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RESUMEN

Bacillus thuringiensis (Bt) es una bacteria Gram positiva con la habilidad de
iniciar un proceso de esporulacion en condiciones de desarrollo adversas. Las esporas de
la bacteria tienen una actividad entomopatogénica sobre insectos de determinada orden y
familia, siendo distintas cepas mas toxicas que otras en ciertos insectos. Esto se debe a la
sintesis de proteinas con actividad toxica, durante la esporulacion, denominadas Cry y
Cyt. El objetivo principal del estudio era el de realizar un andlisis de cepas presuntivas
seleccionadas de B. thuringiensis aisladas de la filosfera del arbol de aguacate para la
presencia de genes cry. Entre los especificos se encontraban clonar los fragmentos
obtenidos de la amplificacion por PCR, analizar el patron de proteinas y plasmidos de las
distintas cepas seleccionadas. El estudio consisti6 en una amplificacion por PCR
utilizando los oligonucleétidos anteriormente mencionados en seis diferentes cepas.
Luego, se clonaron los fragmentos amplificados utilizando un vector de clonacion que fue
electroporado a células E. coli. Las células que presentaban insertos de distinto tamafio
fueron cultivadas y se les realizd una extraccion de plasmidos los cuales fueron
posteriormente secuenciados. Ademas, se separaron las proteinas de las distintas cepas
por un SDS-PAGE vy se realiz6 una separacion por electroforesis en gel de agarosa de los
plasmidos extraidos de las distintas cepas. Las secuencias obtenidas de diferentes cepas
mostraban alta similitud con secuencias de genes que codifican una subunidad de la ADN
polimerasa III y alcohol deshidrogenasa de varias especies del género Bacillus. Se realizd
un analisis filogenético utilizando estas secuencias y se determind la relacion evolutiva de
las cepas analizadas con respecto a otras especies del género Bacillus. Ademas, una de las
secuencias obtenidas demostraba alta similitud con la del pldsmido pALH1, Gnicamente
reportado B. thuringiensis Al Hakam. La identificacion de genes cry de las cepas no se
pudo realizar debido a que los genes no fueron amplificaron con los cebadores y

condiciones utilizadas para el PCR.
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ABSTRACT

Bacillus thuringiensis (Bt) is a Gram positive bacteria with the ability of initiating
a sporulation process in adverse development conditions. The bacterial spores have an
entomopathogenic activity in insects of specific order and family, being some strains
more toxic than others for some insects. This is because of the synthesis of protein with
toxic activity during sporulation called Cry and Cyt. The main objective of the study was
to carry out an analysis of selected presumptive strains of B. thuringiensis isolated from
the philosphere of the avocado tree for the presence of cry genes. The specific objectives
were to clone the amplified fragments obtained via PCR, and to analyze the pattern of
proteins and plasmids of the selected strains. The methodology was to amplify different
fragments of the genome of the strains using PCR with degenerate primers directed to
consensus sequences of various cry genes. Then, the fragments were ligated into a
cloning vector and electroporated into E. coli cells. Selected cells were grown and the
plasmids were extracted and sequenced. Also, the proteins were analyzed via SDS-PAGE
and the extracted plasmids were separated by electrophoresis in an agarose gel. The
obtained sequences showed high similarity with the genes of a subunit of the DNA
polymerase III and alcohol dehydrogenase of several species of the Bacillus genus. The
phylogenetic analysis was carried out using this sequences and the relationship of the
selected strains and different species of the Bacillus genus was determined. Also, an
obtained sequence showed high similarity with one of the pALH]1 plasmid, reported only
in B. thuringiensis Al Hakam. The identification of the cry genes codified in the bacteria
was unsuccessful because the genes were not amplified with the primers and conditions

used for the PCR.



LINTRODUCCION

El uso de pesticidas quimicos altera la ecologia natural de un area al eliminar tanto al
insecto plaga como a las especies que habitan el lugar donde se aplica el tratamiento. Ademas
contamina suelos y agua con compuestos quimicos que pueden ser, incluso, toxicos para el ser

humano.

Bacillus thuringiensis ha sido utilizado por mas de 30 afios como un biopesticida seguro y
especifico que elimina Unicamente el insecto plaga. Ademas es biodegradable por lo que se
descarta la contaminacion ambiental. Su actividad entomopatogénica consiste en la sintesis de
proteinas toxicas para los insectos denominadas Cry y Cyt. Las proteinas estan codificadas por
una familia de genes. Existen distintos tipos de genes que codifican proteinas con actividad toxica

hacia distintas familias de insectos.

El descubrimiento de nuevos genes cry es de alta importancia debido a que se ha
reportado la aparicion de resistencia hacia las toxinas por varios insectos. Esto ayuda al control de
plagas que han generado resistencia y nuevas plagas contra las cuales aun no se ha descubierto

proteinas toxicas.

Las cepas analizadas en el estudio fueron previamente aisladas y categorizadas por medio
de un analisis del ADN ribosomal 16S (Roche 2008). Se realizO un PCR utilizando
oligonucledtidos disefiados para amplificar genes cry. Los fragmentos obtenidos fueron clonados

y secuenciados.

Se hizo un analisis de las distintas cepas utilizando las secuencias obtenidas y se
determiné la relacion evolutiva de las cepas con respecto a otras especies del género Bacillus y

otras cepas de B. thuringiensis.



ILHIPOTESIS

Diferentes cepas presuntivas de B. thuringiensis aisladas de la filoesfera del arbol de aguacate

estan filogenéticamente relacionadas con cepas conocidas de B. thuringiensis.



ILANTECENDENTES

A. Historia

B. thuringiensis (Bt) fue descrito por primera vez en 1911 por Berliner cuando aislé un
especie de Bacillus de la polilla mediterranea de la harina, Anagasta kuehniella, y la nombr6 asi
por la provincia de Thuringia en Alemania donde la polilla infectada fue encontrada. Aunque fue
la primera descripcion bajo el nombre de B. thuringiensis, no fue el primer aislamiento. En 1901,
el bidlogo japonés Ishiwata Shigetane, descubri6é a una bacteria no descrita previamente como

agente causal de enfermedad en gusanos de seda (Roh et al. 2007).

B. thuringiensis fue originalmente considerada como un riesgo para el gusano de seda
pero se ha convertido en el corazon del control biolégico de plagas. La primera produccion
comercial inici6 en Francia en 1938 bajo el nombre de Sporeine. Un resurgimiento del interés en
B. thuringiensis ha sido atribuido a Edward Steinhaus que obtuvo un cultivo en 1942 y atrajo
atencion al potencial del B. thuringiensis a través de estudios subsecuentes. En 1956, T. Angus
demostrd que inclusiones proteicas cristalinas que se forman durante la esporulacion eran
responsables de la actividad insecticida del B. thuringiensis. Al principio de los ochentas,
Gonzales et al, revelaron que los genes que codificaban para estas proteinas se localizaban en
plasmidos transmisibles y Schnepf y Whiteley clonaron y caracterizaron por primera vez los
genes codificantes, para las proteinas que tenian un efecto toxico en la larva del gusano de cuerno
del tabaco, de ADN de un plasmido de B. thuringiensis subespecie kurstaki HD-1 (Roh et al.
2007).

B. Bacillus thuringiensis

Los miembros del género Bacillus son ampliamente conocidos como fuentes de enzimas
industriales, bioquimicos de alta calidad, antibidticos e insecticidas. Una de las especies, B.
thuringiensis, es fuente del 90% de los biopesticidas utilizados en la actualidad. Las propiedades
entomopatogénicas de esta bacteria se debe en parte a la produccion de d-endotoxinas que
conforman una inclusion cristalina caracteristica de las cepas de B. thuringiensis (Agaisse et al.

1995).



B. thuringiensis es una bacteria Gram-positiva que se caracteriza por la produccion de
proteinas en cristales con actividad insecticida (proteinas Cry o 6-endotoxinas que son codificadas
por genes cry) (Beron et al. 2005). B. thuringiensis ha sido utilizado como un insecticida
bioldgico exitoso por mas de 40 afios y es particularmente especifico, seguro y efectivo para el
control de una gran variedad de insectos (Beron et al. 2005). Las toxinas Cry constituyen una
familia de proteinas relacionadas que pueden matar insectos pertenecientes a Lepidoptera,
Coleoptera, Diptera, Hymenoptera, Homoptera y Mallophaga, asi como otros invertebrados
(Feitelson et al. 1999). La incorporacion de genes cry a cultivos importantes, proveyendo plantas
resistentes a insectos, es una de las aplicaciones mas recientes a la agricultura de B. thuringiensis

(Beron et al. 2005).

En 1989, Hofte y Whitley propusieron una clasificacion para las 6-endotoxinas (Hdfte et
al. 1989). Ellos distinguieron cuatro grandes tipos de §-endotoxinas (Cryl, -II, -l y —IV) y
citolisinas (Cyt), encontradas en los cristales de las cepas con actividad toxica hacia mosquitos, en
base a su actividad insecticida y propiedades moleculares. Las d-endotoxinas pertenecientes a
estas clases fueron agrupadas en subclases (A, B, C.... y a, b, c.....) dependiendo su secuencia.
Generalmente, estas proteinas son toxicas para lepidopteros (Cryl), lepidopteros y dipteros

(Cryll), coleopteros (Crylll) y dipteros (CrylV) (Agaisse et al. 1995).

Los cristales estan compuestos de proteinas Cry y Cyt, en diferentes combinaciones y
proporciones. A la fecha, estas proteinas han sido clasificadas en 49 grupos Cry y 2 grupos Cyt, y
en diferentes subgrupos dependiendo de la homologia de la secuencia de aminoacidos. (Ruiz et al.
2006).

Las proteinas insecticidas son sintetizadas durante la fase estacionaria de la curva de
crecimiento y se acumulan en la célula madre como una inclusion cristalina que representa el 25%

del peso seco de las células esporuladas (Figura 1) (Agaisse et al. 1995).

La formacion de cristales involucra la acumulacion de proteinas toxicas. B. thuringiensis
forma inclusiones de proteinas Cry en cultivos de fase estacionaria, expresando un gen con un
fuerte promotor en una célula que no se divide. De esta manera la proteina no se diluye por la

division celular (Agaisse ef al. 1995).

La necesidad de proteinas Cry nuevas con una potencial toxico en contra de diferentes

organismos con especificidad para un rango mucho mayor de pestes ha resultado en la busqueda



de nuevos acercamientos experimentales para expandir el rango de huéspedes de las cepas

disponibles (Crickmore et al. 2002).

Figura 1. Micrografia electronica de B. thuringiensis subespecie thuringiensis berliner 1715 durante

esporulacion. La inclusion oscuro paraesporal es el cristal insecticida.

(Berén 2005).

C. Genes cryycyt:

La mayoria de los genes cry codifican para d-endotoxinas. Estas toxinas fueron
originalmente clasificadas en cuatro clases de acuerdo su homologia de secuencia y

especificidades insecticidas. (Roh et al. 2007).

