste de fases. De
ser necesario, se dejo incubar de 1 a 2 hrs. mas. A la solucién de esferoplastos se le
adicionaron 3 ml de SDS al 8% en TES, y se incubd a 68° C durante 10 min. Luego se
adicionaron 1.5 ml de solucion de acetato de sodio 3M pH 4.8, se incub6 30 min. a -20°C,
y posteriormente se centrifugé a 13000 rpm por 20 min. a 4° C. Al sobrenadante se le
adicionaron dos voltimenes de etanol absoluto frio y se incub6 toda la noche a -20° C. El
DNA se recuperd por centrifugacion a 13000 rpm por 20 min. a 4° C, y la pastilla se
resuspendi6 en 100 pl de TE pH 8 (Tris-HCI 10mM, EDTA 0.1 mM). Para visualizar los

patrones de plasmidos se utilizaron 10 pl de suspension de DNA plasmidico, los cuales
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fueron visualizados en geles de agarosa horizontal (11 cm x 14 cm) al 0.6 % con 10 pozos,
utilizando un amortiguador Tris-borato-EDTA (45 mM Tris-borato, ImM EDTA) 1X. Los
geles fueron sometidos a 2 VV/cm, durante 16 horas. Posteriormente fueron tefiidos de 10-15
min con GelRed 1X (Biotium). Los geles obtenidos fueron fotografiados en el sistema Gel
Doc™ XR+ Gel Documentation system (BioRad Corporation) bajo luz ultravioleta. En
cada gel se utilizé el marcador de peso molecular “Supercoiled” (Invitrogen) y la cepa
kurstaki HD-73 como cepa de referencia.

VI 14. Deteccion e identificacion de genes vip

Para detectar la presencia de genes vip en la cepa LBIT-1200 se emplearon
iniciadores degenerados disefiados para reconocer regiones conservadas de cada una de las
familias de genes vipl, vip2 y vip3. Las secuencias y temperaturas de alineamiento de estos
iniciadores se muestran en la Tabla 4. Las condiciones de amplificacion fueron las descritas
por Hernandez-Rodriguez y col. (2009). Se preparé una mezcla de reaccion para el PCR
que contenia 100 ng de cada iniciador, 100 ng de DNA genomico, 0.1mM de MgSO4, 0.8
mM de dNTPs, 1U de Platinum® Tagq DNA Polimerasa High-Fidelity (Invitrogen) y un
volumen final de 50 ul. Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: un paso de
desnaturalizacion inicial de 5 min. a 94° C, 30 ciclos que consistian cada uno en
desnaturalizaciéon de 45 segundos a 94° C, alineamiento de 45 segundos a la temperatura
apropiada y extension de 1.5 min. a 72° C con un paso final de extension de 7 min. a 72°C
y una conservacion a 4° C, el tiempo requerido. Para la visulacion de los productos de PCR
se utilizaron 2 pl que se cargaron en geles de agarosa al 1% y buffer 1X Tris-acetato-
EDTA (40mM Tris-acetato, 1 mM EDTA) y se corrieron duarnte 45 minutos a 90 V.
Posteriorente se tifieron con GelRed 1X (Biotium) y se fotografiaron en el sistema Gel Doc
TM XR+ Gel Documentation system (BioRad Corporation) bajo luz ultravioleta. El
marcador de peso molecular utilizado fue 1Kb Plus (Invitrogen). Se emplearon también en
este estudio como controles positivos las cepas: HD-1 para los genes vip3 y LBIT-441 para

los genes vipl y vip2.
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Tabla 4. Secuencia de nucleétidos y temperatura de alineamiento de los inciadores
empleados en la deteccion de genes vip.

Genes Secuencia de nucleotidos Temp °C
vipl V!plF 5"- cagtctattcgttggattggtt-3° 50
ViplR 5°- cattcacacttggaaaagcagc-3° 50
vip2 V!pZF 5’- gaaaaagagtggaaactaactg-3” 52
Vip2R 5- tactcatatatcctttgtattc-3” 52
vip3 Vip3F 5°- cattccacgatgtaatggtagg-3” 50
Vip3R 5’- gttgaataactatctaactgaac-3 50

VI 15. Analisis de la secuencia de los genes que condifican para la subunidad 16s
del RNA ribosomal y la subunidad B de la gisrasa (gyrB).

Se realizo el andlisis de la secuencia de nucleétidos de los genes 16s RNAr y gyrB
de la cepa LBIT-1200. Los iniciadores empleados para la amplificacion del gen 16s RNAr
fueron los siguientes: Uf 5°- agagtttgatcatggctcag-3” y Ur 5°- ggactaccagggtatctaat-3~ (. Se
prepar6 una mezcla de reaccion para el PCR que contenia 100 ng de cada iniciador, 100 ng
de DNA gendmico, 0.1mM de MgSO4, 0.8 mM de dNTPs, 1U de Platinum® Tag DNA
Polimerasa High-Fidelity (Invitrogen) y un volumen final de 50 pl. Las condiciones de
amplificacion para amplificar el gen 16s RNAr fueron las siguientes: un paso de
desnaturalizacién inicial de 5 min. a 94° C, 30 ciclos que consistian cada uno en
desnaturalizacion de 30 segundos a 94° C, alineamiento de 30 segundos a la temperatura de
53°C y extension de 45 segundos a 72° C con un paso final de extension de 7 minuto a 72°
C y una conservacion a 4° C, el tiempo requerido.

Para la amplificacion del gen gyrBF se emplearon los siguientes iniciadores:
gyrBF5"-atggaacaaaagcaaatg-3’y gyrBR 5 -ttaaatatcaaggtttttca -3 (Soufiane y C6été, 2009).
Se prepard una mezcla de reaccion para el PCR que contenia 100 ng de cada iniciador, 100
ng de DNA gendmico, 0.1mM de MgSO4, 0.8 mM de dNTPs, 1U de Platinum® Tag DNA
Polimerasa High-Fidelity (Invitrogen) y un volumen final de 50 pl. Las condiciones de
amplificacion fueron las siguientes: un paso de desnaturalizacion inicial de 5 min. a 95°C,

30 ciclos que consistian cada uno en desnaturalizacion de 1 minuto a 95° C, alineamiento de
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30 segundos a la temperatura de 46° C y extension de 30 segundos a 72° C con un paso final

de extension de 7 minuto a 72° C y conservacion a 4° C el tiempo requerido.

Para visualizar los productos de PCR se utilizaron 2 pl que se cargaron en geles de
agarosa al 1% vy buffer 1X Tris-acetato-EDTA (40mM Tris-acetato, 1 mM EDTA) vy se
corrieron durante 45 minutos a 90V. Posteriormente se tifieron con GelRed 1X (Biotium) y
se fotografiaron en el sistema Gel Doc TM XR+ Gel Documentation System (BioRad
Corporation) bajo luz ultravioleta. EI marcador de peso molecular utilizado fue 1Kb Plus
(Invitrogen). De los productos de PCR se tomaron 20 pl y se enviaron a secuenciar a la
empresa Macrogen USA. Con las secuencias obtenidas se realiz6 un andlisis Blast en el
sitio  web  https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi?PAGE_TYPE=BlastSearch  para

identificar semejanzas y diferencias entre la cepa LBIT-1200 y otras cepas que pertenecen

al mismo serotipo.

V1 16. Deteccion de genes cry con iniciadores universales

Para detectar la presencia de genes cry se emplearon tres pares de iniciadores
degenerados disefiados por Noguera e lIbarra, 2010. La secuencia de cada uno de los
iniciadores asi como sus respectivas temperaturas de alineamiento se muestran en la Tabla
5. Las combinaciones de inciadores para la deteccion de genes cry fueron las siguientes:
Bloque 1 y Blogue 5, Bloque 2 y Bloque 5 y finalmente Bloque 1 y Bloque 4. Para cada
combinacién se prepard una mezcla de reaccion para PCR que contenia 100 ng de cada
iniciador, 100 ng de DNA genomico, 0.1mM de MgSO4, 0.8 mM de dNTPs, 1U de
Platinum® Tag DNA Polimerasa High-Fidelity (Invitrogen) y un volumen final de 50 pl.
Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: un paso de desnaturalizacion inicial
de 5 min. a 94 °C, 30 ciclos que consistian cada uno en desnaturalizacién de 1 minuto a 94°
C, 2 minutos de alineamiento a la temperatura especifica de cada par de iniciadores y
extension de 1 minuto y medio a 72° C con un paso final de extension de 7 minuto a 72°C y
una conservacion a 4° C, el tiempo requerido. Para visualizar los productos de PCR se
utilizaron 2 pl que se cargaron en geles de agarosa al 1% y buffer 1X Tris-acetato-EDTA
(40mM Tris-acetato, 1 mM EDTA) y se corrieron duarnte 45 minutos a 90 V. Posteriorente

se tifieron con GelRed 1X (Biotium) y se fotografiaron en el sistema Gel Doc TM XR+ Gel
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Documentation System (BioRad Corporation) bajo luz ultravioleta. EI marcador de peso

molecular utilizado fue 1Kb Plus (Invitrogen).

Tabla 5. Secuencia de nucledtidos y temperatura de alineamiento de los inciadores
empleados para la deteccion de genes cry.

Iniciadores Secuencia de nucleétidos Temp °C
Bloque 1 5"- tatgcicaagcagcMaatttWeatYt-3” 45
Bloque 2 5- tttagatattgttgcaWtatK K'Y c-3 47
Bloque 4 5"- cataacgtagW YttaY ctKaWt-3 45
Bloque 5 5"- ggaataaattcaattY KRtcWa-3" 45

VI 17. Clonancion, andlisis de restriccion, secuenciacion y analisis de secuencia

de los fragmentos de genes cry obtenidos

Los productos de PCR se clonaron células quimiocompetentes de E.coli Top 10
usando el vector de clonacién pCR™4-TOPQO® (Invitrogen) y siguiendo las instrucciones
del fabricante. Posteriormente se seleccionaron un grupo de clonas y se cultivaron en LB
con carbenicilina a 37° C con agitacion durante 12 horas. De cada cultivo se colectaron
muestras de 2 ml y se extrajo el DNA plasmidico por el método estandar de lisis alcalina
(Sambrook, 2001). Enseguida el DNA se analiz6 por electroforesis en geles de agarosa al 1

%, para confirmar las bandas de DNA recombinante.

Para discriminar todos los genes que pudieran migrar de manera similar en los
productos de amplificacion se realizé un analisis de restriccion de las clonas seleccionadas.
Este andlisis se realiz6 con las enzimas EcoRI, EcoRV, Sau3Aly Alul (Invitrogen), usando
las indicaciones descritas por el fabricante. El andlisis de restriccidn para diferenciar entre
clonas se realizé en un volumen final de 20 ul de los cuales 1 ul de DNA (1 pg/ul), 16 ul de
agua, 2 ul de buffer y 1 pl de enzima. Se incubaron a 37°C por 1 hora. El resultado de las
digestiones se observo por electroforesis en un gel de agarosa 1%. Se seleccionaron un
grupo de clonas para enviar a secuenciar 20 pl de DNA plasmidico en la empresa
Magrogen USA. Al obtener las secuencias se realiz6 un andlisis Blast en el sitio web
https://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch para identificar a qué
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holotipo y grupo especifico de genes cry corresponde el fragmento de gen que se amplificd

con los iniciadores universales.

V1 18. Disefio de inciadores para la amplificacion de genes cry completos y
analisis de secuencia.

Al identificar el gen cry se procediéo a disefar iniciadores especificos para
amplificar el gen completo tieniendo en cuanta que anteriormente s6lo se obtuvo un
fragmento del mismo. Con estos nuevos iniciadores se procedié a la amplificacion del gen
completo y para lo cual se prepar6 una mezcla de PCR que contenia 100 ng de cada
iniciador, 100 ng de DNA gendmico, 0.1mM de MgSO4, 0.8 mM de dNTPs, 1U de
Platinum® Tag DNA Polimerasa High-Fidelity (Invitrogen) y un volumen final de 50 pl.
Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: un paso de desnaturalizacion inicial
de 5 min. a 95°C, 30 ciclos que consistian cada uno en desnaturalizacion de 1 minuto a 95°
C, alineamiento de 1 minuto a una temperatura de 50° C y extensién de 3 minutos a 72°C
con un paso final de extension de 7 minuto a 72° C y una conservacion a 4° C, el tiempo
requerido. Para la visulacion de los productos de PCR se utilizaron 2 ul que se cargaron en
geles de agarosa al 1% y buffer 1X Tris-Acetato-EDTA y se corrieron duarante 45 minutos
a 90V. Posteriorente se tifieron con GelRed 1X (Biotium) y se fotografiaron en el sistema
Gel Doc TM XR+ Gel Documentation system (BioRad Corporation) bajo luz ultravioleta.

El marcador de peso molecular utilizado fue 1Kb Plus (Invitrogen).

Los productos de PCR se clonaron en células quimiocompetentes de E.coli Top 10
usando el vector de clonacion pCR™4-TOPO® (Invitrogen) y siguiendo las instrucciones
del fabricante. Posteriormente se seleccionaron un grupo de clonas y se cultivaron en LB
con carbenicilina a 37° C con agitacion durante 12 horas. De cada cultivo se colectaron
muestras de 2 ml y se extrajo el DNA plasmidico por el método estandar de lisis alcalina.
Enseguida el DNA se analiz6 por electroforesis en geles de agarosa al 1 %, para confirmar
las bandas de DNA recombinante. Se tomaron del DNA plasmidico 20 pl de diferentes
muestras y se enviaron a secuenciar a la empresa Macrogen USA y la secuencia de
nucleotidos obtenida se tradujo a aminoacidos empleando el programa Mega 6.0 y se

sometio a un analisis exhaustivo empleando los programa Mega 6.0 y Clustal Omega en el
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sitio web http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/ para detectar diferencias en la secuencia

de aminoécidos de este gen con respecto a otros que pertencen a su mismo holotipo y
realizar un anélisis filogenético. Finalmente la secuencia se deposit6 en las bases de datos
del Genbank.

V1 19. Mutagénesis dirigida

Se realiz6 un procedimiento de mutagénesis dirigida para realizar sustituciones de
aminacidos en la proteina CrylAc de la cepa estandar HD-73. Los aminécidos que se
sustituyeron estan presentes en regiones especificas de la secuencia de la proteina Cry que
produce nuestra cepa de estudio LBIT-1200. La metodologia empleada fue el
procedimiento de mutagénesis dirigida por PCR que implica el uso de iniciadores que
contienen las secuencias mutadas que se desean cambiar en un gen determinado. Los
inciadores que contienen estas mutaciones se traslapan en los extremos y mediate PCR se

obtienen los aplicones mutados (Fig 4).

V1 19.1. Mutageénesis dirigida. Disefio de iniciadores

El proceso de mutagénesis dirigida por PCR comenzd con la seleccion de los
vectores de clonacion y el disefio de los inciadores mutagénicos empleando el programa de
bioinforméatica Annhyb 4.9 a partir de la secuencia de nucleétidos del gen crylAc de la cepa
HD-73. Los vectores de clonacion empleados fueron los plasmidos: pJET 1.2
(ThermoFisher) y pSTAB (Fig 5), el pJET 1.2 se emple6 directamente en el proceso de
mutagénesis dirigida por PCR mientras que el pSTAB se utilizé6 como vector de expresion
de las proteinas Cry mutadas en la cepa acristalifera de LBIT-601. Se disefiaron en total 10
pares de inciadores, un par de inciadores se utilizé para amplificar la secuencia completa
del gen crylAc de la cepa HD-73 y presentan sitios de corte en los extremos para las
enzimas de restriccion Sall y Sphl (iniciadores CfSal y Cr), estos sitios de corte permiten la
ligaz6n de este gen en el vector en el sentido correcto para la expresion de la proteina.
Otros dos pares de iniciadores con las sustituciones de nucléotidos seleccionadas se
emplearon para obtener los genes crylAc mutandos mediante PCR (Mut2f y Mut2r,
R574Gf y R574Gr) (Tabla 6).
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Figura 4. Esquema general de la metodologia de Mutagénesis Dirigida por PCR

EcoRl 391 Sphi
Pstl

cyt1A-p Sall
Abal 1037

E.coli ori

STAB-5D

pSTAB
7424 bp

ol
pJET1.2/blunt .
2974 bp .