Las cepas de Bacillus han evolucionado al menos dos distintas vias en respuesta a estrés
nutritivo: un periodo semiconsciente no divisor y un programa de desarrollo para formacion de
una espora. Por esto es conveniente distinguir entre los genes que son dependientes y no

dependientes de la esporulacion (Agaisse et al. 1995).

En las especies de Bacillus, la endospora se desarrolla en un esporangio que consiste en
dos compartimentos celulares conocidos como célula madre y foroespora (Agaisse et al. 1995).
En B. subtilis, las etapas de desarrollo estan reguladas por la activacion sucesiva de seis factores
sigma que, al unirse a la ARN polimerasa, determinan que promotores de genes son reconocidos

(Helmann et al. 1988). De estos factores, el factor 6* es el principal factor sigma en células



vegetativas. Los factores " y 6* estan activos en la célula madre al momento de la esporulacion

(Agaisse et al. 1995).

El gen crylA es un tipico ejemplo de un gen que Gnicamente esta activo en la célula madre
al momento de la esporulacion. Dos sitios iniciales de la transcripcion que se traslapan (definidos
como Btl y BtlI) han sido secuenciados (Wong et al. 1983). Btl esta activo de 2 a 6 horas después
de la esporulacion y Btll esta de 5 horas en adelante. Experimentos in vitro han demostrado que la
transcripcion desde Btl esta iniciada por una ARN polimerasa que contiene un factor sigma
alternativo, o> (Brown et al. 1988), mientras que la transcripcion desde BtII esta iniciada por una
ARN polimerasa que contiene otro factor sigma alternativo, 6** (Brown et al. 1990). Los genes
que codifican para 6> y o> han sido clonados y secuenciados. Su secuencia deducida de
amino4cidos demuestra una similitud de 88 y 85% a ¢" y o" de B. subtilis, respectivamente

(Adams et al. 1991).

Figura 2. Actividad de B-Galactosidasa de cepas de B. thuringiensis con fusiones crylda’-‘lacZ crylAa’- ‘lacZ
y cryllIA - ‘lacZ. Células de B. thuringiensis fueron cultivadas en medio SP a 30°C. El tiempo cero (t,) indica el inicio

de la fase estacionaria. t, es el nimero de horas antes (-) o después del tiempo cero
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(Agaisse 1995).



Mutantes de B. thuringiensis fueron construidos y la actividad promotora de crylda fue
monitoreada por una fusion transcripcional de crylda’-‘lacZ. Se demostrd que mutantes para 6*
manifestaban una actividad menor de p-galactosidasa (alrededor del 50%) y mutantes para ¢" la
sintesis de [P-galactosidasa era completamente abolida. La expresion de P-galactosidasa por la
fusion crylda’-‘lacZ en B. thuringiensis es muy alta, sugiriendo que los promotores involucrados

en la expresion de cryl4a son muy fuertes (Figura 2) (Agaisse et al. 1995).

El gen crylIIA es un tipico ejemplo de un gen cry no dependiente de la esporulacion. Se
ha demostrado que la cinética de expresion de crylAa y crylllA es diferente (Figura 2). El
promotor de cryllla es leve pero significativamente expresado durante la fase vegetativa de
crecimiento (a diferencia de los promotores de crylAa), es activado al final del crecimiento
exponencial y se mantiene activo hasta 8 horas después en un medio de esporulacion. A diferencia
de Btl y Btll, el promotor de crylllA es similar al promotor reconocido por el principal factor
sigma de las células vegetativa, cA. La expresion de cryllIA es no dependiente de los factores
sigma especificos de la esporulacion tanto en B. subtilis como en B. thuringiensis. Ademas, se ha
demostrado que durante la esporulacion un evento desactiva la expresion de CryllIA (Agaisse et
al. 1995).

Los genes cry se encuentran en plasmidos y muchas de las cepas de B. thuringiensis
contienen varios genes cry diferentes. Se ha demostrado que cepas de B. thuringiensis que
unicamente contienen una copia de una gen cry (por ejemplo, cryl en la subespecie kurstaki
HD73) sintetizan cristales que no son significativamente mas pequefios que las cepas que
contienen tres o cuatro genes cry. Debido a lo anterior, al parecer la produccion de toxinas en B.
thuringiensis no es proporcional a la cantidad de copias de genes cry. Esto sugiere que la
capacidad de sintesis de cristales de proteinas estd limitada (aunque en un nivel alto) (Agaisse et

al. 1995).

Glatron y Rapoport demostraron que los ARNm codificantes para las proteinas de los
cristales en B. thuringiensis estan entre los ARNm de vida media mas larga. La vida media de un

ARNm codificante para estas proteinas es de alrededor de 10 minutos (Glatron et al. 1972).

Se cree que la estabilidad de estos ARNm se deben a estructuras terminales en los lados
3’ y 5’ de la molécula. Se ha demostrado que fragmentos terminales 3’ del ARNm del gen crylda
de B. thuringiensis incrementan la vida media de la molécula al formar un estructura en forma de

circulo que protege al ARN de degradacion exonucleotica desde el lado 3’ (Wong ef al. 1986). La



region 5’ act@ia como un estabilizador. Se ha determinado que la estabilidad del ARNm del gen
crylllA4 la confiere una secuencia consenso Shine-Dalgarno (SD). Analisis de mutaciones en esta
region sugieren que la secuencia SD involucrada en la estabilidad lo hace por medio de
interacciones con el extremo 3’ del ARNr 16S. Por lo tanto, la uniéon de la subunidad 30S
ribosomal con la secuencia SD localizada en la parte no traduccional 5° del gen crylll4 estabiliza

el correspondiente transcrito (Hue et al. 1995).

D. Proteinas Cry y Cyt

Las proteinas Cry son definidas como proteinas de inclusién paraesporal de B.
thuringiensis que exhiben un efecto toxico al organismo blanco, o cualquier proteina que tiene
una secuencia similar a una proteina Cry conocida. Las toxinas Cyt estan incluidas en esta

definicion. (Bravo et al. 2007).

Las proteinas Cry y Cyt son toxinas que pertenecen a una clase de toxinas bacterianas
conocidas como toxinas formadoras de poro (PFT) que son secretadas como proteinas solubles en
agua y sufren cambios conformacionales para insertarse en la membrana celular de su huésped.

(Bravo et al. 2007).

Las especies de Bacillus producen una gran cantidad en enzimas proteoliticas,
especialmente durante la fase estacionaria. B. thuringiensis no escapa a esta caracteristica
genérica y, por lo tanto, deben contar con mecanismos para evitar la protedlisis prematura de las
toxinas. B. thuringiensis produce cuerpos de inclusion resistentes a proteasas. Sin embargo, estas
inclusiones proteicas deben de ser facilmente solubilizadas en el intestino del insecto para que
sean toxicas. La formacion de estas estructuras cristalinas y las caracteristicas de solubilidad
aparentemente dependen de varios factores, incluyendo la estructura secundaria las proteinas Cry,
la energia de los enlaces disulfuro y la presencia de componentes adicionales (Agaisse et al.

1995).

La expresion de varios genes cryl en E. coli y B. subtilis conllevan a la sintesis de
inclusiones biologicamente activas, sugiriendo que las proteinas Cryl pueden formar
espontaneamente cristales independientemente de la bacteria huésped. Las regiones C-terminales

de las proteinas Cryl, CryIVA y CrylVB son similares, por lo que se cree que su cristalizacion es



similar. La regién C-terminal es rica en cisteinas y no esta involucrada en la toxicidad. Es por esto
que generalmente se asume que esta region contribuye a la estabilidad del cristal por medio de la

formacion de puentes disulfuro (Agaisse ef al. 1995).

La cristalizacion de la proteina de 73-kDa CrylIIA es un poco diferente. La diferencia
entra las caracteristicas de solubilidad de cristales Cryl y CrylllA es probablemente debido a la
ausencia de la region C-terminal rica en cisteinas de las protoxinas CrylIIA. Los cristales de
CrylIIA estan compuestos de polipéptidos que no parecen estar unidos por puentes disulfuro
(Bernhard er al. 1986). Analisis de la estructura tridimensional de la proteinas CryllIA sugiere
que cuatro puentes de sal intramoleculares estan implicados en la formacion de la inclusion

cristalina (Li et al. 1991).

Hay varias evidencias que la cristalizacion de proteinas CryllA, CryIVD y CytA es por

medio de un mecanismo distinto y necesita de proteinas accesorio (Agaisse et al. 1995).

En los ultimos 20 afios, mas de 300 diferentes proteinas Cry y Cyt han sido identificadas,
y varias de ellas han sido utilizadas con éxito como insecticidas biolégicos en programas de
manejo integrado de plagas. Generalmente los cristales estin compuestos de protoxinas de 130 a
140 kDa (correspondientes a la expresion de los genes cryl), 65 a 70 kDa (de los genes cryll) y 70
a 130 kDa (de los genes crylll). Sin embargo, no todas las proteinas insecticidas producidas por
B. thuringiensis se agrupan en cristales. Algunas cepas de B. thuringiensis secretan proteinas
insecticidas durante su fase de crecimiento vegetativo las cuales son llamadas proteinas VIP

(Ruiz et al. 2006).

E. Modo de accion de las proteinas Cry

Las protoxinas Cry al ser ingeridas por la larva de insecto susceptible son
proteoliticamente digeridas para liberar los fragmentos toxicos. Durante la activacion proteolitica,
péptidos son removidos de los extremos amino- y carboxi-terminal de la protoxina. Un modelo
generalmente aceptado para la accion de las toxinas cry es que es un proceso de varias etapas.
Primero, la toxina activa se adhiere a la los receptores localizados en la membrana del microvello
apical del epitelio de las células de intestino. Después de que la toxina se ha adherido al receptor,
se piensa que sufre un cambio conformacional, permitiendo que la toxina se inserte en la
membrana. Luego sucede una oligomerizacion de la toxina. Este oligomero forma un poro que

provoca lisis celular por osmosis (Roh ef al. 2007).
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Como se menciono6 previamente, es aceptado que la accion primaria de las toxinas Cry es
la de lisar las células epiteliales del intestino del insecto blanco y de formar poros en el microvello
apical de las células. Sin embargo, se ha sugerido recientemente que la toxicidad puede estar
relacionada a la apoptosis mediada por proteina-G después del enlace al receptor (Bravo ef al.

2007).

La lisis celular y de la disrupcion del epitelio del intestino provocan la liberacion del
contenido celular lo cual provee a las esporas un medio germinador induciendo una severa

septicemia y muerte del insecto (Bravo et al. 2007).

F. Uso del B. thuringiensis para control biologico de plagas

Se han logrado tres aplicaciones principales de las toxinas de B. thuringiensis: (i) en el
control de pestes defoliadoras en bosques, (ii) en el control de mosquitos que son vectores de
enfermedades humanas y (iii) en el desarrollo de plantas transgénicas resistentes a insectos (Bravo

et al. 2007).

Productos insecticidas de B. thuringiensis fueron comercializados por primera vez en
Francia a finales de los afios 30. Por mas de 60 afios, B. thuringiensis ha sido uno de los
biopesticidas mas consistentes y significantes para el uso en cosechas como un insecticida en
spray, el cual contiene una mezcla de esporas y cristales insecticidas. Para 1995, 182 productos
basados en B. thuringiensis estaban registrados en la Agencia de Proteccion Ambiental de los
EEUU (EPA), pero en 1999 formulaciones de B. thuringiensis constituian menos del dos por
ciento del total de las ventas de insecticidas y representaban el 80% de todos los biopesticidas
vendidos. El uso de B. thuringiensis ha incrementado debido a la resistencia de pestes de insectos

hacia los insecticidas quimicos (Roh et al. 2007).

El uso intensivo de insecticidas basados en B. thuringiensis ha provocado resistencia en
poblaciones de la palomilla dorso de diamante, Plutella xylostella. Debido a que cosechas
transgénicas de B. thuringiensis generalmente expresan uno o dos tipos de proteinas Cry, el
desarrollo de resistencia de pestes es visto como una amenaza grande para esta tecnologia. La
busqueda de nuevas cepas de B. thuringiensis que contengan nuevos genes cry ha sido concebida

con considerable atencion en las ultimas dos décadas, no solo para encontrar toxinas con nuevos



11

espectros de actividad sino también para incrementar el arsenal de toxinas que pueden ser

utilizadas para el manejo de resistencias (Ruiz et al. 2006).

G. Especies procariotas.

Desde el principio de los afios 1970, las especies procariotas han sido delineadas en base a
la informacion generada en experimentos de hibridizacion ADN-ADN (DDH). Con este
procedimiento, la similitud genética general de un aislado es evaluada por el grado en que el
genoma se hibridiza bajo ciertas condiciones estandarizadas. La similitud en el contenido de
genes y la similitud de nucleétidos de genes compartidos contribuyen en el grado de semejanza
entre genomas. Los aislados que muestran valores DDH mayores al 70% y una diferencia menor
del 5% en la temperatura de fusion (T,,) se considera que pertenecen a la misma especie. Mientras
tanto, las especies que muestran valores menores del 50% de DDH definitivamente pertenecen a
especies distintas. Para facilitar la identificacion, caracteristicas fenotipicas consistentes y

diferentes entre especies son requeridas (Gevers et al 2005).

Sin embargo, el DDH tiene limitaciones serias: es un procedimiento que lleva mucho
tiempo y es llevado a cabo de forma correcta en pocos laboratorios. Ademas, no esta disponible
para procariotas que no son cultivables y la clasificacion por DDH requiere de una comparacion
entre dos genomas procarioticos y cepas individuales no pueden ser analizadas ni comparadas con
una base de datos. No se tiene una teoria ecologica ni evolutiva de como se deberian de demarcar
especies en base a la similitud de genes entre organismos. La recomendacion de separar una
especie utilizando el criterio del 70% de DDH no corresponde a un concepto basado de teorias si
no que de una calibracion empirica que daba como resultado la separacion de varias especies

definidas por fenotipo al momento de la propuesta (Cohan 2002).

Analisis comparativo de la secuencia del gen del ARN Ribosomal 16S es ampliamente
utilizado para determinar la posicion filogenética de aislados nuevos. La secuencia del gen del
ARNr permite la clasificacion de procariotas utilizando una caracteristica distribuida
universalmente. Las cepas que muestran una secuencia con una similitud menor al 97% de todas
las especies conocidas se considera que pertenece a una nueva especie. Lo anterior debido a que
no se conoce ninguna cepa en la que una mayor divergencia en la secuencia de este gen cumpla

con el criterio del 70% de DDH (Gevers et al 2005).
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Aunque las ventajas de la genotipificacion directa son claras, la clasificacion utilizando
unicamente la secuencia del gen de ARNr (un practica muy comuin) no es satisfactoria por varias
rezones. La secuencia del gen de ARNr por regular tiene poca resolucion al ser comparada con la
DDH (Gevers et al 2005). Mientras que aislados que tienen una similitud menor del 97% en la
secuencia del gen del ARNr por lo regular tiene un valor de menor del 70% de DDH y pertenecen
a una especie diferente, aislados que tienen una similitud mayor al 97% pueden o no cumplir el
criterio del 70% de DDH para ser incluidos en la misma especie (Fox et al 1992).
Consecuentemente, la similitud casi idéntica de la secuencia del gen del ARNr no elimina la
necesidad de aplicar otros métodos para explorar si los aislados son lo suficientemente similar

para ser asignados a la misma especie (Gevers ef a/ 2005).

Las especies procariotas se definen como “una categoria que circunscribe a grupo
genémicamente coherente de cepas/aislados individuales que comparten un alto grado de
similitud en caracteristicas independiente, comparables bajo pruebas en condiciones altamente

estandarizadas” (Stackebrandt et a/ 2002).

Practicamente, una especie procariota se considera un grupo de cepas (incluyendo la cepa
tipo) que se caracteriza por cierto grado de consistencia fenotipica, mostrando 70% de DDH y

mas del 97% de similitud con el gen del ARN ribosomal 16S (Vandamme et al 1996).

En la practica, la caracterizacion taxondémica de una coleccion de aislados se inicia con un
tamizaje que permite que los aislados que estan mas relacionados sean agrupados para poder ser
distinguidos de aislados no relacionados. Los métodos que normalmente se utilizan para tamizar
son un analisis de acidos grasos y una gran cantidad de métodos de tipificacion con ADN, entre
los cuales se incluye, el polimorfismo por tamafio de fragmento o la utilizacién de métodos

basados en PCR utilizando cebadores degenerados (Gevers et al 2005).

H. Bacillus cereus, Bacillus anthracis y Bacillus thuringiensis.

Bacillus cereus, Bacillus thuringiensis y Bacillus anthracis son bacteria Gram positivo,
en forma de baston, esporo formadoras que se les conoce como bacilo grupo 1. B. cereus y B.
thuringiensis se encuentran en habitats de suelo y tiene mucha importancia econémica. B. cereus
puede ser patogénico y puede causar intoxicacioén alimenticia, infecciones de ojo y enfermedades

periodontales en humanos. Preparaciones de toxinas y esporas de B. thuringiensis son utilizadas
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como insecticidas comerciales. B. anthracis es un patdogeno de mamiferos muy virulento que es el

agente causal del antrax (Ticknor et al 2001).

La diferenciacion entre estas tres especies muy relacionas fue historicamente realizada
con ensayos bioquimicos, serotipificacion por flagelo y la presencia de de cristales con proteinas
toxicas (Crickmore et al 1998). Analisis comparativo del gen del ARNr 16S han demostrado que
las tres especies contienen secuencias dentro y adyacentes al gen estructural casi idénticas
(Andresen et al 1995). Se ha examinado aislados de B. cereus y B. thuringiensis utilizando
electroforesis en campo pulsado y electroforesis de multienzimas. Ninguno de los dos métodos
agrupo a las cepas en designaciones de especies reconocidas por lo que se sugirid que B. cereus y
B. thuringiensis se consideraran una misma especie (Carlson et al 1996). Esto es consistente con
la sugerencia que B. thuringiensis es simplemente B. cereus con plasmidos que codifican

proteinas toxicas (Baumann et al 1984).

Polimorfismos conformacionales de hebra simple del la amplificacion del ADNr 16S no
permiten discriminar entre el grupo. Factores de virulencia, RFLP y la electroforesis en campo
pulsado pueden separar B. anthracis de B. cereus pero fallan al diferenciar B. cereus de B.
thuringiensis. Debido a lo anterior, se ha propuesto que B. thuringiensis y B. anthracis sean

considerados como una subespecie de B. cereus (Ash et al 1991).
I.  Analisis evolutivo

La sistematica es el estudio de las relaciones evolutivas entre especies. La filogenética es
el procedimiento de estimar la esas relaciones basdndose en informacion de especies vivas y
extintas. Los filogenetistas utilizan esta informacion para construir un arbol filogenético (Black

2005).

La distancia es un producto de tasa y tiempo, un tema importante al momento de
considerar el largo de las ramas. Por lo tanto, no se puede determinar si una rama corta indica que
dos especies aparecieron recientemente o si se aislaron desde hace mucho tiempo si el gen que
hemos seleccionado ha estado sometido a una seleccion intensa y por lo tanto tiene una tasa de
sustituciones lenta. De la misma manera, una rama larga puede indicar que dos especies se
aislaron hace mucho tiempo si la tasa de sustituciones del gen que se ha elegido es alta (Black

2005).
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Algunos filogenetistas han propuesto un modelo de reloj molecular, en el que se asume
que las mutaciones ocurren a intervalos fijos y regulares. Bajo esta propuesta del reloj molecular,
el largo de las ramas reflejaria estrictamente el tiempo desde la divergencia. Sin embargo, el
problema con esta proposicion es que la tasa de sustituciones del reloj molecular varia

grandemente entre genes y taxa (Black 2005).
J.  Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR):

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) es una amplificacion enzimatica mediada
por cebadores de una secuencia de ADN especifica. EI ADN molde contiene una secuencia
especifica, que puede ser de miles de nucleodtidos de largo. Una ADN polimerasa termoestable
como la Tag ADN polimerasa, cataliza la reaccion en la que un exceso de oligonucledtidos
(cebadores o primers) y cuatro deoxinucleosidos trifostato (ANTPs) son utilizados para hacer

millones de copias de las secuencia deseada (Kolmodin 2002).

El proceso del PCR requiere una serie de repeticiones de tres pasos fundamentales que se
define como un ciclo de PCR: la desnaturalizacion de ADN templado de doble hebra, la
hibridizacion de dos cebadores oligonucleotidos al templado de hebra simple y una extension
enzimatica para producir copias que pueden servir como templado para ciclos subsecuentes. Con
cada ciclo que se lleva a cabo, tanto el templado original como las copias pueden servir de
sustrato para la desnaturalizacion, hibridizacion de los cebadores y la extension. Debido a que
cada ciclo duplica la cantidad de copias, sucede una amplificacion geométrica. Debido a lo

anterior, 25 ciclos deberian de producir 33 millones de copias (Kolmodin 2002).

El paso de la desnaturalizacion ocurre rapidamente de 94 a 96°C. La hibridizacion de los
cebadores depende de la temperatura de fusion (T,). Por lo general, se utilizan software de
computadora para predecir el T,, basdndose en la secuencia de los cebadores, las concentraciones
utilizadas y la concentracion de sales. La mejor temperatura de hibridizacion se determina por

optimizacion. La extension ocurre a 72°C para la mayoria de los templados (Kolmodin 2002).