Figura 5. Vectores de clonacién empleados en los procedimientos de mutagénesis dirigida.
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Se diseflaron ademas dos pares de inciadores para facilitar el proceso de
secuenciacion y confirmar la presencia de las diferentes mutaciones en el gen crylAc (SMf
y SMr, SM2f y SM2r) (Tabla 6).

Como primer paso se procedio a amplificar mediante PCR el gen crylAc de HD-73.
Se prepar6 una mezcla de reaccion para el PCR que contenia 100 ng de cada iniciador
(mencionado anteriormente), 100 ng de DNA gendmico, 5 ul de Buffer 5X HF, 0.8 mM de
dNTPs, 0.4 U de la enzima Phusion High Fidelity DNA polimerasa (ThermoFisher) y un
volumen final de 20 ul. Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: un paso de
desnaturalizacion inicial de 30 segundos a 98° C, 30 ciclos que consistian cada uno en
desnaturalizacion de 30 segundos a 98° C, alineamiento de 30 segundos a la temperatura de
55° C y extension de 1 minuto y 30 segundos a 72° C con un paso final de extension de 7

minuto a 72° C y una conservacion a 4° C, el tiempo requerido.

Tabla 6. Inciadores empleados en la Mutagénesis Dirigida por PCR. Se representan en letras mayusculas sitos
de corte de enzimas de restriccién o sitios de susticién de codones segun sea el caso.

Iniciador Secuencia 5-3
Cr GCATGCctattcctccataaggagt
CFSal GTCGACgataacaataaca
Mut2f cgttaattggggtT ACtcatccatt
Mut2r Ttggaaaaaaatggatgagtaacccc

R574Gf gtgataatagacGGGtttgaatttat

R574Gr Tacgcctcgagtgttgcagtaactgg

SMf Atggttctgtaatttcaggacc
SMr Atgtttgactttctcggacaat
SM2f Tatggctttcagcccaaag
SM2r Tagccgtgacacccggaat
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Para la visulacion de los productos de PCR se utilizaron 2 ul que se cargaron en
geles de agarosa al 1% y buffer 1X Tris-Acetato-EDTA y se corrieron duarante 45 minutos
a 90 V. Posteriorente se tifieron con GelRed 1X (Biotium) y se fotografiaron en el sistema
Gel Doc TM XR+ Gel Documentation system (BioRad Corporation) bajo luz ultravioleta.

El marcador de peso molecular utilizado fue 1Kb Plus (Invitrogen).

V1 19.2. Mutagénesis dirigida. Obtencion de genes mutados mediante PCR

Los productos de PCR provenientes de la emplificacion anterior se clonaron en
células electrocompetentes de la E.coli DH5a usando el vector de clonacion pJET 1.2 y
siguiendo las instrucciones del fabricante. Posteriormente se seleccionaron un grupo de
clonas y se cultivaron en LB con carbenicilina a 37 °C con agitacién durante 12 horas. Se
colectaron muestras de 2 ml y se extrajo el DNA plasmidico por el método estandar de lisis
alcalina. Enseguida el DNA se analizd por electroforesis en geles de agarosa al 1 %, para
confirmar las bandas de DNA recombinante. EI DNA plasmidico obtenido se emple6 como
templado para la obtencidn de los mutantes mediante PCR. EI objetivo principal era obtener
dos mutantes que presentaran una sola sustitucion de codones diferentes y un doble mutante

que presentara de manera conjunta las dos mutuaciones antes mencionadas.

Para obtener las dos sustitucion de aminoacidos por separado se preparé una
mezcla de reaccién para el PCR que contenia 100 ng de cada iniciador (Mut2f y Mut2r, y
otro con R574Gf y R574Gr), 100 ng de DNA plasmidico, 5 ul de Buffer 5X HF, 0.8 mM de
dNTPs, 0.4 U de la enzima Phusion High Fidelity DNA polimerasa (ThermoFisher) y un
volumen final de 20 pl. Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: un paso de
desnaturalizacion inicial de 30 segundos a 98° C, 30 ciclos que consistian cada uno en
desnaturalizacion de 30 segundos a 98° C, alineamiento de 30 segundos a la temperatura de
48° C y extension de 1 minuto y 30 segundos a 72° C con un paso final de extension de 7
minuto a 72° C y una conservacion a 4° C, el tiempo requerido. Los productos de PCR se
visualizaron en geles de agarosa al 1%. Posteriormente los productos de PCR se digirieron
con la enzima Dpnl (NEB) con el objetivo de eliminar el DNA parental usado como
templado en el PCR ( la enzima digiere el DNA metilado) en un volumen de reaccion de 50
ul que contiene 1U de la enzima, 1 pg de DNA plasmidico y 5 ul de Buffer 1X CutSmart.
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La mezcla se incubé durante 2 horas de 37 °C. El resto del DNA plasmidico se clond en
células electrocompetentes de E.coli DH5a y se cultivaron en LB con carbenicilina a 37 °C
con agitacion durante 12 horas. Se colectaron muestras de 2 ml de diferentes clonas (
aproximadamente 24 clonas por cada mutacion) y se extrajo el DNA plasmidico por el
método estandar de lisis alcalina. Enseguida el DNA se analizo por electroforesis en geles
de agarosa al 1 %, para confirmar las bandas de DNA recombinante.

El DNA plasmidico se purifico con el kit PureLink ™

(Invitrogen) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se tomaron 10 ul del DNA de diferentes clonas y se enviaron a
secuenciar a la empresa Macrogen USA empleando los iniciadores (SMf y SMr y SM2f y
SMr). Una vez obtenida la secuencia se procedi6 al anlisis de las mismas con el programa
SnapGen 3.1 con el objetivo de corroborar la presencia de las mutaciones introducidas en la
secuencia de nucledtidos. EI DNA plasmidico de las clonas positivas se conservd a -70° C

hasta su uso.

Para obtener la doble mutacion se realizd exactamente el mismo procedimiento
descrito anteriormente para las mutaciones simples, s6lo que en este caso se utiliz6 como
DNA parental para el PCR mutagénico DNA plasmidico de clonas ya mutadas de manera
tal que a una clona con el gen mutado se le introdujo mediante PCR una segunda mutacion
obteniendo de esta manera la doble mutante. Los procesos de clonacion, secuenciacion y
analisis de secuencia de las clonas se realizaron de la manera antes descrita y empleando
los inciadores (SMf y SM2r).

VI 20. Expresion de proteinas mutantes en la cepa acristalifera LBIT-601

Se seleccionaron clonas positivas que contuvieran cada una de las mutaciones
puntuales y la doble mutacion. Se procedié entonces a la digestion de la mismas con las
enzimas Sall y Sphl, con el objetivo de liberar el gen mutado del vector pJET 1.2, en un
volumen final de reaccion de 20 pl que contenia: 2U de cada una de las enzimas de
restriccién, 1pg de DNA plasmidico y 2 pl del buffer 10X. La digestion se incub6 a 37 °C
durante 2 horas. Se visualizaron los productos de la digestion en geles de agarosa al 1% y
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kTM

se purificaron las bandas de interés con el kit PureLin (Invitrogen) siguiendo las

instrucciones del fabricante.

Los genes mutantes purificados se ligaron al vector pSTAB con la enzima T4ADNA
ligasa (Invitrogen) empleando 1 U de la enzima, una relacion molar inserto/vector de 3:1y
5 ul de buffer de ligazén. Se incubd la reaccién a 26 °C toda la noche. Con las
contrucciones obtenidas se transformaron células electrocompetentes de E. coli DH5a que
se cultivaron en LB con carbenicilina a 37 °C con agitacién durante 12 horas. Se colectaron
muestras de 2 ml y se extrajo el DNA plasmidico por el método estandar de lisis alcalina.
Se comprobd la presencia de construcciones adecuadas mediante digestion con las enzimas
Sall y Sphl seguido de visualizacion mediante electroforesis en geles de agarosa. Las clonas
positivas se conservaron a -70 °C hasta su uso.

Posteriormente con el DNA plasmidico de las clonas positivas se transformaron
células electrocompetentes de la cepa acristalifer LBIT-601 y se cultivaron en Agar para
Métodos Estanar con eritromicina a 28° C. Las células transformadas obtenidas se
cultivaron luego en medio Leche Peptonizada para su liofilizacion y posterior uso en

bieonsayos comparativos con lepiddpteros.

VI 21. Microscopia electrdnica de cepas de B. thuringiensis mutantes

Para analizar la morfologia y el tamafio de los cristales de las cepas mutantes
obtenidas anteriormente se empled una técnica de tincion negativa y Microscopia
Electrdonica de Transmision (TEM) siguiendo la misma metodologia descrita anteriormente
en este capitulo. De cada fotografia tomada por cada mutante se midieron un total de entre
80 y 150 cristales y se determind el valor medio de las mediciones para comparar las

longitudes de los mismos por analisis estadistico.
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VI 22. Bioensayos para determinar la CLsp de las cepas mutantes frente a M.
sextay T.ni

Los bioensayos con las cepas mutadas se realizaron contra larvas de los lepidopteros
M. sexta y T. ni. Las condiciones empleadas fueron las mismas que se describieron
anteriormente en este capitulo. Se emplearon 6 dosis con concentraciones diferentes del
complejo espora-cristal de cada cepa mutante que fueron ajustadas para determinar las CLsg
y un valor minimo de tres réplicas por cada dosis. Como control negativo se adiciono a las
cajas Petri con dieta artificial una solucion de Tween 80 al 0.02 %. En estos bioensayos
también se incluyeron como controles las cepas acristaliferas transformadas con los genes
crylAc de HD-73 y LBIT-1200 respectivamente. Para determinar la CLsg se utilizaron los
cristales puros de esta cepa frente a estos insectos. Los datos de mortalidad obtenidos en
estos bioensayos que cumplieron con ciertos requisitos estadisticos, se procesaron

mediante analisis estadistico PROBIT para estimar la CLs.
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VII RESULTADOS

VI 1. Evaluacion de la toxicidad Bacillus thuringiensis LBIT-1200 mediante
bioensayos preliminares

La cepa LBIT-1200, aislada en 2012 a partir de suelo, solo mostré 100 % de
toxicidad en los bioensayos preliminares de alta dosis (10 mg/ml) ante los lepidopteros M.
sexta, T. ni y S. frugiperda (Figura 6). No se observé mortalidad alguna en los bioensayos

con T. molitor, G. mellonella, C. elegans y A. aegypti.

A B

Figura 6. Bioensayos preliminares con la cepa LBIT-1200 frente a M. sexta (A) y T. ni (B). A la izquierda se
muestran los tratamientos con espora-cristal de la cepa LBIT-1200 y a la derecha los controles negativos
tratados con una solucién de Tween 80 a una concentracion de 0.02 %.

En los bioensayos con L. texana no se observé disminucion del peso de las larvas
con respecto al control, por tanto no hubo efecto tdxico sobre las mismas. La cepa LBIT-
441 empleada como control positivo en este bioensayo produjo la muerte de todos las

larvas tratadas. No se observo mortalidad en el control negativo.
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V11 2. Bioensayos con lepiddpteros para determinar la concentracion letal media
(CLso) empleando el complejo espora-cristal.

Debido a que sélo algunos lepidopteros fueron susceptibles a la cepa LBIT-1200 se
procedié a determinar la concentracion letal media para cada uno de ellos. Se realizaron
varios bioensayos para cada insecto y se seleccionaron aquellos que cumplieron con los
parametros especificos. La concentracion letal media de LBIT-1200 estimada para M. sexta
tuvo un valor de 3.42 ng/cm? mientras que para la cepa HD-73 tuvo un valor de 21.87
ng/cm?. La cepa LBIT-1200 es 7 veces méas toxica contra M. sexta que la cepa estandar
HD-73 (Tabla 7). Por otra parte el valor de la concentracion letal media de LBIT-1200 para
T. ni fue 11.45 ng/cm?® y para HD-73 108.67 ng/cm?. En estos bioensayos también se
demostrd que la cepa LBIT-1200 es mucho mas toxica que HD-73, con una concentracion

letal media 10 veces menor.

Tabla 7. Concentracion letal media de la cepa LBIT-1200 para M. sexta y T. ni empleando complejo espora-

cristal.
M. sexta
Cepa CLso LF 12 Pendiente
LBIT-1200 3.4 2.36 -4.89 2.46 2.51
HD-73 21.87 18.6 — 25.6 3.16 3.8
T.ni
LBIT-1200 11.45 9.39-13.68 2.56 2.52
HD-73 108.67 90.04 — 131.15 2.23 2.45

FL-Limites fiduciales

Durante los bioensayos para determinar la CLso de la cepa LBIT-1200 hacia M.
sexta y T. ni se observd que en aquellos bioensayos en los que se empled una concentracion
menor del complejo espora cristal y que tuvieron en consecuencia un menor porcentaje de
mortalidad, las larvas que permanecieron vivas presentaban un menor tamafio en

comparacion con el control no tratado (Figura 7).

En el caso de S. frugiperda no se logré determinar un valor de concentracon letal
media debido a que al aplicar las diferentes diluciones del complejo espora-cristal,
similares a las utilizadas en las otras dos especies, en la dieta de las larvas no se logro

obtener mortalidad. Unicamente con una concentracion del complejo espora-cristal de 10
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mg/ml se observd mortalidad para S. frugiperda. Sin embargo en todas las diluciones
empleadas se observdla disminucion del tamafio de las larvas tratadas, como se describio

anteriormente para T. ni y M. sexta. Asi como también disminuacion de la ingesta.

Figura 7. Efectos subletales en larvas de T. ni al ser tratadas con bajas concentraciones del complejo espora-
cristal de la cepa LBIT-1200. A la derecha se muestran los tratamientos con el complejo espora-cristal de la
cepa LBIT-1200 y a la izquierda los controles negativos tratados con una solucion de Tween 80 a una
concentracion de 0.02 %.

V11 3. Bioensayos con lepiddpteros para determinar la concentracion letal media
(CLso) empleando cristales puros

Se determind el valor de la concentracion letal media de la cepas LBIT-1200 y HD-
73 para M. sexta y T. ni empleando cristales puros de ambas cepas. Para ello incialmente se
obtuvo el complejo espora-cristal a partir de cultivos liquidos de ambas cepas. Los cristales

puros se obtuvieron mediante gradiente discontinuo en sacarosa (Figura 8).

Empleando cristales puros la cepa LBIT-1200 mostr6 una CLsy para M. sexta de
4.763 ng/cm’ mientras que HD-73 mostré una Clso de 22.81 ng/cm®. Para T. ni se
obtuvieron valores de Clso de 15.35 ng/cm? y 117.4 ng/cm? para LBIT-1200 y HD-73
respectivamente. Se demostrd mediante estos bioensayos que los cristales puros de la cepa
LBIT-1200 muestran una toxicidad cuatro veces mayor a la de los cristales de la cepa HD-
73 para M. sexta. Mientras que para T. ni se determind que los cristales puros de LBIT-
1200 son 7 veces que los cristales de HD-73.
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Figura 8. Obtencion de cristales puros de la cepa LBIT-1200 empleando gradiente discontinuo de sacarosa.

Tabla 8. Concentracion letal media de la cepa LBIT-1200 para M. sexta y T. ni empleando cristales puros.

M. sexta
Cepa CLso (ng/cm®) LF % Pendiente
LBIT-1200 4.763 2.2394 4.386424 2.14655
HD-73 22.819 18.559-27.712 4.184883 2.00215
T.ni
LBIT-1200 15.355 10.77-21.893 1.039959 1.394397
HD-73 117.4 91.2-133.4 2.45328 2.687743

V11 4. Determinacién de la morfologia de los cristales de la cepa LBIT-1200

Mediante microscopia electrénica de transmision y tincion negativa se determiné la
morfologia de los cristales de la cepa LBIT-1200. Se observaron unicamente cristales de
morfologia bipiramidal y con un tamafio promedio de 1.41 um y una desviacion estandar de
0.03 pum. Los cristales de la cepa LBIT-1200 son un 34 % mayores en longitud que los

producidos por la cepa estandar HD-73 (Figura 9).
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Figura 9. Morfologia de los cristales de la cepa LBIT-1200 observada mediante tincién negativa y
microscopia electronica de transmision.
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V11 5. Analisis del contenido proteico de los cristales de la cepa LBIT-1200

El anélisis del contenido proteico de los cristales de la cepa LBIT-1200 se realiz
mediante SDS-PAGE. La cepa HD-1 (carril 2) mostrd su patron de bandas caracteristico, se
observaron dos bandas a la altura de los 130 kDa y los 70 kDa. Las cepas LBIT-1200 y
HD-73 mostraron similitud en su patrén de bandas proteicas observandose s6lo una banda

mayor en cada caso con un tamafio aproximado de 130 kDa (Fig 10).