Los cebadores o primers de PCR son oligodeoxiribonucledtidos cortos que estan
disefiados para ser complementarios a los extremos de las secuencias del amplicon blanco del
PCR. Estos ADNSs sintéticos normalmente tienen un tamafio de 15-25 nucleétidos y tienen

aproximadamente de 50-60% de contenido G+C (Kolmodin 2002).
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El cloruro de magnesio es un cofactor esencial para las polimerasas de ADN utilizadas en
el PCR y su concentracion debe de ser optimizada para cada sistema cebador:templado. Muchos
componentes de la reaccion se enlazan a los iones de magnesio incluyendo cebadores, templado,
productos de PCR y dNTPs. Debido a que es necesario que se encuentre disponible iones de
magnesio libres para que se lleve a cabo la reaccion, el total de concentracion de los iones de

magnesio debe de exceder el total de concentracion de los dNTPs (Kolmodin 2002).

K. Uso de PCR para la deteccion de genes cry

El PCR es un herramienta que ha sido ampliamente utilizada para la caracterizacion genes
codificantes para proteinas Cry y para el analisis de colecciones de B. thuringiensis (Berdn et al.
2005). Esta técnica fue introducida por primea vez por Carozzi et al. (Carozzi et al. 1991) para
identificar genes cry y predecir la actividad insecticida. En la tltima década, métodos de PCR
para la deteccion de genes cry presentes en colecciones de B. thuringiensis han sido utilizados
para identificar cepas que contienen genes codificantes para tipos de proteinas Cry conocidas
(Ben-Dov et al 1997, Bourque et al 1993, Bravo et al 1998, Ceroén et al. 1995, Ferrandis et al
1999, Juarez-Pérez et al 1997). Sin embargo, este método es limitado a miembros de las familias
previamente descritas y requiere una gran cantidad de cebadores (Beron et al. 2005). El éxito
modesto de los métodos basados en PCR para la identificacion de nuevos genes cry se asocio con
problemas técnicos relacionados a la complejidad de las cepas multigénicas cry (Porcar ef al.

2003).

Se demostro que la técnica propuesta por Berdn ef al. (Berdn et al. 2005) es eficiente para
la identificacion de secuencias cry relacionados presentes en aislados de B. thuringiensis nuevos.
Los primers propuestos tienen ventajas sobre los primers de metodologias anteriores basadas en
PCR, que no amplifican genes nuevos que codificaban para grupos de proteinas Cry no descritas

(Beron et al. 2005).
L. Cuantificaciéon de ADN

Cuando se realiza un experimento para clonar genes es crucial conocer la cantidad de
ADN presente en la solucion. La concentracion de ADN puede ser determinada por
espectrofotometria ultravioleta de absorcion. La cantidad de radiacion UV absorbida por una

muestra de ADN es directamente proporcional a la cantidad de ADN en la muestra. Usualmente la



16

absorbancia se mide a 260 nm, en la que la absorbancia a esa longitud de onda corresponde a 50

ug de ADN de doble hebra por mL (Brown 2001).

La absorbancia también puede ser utilizada para verificar la pureza de la preparacion de
ADN. Una muestra pura de ADN tiene una taza de absorbancia a 260 nm y 280 nm (A260/A280)
de 1.8. Tasas menores a 1.8 indican una preparacion contaminada, ya sea con proteinas o fenol

(Brown 2001).
M. Electroforesis en gel

Las moléculas de ADN contienen una carga eléctrica negativa. Cuando las moléculas de
ADN son expuestas a un campo eléctrico migran hacia el polo positivo. Un gel, que por lo
regular esta hecho de agarosa, poliacrilamida o una mezcla de ambos, se compone de una red
compleja de poros, por los que las moléculas ADN deben viajar para alcanzar el electrodo
positivo. Entre mas pequeiia sea una molécula de ADN, mas rapido puede migrar por el gel. La

electroforesis en gel separa el ADN en base a su tamafio (Brown 2001).

La composicion del gel determina el tamafio de las moléculas de ADN que puede separar.
Un gel de agarosa al 0.5% tiene poros relativamente grandes, por lo que puede separar moléculas
entre 1 y 30 kb. Por otro lado, un gel de 40% de poliacrilamida tiene poros extremadamente
pequeios, por lo que se pueden separar pequefias moléculas de ADN, entre el rango de 1-300 pb

(Brown 2001).

La forma mas facil de visualizar el resultado de una electroforesis es tefiir el gel con
bromuro de etidio. Las bandas que muestran la posicion de los fragmentos de ADN de distinto

tamafio son facilmente visibles bajo luz ultravioleta (Brown 2001).

N. Plasmidos como vectores de clonacion

Los plasmidos son moléculas circulares de ADN que llevan una existencia
independientemente en la célula bacteriana. Los plasmidos por lo regular tienen uno o mas genes
que son responsables de la expresion de una caracteristica util en la bacteria huésped. Por
ejemplo, la habilidad de sobrevivir en concentraciones toxicas de un antibiotico normalmente se
debe a la presencia en la bacteria de un plasmido que tiene el gen de resistencia. La resistencia a
antibioticos es utilizada como un marcador de seleccion para asegurarse que la bacteria contiene

un plasmido en particular (Brown 2001). Para evitar que las bacterias de las cuales el plasmido ha
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sido eliminado, es importante mantener la presion selectiva incluyendo el antibidtico en el medio

de cultivo todo el tiempo (Sambrook 2001).

Todos los plasmidos tienen al menos una secuencia de ADN que actiia como origen de
replicacion lo que le permite multiplicarse dentro de la célula de una forma independiente del

cromosoma de la bacteria (Brown 2001).
O. Clonacion de productos de PCR

Una clonacion exitosa de fragmentos de ADN provenientes de una reaccion en cadena de
la polimerasa es un paso clave para el analisis subsecuente del ADN amplificado. Muchos
métodos de clonacién han sido establecidos. Estos métodos pueden separarse en dos grupos:
clonacion dependiente de ligacion y la clonacion independiente de ligacion, siendo la primera la
de mayor uso. Dependiendo de los extremos del ADN los métodos dependientes de la ligacion
pueden ser divididos en tres: clonacion de extremos romos, clonacion de extremos cohesivos y

clonacion T-A (Guo 2002).

Taq es la polimerasa de ADN termoestable mas utilizada y tiene una actividad transferasa
terminal. En presencia de los cuatro dNTPs, la deoxiadenosina (dA) es preferiblemente agregada
al extremo 3’ del ADN amplificado por PCR, dejando un extremo cohesivo de una simple 3’ dA.
Sin ninguna modificacion por una enzima de restriccion u otras enzimas, los productos de PCR
con extremos cohesivos 3’ dA pueden ser directamente clonados a un pldsmido linealizado con

extremos cohesivos complementarios 5’ deoxitimidina (dT) (Guo 2002).

El vector que contiene los extremos cohesivos dT se le conoce como vector-T y el
nombre correspondiente a la clonacion es clonacion T-A. La clonacion T-A es una forma de
clonacion de extremos cohesivos, pero es especial, ya que utiliza Unicamente una base como

extremo cohesivo (Guo 2002).

La clonacién T-A es simple, confiable y mas eficiente que la clonacion de extremos
romos. Mientras se utilicen polimerasas ADN sin actividad 3’-5’ exonucleasa, la clonacién T-A
es aplicable y los productos de PCR pueden no necesitar ningiin paso post-PCR Por lo tanto, la

clonacion T-A es el método de clonacion mas utilizado para productos de PCR (Guo 2002).

Aunque no es necesario llevar a cabo ningin procedimiento post-PCR antes de clonar

utilizando la clonacion T-A, a veces es util purificar los productos de PCR antes de la ligacion
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para remover los cebadores debido a que estos se incorporan de forma preferible al vector-T (Guo

2002).
P. Electroporacion

La clonacioén requiere que se introduzca el vector de clonacion con el inserto de interés a
bacterias competentes para su posterior replicacion. El método mas eficiente para transformar
bacterias es la electroporacion. Se piensa que la aplicacion de un pulso de electricidad intenso
causa depresiones en las membranas celulares seguido por la formacion de poros hidrofobicos con
diametros que fluctuan entre 2 a varios nanometros. Algunos de los poros hidrofobicos grandes
son convertidos a poros hidrofilicos debido a que la energia necesaria para crear y mantener un
poro hidrofilico se reduce mientras el voltaje transmembranario se incrementa. El cierre de los
poros parece ser un proceso estocastico que puede ser retrasado al mantener las células a bajas
temperaturas. Mientras los poros se mantengan abiertos, las moléculas de ADN pueden pasar

facilmente del medio hacia el citoplasma (Sambrook 2001).

Q. Tamizaje de clones y a-complementacion

Muchos plasmidos vectores (incluyendo el pGEM) contienen un pequefio fragmento de
ADN de E. coli que contiene una secuencia reguladora y la informacion codificada para los
primeros 146 aminoacidos de la B-galactosidasa. Dentro de la region codificante se encuentra un
sitio de policlonacion que mantiene el marco de lectura y resulta en la interpolacion de una
pequefia cantidad de aminoacidos en el fragmento amino-terminal de la B-galactosidasa. Los
vectores de este tipo son utilizados en huéspedes que expresan la porcion carboxi-terminal de la
B-galactosidasa. Ninguno de los fragmentos de la enzima tanto del vector como del huésped son
activos, pero cuando ambos se unen se forma una proteina enzimaticamente activa (Sambrook

2001).

El tipo de complementacion en donde un mutante con una delecion en su segmento
operador terminal del gen /acZ es complementado por mutantes [-galactosidasa negativos que

tienen una region operador-proximal intacta se llama a-complementacion (Ullmann et al. 1967).

Las bacterias lac™ que resultan de la o-complementacioén son facilmente reconocidas
porque forman colonias azules en presencia del sustrato cromogénico X-gal (Horwitz et al. 1964,

Davies 1968).
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Sin embargo, la insercion de un fragmento de ADN ajeno en el sitio de policlonacion del
plasmido casi siempre resulta en la produccion de un fragmento amino-terminal que no es capaz
de realizar a-complementacion. Por lo tanto, bacterias que tienen el plasmido recombinante

forman colonias blancas (Sambrook 2001).

El desarrollo de esta simple prueba de color ha simplificado de gran manera la

identificacion de vectores recombinantes (Sambrook 2001).

El tamizaje por medio de la a-complementacion no es completamente infalible. La
insercion de ADN ajeno al vector no siempre desactiva la complementacion de la B-galactosidasa.
Si el ADN es pequeio (<100 pb) la insercion puede no interrumpir el marco de lectura ni afectar
la estructura del fragmento alfa. Ademas, no todas las colonias blancas tienen plasmidos
recombinantes. La mutacién o perdida de las secuencia lac puede eliminar la habilidad del

plasmido de expresar el fragmento alfa (Sambrook 2001).

R. BLAST

La comparacion de secuencias de nucledtidos puede ser utilizada para inferir sobre la
funcion de nuevas secuencias de genes, predecir nuevos miembros de familias de genes y explorar
relaciones evolutivas. La herramienta BLAST es la mas frecuentemente utilizada para determinar
relacion entre secuencias. Una vez se han encontrado secuencias similares en la base de datos, la
herramienta provee indicadores de qué tan bueno es el alineamiento y si este significa una posible
relacion biologica o si la similitud entre secuencias es solo una coincidencia. El valor “bit score”
es un indicador de que tan bueno es el alineamiento, entre mayor sea el valor mejor el
alineamiento. El “E-value” es un indicador de la significancia estadistica de un alineamiento en
pareja. Entre menor sea el valor hay mas significancia estadistica. Por ejemplo, un E-value 0.05
significa que la similitud tiene una probabilidad de 5 en 100 de ocurrir por coincidencia

(Andénimo, 2009).

S. Seleccion de cepas presuntivas de B. thuringiensis

Las cepas utilizadas para el estudio fueron previamente aisladas y categorizadas por
Roche (2008). Se realizaron dos muestreos, uno en el departamento de Sacatepéquez y otro en
Alta Verapaz, Guatemala. Las cepas fueron en fincas de cultivo de aguacate en suelo, hojarasca y

follaje. Se obtuvo un total de 296 aislados. Se realiz6 la prueba de tincion de azul de Coomassie



20

para determinar si los aislados presentaban inclusiones cristalinas las cuales son caracteristicas de
B. thuringiensis. Del total de los aislados obtenidos, 197 fueron considerados cepas presuntivas

de B. thuringiensis debido a la presencia de inclusiones cristalinas.

Se realizé una extraccion de ADN de las cepas presuntivas de B. thuringiensis y se llevo
a cabo la técnica de polimorfismo conformacionales de hebra simple (SSCP) con los fragmentos
amplificados por medio de una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando cebadores
disefiados para amplificar una region del gen del ARNr 16S. Los resultados obtenidos para las
muestras obtenidas del muestreo realizado en Alta Verapaz contenian la mayor cantidad perfiles
de mutaciones puntuales (Figura 3). Se seleccionaron un total de seis cepas provenientes de suelo
de la finca de Alta Verapaz. Cinco de las seis cepas tienen perfiles de mutaciones puntales
distintos (1S22, 3S25, 8S21, 8S22 y 10S21). La sexta cepa fue seleccionada de forma
completamente aleatoria (3S24).
Figura 3. Cuadro que muestra el perfil de mutaciones puntuales de las cepas seleccionadas para el estudio. La
determinacion se realizo por medio de un analisis de SSCP con los fragmentos amplificados por PCR con cebadores
disefiados para amplificar una region del gen del ARNr 16S. Las cepas seleccionadas para este estudio estan indicadas

con una flecha.

Cuadro 15: Perfiles de mutaciones puntuales de muestras de suelo del segundo mestro en la region 165 del ADN
ribosomal
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(Roche, 2008)
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La seleccion se realizd de esta manera partiendo de la suposicion que, entre mayor
diferencia en el perfil de mutaciones puntuales presentaran las distintas cepas, se detectarian una
mayor cantidad genes cry en total. Lo anterior debido a que entre mayor diferencia entre las cepas
la probabilidad que codificaran genes cry diferentes fuera igualmente mayor.

T. Aguacate en Guatemala y plagas

De acuerdo a la informacion recopilada en el Censo Agropecuario INE-MAGA, que se
realizd en Mayo del 2003, se estima que en Guatemala la produccion de aguacate alcanza

alrededor de 785,500 quintales (MAGA 2005).

Para Guatemala el aguacate significa un rubro importante ya que se estima un area de
2,900 a 3,200 hectareas con una produccion global de 26,000 Toneladas siendo en su mayoria
aguacates criollos no seleccionados ya que los registros indican una produccion de 5,000
Toneladas de aguacates mejorados en 900 hectareas, siendo las variedades Hass, Panchoy, Booth
8 y Azteca las mas importantes. El costo promedio de produccion es de 106 US$/Tm produciendo
un equivalente a 961 empleos permanentes, las exportaciones registradas en el periodo 1993-98
fueron de 3,500 a 4,500 Toneladas métricas/ afio, destinandose el 70% a El Salvador y el 27% a
Honduras (Vasquez 1999).

Entre los principales insectos plaga del aguacate se encuentran los Thrips, el barrenador
de ramas (Copturus aguacatae), el barrenador de hueso (Stenoma catenifer), la agalla de la hoja
(Trioza anceps Trthill), el periquito del aguacate (Metcalfiella monograma), el enrollador de la

hoja (Amorbia sp.) y la araia roja (Oligonychus sp.) (Anacafé 2004).

El barrenador de ramas es un coledptero que ovipostiva en la corteza de ramas y por la
gran cantidad de galerias que hacen las larvas al alimentarse de la madera, la rama tiende a
romperse perdiéndose por consiguiente la cosecha. Este insecto solo se ha encontrado atacando al
aguacate y requiere de éste para su toral desarrollo, su distribucion se confina a regiones donde

existen estos arboles (Coria et al 2007).
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IV.OBJETIVOS

A. OBJETIVO GENERAL

e  Analizar cepas presuntivas de B. thuringiensis aisladas de la filosfera del arbol de

aguacate para la presencia de genes cry.

B. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e  Determinar el método de lisis de la membrana celular (mecanico, quimico o por
calor) que es mas efectivo para extraer ADN de los cultivos de las cepas presuntivas de B.
thuringiensis.

e  Optimizar el PCR para la clonacion de una region de genes cry a partir del ADN
obtenido de las cepas presuntivas de B. thuringiensis.

e  Clonar los productos de PCR obtenidos de la amplificacion utilizando cebadores
OL1F/OLS5R para su posterior secuenciacion y analisis de las secuencias de los distintos insertos.

e  Analizar el patron de proteinas de las cepas presuntivas de B. thuringiensis por SDS-
PAGE.

e Analizar el patron de plasmidos extraidos de las cepas presuntivas de B.

thuringiensis.
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V.JUSTIFICACION

El uso de patogenos y sus productos metabolicos para el control de insectos tiene varias

ventajas, tales como especificidad, no contaminan el ambiente y no son toxicos para humanos.

El control microbiologico en la agricultura de pestes ha sido considerado como la
alternativa mas favorable de insecticidas quimicos. B. thuringiensis es uno de los microbios mas
efectivos utilizado como pesticida. Preparaciones de B. thuringiensis son utilizadas ampliamente
como pesticidas seguros y efectivos en la agricultura y en el control de mosquitos y moscas
negras. El uso continuo de pesticidas quimicos ha resultado en la aparicion de resistencia.
Ademas, el problema de los residuos de los insecticidas en carne y ambiente es un tema
preocupante. Por lo tanto, intereses en utilizar alternativas para el manejo de pestes ha ido

creciendo con el tiempo (Kati et al. 2007),

Guatemala es un pais netamente agricola y esto se ve evidenciado en sus exportaciones.
Guatemala cultiva 92,000 quintales anuales de aguacate. Sin embargo, el cultivo es afectado por
varias plagas de insectos (Roche 2008). Se deben de buscar nuevas alternativas economicas y no
nocivas para el medio ambiente para el control de plagas. B. thuringiensis representa una
alternativa al control quimico de plagas que no contamina el medio ambiente, es selectivo y

efectivo.

El tema de investigacion es relevante debido a que el control bioldgico de plagas es una
alternativa necesaria para evitar la contaminacion de los suelos y agua debido al uso excesivo de

pesticidas en Guatemala.

Analizar las cepas presuntivas de B. thuringiensis seleccionadas e identificar los genes cry
presentes en las distintas cepas serd de utilidad para saber la relacion que existe entre las cepas
aisladas y otras cepas de B. thuringiensis y otras especies del género Bacillus. Ademads, se podria
predecir la familia de insectos pueden ser afectadas por las toxinas que posiblemente sean

expresados por la bacteria.
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VIL.METODOS

A. Cultivo de cepas presuntivas de B. thuringiensis, extraccion y cuantificacion de ADN.

1. Cultivo de cepas presuntivas de B. thuringiensis.

a. Las cepas presuntivas de B. thuringiensis fueron seleccionadas en base a una

clasificacion anterior por Roche (2008) basandose en ADNr 16S. Se selecciond cepas que

presentaban bandas diferentes en el analisis anteriormente descrito.

1)

2)

3)

Equipo y material
a) Incubadora.

b)  Microscopio.

Reactivos a utilizar
a) Caldo y agar nutritivo.

b)  Reactivos necesarios para la tincion Gram.

Procedimiento

a) Las 6 cepas presuntivas seleccionadas de B. thuringiensis fueron

retiradas de almacenaje a -80°C en un caldo nutritivo modificado.

b)  Con una pipeta pasteur plastica estéril se recolectd aproximadamente

0.2 mL de cada cepa y el liquido fue inoculado en 5 mL de caldo nutritivo.

c) En el caso del control positivo Dipel, se tomo una alicuota de 1 mL

del producto comercial y se inocul6 en 5 mL de caldo nutritivo.

agar nutritivo.

durante 24 horas.

d)  Los caldos fueron incubados 24 horas a 36°C con agitacion.

e) Al finalizar la incubacién, una asada de cada caldo fue inoculada en

f) Las cajas con agar nutritivo inoculado fueron incubadas a 36°C

g) Al finalizar la incubacion, se realizé una tincion Gram a un frote de

cada cepa y se verifico que fueran bacilos Gram Positivos.
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2. Extraccion de ADN de cepas presuntivas de B. thuringiensis con el kit UltraClean Soil

DNA Isolation Kit (MO BIO laboratorios).

a. UltraClean Soil DNA Isolation Kit (laboratorios MO BIO). La extraccion de
ADN se basa en la lisis celular y una posterior separacion de los restos celulares por medio de la
adhesion del ADN a una membrana en una columna donde se hace pasar el producto de la lisis

celular.

1)  Equipo y material:
a) Columna de purificacion (proveido por el kit).
b)  Tubos plasticos estériles de 1.5 mL (proveido por el kit).
c) Tubos de recoleccion (proveido por el kit).
d)  Centrifuga (10,000 g).
e) Micropipetas y puntas (volumen requerido 60 — 900 pL).

2)  Reactivos a utilizar:
a) Solucion S1 a S5 (proveido por el kit).
b)  Agua destilada estéril.

3)  Procedimiento:

a) Se tom6 1 mL de cada caldo nutritivo con cepas presuntivas
seleccionadas de B. thuringiensis luego de la incubacion durante 24 horas a 36°C.

b)  Se centrifugé el caldo a 5000 g durante 5 minutos.

c) Se descartd el sobrenadante y se resuspendio el boton de células con
100 uL de agua destilada estéril.

d)  Se transfirieron los 100 pL a los tubos de Solucién de Balin.

e) Se agitd suavemente con vortex.