M HD-1 HD-73  LBIT-1200
130 kDa —> ~ ' — —
72kDa —> -
-
-
™
>

Figura 10. Analisis del contenido proteico de los cristales de la cepa LBIT 1200 mediante SDS-PAGE. Carril
1 Marcador de peso molecular PageRuler ™ Plus (Invitrogen).

V11 6. Serotipificacion

Se empleo el método convencional de serotipificacion para determinar el serotipo de
la cepa LBIT-1200 empleando anticuerpos policlonales. Las cepas de diferentes serotipos
empleadas como testigos positivos en este estudio reaccionaron de manera positiva
(aglutinacion) ante su antisuero correspondiente, no ocurrieron reacciones cruzadas con
otros antisueros y no hubo reaccién de aglutinacion en los controles negativos (NaCl 0.85
%). Sin embargo la cepa LBIT-1200 mostrd reacciones de aglutinacion en solucion salina,
por lo que se considera como una cepa autoaglutinable por tanto la determinacion de su

serotipo por este método convencional no se logro determinar.
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VII 7. Deteccion de -exotoxinas

La deteccion de B-exotoxina en el cultivo de la cepa LBIT-1200 se realiz6 mediante
bioensayos con el nemétodo de vida libre C. elegans. No se observé mortalidad en los
nematodos tratados con el sobrenadante del cultivo liquido de la cepa LBIT-1200, por lo
que podemos confirmar que la cepa no produce B-exotoxina. Tampoco se observaron
variaciones en la morfologia de los nematodos. El tratamiento con el sobrenadante de la
cepa control NRD-12 provocé la muerte de todos los neméatodos tratados y en el control

negativo no hubo mortalidad en la poblacién de neméatodos.

V11 8. Analisis de la secuencia de amindacidos de la flagelina

El andlisis de la secuencia de aminoacidos de la flagelina se realiz6 mediante
amplificacion por PCR del gen que condifica para la misma. Se obtuvo un amplicon con
un tamafio aproximado de 800 pb (Fig. 11).

Al obtener la secuencia de nucle6tidos del gen amplificado se tradujo la misma a
secuencia de aminoacidos empleando el programa MEGA 6.0 (Anexo 1) y se sometid la
misma a un analisis BLAST. Se determin6 entonces que la cepa LBIT-1200 pertenece al
serotipo kurstaki con un 99 % de indentidad en relacion a 9 cepas de B. thuringiensis que

pertenecen igualmente al serotipo kurstaki.

Posteriormente se realizd un analisis filogenético de la secuencia de aminoacidos de
la flagelina de la cepa LBIT-1200 empleando las secuencias de otras cepas que
corresponden a diferentes serotipos y algunas que pertenecen al serotipo kurstaki. La
secuencia de la cepa LBIT-1200 se ubica en un mismo grupo junto a otras cepas del
mismos serotipo y del serotipo alesti que poseen el antigeno flagelar H3 muy similar al
H3a3b3c de kurstaki (Fig 12).
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Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa 1% de la amplificacion mediante PCR del gen hag (flagelina).
Carril 1: Patron de peso molecular 1kb Plus (Invitrogen), carril 2: LBIT-1200.

V11 9. Andlisis de secuencias multilocus

Para el anlisis de secuencias multilocus se amplificaron y analizaron las secuencias
concatenadas de siete genes constitutivos (ver Materiales y Métodos). Mediante PCR se
amplificaron todos los fragamentos de los genes y mostraron un tamafio variable entre 550
y 650 pb (Figura 13). Al obtener las secuencias de cada uno de los genes analizados se
procedié al andlisis de las mismas (Anexo 2) y se le asignd un numero de alelo a cada una,
de acuerdo al sistema de comparacion del programa con la base de datos en el sitio Web

http://pubmist.org/bcereus/ (Tabla 9). La combinacion de alelos obtenida corresponde a la

secuencia tipo del serotipo kurstaki y no se obtuvieron nuevas combinaciones alélicas.

Tabla 9. Combinaciones alélicas de genes constitutivos y secuencia tipo de la cepa LBIT-1200
correspondientes al serotipo kurstaki

glpF

Gmk

ilvD

pta

pur

pycA

tpi

ST

7

16

13

2

16

ST-Secuencia tipo



http://pubmlst.org/bcereus/

galleriae
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canadensis

ostriniae
_L morrisoni
morrisoni(2)

_[nigeriensis
neoleonensis
_—— monterrey

kenyae(2)

sotto
sotto(2)
sotto(3)

[ kumamotoensis

y0s00

pondicheriensis

sumiyoshiensis
entomocidus(2)

fukuokaensis
~‘\ alesti(2)
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kurstaki
kurstaki(2)
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Figura 12. Arbol Neighbor-joinig donde se muestran las relaciones filogenéticas entre diferentes serotipos de
B. thuringiensis en base a la secuencia de aminoacidos de la flagelina. La cepa LBIT-1200 se ubica en el
grupo kurstaki.
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Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa 1 % de la amplificacion mediante PCR de fragmentos de siete
genes constitutivos de B. thuringiensis. Carril 1: Patron de peso molecular 1kb Plus (Invitrogen).

V11 10. Rep-PCR vy anélisis del perfil de plasmidos

Las cepas LBIT-1200 y HD-73 mostraron patrones de bandas idénticos mediante la
técnica de Rep-PCR. Se observaron pocas bandas en ambas cepas con un tamafio
aproximado entre 1600 y 400 pb (Figura 14a). De igual forma los patrones de plasmidos de
bajo peso molecular de ambas cepas fueron idénticos y se observaron bandas con un
tamafio aproximado entre 6.5 y 12 kb (Figura 14b). No se logro establecer diferencias entre

las cepas analizadas mediante las técnicas antes descritas.

Teniendo en cuenta estos resultados y otros obtenidos previamente podemos inferir
que las cepas LBIT-1200 y HD-73 presentan muchas similitudes en aspectos morfologicos
y moleculares. Ambas cepas pertenecen al serotipo kurstaki y producen Unicamente
proteinas Cry de un tamafio aproximado de 130 kDa, estas proteinas a su vez forman
cristales con morfologia bipirimidal, ademas ambas cepas presentan patrones de plasmidos

de bajo peso molecular y de Rep-PCR idénticos.
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Figura 14. A: Electroforesis en gel de agarosa 1 % de los patrones de Rep-PCR de las cepas LBIT-1200 y
HD-73. Carril 1: Patron de peso molecular 1kb Plus (Invitrogen). B: Electroforesis en gel de agarosa 0.6 % de
los patrones de plasmidos de las cepas LBIT-1200 y HD-73. Carril 1: Patron de peso molecular Supercoiled
(Invitrogen). Cr: DNA cromosomal.

VII 11. Deteccion e identificacion de genes vip
La presencia de genes vip de diferentes familias en la cepa LBIT-1200 se detectd

mediante PCR. Para los genes del grupo vipl y vip2 se obtuvieron amplicones a partir de la
cepa control LBIT-441, con un tamafio aproximado de 600 pb, sin embargo no se
obtuvieron productos de amplificacion de ninguno de estos genes en la cepa LBIT-1200
(Figura 15 A y B). A partir de la cepa HD-1 empleada como control para la deteccion de
los genes vip3 se obtuvo un amplicén con tamafio aproximado de 1500 pb y en el caso de la
cepa LBIT-1200 no se obtuvieron productos de amplificacién (Figura 15 C). Cabe hacer

notar que la cepa HD-73 no contiene ninguno de estos genes.
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Figura 15. Electroforesis en gel de agarosa 1 % de la amplificacion mediante PCR de genes vip. A: gen vip 1,
B: gen vip2, C: vip 3. Carril 1: Patrén de peso molecular 1 kb Plus (Invitrogen). La cepa LBIT-1200 no
muestra la presencia de ninguno de estos genes

V11 12. Andlisis de la secuencia de los genes que condifican para la subunidad
16S del RNA ribosomal y la subunidad B de la girasa (gyrB).

Mediante PCR se obtuvieron amplicones de los genes 16S rDNA y gyrB a partir de
la cepa LBIT-1200. En el caso de gyrB se obtuvo un amplicon con un tamafio aproximado

de 2 kb mientras que para el 16S rDNA tuvo un tamafio de 1.5 kb aproximadamente

(Figura 16 Ay B).

El anélsis de la secuencia del gen 16s rDNA mostrd que la misma posee un 100 %
de identidad con 4 cepas de B. cereus, 3 cepas de Bacillus sp. y 2 cepas de B. thuringiensis.
Los serotipos de estas dos Ultimas cepas de B. thuringiensis no se conocen. La secuencia
tiene un 99 % de indentidad con la de HD-73 ya que s6lo se detect6 un cambio de
nucle6tido pero de tipo silencioso y sin provocar cambios en la secuencia de aminoacidos

de la proteina (Anexo 3).

La secuencia del gen gyrB no mostré un 100 % de identidad con ninguna de las
secuencias del mismo gen presentes en la base de datos del GenBank, sin embargo tuvo 99

% de identidad con mas de 15 secuencias entre ellas se encontraban las de las cepas
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estindar HD-1 y HD-73. Se detectaron 5 cambios de nucle6tidos con respecto a la
secuencia del gen gyrB de la cepa HD-73 y a nivel de aminoécidos se detectaron dos
sustituciones (Anexo 4).

PM LBIT-1200 PM  LBIT-1200
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Figura 16. Electroforesis en gel de agarosa 1 % de la amplificacion de genes mediante PCR. A: gen gyrB, B:
gen 16S rDNA. Carril 1: Patron de peso molecular 1 kb Plus (Invitrogen).

V11 13. Deteccion e identificacion de genes cry con iniciadores universales.
Clonancion, analisis de restriccion, secuenciacion y analisis de secuencia de los
fragmentos de genes cry obtenidos

Se emplearon diferentes combinaciones de iniciadores universales para la deteccion
de genes cry en la cepa LBIT-1200. Al combinar los iniciadores 1 y 5 se obtuvo un
amplicén de un tamafio aproximado de 1400 pb tanto en el control HD-1 como en nuestra
cepa de estudio LBIT-1200 (Figura 17A). Mientras que con la combinacion de los
iniciadores 2 y 5 los amplicones obtenidos por la cepa LBIT-1200 y la cepa control ISP-82
fueron de distinto tamafo, aproximadamente 550 y 1200 pb, respectivamente (Figura
17B). Por otra parte la tltima combinacion de los iniciadores 1 y 4 no arrojé productos de
PCR.
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Figura 17. Electroforesis en gel de agarosa 1 % de la amplificacion de genes cry mediante PCR empleando
diferentes combinaciones de iniciadores universales. A: bloques 1y 5, B: bloques 2 y 5. Carril 1: Patron de
peso molecular 1 kb Plus (Invitrogen).

Los productos de PCR se clonaron en el vector pCR™4-TOPO® y se realizaron
analisis de restriccion de diferentes clonas debido a que el uso de los iniciadores universales
para la amplificacién de fragmentos de genes cry puede provocar la presencia de mas de un
gen cry en un mismo tamafio de amplicon. Los analisis de restriccion se realizaron
empleando las enzimas EcoRI, EcoRV, Alul y Sau3Al, no se observaron diferencias entre

los patrones de restriccion de las clonas (Figura 18).

Se seleccionaron un grupo de clonas para secuenciar los productos de PCR. El
analisis de las secuencias revel6 que el fragmento amplificado con los iniciadores de los
bloques 1 y 5 corresponde al grupo de genes tipo crylAc, sin embargo muestra un 99 % de
indentidad con todos genes crylAc reportados en bases de datos hasta la fecha. Al comparar
este fragmento de gen con el de la cepa HD-73 se detectaron tres sustituciones de
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nucleétidos que ademas no se encuentran en el resto de los genes crylAc reportados a la

fecha (Anexo 5)
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Figura 18. Andlisis de restriccion con las enzimas EcoRI, EcoRV, Alul y Sau3Al de clonas con los
amplicones obtenidos de genes cry.

V11 14. Amplificacion de genes cry completos y analisis de secuencia.

Se procedid posteriormente a la amplificacion mediante PCR y secuenciacién del

gen crylAc completo de la cepa LBIT-1200. Para ello se disefiaron los oligonucle6tidos

mostrados en la (Tabla 10) teniendo en cuenta que los extremos 5’ y 3’ de estos genes son

muy conservados, encontrandose las mayores variaciones en la region central.
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Tabla 10. Iniciadores empleados para amplificar el gen completo crylAc de la cepa LBIT-1200.

Iniciadores Secuencia de nucledtidos Temp °C
CrylAcF ATGGATAACAATCCGAACATC 52
CrylAcR GACTATTCCTCCATAAG 53

Se obtuvo entonces mediante PCR un amplicon de un tamarfio aproximado de 3.5 kb
que corresponde al gen completo crylAc de nuestra cepa de interés (Figura 19).
Posteriormente se procedid a secuenciar y analizar la secuencia obtenida. Se detect6 que el
gen contiene 3537 nucledtidos (Anexo 6) y presenta cuatro sustituciones mas, ademas de
las tres sustituciones antes mencionadas, para un total de siete sustituciones nucleotidicas,
con respecto al gen crylAcl tipo, y que se encuentra en la cepa HD-73. Estas sustituciones
no se encuentran presentes en ninguno de los genes crylAc reportados hasta la fecha. La
secuencia se depositd en la base de datos GenBank con el nimero de acceso KT183532.

Posteriormente se obtuvo una prediccion de la estructura terciaria de la proteina
activada (de tres dominios) mediante el servidor I-TASSER donde se pudo determinar que
la proteina CrylAc de la cepa LBIT-1200 muestra un 99 % de similitud en su estructura
terciaria con respecto al la proteina CrylAcl producida por la cepa HD-73. Se observaron
los dominios estructurales delimitados por lazos de unidon y con una configuracion de a-
hélices y laminas 3 en los dominos I y dominios II y Ill, respectivamente. (Figura 20 Ay
B).
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Figura 19. Electroforesis en gel de agarosa 1 % de la amplificacion del gen crylAc completo mediante PCR.
Carril 1: Patrdn de peso molecular 1 kb Plus (Invitrogen).

A Vista frontal

Figura 20A. Vista frontal de la estructura tridimensional predicha de la proteina CrylAc producida por la cepa
LBIT-1200. Los dominios I, 11 y 111 se representan con los colores salmon, rojo y verde respectivamente.
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B Vista superior

Figura 20B. Vista superior de la estructura tridimensional predicha de la proteina CrylAc producida por la
cepa LBIT-1200. Los dominios I, Il y I11 se representan con los colores salmén, rojo y verde respectivamente.

Posteriormente se realizo el alineamiento de la secuencia de amino&cidos de la
proteina CrylAc de nuestra cepa de estudio con el resto de las proteinas CrylAc que
existen hasta la fecha y se detectd la presencia de cuatro sustituciones de aminoacidos
derivadas de algunas de las sustituciones de nucledtidos que se encontraron en la secuencia
de la cepa LBIT-1200 (Anexo 7). Las sustitituciones presentes fueron las siguientes: M1L,
N519Y, R574G y L867F (Fig 21A-D).