) Se agrego 60 pL de la solucion S1 y se invirtieron los tubos varias
veces.

g)  Seagregaron 200 pL de la Solucion Removedora de Inhibidores.

h)  Se aseguraron los tubos en un vortex y se agitd con velocidad
moderada-rapida durante 10 minutos.

1) Se centrifugaron los tubos a 10,000 g durante 30 segundos.

1 Se transfirid el sobrenadante a un tubo plastico estéril de 1.5 mL.
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k)  Se agregd 250 uL de la solucion S2 y se agitd con vortex durante 5
segundos. Los tubos fueron incubados a 4°C durante 5 minutos.

) Los tubos se centrifugaron a 10,000 g durante 1 minuto.

m) Se transfirieron 450 puL del sobrenadante teniendo cuidado de no
perturbar el botén a un tubo plastico estéril de 1.5 mL.

n)  Se agregd 900 pL de la solucién S3 y se agitd con vortex durante 5
segundos.

0)  Se transfirieron 700 pL de la solucioén a una columna de purificacion.
La columna fue colocada en un tubo recolector y se centrifugéd a 10,000 g durante 1 minuto.

p)  Se descarto el liquido en el tubo recolector y se transfirid el resto de
la muestra a la columna. Se centrifug6 una vez mas a 10,000 g durante 1 minuto.

q)  Se agreg6 300 pL de la solucion S4 y se centrifugdé a 10,000 g
durante 30 segundos.

r) Se descarto el liquido en el tubo recolector y se centrifugd una vez
mas a 10,000 g durante 30 segundos.

s) Se transfirio la columna a un tubo plastico estéril de 1.5 mL y se
agregaron 50 pL de la solucion S5.

t) Se centrifugo a 10,000 g durante 30 segundos.

u)  Se descartd la columna y la solucion recolectada que contenia el

ADN fue almacenada a -20°C.

3. Extraccion de ADN de cepas presuntivas de B. thuringiensis utilizando el kit Fast DNA
Spin Kit (for soil) (BIO 101, Inc).

a. Fast DNA Spin Kit (for soil) de BIO 101, Inc. El ADN extraido con el anterior
método presentaba una pureza muy baja y la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) fallé en
amplificar los genes de interés. Debido a lo anterior, se realiz6 otra extraccion de ADN utilizando
este kit. El kit se basa en la lisis mecanica de la célula por medio de un homogenizador de alta
velocidad. Debido a que no se contaba con este equipo se agitaron las muestras con un vortex

convencional durante 30 minutos.

1)  Equipo y material:

a) Columna de purificacion (proveido por el kit).
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b)  Tubos plasticos estériles de 1.5 mL.

c) Tubos de recoleccion (proveido por el kit).

d)  Vortex.

e) Centrifuga (12,000 g).

f) Micropipetas y puntas (volumen requerido 100-1000 uL).

2)  Reactivos a utilizar:
a) Solucion de Adhesion a Matriz (proveido por el kit).
b)  Solucion SEWS-M (proveido por el kit).
c) Agua libre de pir6genos y ADNasas (proveido por el kit).
d)  Buffer de fosfatos de sodio (proveido por el kit).
e)  Buffer MT (proveido por el kit).
) Agua destilada estéril.

3)  Procedimiento:

a) Se tom6é 1 mL de cada caldo nutritivo con cepas presuntivas
seleccionadas de Bacillus thuringiensis luego de la incubacion durante 24 horas a 36°C.

b)  Se centrifugé el caldo a 5000 g durante 5 minutos.

c) Se descarto el sobrenadante y se resuspendid el boton de células con
100 uL de agua destilada estéril.

d)  Se transfirieron los 100 pL a un Tubo con Tejido Matriz.

e) Se agregaron 978 uL de buffer de fosfatos de sodio y 122 uL de
buffer MT.

) Se aseguraron los tubos en un vortex y se agito a velocidad
moderada-rapida durante 30 minutos.

g)  Se centrifugaron los tubos a 12,000 g durante 30 segundos.

h)  El sobrenadante se transfirié a un tubo plastico de 1.5 mL estéril.

1) Se agregaron 250 pL del reactivo PPS y se invirtieron los tubos a
mano 10 veces.

1) Se centrifugd a 12,000 g durante 5 minutos y el sobrenadante se
transfirio a un tubo plastico de 1.5 mL estéril.

k)  Se agregd 1 mL de la Suspension de Adhesion a Membrana

previamente agitada.
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) Se invirtieron los tubos a mano durante 2 minutos para que el ADN
se adhiriera a la membrana.

m)  Se removieron 500 uL del sobrenadante y se descartaron.

n) La Solucion de Adhesion a Membrana se resuspendio en el liquido
restante y se transfirio a la columna de purificacion.

0)  Se centrifugé a 12,000 g durante 1 minuto. Se descarto el liquido en
el tubo de recoleccion y se reinsert6 la columna.

p)  Seagreg6 500 uL. de SEWS-M a la columna y se centrifugé a 12,000
g durante 1 minuto.

q)  Se descarto el liquido en el tubo recolector y se reinsert6 la columna.

r) Se centrifug6 a 12,000 g durante 2 minutos para que se secara la
columna.

s) La columna fue transferida a otro tubo de recoleccion y se dejo a
temperatura ambiente durante 5 minutos para que se secara la matriz.

t) Se agregaron 50 pL de agua libre de pirégenos y ADNasas a la
columna y se centrifugd a 12,000 g durante 1 minuto.

u)  Elliquido recolectado contenia el ADN y fue almacenado a -20°C,

4, Extraccion de ADN de cepas presuntivas de B. thuringiensis utilizando Chelex-100.

a. Debido a que el ADN extraido con ambos kits no era de una calidad aceptable se
procedi6 a extraer nuevamente ADN con la resina Chelex-100. Este método de extraccion es una
modificacion por Roche (2008) de la extraccion de ADN utilizada para Plasmodium sp. en el
laboratorio de malaria en el Centro de Estudios en Salud en el Instituto de Investigaciones en la
Universidad del Valle de Guatemala. Se basa en las propiedades quelantes de la membrana que

desactivan las nucleasas y, por consiguiente, se protege el ADN.

1)  Equipo y material:
a) Centrifuga (12,000 g).

b)  Vortex.
c) Tubos de 1.5 mL.
d) Estufa.

2)  Reactivos a utilizar:
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a) Solucidn al 5% de Chelex 100 en agua destilada estéril.
b)  Agua destilada estéril.
c) Tris-HCI pH 8.0 10 mM

3)  Procedimiento:

a)  Un asada de una colonia fue resuspendida en 25 pL de agua destilada
estéril en un tubo de 1.50 mL.

b)  Seagreg6 100 puL de una solucion 5% Chelex 100.

c¢)  Las muestras fueron colocadas en agua hirviendo durante 5 minutos.

d) Después de la incubacion, las muestras fueron agitadas con vortex 30
segundos.

e) Las muestras fueron colocadas una vez mas en agua hirviendo
durante 5 minutos.

) Se centrifugaron las muestras a 12,000 g durante 2 minutos.

g)  Se descartdo el sobrenadante y se resuspendio el boton en una
solucion acuosa de Tris-HCI1 pH 8.0 10 mM.

h)  Se almacenaron las muestras a -20°C.

5. Cuantificacion de ADN extraido de cepas presuntivas de B. thuringiensis utilizando los

tres métodos anteriormente descritos.

a. Para comprobar que la extraccion resultara en ADN de concentracion y pureza
aceptable se cuantificé por medio de un espectrofotometro determinando la densidad optica de la
solucion a 260 y 280 nm. También como método de control de calidad del ADN extraido se
realizo un PCR para ver si el ADN extraido era de calidad suficiente para amplificar los genes de

interés.

1)  Equipo y material:
a) Cubeta de cuarzo.
b)  Micropipeta y puntas (volumen requerido 5 — 495 uL)
c) Espectrofotometro UV (Unico UV-2100)

2)  Reactivos a utilizar:

a) Agua destilada.
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3)  Procedimiento:
a) 15 minutos previos a realizar las lecturas se encendi6 la lampara UV
del espectrofotometro.
b)  Se realizo una dilucién 1:50 de las muestras de ADN de B.
thuringiensis extraidas con los 3 métodos y agua destilada respectivamente (500 pL en total).
¢)  Se midieron las absorbancias de las distintas diluciones a 260 y 280
nm utilizando un blanco en cada caso. El blanco era unicamente agua.

d)  Se calcul6 la concentracion de ADN de la siguiente manera:

[]E =4 260 ¥ Dilucidn = 50 il
m ml

(Ecuacion 1)
e) Se calculd la pureza del ADN de la siguiente manera:

Puresu — A260f,

(Ecuacion 2)

B. Amplificacion por PCR utilizando cebadores OL1F/OL5R de las cepas presuntivas de B.

thuringiensis seleccionadas, ligacion al vector de clonacion y electroporacion a células E. coli.

1. Amplificacion por PCR utilizando cebadores OL1F/OL5R de cepas presuntivas

seleccionadas de B. thuringiensis.

a. Para la amplificacion se utilizaron los cebadores propuestos por Beron (2005).
Estos cebadores universales amplifican genes cry de familias conocidas y desconocidas lo que

facilita el descubrimiento de nuevos genes cry aun no descritos en la literatura.

1)  Equipo y material:
a) Tubos plasticos estériles de 0.2 mL.
b)  Termociclador Apollo ATC 401.
c) Micropipetas y puntas (volumen requerido 1-1000 pL).
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2)  Reactivos a utilizar:
. Reactivos de PCR (Buffer, MgCl,, dNTP’s, Taq Pol).
. Primers OLIF (5°-
TAHCANYATAYGCACARGCHGCMAAYTTHCAT-3") y OL5R (5-
GGAATAAATTCRATTYTRTCTATATAAA-3’).

3)  Procedimiento:
a) Se esterilizo la campana de flujo laminar y de PCR con etanol al
70% y luz UV durante 15 minutos.
b)  En la campana de PCR, se prepard la mezcla matriz o master mix de

la siguiente manera:

¢)
Cuadro 1. Orden y reactivos de PCR con cebadores OL1F/OL5R
Reactivo Con?eflt‘racmn Concentracion final Volumen
inicial

ddH20 - - 2.8 uL
Buffer 10X 1X 1.0 pL
MgCI2 50.0 mM 5.0 mM 1.0 uL
dNTP’s 10.0 mM 0.4 mM 0.4 uL
Primer Mix 20 pmol/puL 1.2 pmol/pL 0.6 uL
Taq Pol Su/puL 0.1 w/uL 0.2 uL
Volumen total - - 6.0 nL

d)  El master mix fue distribuido a los tubos de 0.2 mL.

e)  Enla campana de flujo laminar, se depositd 4 pL de cada muestra de
ADN a los tubos con master mix apropiados.