Se realizd un andlisis filogenético para determinar la relacion entre la proteina
CrylAc de LBIT-1200 vy el resto de las proteinas CrylAc cuya secuencias completas se
conocen (algunas proteinas CrylAc se encuentran reportadas como secuencias parciales)
(Figura 22). Teniendo en cuenta que esta proteina no mostrd un 100 % de similitud con
ninguna de las proteinas empleadas en esta comparacion, su secuencia Se sometio a criterio
del Comité de Nomenclatura de Toxinas de B. thuringiensis para la asignacion de un
namero de acuerdo a los criterios de nomenclatura establecidos para las proteinas Cry,

guedando registrada como Cry1Ac39.
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A

CrylAc38 MDNNPNINECIPYNCLSNPEVEVLGGERIETGYTPIDISLSLTQFLLSEFVPGAGFVLGL
CrylAcLBIT-1200 LDNNPNINECIPYNCLSNPEVEVLGGERIETGYTPIDISLSLTQFLLSEFVPGAGFVLGL
CrylAc28 MDNNPNINECIPYNCLSNPEVEVLGGERIETGYTPIDISLSLTQFLLSEFVPGAGFVLGL
CrylAc3l MDNNPNINECIPYNCLSNPEVEVLGGERIETGYTPIDISLSLTQFLLSEFVPGAGFVLGL
CrylAc22 MDNNPNINECIPYNCLSNPEVEVLGGERIETGYTPIDISLSLTQFLLSEFVPGAGFVLGL
CrylAcl9 MDNNPNINECIPYNCLSNPEVEVLGGERIETGYTPIDISLSLTQFLLSEFVPGAGFVLGL
CrylAcll MDONNPNINECIPYNCLSNPEVEVLGGERIETGYTPIDISLSLTQFLLSEFVPGAGFVLGL
CrylAc30 MDNNPNINECIPYNCLSNPEVEVLGGERIETGYTPIDISLSLTQFLLSEFVPGAGFVLGL
CrylAcl6 MDNNPNINECIPYNCLSNPEVEVLGGERIETGYTPIDISLSLTQFLLSEFVPGAGFVLGL
CrylAcl MDNNPNINECIPYNCLSNPEVEVLGGERIETGYTPIDISLSLTQFLLSEFVPGAGFVLGL
CrylAc7 MDNNPNINECIPYNCLSNPEVEVLGGERIETGYTPIDISLSLTQFLLSEFVPGAGFVLGL
CrylAc8 MDNNPNINECIPYNCLSNPEVEVLGGERIETGYTPIDISLSLTQFLLSEFVPGAGFVLGL
CrylAc9 MDNNPNINECIPYNCLSNPEVEVLGGERIETGYTPIDISLSLTQFLLSEFVPGAGFVLGL
CrylAclo MDNNPNINECIPYNCLSNPEVEVLGGERIETGYTPIDISLSLTQFLLSEFVPGAGFVLGL
CrylAcé MDNNPNINECIPYNCLSNPEVEVLGGERIETGYTPIDISLSLTQFLLSEFVPGAGFVLGL
CrylAc35 MDNNPNINECIPYNCLSNPEVEVLGGERIETGYTPIDISLSLTQFLLSEFVPGAGFVLGL
CrylAc26 MDNNPNINECIPYNCLSNPEVEVLGGERIETGYTPIDISLSLTQFLLSEFVPGAGFVLGL
CrylAc27 MDNNPNINECIPYNCLSNPEVEVLGGERIETGYTPIDISLSLTQFLLSEFVPGAGFVLGL
CrylAc2 MDNNPNINECIPYNCLSNPEVEVLGGERIETGYTPIDISLSLTQFLLSEFVPGAGFVLGL
CrylAcl8 MDNNPNINECIPYNCLSNPEVEVLGGERIETGYTPIDISLSLTQFLLSEFVPGAGFVLGL
CrylAc25 MONNPNINECIPYNCLSNPEVEVLGGERIETGYTPIDISLSLTQFLLSEFVPGAGFVLGL
CrylAcld MDNNPNINECIPYNCLSNPEVEVLGGERIETGYTPIDISLSLTQFLLSEFVPGAGFVLGL
CrylAc24 MDNNPNINECNPYNCLSNPEVEVLGGERIETGYTPIDISLSLTQFLLSEFVPGAGFVLGL
CrylAc32 MDNNPNINECIPYNCLSNPEVEVLGGERIETGYTPIDISLSLTQFLLSEFVPGAGFVLGL
CrylAc20 MDNNPNTNECIPYNCLSNPEVEVLGGERIETGYTPIDISLSLTQFLLSEFVPGAGFVLGL
CrylAcS MDNNPNINECIPYNCLSNPEVEVLGGERIETGYTPIDISLSLTQFLLSEFVPGAGFVLGL
CrylAcl? MDNNPNINECIPYNCLSNPEVEVLGGERIETGYTPIDISLSLTQFLLSEFVPGAGFVLGL
CrylAclS MDNNPNINECIPYNCLSNPEVEVLGGERIETGYTPIDISLSLTQFLLSEFVPGAGFVLGL
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Figura 21A. Alineamiento de la proteina CrylAc de la cepa LBIT-1200 con todas las proteinas CrylAc
completas conocidas hasta la fecha . Se sefiala con una flecha la sustitucion M1L.
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CrylAc38 LNVNWGNSSIFSNTVPATATSLDNLQSSDFGYFESANAFTSSLGNIVGVRNFSGTAGVII
CrylAcLBIT-1200 LNVNWGYSSIFSNTVPATATSLDNLQSSDFGYFESANAFTSSLGNIVGVRNFSGTAGVII
CrylAc28 LNVNWGNSSIFSNTVPATATSLDNLQSSDFGYFESANAFTSSLGNIVGVRNFSGTAGVII
CrylAc3l LNVNWGNSSIFSNTVPATATSLDNLQSSDFGYFESANAFTSSLGNIVGVRNFSGTAGVII
CrylAc22 LNVNWGNSSIFSNTVPATATSLDNLQSSDFGYFESANAFTSSLGNIVGVRNFSGTAGVII
CrylAcl19 LNVNWGNSSIFSNTVPATATSLDNLQSSDFGYFESANAFTSSLGNIVGVRNFSGTAGVII
CrylAcll LNVNWGNSSIFSNTVPATATSLDNLQSSDFGYFESANAFTSSLGNIVGVRNFSGTAGVII
CrylAc30 LNVNWGNSSIFSNTVPATATSLDNLQSSDFGYFESANAFTSSLGNIVGVRNFSGTAGVII
CrylAcl6 LNVNWGNSSIFSNTVPATATSLDNLQSSDFGYFESANAFTSSLGNIVGVRNFSGTAGVII
CrylAcl LNVNWGNSSIFSNTVPATATSLDNLQSSDFGYFESANAFTSSLGNIVGVRNFSGTAGVII
CrylAc7 LNVNWGNSSIFSNTVPATATSLDNLQSSDFGYFESANAFTSSLGNIVGVRNFSGTAGVII
CrylAc8 LNVNWGNSSIFSNTVPATATSLDNLQSSDFGYFESANAFTSSLGNIVGVRNFSGTAGVII
CrylAc9 LNVNWGNSSIFSNTVPATATSLDNLQSSDFGYFESANAFTSSLGNIVGVRNFSGTAGVII
CrylAclo LNVNWGNSSIFSNTVPATATSLDNLQSSDFGYFESANAFTSSLGNIVGVRNFSGTAGVII
CrylAc4 LNVNWGNSSIFSNTVPATATSLDNLQSSDFGYFESANAFTSSLGNIVGVRNFSGTAGVII
CrylAc35 LYVNWGNSSIFSNTVPATATSLDNLQSSDFGYFESANAFTSSLGNIVGVRNFSGTAGVII
CrylAc26 LNVNWGNSSIFSNTVPATATSLDNLQSSDFGYFESANAFTSSLGNIVGVRNFSGTAGVII
CrylAc27 LNVNWGNSSIFSNTVPATATSLDNLQSSDFGYFESANAFTSSLGNIVGVRNFSGTAGVII
CrylAc2 LNVNWGNSSIFSNTVPATATSLDNLQSSDFGYFESANAFTSSLGNIVGVRNFSGTAGVII
CrylAcl8 LYVNWGNSSIFSNTVPATATSLDNLQSSDFGYFESANAFTSSLGNIVGVRNFSGTAGVII
CrylAc25 LNVNWGNSSIFSNTVPATATSLDNLQSSDFGYFESANAFTSSLGNIVGVRNFSGTAGVII
CrylAcl4d LNVNWGNSSIFSNTVPATATSLDNLQSSDFGYFESANAFTSSLGNIVGVRNFSGTAGVII
CrylAc24 LNVNWGNSSIFSNTVPATATSLDNLQSSDFGYFESANAFTSSLGNIVGVRNFSGTAGVII
CrylAc32 LNVNWGNSSIFSNTVPATATSLDNLQSSDFGYFESANAFTSSLGNIVGVRNFSGTAGVII
CrylAc20 LNVNWGNSSIFSNTVPATATSLDNLQSSDFGYFESANAFTSSLGNIVGVRNFSGTAGVII
CrylAcS LNVNWGNSSIFSNTVPATATSLDNLQSSDFGYFESANAFTSSLGNIVGVRNFSGTAGVII
CrylAcl7 LNVNWGNSSIFSNTVPATATSLDNLQSSDFGYFESANAFTSSLGNIVGVRNFSGTAGVII
CrylAcl5 LNVNWGNSSIFSNTVPATATSLDNLQSSDFGYFESANAFTSSLGNIVGVRNFSGTAGVII

¥ FEEX FEFIEXEFEFEARFERIFERERETEERERIEREERETEREEREREREEREREARERRE XX

Figura 21B. Alineamiento de la proteina CrylAc de la cepa LBIT-1200 con todas las proteinas CrylAc
completas conocidas hasta la fecha . Se sefiala con una flecha la sustitucion N547Y.

76



C

CrylAc38
CrylAcLBIT-1200
CrylAc28
CrylAc31
CrylAc22
CrylAcl9
CrylAcll
CrylAc30
CrylAcl6
CrylAcl
CrylAc7
CrylAc8
CrylAc9
CrylAclo
CrylAcé
CrylAc35
CrylAc26
CrylAc27
CrylAc2
CrylAcl8
CrylAc25
CrylAcls
CrylAc24
CrylAc32
CrylAc20
CrylAcS
CrylAcl7
CrylAclS

DRFEFIPVTATLEAEYNLERAQKAVNALFTSTNQLGLKTNVTDYHIDQVSNLVTYLSDEF
DGFEFIPVTATLEAEYNLERAQKAVNALFTSTNQLGLKTNVTDYHIDQVSNLVTYLSDEF
DRFEFIPVTATLEAEYNLERAQKAVNALFTSTNQLGLKTNVTDYHIDQVSNLVTYLSDEF
DRFEFIPVTATLEAEYNLERAQKAVNALFTSTNQLGLKTNVTDYHIDQVSNLVTYLSDEF
DRFEFIPVTATLEAEYNLERAQKAVNALFTSTNQLGLKTNVTDYHIDQVSNLVTYLSDEF
DRFEFIPVTATLEAEYNLERAQKAVNALFTSTNQLGLKTNVTDYHIDQVSNLVTYLSDEF
DRFEFIPVTATLEAEYNLERAQKAVNALFTSTNQLGLKTNVTDYHIDQVSNLVTYLSDEF
DRFEFIRVTATLEAEYNLERAQKAVNALFTSTNQLGLKTNVTDYHIDQVSNLVTYLSDEF
DRFEFIPVTATLEAEYNLERAQKAVNALFTSTNQLGLKTNVTDYHIDQVSNLVTYLSDEF
DRFEFIPVTATLEAEYNLERAQKAVNALFTSTNQLGLKTNVTDYHIDQVSNLVTYLSDEF
DRFEFIPVTATLEAEYNLERAQKAVNALFTSTNQLGLXTNVTDYHIDQVSNLVTYLSDEF
DRFEFIPVTATLEAEYNLERAQKAVNALFTSTNQLGLKTNVTDYHIDQVSNLVTYLSDEF
DRFEFIPVTATLEAEYNLERAQKAVNALFTSTNQLGLKTNVTDYHIDQVSNLVTYLSDEF
DRFEFIPVTATLEAEYNLERAQKAVNALFTSTNQLGLKTNVTDYHIDQVSNLVTYLSDEF
DRFEFIPVTATLEAEYNLERAQKAVNALFTSTNQLGLKTNVTDYHIDQVSNLVTYLSDEF
DRFEFIPVTATLEAEYNLERAQKAVNALFTSTNQLGLKTNVTDYHIDQVSNLVTCLSDEF
DRFEFIPVTATLEAEYNLERAQKAVNALFTSTNQLGLKTNVTDYHIDQVSNLVTYLSDEF
DRFEFIPVTATLEAEYNLERAQKAVNALFTSTNQLGLKTNVTDYHIDQVSNLVTYLSDEF
DRFEFIPVTATLEAEYNLERAQKAVNALFTSTNQLGLKTNVTDYHIDQVSNLVTCLSDEF
DRFEFIPVTATLEAEYNLERAQKAVNALFTSTNQLGLKTNVTDYHIDQVSNLVTCLSDEF
DRFEFIPVTATLEAEYNLERAQKAVNALFTSTNQLGLKTNVTDYHIDQVSNLVTYLSDEF
DRFEFIPVTATLEAEYNLERAQKAVNALFTSTNQLGLKTNVTDYHIDQVSNLVTYLSDEF
DRFEFIPVTATLEAEYNLERAQKAVNALFTSTNQLGLKTNVTDYHIDQVSNLVTYLSDEF
DRFEFIPVTATLEAEYNLERAQKAVNALFTSTNQLGLKTNVTDYHIDQVSNLVTYLSDEF
DRFEFIPVTATLEAEYNLERAQKAVNALFTSTNQLGLKTNVTDYHIDQVSNLVTYLSDEF
DRFEFIPVTATLEAEYNLERAQKAVNALFTSTNQLGLKTNVTDYHIDQVSNLVTYLSDEF
DRFEFIPVTATLEAEYNLERAQKAVNALFTSTNQLGLKTNVTDYHIDQVSNLVTYLSDEF
DRFEFIPVTATLEAEYNLERAQKAVNALFTSTNQLGLKTNVTDYHIDQVSNLVTYLSDEF

¥ OFEEF FEXEXEXEFEFERIFEFERERFEFERIERIEREREREREEFERERERERERER XX E%E

Figura 21C. Alineamiento de la proteina CrylAc de la cepa LBIT-1200 con todas las proteinas CrylAc
completas conocidas hasta la fecha . Se sefiala con una flecha la sustitucion R602G.
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D

CrylAc38 NEDLGVWVIFKIKTQDGHARLGNLEFLEEKPLVEEALARVKRAEKKWRDKREKLEWETNI
CrylAcLBIT-1200 NEDLGVWVIFKIKTQDGHARLGNLEFFEEKPLVGEALARVKRAEKKIWRDKREKLEWETNI
CrylAc28 NEDLGVWVIFKIKTQDGHARLGNLEFLEEKPLVGEALARVKRAEXKIWRDXREKLEWETNI
CrylAc3l NEDLGVWVIFKIKTQDGHARLGNLEFLEEKPLVGEALARVKRAEKKWRDKRGKLEWETNI
CrylAc22 NEDLGVWVIFKIKTQDGHARLGNLEFLEEKPLVGEALARVKRAEXKIWRDKREKLEWETNI
CrylAcl9 NEDLGVWVIFKIKTQDGHARLGNLEFLEEKPLVGEALARVKRAEKKIWRDXREKLEWETNI
CrylAcll NEDLGVWVIFKIKTQDGHARLGNLEFLEEKPLVGEALARVKRAEKKWRDKREKLEWETNI
CrylAc30 NEDLGVWVIFKIKTQDGHARLGNLEFLEEKPLVGEALARVKRAEKKIWRDKREKLEWETNI
CrylAcl6 NEDLGVWVIFKIKTQDGHARLGNLEFLEEKPLVGEALARVKRAEXKWRDKREKLEWETNI
CrylAcl NEDLGVWVIFKIKTQDGHARLGNLEFLEEKPLVGEALARVKRAEXKIWRDKREKLEWETNI
CrylAc7 NEDLGVWIFKIKTQDGHARLGNLEFLEEKPLVGEALARVKRAEKKIWRDXREKLEWETNI
CrylAc8 NEDLGVWVIFKIKTQDGHARLGNLEFLEEKPLVGEALARVKRAEKKWRDXREKLEWETNI
CrylAc9 NEDLGVWVIFKIKTQDGHARLGNLEFLEEKPLVGEALARVKRAEKKIWRDKREKLEWETNI
CrylAclo NEDLGVWVIFKIKTQDGHARLGNLEFLEEKPLVGEALARVKRAEKKIWRDKREKLEWETNI
CrylAcé NEDLGVWVIFKIKTQDGHARLGNLEFLEEKPLVGEALARVKRAEKKIWRDKREKLEWETNI
CrylAc35 NEDLGVWVIFKIKTQDGHARLGNLEFLGEKPLVGEALARVKRAEKKIWRDKREKLEWETNI
CrylAc26 NEDLGVWVIFKIKTQDGHARLGNLEFLEEKPLVGEALARVKRAEXKIWRDKREKLEWETNI
CrylAc27 NEDLGVWVIFKIKTQDGHARLGNLEFLEEKPLVGEALARVKRAEKKIWRDKREKLEWETNI
CrylAc2 NEDLGVWVIFKIKTQDGHARLGNLEFLEEKPLVGEALARVKRAEKKIWRDKREKLEWETNI
CrylAcl8 NEDLGVWVIFKIKTQDGHARLGNLEFLEEKPLVGEALARVKRAEXKIWRDXREKLEWETNI
CrylAc25 NEDLGVWVIFKIKTQDGHARLGNLEFLEEKPLVGEALARVKRAEKKWRDKREKLEWETNI
CrylAcl4 NEDLGVWVIFKIKTQDGHARLGNLEFLGEKPLVGEALARVKRAEKKIWRDKREKLEWETNI
CrylAc24 NEDLGVWVIFKIKTQDGHARLGNLEFLEEKPLVGEALARVKRAEKKWRDKREKLEWETNI
CrylAc32 NEDLGVWVIFKIKTQDGHARLGNLEFLEEKPLVGEALARVKRAEKKIWRDKREKLEWETNI
CrylAc20 NEDLGVWVIFKIKTQDGHARLGNLEFLEEKPLVGEALARVKRAEXKWRDKREKLEWETNI
CrylAc5 NEDLGVWVIFKIKTQDGHARLGNLEFLEEKPLVGEALARVKRAEKXKWRDKREKLEWETNI
CrylAcl? NEDLGVWVIFKIKTQDGHARLGNLEFLEEKPLVGEALARVKRAEXKIWRDKREKLEWETNI
CrylAclS NEDLGVWVIFKIKTQDGHARLGNLEFLEEKPLVGEALARVKRAEKKWRDXREKLEWETNI