) Se deposité 4 pL de ADN de Dipel® (B. thuringiensis var. kurstaki)
como control positivo y 4 pL de agua destilada estéril como control negativo en los tubos
apropiados.

g)  Los tubos fueron colocados en el termociclador Apollo y se utilizo el

siguiente programa:

Cuadro 2. Programa para PCR para amplificacion con cebadores OL1F/OLSR

Temperatura (°C) Funcion Tiempo Ciclos
94 Desnaturalizacion inicial 2 minutos
94 Desnaturalizacion 45 segundos
46 Annealing 1 minutos 35 ciclos
72 Elongacién 1 minuto

72 Elongacion final 3 minutos




32

h)  Los productos del PCR fueron separados por medio de una
electroforesis en gel de agarosa al 1.0% a 100V durante 30 minutos como descrito a continuacion.
1) Se estimo el peso de los productos comparandolos con un marcador

molecular de pesos conocidos.

2. Visualizacion de ADN por medio de electroforesis en gel de agarosa.

a. Las distintas moléculas de ADN obtenidas durante el transcurso del experimento
(productos de PCR y plasmidos) fueron visualizados mediante una separacion en base a tamafio

en un gel de agarosa del porcentaje apropiado.

1)  Equipo:
a) Micropipetas y puntas (volumen requerido 1-15 pL).
b)  Camaras de electroforesis con regulador de voltaje.
c)  Microondas.

d)  Balanza analitica.

2)  Reactivos a utilizar:
a) Agarosa.
b)  Buffer TBE.
c) Loading dye.

d)  Bromuro de etidio.

3)  Procedimiento:

a) Se arm¢ la camara de electroforesis colocando los peines necesarios
para la cantidad de muestras a cargar.

b)  Se peso la cantidad adecuada de agarosa dependiendo del porcentaje
de concentracion del gel y el volumen de solucion a colocar en la camara de electroforesis.

c) La agarosa pesada se disolvido en el volumen adecuado de buffer
TBE 1X para obtener una solucion de agarosa del porcentaje deseado.

d)  La solucién se colocd en un microondas y se calentd hasta que la
agarosa se disolviera por completo.

e) Se esperd a que el liquido se enfriara aproximadamente a unos 50°C

y se agrego la cantidad adecuada de bromuro de etidio.
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f) Se depositd la solucion de agarosa con bromuro de etidio en la
camara de electroforesis y se esper6 a que polimerizara.

g)  Seinundo la camara con buffer TBE 1X.

h) 5 uL de cada muestra a cargar se mezclaron con 1 puL de loading dye
(en el caso de los plasmidos se cargaba menos volumen, desde 1 uL hasta 15 uL, dependiendo de
la concentracion esperada).

1) Se colocaron la cantidad adecuada de cada muestra con loading dye
en el pozo respectivo.

1) Cada gel incluye un marcador molecular con bandas de peso
conocido, un control positivo y un control negativo.

k)  Se corre el gel con un voltaje y tiempo adecuado.

D Luego de la electroforesis el gel es visto bajo una luz UV y se

registran los resultados por medio de una fotografia.

3. Purificacion de productos de la amplificacion por PCR.

a. Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega Corporation). Se utiliza este
kit para purificar los productos de la amplificacion por PCR para posteriormente ligarlos al

vector p-GEMT y llevar a cabo la transformacion de bacterias.

1)  Equipo:
a) Centrifuga (15,000 x g).
b)  Micropipetas y puntas (volumen requerido 50-700 uL).
c) Tubos 1.5 mL.
d) Minicolumnas SV.

e) Tubos recolectores.

2)  Reactivos a utilizar:
a) Agua libre de nucleasas.
b)  Solucién lavadora de membrana (Acetato de potasio pH 5.0 10 mM,
Etanol 80%, EDTA pH 8.0 16.7 uM).
c) Solucion adherente a membrana (Isotiocianato de guanidina 4.5 M,

Acetato de potasio pH 5.0 0.5 M).
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3)  Procedimiento:

a) A 50 uL del producto de PCR de la amplificacion de genes cry se le
agrego una cantidad igual de la solucion adherente a membrana.

b) Se insert6 una minicolumna SV a un tubo recolector.

c) Se transfirio la mezcla a la columna con una micropipeta. Se dejo
incubar a temperatura ambiente durante 1 minutos.

d)  Se centrifug6 a velocidad méxima durante 1 minuto. Se descarto el
liquido en el tubo recolector y se re insert6 la minicolumna SV.

e) Se agregaron 700 pL de la solucion lavadora de membrana y se
centrifugd a velocidad maxima durante 1 minuto. Se descart6 el liquido en el tubo recolector y se
re insert6 la minicolumna SV.

f) Se repitio el paso e con 500 pL de la solucion lavadora de membrana
y se centrifugd a velocidad maxima durante 5 minutos.

g)  Se descartdo el liquido en el tubo recolector, se re insertd la
minicolumna SV y se centrifugd 1 minutos a velocidad maxima sin tapa.

h)  Se transfirio la minicolumna a un tubo limpio y estéril de 1.5 mL.

1) Se colocaron 50 uL de agua libre de nucleasas en la minicolumna y
se centrifugd a velocidad maxima durante 1 minuto.

1) Se descartd la minicolumna y el ADN recolectado se almacend a -

20°C.

4. Ligacion de productos purificados al vector p-GEMT:

a. p-GEMT and p-GEMT Easy Vector System. (Promega Corporation). Se utiliza
este kit para ligar los productos de PCR anteriormente purificados al vector de clonacion p-GEMT

Easy para una posterior transformacion de bacterias competentes con el vector e inserto.

1)  Equipo:
a) Micropipetas y puntas (volumen requerido 1-10 pL).
b) Tubos 0.5 mL.

2)  Reactivos a utilizar:
a)  Buffer de ligacion 2X (Tris-HCI pH 7.8 60 mM, MgCl,20 mM, DTT
20 mM, ATP 2 mM, Polietilen glicol 10%)
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b)  Vector p-GEMT Easy (50ng/uL)

¢)  Producto de PCR

d)  ADN inserto control

e) Ligasa de ADN T4 (3 unidades Weiss/uL)
f) Agua desionizada

3)  Procedimiento:

a) Se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 1.0% a 100 V
durante 30 minutos de los productos amplificados por PCR como anteriormente descrito. Se
utilizd bromuro de etidio para revelar el gel.

b)  Se compard las bandas obtenidas de la amplificacion con las bandas
del marcador molecular de concentracion conocida. Se estimo la concentracion de cada banda.

c) Se realiz6 un promedio de los pesos de las bandas y las
concentraciones estimadas. Se asumi6 que la purificacion del producto resultaba en la pérdida del
10% de la concentracion.

d)  Se calculo la cantidad adecuada de inserto para cada proporcion

inserto:vector a utilizar (1:3, 1:1, 3:1) de la siguiente manera:

ng del vector x kb del inserto
kb del vectar

x praporcion inserto: vector = ng del inserto

(Ecuacion 3)

Por ejemplo, si se deseaba ligar insertos con un promedio de pesos

de 500 pb a una proporcion inserto: vector 1:3, se calculaba de la siguiente manera:

50 rg de vector x 0.5 kb inserte 1 _
x = 25 ng delinserto

3.0 kb vecter

(Ecuacion 4)

e) Se prepararon las mezclas de ligacion agregando 5 uL del buffer de
ligacion, 1 pL de del vector p-GEMT Easy, la cantidad adecuada del producto de PCR (6 2 pL del
ADN control) y 1 pL de la ligasa de ADN T4. Se aforé con agua desionizada a 10 pL. La
solucion se mezcld con la micropipeta.

f) Se colocaron los tubos a 4°C durante toda la noche.
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g)  Luego del periodo de incubacién, se almacenaron las ligaciones a -

20°C.

5. Transformacion de células E. coli XL-1 Blue con el vector de clonacion.

a. Las células son transformadas con el vector de clonacion que contiene el inserto

para luego determinar que bacterias transformadas contienen los insertos de interés.

1)  Equipo:
a) Electroporador Bio-Rad Gene Pulser II.
b)  Cubetas de electroporacion de 0.1 cm Eppendorf.
c)  Pipetas plasticas estériles.
d)  Tubos estériles plasticos de 10 mL.
e) Micropipetas y puntas (volumen requerido 1-200 pL).
f) Incubadora con agitacion.
g)  Tubos plésticos de 1.5 mL.
h)  Centrifuga (5000 x g).
i) Esparcidor de vidrio.

1 Mechero de alcohol.

2)  Reactivos a utilizar:
a) Células E. coli XL-1 Blue electrocompetentes.
b)  Producto de ligacion de insertos a vector p-GEMT Easy.
c) Caldo y agar LB con tetraciclina (1.25 mg/mL) y ampicilina (100
mg/mL) alicuotado a 5 mL en tubos de vidrio estériles de 10 mL.
d) Medio SOC (previamente calentado a 36°C) en alicuotas de 1 mL en
tubos de 10 mL pléasticos.

3)  Procedimiento:
a) Se colocaron los productos de ligacion, las células
electrocompetentes y las cubetas de electroporacion a enfriar en hielo.
b)  Se encendio el electroporador y se configurd para electroporar con

cubetas de 0.1 cm (1.8 kV de voltaje, 200 Q de resistencia y 25 uF de capacitancia).



37

c) Se esper6 a que las células electrocompetentes se descongelaran en
el hielo.

d)  Se colocod 1 pL del producto de ligacion a electroporar en la cubeta
de electroporacion previamente enfriada. El producto de ligacion fue regresado al hielo.

e) Se agitaron con cuidado las células electrocompetentes y se
colocaron 40 pL de las células en la cubeta de electroporacion. Las células electrocompetentes
fueron regresadas al hielo.

f) Se agitdo con cuidado la mezcla dentro de la cubeta de
electroporacion.

g)  Se coloco la cubeta de electroporacion en el electroporador y se hizo
pasar carga presionando los dos botones rotulados como “Pulse” al mismo tiempo. Se espero a
que sonara un pitido y se dejo de presionar ambos botones.

h)  Inmediatamente el contenido de la cubeta fue transferido con una

pipeta plastica estéril al tubo de 10 mL que contenia 1 mL de SOC previamente calentado a 36°C.

1) Se repitieron los pasos d al h para cada muestra a electroporar.
1) Los tubos con medio SOC inoculado fueron incubados 1 hora a 36°C
con agitacion (220 rpm).

k)  Después de 1 hora de incubacioén, el medio SOC inoculado fue
transferido a tubos plasticos de 1.5 mL y se centrifugaron a 5000 g por 5 minutos.