FEZEXEEEFIEFXEXEFERERXERERER: FEREF EXEFTEFXEFEFEFIELEEE TR E%E

Figura 21D. Alineamiento de la proteina CrylAc de la cepa LBIT-1200 con todas las proteinas CrylAc
completas conocidas hasta la fecha . Se sefiala con una flecha la sustitucion L867F.
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Figura 22. Arbol obtenido por analisis Neighbor-joinig donde se muestran las relaciones filogenéticas entre
las diferentes proteinas CrylAc y la proteinas CrylAc de LBIT-1200 en base a la secuencia de aminoacidos
de la flagelina. La proteinas CrylAa se empled como “out group”
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Las sustituciones M1L y L867F se encuentran en los extremos amino y carboxilo
terminal de la proteina, respectivamente, fuera de la region toxica de la proteina. Mientras
que las sustituciones N547Y y R602G se encuentran ubicadas en la region que constituye la
toxina activa. Mediante un analisis de la estructura tridimensional de la 3-endotoxina se
determind que ambas sustituciones se encuentran en el dominio III de la d-endotoxina. La
sustitucion N547Y se encuentra en un lazo expuesto hacia el exterior del domino que une la
cadena  nimero 19 y la cadena  nimero 20 del dominio III (Figura 23). Por otra parte la
sustitucion R602G se encuentra en el centro de la cadena B numero 24 del dominio III,

localizada hacia el interior de este dominio (Figura 24).

Figura 23. Estructura tridimensional predicha de la 3-endotoxina CrylAc de la cepa LBIT-1200. El lazo del
dominio Il en el que se encuentra la sustitucion N547Y se resalta en color azul.
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Figura 24. Estructura tridimensional predicha de la 3-endotoxina CrylAc de la cepa LBIT-1200. La cadena 3
del dominio 111 en la que se encuentra la sustitucion R602G se resalta en color azul.

VIl 15. Mutagénesis dirigida. Obtencion de genes mutados mediante
PCR. Expresion de proteinas mutantes en la cepa acristalifera LBIT-601.

De acuerdo a los resultados obtenidos previamente se procedid a realizar
experimentos de mutagénesis dirigida con el objetivo de introducir las sustituciones de
aminoacidos que presenta la region de la d-endotoxina de la proteina CrylAc de la cepa
LBIT-1200 (N547Y y R602G) en el la proteina CrylAcl de la cepa estandar HD-73. De
esta forma se puede comprobar si estas sustituciones de aminoacidos son las responsables

de la alta toxicidad que presenta la cepa LBIT-1200 ante M. sexta 'y T. ni.

Se procedi6 a amplificar la secuencia completa del gen crylAcl de la cepa HD-73
empleando los iniciadores y condiciones antes mencionados. Se obtuvo un producto de
PCR con un tamario de 3.5 kb aproximadamente y acorde a lo esperado (Figura 25). El gen
obtenido se ligd al vector pJET 1.2 y se transformaron en E. coli DH5a (Figura 26). La
construccion obtenida (pJET 1.2 + crylAcl) se emple6 como DNA parental para realizar la
mutagénesis por PCR empleando las condiciones e indiciadores antes mencionados. Los
productos de PCR obtenidos se digirieron con la enzima Dpnl para eliminar el DNA

parental y se clonaron en E. coli DH5a.
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PM HD-73

3.5kb

Figura 25. Electroforesis en gel de agarosa 1 % de la amplificacion del gen crylAc 1 de HD-73 mediante
PCR. Carril 1: Patron de peso molecular 1 kb (Invitrogen).

pJET 1.2 + cry1Acl

A

7 kb

Figura 26. Electroforesis en gel de agarosa 1 % de la construccion pJET 1.2 + crylAcl. Carril 1: Patrén de
peso molecular 1 kb Plus (Invitrogen).
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Los plasmidos obtenidos por lisis alcanina se purificaron y se enviaron 15 de cada
mutacién a secuenciar para corroborar la presencia de los codones mutantes introducidos en
el gen crylAcl. Las secuencias se analizaron con el programa SnapGene. Se obtuvieron 8
clonas positivas de 15 para la sustitucion de aminoacidos N537Y y 6 clonas de 15 para la

sustitucion R602G (Figura 27A 'y B).

A

Primer 1
[cgttaattggggttactcatccatt

5 CGGTATGCTTCTGTAACCCCGATTCACCTCAACGTTAATTGGGGTTACTCATCCATTTTTTCCAATACAGTACCAGCTACAGCTACGTCA
4 1 " Il : 1 : 1 N 1 4 ! : 1 " 1 . §: Sew 320

oo + T + T + T + T + T ¥ T t T T T ¥ T
3’ GCCATACGAAGACATTGGGGCTAAGTGGAGTTGCAATTAACCCCAATGAGTAGGTAAAAAAGGTTATGTCATGGTCGATGTCGATGCAGT
R A SS VT I LNV N WG YA NST STk FEST NS VETPl AT A TS —

Primer 1

[ Jtacl
cgttaattggggtr—tcatccatt

5 TGCTTCTGTAACCCCGATTCACCTCAACGTTAATTGGGGTAATTCATCCATTTTTTCCAATACAGTACCAGCTACAGCTA
Ve . 1 : ! . ! 1 1 1 1 3 1 . 1 . L aae 220
T T T T T T T T T T T T T T T T

3’ ACGAAGACATTGGGGCTAAGTGGAGTTGCAATTAACCCCATTAAGTAGGTAAAAAAGGTTATGTCATGGTCGATGTCGAT
ARSIV TR P T A RN VN WG RN S TS T T EE S T N T P A STA —

Primer 1
IGTGATAATAGACGGGTTTGAATTTAT

5 AGAAATTTTAGTGGGACTGCAGGAGTGATAATAGACGGGTTTGAATTTATTCCAGTTACTGCAACACTCGAGGCTGAATA
Vo 4 1 3 1 " Il 4 1 4 1 4 1 . 1 4 E eee 340
+ 1 + T + T + T - T T T =5 T T T

3’ TCTTTAAAATCACCCTGACGTCCTCACTATTATCTGCCCAAACTTAAATAAGGTCAATGACGTTGTGAGCTCCGACTTAT
R N F S G T A G V I 1 D G F E F 1 PRV AT L E A E Y —

Primer 1
IGTGATAATAGAC'—ITTTGAATTTAT
5" AGAAATTTTAGTGGGACTGCAGGAGTGATAATAGACaAGaTTTGAATTTATTCCAGTTACTGCAACACTCGAGGCTGAATA
e 1 1 1 1 1 1 1 1 3 1 g 1 3 Il 2 N 390
T T T T T T T T T T T T T T L 1
3’ TCTTTAAAATCACCCTGACGTCCTCACTATTATCTGEtCEtAAACTTAAATAAGGTCAATGACGTTGTGAGCTCCGACTTAT

R N F S 6 T A G V 1 I D R 5 E |7 I PRV AN L EXRATRENY: —_

Figura 27. Andlisis de secuencias para la deteccion de clonas mutadas en el programa SnapGene. A: clona
positiva N547Y, B: clona positiva R602G. En ambos casos los genes mutados se muestran en la parte
inferiror de la figura.
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Al obtener las clonas positivas de las dos mutaciones analizadas se genero la doble
mutacioén empleando como DNA parental para el PCR mutagénico una de las clonas con la
mutacién R602G vy los iniciadores para generar la mutacion N547Y. Mediante este

procedimiento se obtuvieron 6 clonas positivas de 15.

Una vez obtenidas las mutaciones puntuales y la doble mutante se liberd el gen
crylAc de cada una del vector pJET 1.2 mediante digestion con las enzimas Sphl y Sall
(Figura 28A) e igualmente se digirio el vector pSTAB con las mismas enzimas para su
posterior ligacion. Esta ultima construccion se corroboré mediante doble digestion con las
enzimas antes mencionadas (Figura 28B) y se utiliz6 para transformar células de la cepa
acristalifera LBIT-601 que posteriormente se liofilizaron para realizar bioensayos
comparativos. Previamnete, la expresion de las proteinas mutantes se confirmé mediante

observacion de cristales parasporales al microscopio 6ptico de contraste de fases.

Q
<
N
~
o c
pJET + crylAc B + 0
=1
A mutado 2 g
= 0
{ Ao

PM
pSTAB
crylAc

Figura 28. Electroforesis en gel de agarosa 1 %. A: Digestion de la construccion pJET+crylAc. B: Ligacion
de los genes crylAc mutados y el vector pSTAB, digestién de la construccién pSTAB+crylAc.
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V11 16. Microscopia electronica de cepas de B. thuringiensis mutantes

Se analiz6 la morfologia de los cristales formados por las cepas mutantes mediante
microscopia electrénica de transmision y tincion negativa. Todos los cristales mutantes
mantuvieron la morfologia tipica bipiramidal (Figura 29A-D). Los cristales formados por la
cepa mutante R602G fueron los de mayor tamafio con 2.02 um de longitud promedio, sin
embargo, los cristales de esta cepa no mostraron diferencias significativas con respecto al
tamario de los cristales formados por la cepa mutante N547Y (1.97 um). La doble mutante
formo cristales con un tamafio promedio de 1.24 um, muy similar a los producidos por la
cepa LBIT-1200, pero se observaron diferencias significativas entre los tamafios de los
cristales de la doble mutante y el resto de los tratamientos. Los cristales mas chicos fueron
los producidos por la cepa control que expresa la proteina CrylAcl de la cepa HD-73, con

un tamano promedio de 1.11 um de longitud,

Tabla 11. Tamafio promedio de los cristales formados por las cepas mutantes

Tamaiio promedio
Mutante DES
(pm)
N547Y 197 a 0.3
R602G 2.02a 0.3
DM 1.24 Db 0.2
CrylAcl 111c 0.2

DES. Desviacion Estandar

DM: Doble Mutante
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Figura 29. Andlisis de la morfologia de las cepas mutantes mediante tincion negativa y microscopia
electronica de transmision. A: mutante N547Y, B: mutante R602G.
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Figura 29. Analsis de la morfologia de las cepas mutantes mediante tincién negativa y microscopia
electronica de transmisién. C: doble mutante N547Y y R602G, D: cepa control Cry-B expresando la proteina
CrylAcl de la cepa estandar HD-73.
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V11 17. Bioensayos para determinar la CLs, de las cepas mutantes frente a M.
sextay T. ni

Se realizaron bioensayos para determinar la CLsp de las cepas mutantes frente a los
lepiddpteros M. sexta y T. ni. Para los controles se transformé la cepa acristalifera LBIT-
601 para la expresion de los genes crylAc de las cepas nativas HD-73 y LBIT-1200 de
forma independiente. Los bioensayos se realizaron bajo las condiciones descritas

anteriormente.

En los bioensayos con M. sexta se observé que la cepa con la mutacion N547Y tuvo
un valor de CLso de 3.95 ng/cmz, mientras que en la doble mutante la CLsy fue de 5.27
ng/cm?. Estas mutantes mostraron los valores de CLsy mas bajos, junto al control que
expresa el gen crylAc de la cepa LBIT-1200 que tuvo una CLs de 4.73 ng/cm? y no se
observaron diferencias significativas entre ellas. La cepa con la mutacion R602G tuvo una
ClLso de 9.37 ng/cm2 mostrando diferencias significativas con el resto de los tratamientos
antes mencionados y con el control que expresa el gen crylAcl de la cepa HD-73 cuyo
valor de CLso fue de 27.2 ng/cm? (Tabla 11)

Los bioensayos con T. ni tuvieron resultados semejantes ya que las cepas con la
mutacion N547Y, la doble mutante y el control que expresa el gen crylAc de LBIT-1200
mostraron una mayor toxicidad hacia este lepidoptero, con valores de CLsy de 10.85
ng/cm? 14.53 ng/cm? y 14.82 nglcm?® respectivamente. No se observaron diferencias
significativas entre estos tratamientos. La cepa portadora de la mutacion R602G, con una
CLso de 41.58 mostro diferencias significativas con los tratamientos antes mencionados y
con el control que expresa el gen crylAc de HD-73 que tuvo un valor de CLso de 180.5
ng/cm? (Tabla 11).

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en estos bioensayos con cepas que
expresan proteinas mutadas, podemos determinar que de las dos mutaciones introducidas
tienen un papel importante en la toxicidad de las cepas analizadas, sin embargo es
importante destacar que la mutacion N547Y tiene un mayor contribucion a la toxicidad ya
que esta mutante mostré una mayor toxicidad que la mutacion R602G en todos los
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bioensayos. Estos resultados nos permiten confirmar que la cepa LBIT-1200 debe su alta

toxicidad a estas sustituciones de aminoacidos.

Tabla 11. Concentracion letal media de las cepas mutantes contra M. sexta y T. ni empleando complejo

espora-cristal.

M. sexta

Cepa CLso (ng/cm?) LF e Pendiente
N547Y 3.95a 2.93-5.31 3.40314 3.0227534
R602G 9.375b 7.509-11.417 2.826234 2.141343
DM 5.275a 4.403-6.24 2.9720 2.6246
Cry-B 1200 4,732 a 3.805-5.844 1.57078 1.8863
Cry-B HD73 27.246 ¢ 22.701-32.368 6.6466 1.763086

T. ni

N547Y 10.859 a 5.049-19.663 11.776414 1.83602
R602G 41584 b 34.863-49.601 3.155981 2.559637
DM 14532 a 10.9734-19.389 2.67430 2.573853
Cry-B 1200 14817 a 8.905-24.654 4.608708 1.467896
Cry-B HD73 180.515¢ 156.163-208.664 3.461284 3.257027

LF: Limites Fiduciales

DM: Doble mutante (N547Y y R602G)
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VIII. DISCUSION

En el presenta trabajo se realizo la caracterizacion parcial de una cepa de Bt nativa
de Irapuato, Guanajuato, México, aislada a partir de muestras de suelo y denominada LBIT-
1200. La cepa pertenece al cepario del Laboratorio de Bioinsecticidas de la Unidad Irapuato
del Centro de Investigacion y Estudios Avanzados del IPN y en experimentos previos habia
demostrado una alta toxicidad frente a ciertos insectos. Se determind que la cepa
corresponde al serotipo kurstaki mediante anéalisis de la secuencia de aminoacidos de la
flagelina, ya que por métodos convencionales de serotipificacion no se obtuvieron
resultados debido a la autoaglutinacion mostrada por la misma. Este fendmeno si bien es
comun entre cepas de Bt no afecta la capacidad insecticida de la misma asi como tampoco

impide la correcta serotipificacion mediante métodos moleculares.

Empleando una serie de sets de inciadores degenerados se determin6 que LBIT-
1200 s6lo contiene un gen que es del tipo crylAc que condifica para proteinas que se
agrupan en cristales bipiramidales con tamano mayor de 1 um. Los genes crylcodifican
proteinas con un tamafio aproximado de 130 kDa, que sufren un proceso de protedlisis
durante la activacién en el intestino de los insectos blanco. Estos genes son los mas
estudiados y abundantes , ya que hasta la fecha se reportan méas de 150, descubiertos en
diferentes partes del mundo (Lone et al., 2013). Los genes cryl fueron ademas los primeros
en ser caracterizados e introducidos en plantas transgénicas, debido a la actividad
insecticida que presentan algunos de ellos contra lepiddpteros. La frecuencia de estos genes
en cepas de Bt es variable, sin embargo en la mayoria de los casos existe una prevalencia de
genes crylA, que se encuentran aproximadamente en el 50 % de la cepas que se analizan.
Otros genes cryl son menos comunes como los crylH y crylK ,son muy raros y se
encuentran en pocas cepas (Yu et al., 2015). La mayoria de la veces los genes cryl se
encuentran en asociacion con otros genes como los cry2 (Seifinejad et al., 2008).

Uno de los aspectos més singulares e interesantes de nuestra cepa de estudio LBIT-
1200 es su alto grado de similitud con respecto a la cepa estandar HD-73. Ambas poseen
patrones de Rep-PCR, patrones de plasmidos y patrones electroforéticos de proteinas

idénticos. Ademas ambas cepas producen Unicamente proteinas del tipo CrylAc que se
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agrupan en cristales con morfologia bipiramidal y no producen proteinas Vip. Este
fendmeno ya habia sido reportado antes en la literatura ya que a pesar de la gran diversidad
de cepas y el gran nimero de proteinas Cry reportadas existen en la naturaleza algunas
bacterias cuyo origen parece estar dado por pequefias variaciones de otras poblaciones
bacterianas. En Argentina se realizo la caracterizacion de una cepa de Bt muy similar a la
cepa estdndar HD-1. Los patrones de Rep-PCR y plasmidos de bajo peso molecular de
ambas cepas eran idénticos, sin embargo la cepa de estudio no producia la proteina Cry2A
y por tanto sus cristales solo mostraban morfologia bipiramidal (Sauka et al., 2010). De
igual manera otro grupo de investigadores realizaron el anélisis de una cepa de Bt muy
similar a HD-73, como ocurre en nuestro caso. Esta cepa mostraba una alta toxicidad hacia
el lepiddptero Plutella xylostella y producia una proteina CrylAc22 que difiere de la
proteina CrylAcl en tres aminodcidos distribuidos en los dominios I, 111 y en la region
carboxilo terminal de la proteina (Xuanjun et al., 2010). Como muestran los ejemplos
anteriores, las variaciones entre algunas cepas de Bt pueden ser minimas, sin embargo unas
pequefias diferencias pueden ser suficientes para asegurar que se trata de dos

microorganismos diferentes .

El género Bacillus es muy heterogéneo desde el punto de vista genotipico y
fenotipico, sin embargo dentro del grupo cereus existe una gran homogeneidad. Por tanto la
separacién taxondmica de B. cereus y B. thuringiensis esta todavia en discusion. El analisis
de la secuencia del 16S rDNA ha demostrado ser uno de los métodos moleculares mas
efectivos como herramienta taxondémica para estimar la diversidad genética entre especies y
subespecies (Joung y Cote, 2002), pero hasta la fecha no se ha podido emplear para
discriminar de manera exitosa entre Bt y B. cereus, tal y como vemos en los resultados de
nuestro trabajo. Este conflicto ya habia sido reportado con anterioridad por otros autores
que al realizar el analisis de la secuencia variable del gen en diferentes cepas de Bt y B.
cereus no pudieron discriminar entre ambas especies y mucho menos entre diferentes
serotipos de Bt (Bourque et al., 1995). Por otro lado, actualmente se considera al gen gyrB
como mejor candidato para la discriminacion entre especies del grupo cereus. Este gen
codifica para la enzima Topoisomerasa 11, tiene un tamafio aproximado de 2 kb, se expresa
de forma constitutiva y es muy conservado, ademas el analisis de su secuencia es muy

simple y no es costosa (La Duc et al., 2004). En los primeros intentos para el uso de gyrB
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como maracador molecular para diferenciar especies del grupo cereus se amplificaba todo
el gen completo y se realizaban digestiones con diferentes enzimas de restriccion con el fin
de obtener un patron de bandas y establecer comparaciones. Mediante esta técnica se pudo
diferenciar con facilidad entre B. cereus y B. thuringiensis (Jensen et al., 2005).
Posteriormente se sumo a este tipo de analisis el gen aroE que ofrece un mayor poder
discriminatorio entre cepas del grupo cereus en comparacion con el 16s rDNA, mientras
que se disminuy6 el nimero de pares de bases a analizar del gen gyrB. Mediante el analsis
de esta region particular de gyrB se logré discriminar entre cepas de Bt de un mismo
serotipo, de una manera rapida y certera (Soufiane y Coté, 2009). En el presente trabajo se
pudo determinar que la cepa LBIT-1200 es original y no es un reaislamiento de la
naturaleza de la cepa HD-73, que forma parte de algunos bioproductos que se aplican en la
agricultura, ya que existen diferencias en las secuencias de los genes 16S rDNA y gyrB
(topoisomerasa B) de ambas. Debido a las semenjanzas entre ambas cepas se decidid
emplear la cep HD-73 como control en los bioensayos para determinar la CLso de LBIT-
1200 para los insectos susceptibles.

La cepa LBIT-1200 no produce f-exotoxina, lo cual se determinind mediante un
simple bioensayo con el nematodo C. elegans. Esta toxina, por sus posibles efectos
taratogénicos ha sido considerada como perjudicial para algunos vertebrados, ademas de su
potente efecto insecticida. Por ello en algunos paises se recomienda el uso de cepas de Bt
no productoras de B-exotoxina en la agricultura (OMS, 1999). Aunque no se han
identificado factores genéticos o ambientales especificos que contribuyan a la produccion
de la B-exotoxina, se ha estudiado la posible relacion entre la presencia de genes vip2,
crylB y la produccion de esta sustancia (Perani et al., 1998). Por otra parte, se ha visto que
menos del 30% de las cepas de Bt con actividad contra lepidopteros y productoras de
proteinas Cry con un tamafio aproximado de 130 kDa, no producen [B-exotoxina o la
producen en muy pequefias cantidades (Espinasse et al., 2002). El hecho de que nuestra
cepa no produzca esta toxina, es un aspecto importante a tener en cuenta debido a sus

perspectivas como agente de control bioldgico.

En los experimentos burdos realizados para determinar el espectro de actividad

entomopatogena, la cepa LBIT-1200 sélo mostro toxicidad hacia los lepidopteros M. sexta,
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T. niy S. frugiperda. No se observd toxicidad hacia el resto de los organismos probados. Se
determiné la concentracion letal media de esta cepa para los lepidopeteros susceptibles y
los valores alcanzados por nuestra cepa fueron muy bajos (3.42 ng/ cm? para M. sexta y
11.45 ng/ cm? para T. ni) con respecto a la cepa estandar HD-73. Estos valores son ain més
bajos que los obtenidos por las cepas de serotipo kurstaki HD-1 y SA11 que forman parte
de los ingredientes activo de los bioproductos Dippel y Javelin respectivamente y que se
emplean en la agricultura para el control biolégico de lepiddpteros. La cepa HD-1 debe su
alta toxicidad a la produccion conjunta de varias proteinas Cry (CrylAa, CrylAb, CrylAc,
Cry2Aa y Cry2Ab) que combinadas tiene un alto poder insecticida. Actualmente HD-1 es
considerada como cepa estandar en la actividad tdxica contra lepiddpteros. Estos resultados
indican que LBIT-1200 puede ser considerada como cepa candidata para el desarrollo de
bioinsecticidas para el control de M. sexta y T. ni teniendo en cuenta su alta toxicidad hacia

los mismos.

M. sexta se ha empleado como insecto modelo en el estudio de las intereacciones y
modos de accién de las proteinas Cry en lepidopteros. Se ha demostrado que este insecto
tiene una alta sensibilidad a las proteinas Cry en particular a las del tipo CrylAc (Portugal
et al., 2014), como la que produce nuestra cepa de estudio. Ademas en estudios anteriores
se determind que la toxina CrylAc produce una mayor mortalidad en M. sexta que las
proteinas CrylAa y CrylAb. Esto puede deberse a la preferencia de CrylAc de interactuar
con un receptor de tipo aminopeptidasa N que se encuentra presente en el intestino de las
larvas de M. sexta durante todo el desarrollo larval, mientras que las otras proteinas CrylA
interactuan con otros receptores que solo se encuentran en etapas tempranas del desarrollo
larval. Cada uno de estos receptores tiene un papel distinto en el mecanismo de accién de
las proteinas Cry en M. sexta (Flores-Escobar et al., 2013; McNall y Adang, 2003). Por otra
parte, T. ni es un lepidoptero conocido como el falso medidor de la col y provoca grandes
pérdidas en hortalizas debido a sus habitos polifagos. Al igual que M. sexta, T. ni es muy
susceptible a las proteinas CrylAc, incluso mas sensible que a las proteinas CrylAa, CrylB
y CrylC, pero esta sensibilidad a CrylAc no es tan alta como en M. sexta (Iracheta et al.,
2000). Esto quizas pueda explicar el hecho de que las CLsp de nuestra cepa para T. ni no sea

tan baja como para M. sexta.
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La cepa LBIT-1200 no tuvo mortalidad hacia G. mellonella y mostré un 100 % de
mortalidad hacia S. frugiperda en los bioensayos burdos con altas concentraciones del
complejo espora-cristal (10 pg/ml) sin embargo al disminuir esta concentracion con el

objetivo de determinar la CLs no se observé mortalidad alguna.

G. mellonella, conocida como la palomilla de la cera, es un lepidéptero de
distribucion mundial que afecta las colmenas de abejas mieliferas. Las larvas de este
insecto son muy susceptibles Gnicamente a algunas proteinas como: Cry9A, CrylG y
Cry1C, que no son producidas por nuestra cepa de estudio LBIT-1200. Esta susceptibilidad
tan especifica se puede deber también al procesamiento inadecuado del resto de las
proteinas Cry por parte de las proteasas alcalinas del intestino medio del insecto (Kalman et
al., 1993). Por tanto no resulta contradictorio que la cepa LBIT-1200 muestre una alta
toxicidad hacia algunos lepidépeteros mientras que resulta inofensiva para G. mellonella.

Nuestros resultados con S. frugiperda se encuentran acorde a los obtenidos
previamente por otros investigadores ya que de manera general se plantea que los insectos
del género Spodoptera tienen una baja susceptibiilidad a los productos comerciales de Bt y
a la mayoria de las proteinas Cry. En particular S. frugiperda es considerada una de las
plagas mas importantes debido a que afecta cultivos de importacia econémica mundial
como el maiz (Zea mays) y el algodon (Gossypium sp.). Se ha demostrado que las proteinas
Cryl, en particular la CrylAc tiene poca o ninguna toxicidad hacia S. frugiperda. Mientras
que otras proteinas como CrylF poseen un mayor efecto toxico e incluso se emplean para
la desarrollo de cultivos transgénicos para combatir esta plaga (Jakka et al., 2014). Entre las
cepas mas toxicas hacia S. frugiperda se destacan aquellas del serotipo aizawai que
producen ademas proteinas CrylC y CrylD que poseen en combinacion una mayor
mortalidad que aquellas proteinas Cry de cepas del serotipo kurstaki como HD-1( Arango
et al., 2002). La resitencia de S. frugiperda a las proteinas CrylAc como las producidas por
nuestra cepa de estudio LBIT-1200, se puede deber a una rapida degradacion de las mismas
en el intestino de las larvas de primer instar, dando lugar a la formacion de fragmentos muy
pequefios con un tamafio aproximado de 30 kDa y que por tanto no son téxicos (Miranda et
al., 2001). En estudios posteriores también se demostré que la cepa estandar HD-73, que

presenta ain mas similitudes que HD-1 con nuestra cepa de estudio, provoco menos del 10
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% de mortalidad sobre larvas de S. frugiperda con un valor de CLsp; demasiado alto en

comparacion con otras cepas analizadas(Luo et al., 1999).

Las proteinas Vip son consideradas como una nueva generacion de proteinas con
actividad bioinsecticida. En los Gltimos afios han atraido la atencion de diversos grupos de
investigacion, y se han empleado incluso para el desarrollo de plantas transgénicassolas o
en combinacién con las proteinas Cry (Xiumei et al., 2011). En el presente trabajo se
pretendia detectar e identificar genes vip en LBIT-1200, sin embargo esta cepa no presenta
genes vip de ninguna de las familias méas conocidas ye estudiadas hasta la fecha (vip1, vip2
y vip3). Teniendo en cuenta el espectro toxicoldgico de LBIT-1200 seria extrafio encontrar
en la misma genes vipl o vip2, independientes 0 en combinacion. Sin embargo tampoco se
encontraron genes vip3 que son comunes en algunas cepas de Bt con actividad contra
lepidopteros. En estudios anteriores se realizd un analisis de cepas de Bt en busca de genes
vip y se encontrd que sélo un pequefio porcentaje de estas cepas poseia este tipo de genes,
sin embargo, en otros reportes se indican resultados contradictorios encontrandose que mas
del 50 % de las cepas analizadas eran portadoras de genes vip. La abundancia de genes vip
en un grupo de cepas de Bt puede depender de varios factores como: habitat, condiciones
ambientales y localizacion geografica, sin embargo no se conoce como estos factores
pueden estar afectando la proporcion de los mismos (Moharil, 2013). Al parecer los genes
vip3 son mas abundantes en cepas de Bt que los genes vipl y vip2, existiendo ademas una
relacion entre los genes vip3 y los genes cryl y cry2 e incluso con los cry9 (Palma et al.,
2013; Hernandez-Rodriguez et al., 2008). Hasta la fecha no se ha demostrado que la
ausencia de genes vip sea un factor determinante en la toxicidad de una cepa, aunque se
conoce que las proteinas Vip y Cry pueden tener efectos sinérgicos e incluso antagonicos

en algunos casos (Lemes et al., 2014).

Al analizar la secuencia de la proteinas CrylAc de la cepa LBIT-1200 se detecto la
presencia de 4 sustituciones de aminoacidos que no se encuentran presentes en el resto de
las proteinas CrylAc reportadas hasta la fecha y que por tanto le acreditan un nuevo
namero a la misma, de acuerdo a los niveles de clasificacién jerarquicos establecidos hasta
la fecha por el Comité de Nomenclatura de Toxinas de Bt. La primera sustitucion de

sencuentra en la posicoon M1L, las siguientes dos sustituciones se ubican en el dominio 111
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de la 6-endotoxina (N547Y y R602G) y la ultima se localiza en el extremo carboxilo
terminal de la protoxina (L867F). Las 6-endotoxinas de tres dominios como Crylac estan
costituidas por tres dominios estructurales y cada uno de estos tiene un papel importante en
el mecanismo de accion de las &-endotoxinas. Por la localizacion de dos de estas
sustituciones,se decidié realizar experimentos de mutagénesis dirigida introduciendo las
mismas en la proteinas CrylAc de la cepa HD-73, con el objetivo de determinar si estas
estan relacionadas con la alta toxicidad de LBIT-1200 hacia M. sexta y T. ni. Las proteinas
mutadas se expresaron en una cepa acristalifera de Bt y luego se realizaron bioensayos para
determinar la CLso de las cepas mutantes con respectos a dos controles que expresaban las
proteinas de las HD-73 y LBIT-1200 respectivamente. Ademas se analizé la morfologia de
los cristales proteicos formados por las cepas mutantes.

Los resultados obtenidos en los bioensayos con mutantes reflejan que si bien ambas
mutaciones en conjunto producen una alta toxicidad, la mutacion N547Y tiene una mayor
contribucion al efecto téxico, ya que a pesar de que no se observaron diferencias
significativas entre los valores de CLso de la mutante N547Y vy la doble mutante, si hubo

diferencias entre los valores de la mutantes R602G con respecto a las demas.

Los experimentos de mutagénesis dirigida en proteinas Cry se emplean para la
generacion de variantes mas toxicas y para el estudio de la importancia de ciertos
aminoéacidos o regiones completas en la toxicidad y estabilidad de la misma. La mayoria de
estos analisis se han enfocado en el dominio | cuya funcion es la formacién de poros liticos
en la membrana del epitelio intestinal (L6pez-Pazos, 2010). En estudios relacionados se ha
obtenido diversos resultados, tanto pérdida como aumento de la toxicidad hacia H.
armigera, P. xylostella, M. sexta entre otros, al cambiar ciertos aminoacidos de este
dominio. Asimismo se ha observado la falta de variacion en la toxicidad (Hussain et al.,
1996). Los autores atribuyen el aumento de la toxicidad a un aumento de la formacién de

canales ionicos medidos mediante ensayos de voltagede tipo “clamp”.

En el caso de los experimentos de mutagénesis dirigida en los dominios Il y 111 los
resultados han sido aun mas variados, ya que ademas de la posible disminucion e incluso
pérdida de la toxicidad, asi como el aumento de la misma se ha observado también pérdida

de la integridad estructural de la proteina (Kim et al., 2016). Incialmente se pensaba que el
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dominio IIT de las &-endotoxinas so6lo tenia como funciones la especificidad y la interaccion
con receptores, sin embargo, actuamente se conoce que también participa en la estabilidad

de la estructura tridimensional.

En estudios recientes se ha estudiado el papel que tienen algunos aminoécidos del
dominio 111 localizados en los lazos mas expuestos de la estructura tridimensional, en donde
también se encuentra localizada una de las sustituciones de aminoacidos de la proteina
CrylAc de la cepa LBIT-1200. En particular el aminoacido N546 de la proteina CrylAc5
se demostro que esta involucrado directamente en la toxicidad de la cepa mediante ensayos
de union a preparaciones de BBMV (Brush Border Membrane Vesicle) de H. armigera
(Xiang et al., 2009).

En un estudio del lazo que une las ldminas 3 20 y 21 de la delta endotoxina Crylac5
se sustituyeron 10 residuos con alanina. Ttodas las mutantes fueron estables y formaron
cristales con morfologia bipiramidal y dos mutantes mostraron una mayor toxicidad hacia
H. armigera (S581A y I585A). Se especula que este efecto se puede deber a que se
favorecen fuerzas hidrofdbicas entre Queda evidenciado que mas que participar en la

estabilidad de la proteina , estos lazos expuestos participan en la toxicidad de la misma (.

En otro estudio se disefiaron mas de 50 mutantes y sélo una (T524N), tuvo una alta
toxicidad hacia S. exigua, mientras que la toxicidad hacia H. armigera no vari6. Este
aminoacido se localiza también en un lazo muy expuesto que une dos laminas B (Shan et
al., 2011). De igual forma se estudié la importancia del aminoacido W544 mediante
sustituciones con otros residuos. De todos las mutaciones realizadas, sélo una, W544F,
mantuvo su toxicidad hacia H. armigera, produciendo ademas cristales de mayor tamafio.

El resto de las mutantes disminuyeron su toxicidad.

Debido a la ubicacion de la sustitucion N547Y vy los resultados antes expuestos
podriamos pensar que la alta toxicidad de la cepa LBIT.1200 se debe a que este aminoacido
en particular provoca una mejor interaccion con los receptores especificos del intestino
medio de M. sexta y T. ni. Sin emabargo, algunos experimentos posteriores serian

necesarios para corroborar este planteamiento.
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XI. CONCLUSIONES

La cepa LBIT-1200 puede ser empleada de manera eficiente en el control bioldgico
de M. sexta y T. ni. Sin embargo no seré de utilidad para el control de S. frugiperda,

G. mellonella, T. molitor, C. elegans y A. aegypti.

Existe gran similitud entre LBIT-1200 y la cepa estdndar HD-73 en aspectos
geneticos, morfoldgicos y bioquimicos, sin embargo se pudo determinar mediante

analisis de marcadores moleculares que LBIT-1200 es una cepa original.

La cepa LBIT-1200 produce Unicamente proteinas CrylAc que presentan cuatro
sustituciones de aminoacidos, con respecto a las proteinas CrylAc conocidas hasta
la fecha. La alta toxicidad de la cepa hacia M. sexta y T. ni esta relacionada con dos
de estas sutituciones localizadas en el dominio III de la §-endotoxina (N547Y y
R602G).

La cepa LBIT-1200 presenta un gran potencial para ser desarrollada
biotecnolégicamente, ya que mostré niveles de toxicidad entre 6 y 10 veces
mayores a las cepas estandar y comercializadas.
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XI. Anexos

Anexo 1

Secuencia parcial del gen de la cepa LBIT-1200 gue codifica para la proteina flagelina

GAATTCGCCCTTAGTACATGCGCCAAAACCAAGACAAAATGAACACTTCTATGAACCG
TTTATCTAGCGGTAAATCAATTAACAGTGCAGCTGACGATGCGGCTGGCTTAGCTATTG
CTACTCGTATGCGTGCGAAAGAAGGCGGATTAAACGTTGGAGCACGTAACACACAAGA
CGCTATGTCTGCTTTACGTACTGGTGACGCTGCATTAGGTTCTGTTTCAAACATCTTACT
TCGTATGCGTGATCTTGCAACACAAGCATCAAGCGGTACTAACAACGATAAAGATATC
GCATCTATGGACAAAGAGTATCAAGCATTAGCACAAGAAATTGATCATATTGCTGACA
AAACAAATTTCAACGGTAACGCATCTTTAAGTGGTGGTGGGAAAGATATCACAATTCA
GCTTTCTGACGCTTCAAATGATACAATGAAAATCACAGCTATCGATACAAAAGCTATA
ACAACTGCAACTTTAGCTACACCTACAGCTACAGGCGCAGATAAGGCTTTAAATGCAG
CTTCTGCACCAGCTCAAATCACAGCTCTTGACACTGCTATTCAAGAAATTGCTGACGCT
AGAGCAACTTTCGGTTCTCAATTAAACCGTTTAGACCATAACTTAAACAACGTAACGA
GCCAAGCTACTAATATGGCAGCTTCTGCTTCTCAAATTGAAGATGCTGATATGGCAAAA
GAAATGTCTAACATGACAAAGTTCAAAATTTTAAACGAAGCAGGCATCAGCATGCTTT
CTCAAGCAAACAAGGGCGAATTC
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Anexo 2

Secuencia parcial de los genes de la cepa LBIT-1200 empleados en MSLT

glpF

CTGGTTGGATTGTAATTACAATGGGCTGGGGCTTAGCGGTAGCGGTTGCAGCATATGC
GGTTGGATCAATTAGTGGGGCACATTTGAATCCAGCTTTAACAATAGGATTAGCATTTA
AGGGAGCGTTCCCATGGAGTGACGTACCTGGTTATATCGCAGCACAAATGATTGGGGC
AATTATCGGGGCAGTTATCGTATATTTACATTACTTACCACACTGGAAAGAAACAGAA
GATCCAGGAACAAAGTTAGGTGTATTTGCAACAGGTCCAGCAATTCCGAACACATTTG
CAAACCTTTTAAGTGAAATGATTGGAACATTCGTTTTAGTATTTGGTATATTAGCAATT
GGTGCAAATAAATTTGCAGATGGATTAAATCCATTTATCGTAGGTTTCTTAATTGTAAG
TATTGGTTTATCATTAGGCGGGACAACAGGATACGCAATTAACCCAGCGCGTGATTTG
GGTCCGCGTATCGCACACTTCTTCCT

tpi

TACTTGGCCACTCTGAGCGTCGTGAAATGTTTGCTGAAACAGATGAGTCAGTAAACAA
AAAGACTATCGCAGCATTTGAACATGGTTTAACACCAATCGTATGTTGTGGTGAGACTT
TAGAAGAGCGCGAAAGCGGAAAAACATTTGATCTAGTAGCAGGTCAAGTGACAAAAG
CACTTGCAGGTTTAACAGAAGAGCAAGTTAAAGCAACTGTTATCGCTTATGAGCCAAT
CTGGGCTATCGGTACAGGTAAATCTTCTTCTTCTGCAGATGCAAACGAAGTATGTGCGC
ACATCCGTAAAGTTGTTGCAGAAGCTGTTTCTCCAGAAGCTGCAGAAGCTGTTCGTATC
CAATACGGCGGTAGCGTAAAACCAGAAAACATTAAAGAGTATATGGCACAATCTGACA
TCGACGGCGCTTTAGTTGGCGGTGCTAGCTTAGAGCCTGCTTCGTTCTTAGGTCTTCTG
GGGGCGGTAAAATGAGAAAGCCAACAGCTTTAATCATTCTT

pycA

ATTCTTTAGAAAAACTATCTCACTATTGGGAAGATGTACGCAAATACTATGCACCGTTT
GAAAGTGGTATGAATGCGCCTCATACAGAGGTATATATGCATGAAATGCCGGGTGGGC
AGTATAGTAATCTTCAGCAACAAGCGAAGGCGGTTGGTTTAGGAGATCGCTTCGATGA
AGTGAAAGTAATGTACCGCCGTGTGAATGACATGTTTGGAGATATTGTAAAAGTAACA
CCATCATCAAAAGTTGTTGGTGATATGGCATTATTTATGGTTCAAAACCATCTAACAGA
ACAAGATGTTTTAGAGCGTGGACATGCGATGGACTTCCCAGGGTCTGTTGTTGAAATGT
TCTCTGGTGATTTAGGTCAACCGTACGGTGGTTTCCCGAAAGAATTACAAAAGATTATT
TTAAAAGGGAAAGAGCCATTAACAGTAAGACCAGGTGAATTACTAGAGCCAGTAGATT
TCGAAGCGTTAAAAGAAGAATTATTCCAT

ilvD

AAGGAAGTTATTCACTCTCTTGAAAACCCTCATAGTGAGGAAGGAGGATTGCGTATAT
TAAAAGGCAACCTTGCGAAAGATGGAGCGGTTATTAAAAGCGGTGCAACAGAGGTAA
AGCGTTTTGAAGGACCTTGCGTTATTTTTAATTCACAAGATGAGGCACTTGCTGGCATT
ATGCTTGGGAAAGTGAAAAAAGGAGATGTAGTTGTCATTCGTTACGAAGGACCAAGAG
GTGGCCCTGGTATGCCAGAAATGTTAGCACCAACATCAGCAATTGCTGGAATGGGATT
AGGTGCTGAGGTTGCATTATTAACGGATGGACGTTTCTCTGGAGCTTCACGTGGAATTT
CAGTAGGACATATTTCACCAGAAGCAGCAGCTGGTGGAACAATCGCACTTCTTGAACA
AGGGGATATTGTATGTATTGATGTTGAAGAACGCTTGCTAGAAGTAAGAGTGAGTAAT
GAAGAATTAGATAAGCGTAAAAAAGAATGGAA

gmk
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CGTTTTCTACTACATAGTCGTAAGCGTCCATCATCTCGATTTCTTCTTTCGCTACAGTTA
AACGATTTTCAATAACATCTTCAGTCTCTGTACCACGTCCGACAATACGGCTCTTTAGT
TCAGATAAACTTGGAGGTGCTAAGAAAATAAATACACCTTCTGGGAAAGCTTTCTTAA
CTTGAATTGCTCCTTGCACTTCAATTTCTAAGAATACATCTTTTCCTTCTTGTAATGTTTT
TTCAACATAGTCAATCGGTGTTCCGTAATAATTACCTACGAACTCAGCCCACTCAAGTA
ATTTTTCATTACGAATCATTTCCTCGAATTCTTCTCTTTCTTTAAAGAAATAATCCACAC
CATCTACTTCACCTTCACGCGGCTTACGTGTCGTTACTGAAATAGAGTACTGAAAACGT
GTATCCTCATGGCTAAACAGCTCTTTACGAACCGTCCCTTTTCCAACCCCAGAAGGCCC
TGAAAGAACGATGAGCAATCCT

pur

ACCTTTTGTAGAGAAGCTTAACATAGCAACGCGTGGATCAATGCCGAATAACTCAGCA
GTTTTCGCACTTTCGATACCGATTTCAGCTAAATCTTGGCTGTTTGGTGCAATGTTAATT
GCGCAATCAGCGAATACATATTTCTCTTCTTCACGTACCATGATGAATACGCCAGAAGT
TTTTGTAACACCTGGTTTTGTTTTAATAATTTGAAGTGCTGGACGAACTGTATCAGCTGT
AGAGTGAGCTGCACCACTTACTAGACCGTGTGCTTTGCCCATGTATACAAGCATTGTAC
CGAAGTAGTTTTCGTCTTTAAGGATTTTGCGAGCGTCTTCTTCAGTTGCTTTACCTTTAC
GGCGTTCAACGAAAGATGCTACCATCGCATCCATTTCTTCGTATGTAGCTGGGTCGTAA
ATATCAACGCCTGCTAATGTTAAATTCATGCTAGCAGCTTTTGCGCTAATTTCTTCTCTA
TTACCAACTAAGATTGGTTTTACTAACTCTTCTTTT

pta

AAAAGAAGAGTTAGTAAAACCAATCTTAGTTGGTAATAGAGAAGAAATTAGCGCAAA
AGCTGCTAGCATGAATTTAACATTAGCAGGCGTTGATATTTACGACCCAGCTACATACG
AAGAAATGGATGCGATGGTAGCATCTTTCGTTGAACGCCGTAAAGGTAAAGCAACTGA
AGAAGACGCTCGCAAAATCCTTAAAGACGAAAACTACTTCGGTACAATGCTTGTATAC
ATGGGCAAAGCACACGGTCTAGTAAGTGGTGCAGCTCACTCTACAGCTGATACAGTTC
GTCCAGCACTTCAAATTATTAAAACAAAACCAGGTGTTACAAAAACTTCTGGCGTATTC
ATCATGGTACGTGAAGAAGAGAAATATGTATTCGCTGATTGCGCAATTAACATTGCAC
CAAACAGCCAAGATTTAGCTGAAATCGGTATCGAAAGTGCGAAAACTGCTGAGTTATT
CGGCATTGATCCACGCGTTGCTATGTTAAGCTTCTCTACAAAAGGTTCTGCGAAATCTC
CAGAAACAGAAAAAGTTGTAGAAG

gmk

CCACAATTGCTTTAATTCTATCACAAGCTAATTCAACTTGATCGTTTTCTACTACATAGT
CGTAAGCGTCCATCATCTCGATTTCTTCTTTCGCTACAGTTAAACGATTTTCAATAACAT
CTTCAGTCTCTGTACCACGTCCGACAATACGGCTCTTTAGTTCAGATAAACTTGGAGGT
GCTAAGAAAATAAATACACCTTCTGGGAAAGCTTTCTTAACTTGAATTGCTCCTTGCAC
TTCAATTTCTAAGAATACATCTTTTCCTTCTTGTAATGTTTTTTCAACATAGTCAATCGG
TGTTCCGTAATAATTACCTACGAACTCAGCCCACTCAAGTAATTTTTCATTACGAATCA
TTTCCTCGAATTCTTCTCTTTCTTTAAAGAAATAATCCACACCATCTACTTCACCTTCAC
GCGGCTTACGTGTCGTTACTGAAATAGAGTACTGAAAACGTGTATCCTCATGGCTAAAC
AGCTCTTTACGAACCGTCCCTTTTCCaACCCCAGAAGGCCCTGAAAGAACGATGAGCAA
TCCT
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Anexo 3
Secuencia de nucleotidos del gen 16s rDNA de la cepa LBIT-1200

ATACATGCAGTCGAGCGAATGGATTAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCGGACG
GGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGG
CTAATACCGGATAACATTTTGAACTGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGT
CACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGG
CAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCC
CAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGG
AGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAG
AACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGC
TAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATT
GGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAAC
CGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCC
ATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTT
CTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACC
CTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGT
GCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTC
AAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAAC
GCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGAAAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCT
TCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTG
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCAC
TCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCAT
GCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAAAGAGCTGCAAGA
CCGCGAGGTGGAGCTAATCTCATAAAACCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTC
GCCTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGT
TCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCG
GTGGGGTAACCTTTTGGAGCCAG
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Anexo 4
Secuencia de nucleétidos del gen gyrB (topoisomerasa) de la cepa LBIT-1200

ATTACGCCAAGCTCAGAATTAACCCTCACTAAAGGGACTAGTCCTGCAGGTTTAAACG
AATTCGCCCTTTTAAATATCAAGGTTTTTCACGTATTTTGCATTCTCTTGGATAAAGTTA
CGACGTGGCTCTACTTTATCTCCCATTAAAATTTCAAATGTTTCGTCTGCTTCAATTGCA
TCTTGAAGGGAAACTTGAAGTAATGAACGTACTTCTGGATCCATTGTCGTCTCCCATAG
CTGAGTTGGATTCATTTCCCCTAGACCTTTATAACGCTGAATCCCTGGCTTAGGTTTGGC
CGGTAATTCTGCTAAGATTTTTTCAAGTTCCTTATCGTTGTAAGCATATTGAATTTTTTT
ACCTTGTTGTATTTTAAACAACGGCGGCTGTGCAATATAGATATAACCACACTCAATTA
TTTGACGCATATAACGATAGAAGAACGTTAATAATAGGGTACGAATATGTGCACCATC
AACATCGGCATCGGTCATAATAATAACCTTATGATAGCGTGCTTTTTCAATATCGAAGT
CTCCACCAATATTTGTACCAATCGCCGTAATAATTGTACGAACTTCATCATTTGATAAA
ATCTTATCTAAGCGTGCCTTTTCCACATTAATAATTTTACCCTTCAGCGGTAAAATTGCT
TGGAAATGACGATCGCGTCCTTGTTTTGCAGATCCACCCGCAGAGTCACCCTCTACGAT
GTAAATTTCACTAATTGCTGGATCTTTCGAAGAGCAATCAGCTAATTTACCAGGTAAAC
TTGAAACTTCTAACGCACTCTTTCGACGTGTCAATTCACGCGCTTTTTTCGCAGCTACAC
GTGCACGTGCAGCCATCGTACCTTTTTCTACAATTTTTCGCGCTACATTAGGATTTTCTA
GTAAGAACTTTTCAAACGCCTCTGAAAATACAGACTCTGTAATTGTTCTCGCTTCACTA
TTCCCAAGTTTTGTCTTCCGTTGGCCTTCAAATTGTGGATTTGGATGCTTGATTGATACA
ATTGCTGTTAAACCTTCACGAACATCCTCACC
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Anexo 5

Secuencia parcial del gen crylAc de la cepa LBIT-1200 correspondiente al segmento comprendido
entre los bloques 1y 5

TATGTTCAAGCTGCAAATTTACATTTATCAGTTTTGAGAGATGTTTCAGTGTTTGGACA
AAGGTGGGGATTTGATGCCGCGACTATCAATAGTCGTTATAATGATTTAACTAGGCTTA
TTGGCAACTATACAGATTATGCTGTACGCTGGTACAATACGGGATTAGAACGTGTATG
GGGACCGGATTCTAGAGATTGGGTAAGGTATAATCAATTTAGAAGAGAATTAACACTA
ACTGTATTAGATATCGTTGCTCTGTTCCCGAATTATGATAGTAGAAGATATCCAATTCG
AACAGTTTCCCAATTAACAAGAGAAATTTATACAAACCCAGTATTAGAAAATTTTGAT
GGTAGTTTTCGAGGCTCGGCTCAGGGCATAGAAAGAAGTATTAGGAGTCCACATTTGA
TGGATATACTTAACAGTATAACCATCTATACGGATGCTCATAGGGGTTATTATTATTGG
TCAGGGCATCAAATAATGGCTTCTCCTGTAGGGTTTTCGGGGCCAGAATTCACTTTTCC
GCTATATGGAACTATGGGAAATGCAGCTCCACAACAACGTATTGTTGCTCAACTAGGT
CAGGGCGTGTATAGAACATTATCGTCCACTTTATATAGAAGACCTTTTAATATAGGGAT
AAATAATCAACAACTATCTGTTCTTGACGGGACAGAATTTGCTTATGGAACCTCCTCAA
ATTTGCCATCCGCTGTATACAGAAAAAGCGGAACGGTAGATTCGCTGGATGAAATACC
GCCACAGAATAACAACGTGCCACCTAGGCAAGGATTTAGTCATCGATTAAGCCATGTT
TCAATGTTTCGTTCAGGCTTTAGTAATAGTAGTGTAAGTATAATAAGAGCTCCTATGTT
CTCTTGGATACATCGTAGTGCTGAATTTAATAATATAATTGCATCGGATAGTATTACTC
AAATCCCTGCAGTGAAGGGAAACTTTCTTTTTAATGGTTCTGTAATTTCAGGACCAGGA
TTTACTGGTGGGGACTTAGTTAGATTAAATAGTAGTGGAAATAACATTCAGAATAGAG
GGTATATTGAAGTTCCAATTCACTTCCCATCGACATCTACCAGATATCGAGTTCGTGTA
CGGTATGCTTCTGTAACCCCGATTCACCTCAACGTTAATTGGGGGTATTCATCCATTTTT
TCCAATACAGTACCAGCTACAGCTACGTCATTAGATAATCTACAATCAAGTGATTTTGG
TTATTTTGAAAGTGCCAATGCTTTTACATCTTCATTAGGTAATATAGTAGGTGTTAGAA
ATTTTAGTGGGACTGCAGGAGTGATAATAGACGGATTTGAATTTATTCC
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Anexo 6

Secuencia completa del gen crylAc de la cepa LBIT-1200. Las sustituciones de nucle6tidos con
respecto al gen crylAcl se representan en color azul oscuro

HTGGATAACAATCCGAACATCAATGAATGCATTCCTTATAATTGTTTAAGTAACCCTGA
AGTAGAAGTATTAGGTGGAGAAAGAATAGAAACTGGTTACACCCCAATCGATATTTCC
TTGTCGCTAACGCAATTTCTTTTGAGTGAATTTGTTCCCGGTGCTGGATTTGTGTTAGGA
CTAGTTGATATAATATGGGGAATTTTTGGTCCCTCTCAATGGGACGCATTTCTTGTACA
AATTGAACAGTTAATTAACCAAAGAATAGAAGAATTCGCTAGGAACCAAGCCATTTCT
AGATTAGAAGGACTAAGCAATCTTTATCAAATTTACGCAGAATCTTTTAGAGAGTGGG
AAGCAGATCCTACTAATCCAGCATTAAGAGAAGAGATGCGTATTCAATTCAATGACAT
GAACAGTGCCCTTACAACCGCTATTCCTCTTTTTGCAGTTCAAAATTATCAAGTTCCTCT
TTTATCAGTATATGTTCAAGCTGCAAATTTACATTTATCAGTTTTGAGAGATGTTTCAGT
GTTTGGACAAAGGTGGGGATTTGATGCCGCGACTATCAATAGTCGTTATAATGATTTAA
CTAGGCTTATTGGCAACTATACAGATTATGCTGTACGCTGGTACAATACGGGATTAGAA
CGTGTATGGGGACCGGATTCTAGAGATTGGGTAAGGTATAATCAATTTAGAAGAGAAT
TAACACTAACTGTATTAGATATCGTTGCTCTGTTCCCGAATTATGATAGTAGAAGATAT
CCAATTCGAACAGTTTCCCAATTAACAAGAGAAATTTATACAAACCCAGTATTAGAAA
ATTTTGATGGTAGTTTTCGAGGCTCGGCTCAGGGCATAGAAAGAAGTATTAGGAGTCC
ACATTTGATGGATATACTTAACAGTATAACCATCTATACGGATGCTCATAGGGGTTATT
ATTATTGGTCAGGGCATCAAATAATGGCTTCTCCTGTAGGGTTTTCGGGGCCAGAATTC
ACTTTTCCGCTATATGGAACTATGGGAAATGCAGCTCCACAACAACGTATTGTTGCTCA
ACTAGGTCAGGGCGTGTATAGAACATTATCGTCCACTTTATATAGAAGACCTTTTAATA
TAGGGATAAATAATCAACAACTATCTGTTCTTGACGGGACAGAATTTGCTTATGGAACC
TCCTCAAATTTGCCATCCGCTGTATACAGAAAAAGCGGAACGGTAGATTCGCTGGATG
AAATACCGCCACAGAATAACAACGTGCCACCTAGGCAAGGATTTAGTCATCGATTAAG
CCATGTTTCAATGTTTCGTTCAGGCTTTAGTAATAGTAGTGTAAGTATAATAAGAGCTC
CTATGTTCTCTTGGATACATCGTAGTGCTGAATTTAATAATATAATTGCATCGGATAGT
ATTACTCAAATCCCTGCAGTGAAGGGAAACTTTCTTTTTAATGGTTCTGTAATTTCAGG
ACCAGGATTTACTGGTGGGGACTTAGTTAGATTAAATAGTAGTGGAAATAACATTCAG
AATAGAGGGTATATTGAAGTTCCAATTCACTTCCCATCGACATCTACCAGATATCGAGT
TCGTGTACGGTATGCTTCTGTAACCCCGATTCACCTCAACGTTAATTGGGGERIATTCAT
CCATTTTTTCCAATACAGTACCAGCTACAGCTACGTCATTAGATAATCTACAATCAAGT
GATTTTGGTTATTTTGAAAGTGCCAATGCTTTTACATCTTCATTAGGTAATATAGTAGGT
GTTAGAAATTTTAGTGGGACTGCAGGAGTGATAATAGACBIGATTTGAATTTATTCCAGT
TACTGCAACACTCGAGGCTGAATATAATCTGGAAAGAGCGCAGAAGGCGGTGAATGCG
PTGTTTACGTCTACAAACCAACTAGGGCTAAAAACAAATGTAACGGATTATCATATTG
ATCAAGTGTCCAATTTAGTTACGTATTTATCGGATGAATTTTGTCTGGATGAAAAGCGA
GAATTGTCCGAGAAAGTCAAACATGCGAAGCGACTCAGTGATGAACGCAATTTACTCC
AAGATTCAAATTTCAAAGACATTAATAGGCAACCAGAACGTGGGTGGGGCGGAAGTAC
AGGGATTACCATCCAAGGAGGGGATGACGTATTTAAAGAAAATTACGTCACACTATCA
GGTACCTTTGATGAGTGCTATCCAACATATTTGTATCAAAAAATCGATGAATCAAAATT
AAAAGCCTTTACCCGTTATCAATTAAGAGGGTATATCGAAGATAGTCAAGACTTAGAA
ATCTATTTAATTCGCTACAATGCAAAACATGAAACAGTAAATGTGCCAGGTACGGGTT
CCTTATGGCCGCTTTCAGCCCAAAGTCCAATCGGAAAGTGTGGAGAGCCGAATCGATG
CGCGCCACACCTTGAATGGAATCCTGACTTAGATTGTTCGTGTAGGGATGGAGAAAAG
TGTGCCCATCATTCGCATCATTTCTCCTTAGACATTGATGTAGGATGTACAGACTTAAA
TGAGGACCTAGGTGTATGGGTGATCTTTAAGATTAAGACGCAAGATGGGCACGCAAGA
CTAGGGAATCTAGAGTTTITCGAAGAGAAACCATTAGTAGGAGAAGCGCTAGCTCGTG
TGAAAAGAGCGGAGAAAAAATGGAGAGACAAACGTGAAAAATTGGAATGGGAAACA
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AATATCGTTTATAAAGAGGCAAAAGAATCTGTAGATGCTTTATTTGTAAACTCTCAATA
TGATCAATTACAAGCGGATACGAATATTGCCATGATTCATGCGGCAGATAAACGTGTT
CATAGCATTCGAGAAGCTTATCTGCCTGAGCTGTCTGTGATTCCGGGTGTCAATGCGGC
TATTTTTGAAGAATTAGAAGGGCGTATTTTCACTGCATTCTCCCTATATGATGCGAGAA
ATGTCATTAAAAATGGTGATTTTAATAATGGCTTATCCTGCTGGAACGTGAAAGGGCAT
GTAGATGTAGAAGAACAAAACAACCAACGTTCGGTCCTTGTTGTTCCGGAATGGGAAG
CAGAAGTGTCACAAGAAGTTCGTGTCTGTCCGGGTCGTGGCTATATCCTTCGTGTCACA
GCATACAAGGAGGGATATGGAGAAGGTTGCGTAACCATTCATGAGATCGAGAACAAT
ACAGACGAACTGAAGTTTAGCAACTGCGTAGAAGAGGAAATCTATCCAAATAACACGG
TAACGTGTAATGATTATACTGTAAATCAAGAAGAATACGGAGGTGCGTACACTTCTCG
TAATCGAGGATATAACGAAGCTCCTTCCGTACCAGCTGATTATGCGTCAGTCTATGAAG
AAAAATCGTATACAGATGGACGAAGAGAGAATCCTTGTGAATTTAACAGAGGGTATAG
GGATTACACGCCACTACCAGTTGGTTATGTGACAAAAGAATTAGAATACTTCCCAGAA
ACCGATAAGGTATGGATTGAGATTGGAGAAACGGAAGGAACATTTATCGTGGACAGCG
TGGAATTACTCCTTATGGAGGAATAG

119



Anexo 7

Secuencia completa de la proteina CrylAc de la cepa LBIT-1200. Las sustituciones de aminoacidos

se representan en color verde

LDNNPNINECIPYNCLSNPEVEVLGGERIETGYTPIDISLSLTQFLLSEFVPGAGFVLGLVDII
WGIFGPSQWDAFLVQIEQLINQRIEEFARNQAISRLEGLSNLYQIYAESFREWEADPTNPALR
EEMRIQFNDMNSALTTAIPLFAVONYQVPLLSVYVQAANLHLSVLRDVSVFGQRWGFDAA
TINSRYNDLTRLIGNYTDYAVRWYNTGLERVWGPDSRDWVRYNQFRRELTLTVLDIVALF
PNYDSRRYPIRTVSQLTREIYTNPVLENFDGSFRGSAQGIERSIRSPHLMDILNSITIYTDAHR
GYYYWSGHQIMASPVGFSGPEFTFPLYGTMGNAAPQQRIVAQLGQGVYRTLSSTLYRRPF
NIGINNQQLSVLDGTEFAYGTSSNLPSAVYRKSGTVDSLDEIPPQNNNVPPRQGFSHRLSHV
SMFRSGFSNSSVSIIRAPMFSWIHRSAEFNNITASDSITQIPAVKGNFLFNGSVISGPGFTGGDL
VRLNSSGNNIQNRGYIEVPIHFPSTSTRYRVRVRYASVTPIHLNVNWGKSSIFSNTVPATATS
LDNLQSSDFGYFESANAFTSSLGNIVGVRNFSGTAGVIIDGFEFIPVTATLEAEYNLERAQKA
VNALFTSTNQLGLKTNVTDYHIDQVSNLVTYLSDEFCLDEKRELSEKVKHAKRLSDERNLL
QDSNFKDINRQPERGWGGSTGITIQGGDDVFKENYVTLSGTFDECYPTYLYQKIDESKLKA
FTRYQLRGYIEDSQDLEIYLIRYNAKHETVNVPGTGSLWPLSAQSPIGKCGEPNRCAPHLEW
NPDLDCSCRDGEKCAHHSHHFSLDIDVGCTDLNEDLGVWVIFKIKTQDGHARLGNLEFEEE
KPLVGEALARVKRAEKKWRDKREKLEWETNIVYKEAKESVDALFVNSQYDQLQADTNIA
MIHAADKRVHSIREAYLPELSVIPGVNAAIFEELEGRIFTAFSLYDARNVIKNGDFNNGLSC
WNVKGHVDVEEQNNQRSVLVVPEWEAEVSQEVRVCPGRGYILRVTAYKEGYGEGCVTIH
EIENNTDELKFSNCVEEEIYPNNTVTCNDYTVNQEEYGGAYTSRNRGYNEAPSVPADYASV
YEEKSYTDGRRENPCEFNRGYRDYTPLPVGYVTKELEYFPETDKVWIEIGETEGTFIVDSVE
LLLMEE
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