) Se descartd el sobrenadante y las células fueron resuspendidas en
200 pL de caldo LB/ampicilina/tetraciclina.

m)  Se plaquearon 100 pL del caldo LB inoculado en cajas Petri con agar
LB/ampicilina/tetraciclina. Se realiz6 en duplicado.

n)  Las cajas fueron incubadas a 36°C durante 18 horas.
C. Seleccion y tamizaje de células E. coli transformadas con el vector de clonacion.
1. Seleccion de células E. coli transformadas.
a. Las siembras de las células transformadas E. coli se hacen en duplicado, en medio
con y sin X-gal e IPTG debido a que el inserto al ser expresado es toxico para la bacteria,

impidiendo su crecimiento normal.

1)  Equipo y material:
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a) Cajas Petri con medio LB/ampicilina/tetraciclina
b)  Cuadrilla para cajas Petri de 36 cuadros
c) Incubadora

d)  Palillos de dientes.

2)  Reactivos a utilizar:
a) Isopropil-1-tio-B-D-galactopirandsido (IPTG) (0.2 g en 1 mL de

agua destilada, esterilizado por filtracion).
b)  5-bromo-4-cloro-3-indolyl-B-D-galactopirandsido (X-gal) (20 mg en

1 mL de dimetilformamida).

3)  Procedimiento:

a) Antes de inocular las bacterias transformadas, a la mitad de las cajas
Petri a utilizar se les coloco y distribuyd por toda la superficie del medio 4 pL de IPTG (0.2
g/mL) y 40 uL de X-gal (0.02 g/mL).

b)  Las cajas Petri fueron incubadas a 36°C durante 1 hora.

c) Las colonias obtenidas de la electroporacion fueron seleccionadas y
plaqueadas en el medio LB utilizando el esquema de la cuadrilla. La reinoculacion se realizé en
duplicado, una en medio LB/ampicilina/tetraciclina y otra en el mismo medio pero con X-Gal ¢
IPTG.

d)  Las cajas fueron incubadas a 36°C durante 16 horas.

e) Al finalizar el periodo de incubacion se evaluo el crecimiento de las

bacterias en ambos medios.

2. Tamizaje de clones por medio de PCR utilizando cebadores pUC/M13.

a. Se utiliz6 un método de inoculacion directa de la colonia en el master mix del
PCR para la deteccion del tamafio del inserto utilizando las secuencias pUC/M13 incluidas en el

vector ya que se encuentran en los extremos de donde se insertaron los genes.

1)  Equipo y material:
a) Tubos plasticos estériles de 0.2 mL
b)  Termociclador Apollo ATC 401.
c) Micropipetas y puntas (volumen requerido 1-1000 pL)
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2)  Reactivos a utilizar:
a) Reactivos de PCR (Buffer, MgCl,, ANTP’s, Taq Pol)
b)  Primers M13F-pUC (5’-GTTTTCCCAGTCACGAC-3") y MI3R-

pUC (5-CAGGAAACAGCTATGA-3")

3)  Procedimiento:

a) Se esterilizé la campana de flujo laminar y de PCR con etanol al

70% y luz UV durante 15 minutos.

b)  En la campana de PCR, se prepard la mezcla matriz o master mix de

la siguiente manera:

Cuadro 3. Orden y reactivos de PCR para el tamizaje de células transformadas utilizando cebadores pUC/M13.

Concentracion

Reactivo . Concentracion final Volumen
inicial

ddH20 - - 12.4 uL
Buffer 5X 1X 4.0 uL
MgCI12 25 mM 1.5 mM 1.2 uL
dNTP’s 10.0 mM 0.2 mM 0.4 uL
Primers 10 pmol/pL 0.4 pmol/pL 0.8 uL
Taq Pol 5uw/uL 0.1 w/pL 0.4 uL
Volumen total - - 20.0 pLL

c) El master mix fue distribuido a los tubos de 0.2 mL.
d)  En la campana de flujo laminar, se seleccioné las colonias a ser
tamizadas. Se eligieron las colonias que no presentaban un color azul en el medio con IPTG y X-

Gal.

e) Con la punta plastica de una micropipeta, la colonia a ser tamizada se

inoculo en el master mix.

f) Los tubos fueron colocados en el termociclador Apollo y se utilizo el

siguiente programa:

Cuadro 4. Programa para PCR de tamizaje con cebadores M13/pUC

Temperatura (°C) Funcion Tiempo Ciclos
95 Desnaturalizacion inicial 2 minutos
95 Desnaturalizacion 1 minuto
52 Annealing 1 minutos 30 ciclos
72 Elongacién 1 minuto

72 Elongacion final 5 minutos
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g)  Los productos del PCR fueron separados por medio de una
electroforesis en gel de agarosa al 1.0% a 100V durante 30 minutos como descrito anteriormente.
h)  Se estimo6 el peso de los productos comparandolos con un marcador

molecular de pesos conocidos y se determind que bacterias presentaban insertos de interés.

3. Screening de clones por medio de extraccion de plasmidos.

a. Con el método descrito a continuacion de Davis (1998) se extraen los plasmidos
de las bacterias transformadas y por medio de una electroforesis en gel de agarosa se puede

deducir que plasmidos contienen insertos.

1)  Equipo y material:
a) Micropipetas y puntas (volumen requerido 10-1000 pL)
b)  Centrifuga (3250 rpm)
c) Tubos de 0.6 mL.

2)  Reactivos a utilizar:
a)  Buffer de lisis (10 pL de ARNasa A, 0.4 g de sacarosa, 200 pL de
EDTA 0.5 M pH 8, 100 uL SDS 10% y 0.0025 g de azul de bromofenol aforado a 1 mL con H,0
estéril).
b)  Cloroformo.
c) Fenol.

d)  Caldo LB.

3)  Procedimiento:

a) Se seleccionaron las colonias a tamizar. Se eligieron las colonias que
no presentaban un color azul en el medio con X-gal e IPTG.

b) Una asada de la colonia se resuspendio en 30 pL de caldo LB
previamente colocado en los tubos de 0.6 mL.

c) 30 pL de una solucion buffer de lisis: cloroformo: fenol (1:1:1) se
agrego al caldo LB con la bacteria resuspendida.

d)  Se agit6 la solucion 3 veces con la micropipeta.

e)  Los pasos b-d se repitieron para cada colonia a ser tamizada.

f) Los tubos fueron centrifugados a 3250 rpm durante 10 minutos.
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g) 15 uL de la soluciéon fueron colocados en diferentes pozos de un gel
de agarosa al 0.7%.

h)  Se realizé una separacion de los plasmidos por electroforesis en gel
de agarosa al 0.7% a 100 V durante 40 minutos como descrito anteriormente.

1) Se comparé los distintos pesos de los plasmidos y se evalud que

bacterias contenian insertos de interés.

D. Aislamiento de plasmidos con insertos de interés.

1. Cultivo de bacterias con inserto de interés y extraccion de plasmidos:

a. Wizard Plus — SV Minipreps DNA Purification System (Promega Corporation).
Se utiliza este kit para extraer los plasmidos de las bacterias que contenian inserto de interés para

una posterior secuenciacion.

1)  Equipo:
a)  Micropipetas y puntas (volumen requerido 10-1000 pL).
b)  Centrifuga (5000 rpm).
c) Tubos plasticos estériles de 1.5 mL.
d)  Tubos de coleccion (Kit).
e) Columna de purificacion (Kit).

f) Tubos de vidrio estériles de 10 mL.

2)  Reactivos a utilizar:

a) Medio LB con tetraciclina (1.25 mg/mL) y ampicilina (100 mg/mL)
alicuotado a 5 mL en tubos de vidrio estériles de 10 mL.

b)  Solucién de Resuspension de Células (Tris-HCI pH 7.5 50 mM,
EDTA 10 mM, RNasa A 100 pg/mL).

c) Solucion de Lisis de Células (NaOH 0.2 M, SDS 1%)).

d) Solucion de Neutralizacion (Hidrocloruro de guanidina 4.09 M,
Acetato de potasio 0.759 M, Acido acético glacial 2.12 M).

e) Solucién de Lavado (Acetato de potasio 60 mM, Tris-HCI pH 7.5 8.3
mM, EDTA pH 8.0 0.04 mM).

f) Etanol 60%.
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g)  Agua libre de nucleasas.

3)  Procedimiento:

a) Las bacterias que contenian insertos de interés fueron inoculadas en
5 mL de caldo LB con tetraciclina (1.25 mg/mL) y ampicilina (100 mg/mL).

b)  Los medio fueron incubados a 36°C durante 18 horas con agitacion.

c) Luego de la incubacion, 4 mL del medio fueron centrifugados a 5000
rpm durante 5 minutos.

d)  Se descarto el sobrenadante y el boton de células se resuspendid en
250 pL de la Solucion de Resuspension de Células.

e) Se le agregd 250 puL de la Solucion de Lisis de Células a cada
muestra. Se invirti6 4 veces cada tubo.

f) Se agreg6 10 pL de Solucion de Proteasa Alcalina. Se invirtié cada
tubo 4 veces y se incubd a temperatura ambiente durante 5 minutos.

g)  Seagrego 350 uL de la Solucion Neutralizante. Se invirtio cada tubo

4 veces.

h)  Se centrifugd a velocidad maxima durante 10 minutos.

1) Se inserté una columna en un tubo de recoleccion por cada muestra a
extraer.

1) Se decant6 el liquido hacia la columna, teniendo cuidado de no

decantar el sélido en el fondo del tubo.

k)  Se centrifugd a velocidad maxima durante 1 minuto. Se descarto el
liquido en el tubo de coleccion y se reinsertd la columna.

1) Se agregd 750 pL de la Solucién de Lavado a cada tubo. Se
centrifugd a velocidad maxima durante 1 minuto.

m) Se descartd el liquido en el tubo de coleccion y se reinsertod la
columna.

n)  Se agregd 250 pL de la Solucién de Lavado a cada tubo y se
centrifugd a velocidad maxima durante 2 minutos.

0) Se transfirié la columna a un tubo de 1.5 mL estéril.

p)  Se agregd 100 uL de agua libre de nucleasas a la columna. Se
centrifugd a velocidad maxima durante 1 minuto.

q) La concentracion de plasmido fue determinado como descrito

anteriormente con una dilucion de 1:250 diluido en agua destilada estéril.
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r) Se realizaron las diluciones necesarias para obtener 100 pL de

plasmido a 100 ng/uL, lo cual fue enviado a secuenciar. El resto fue almacenado a -20°C.

E. Electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE)

para analizar el patron de proteinas de las distintas cepas presuntivas de B. thuringiensis.

1. Electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato de sodio de

extracto celular de cepas presuntivas de B. thuringiensis seleccionadas.

a. Para determinar si las distintas cepas presuntivas de B. thuringiensis expresan las
proteinas que fueron deducidas del analisis de ADN se realizd un separacion de un extracto
celular de las cepas por medio de SDS-PAGE. Se estandariz6 la cantidad de muestra montada en

el gel.

1)  Equipo:
a)  Kit para electroforesis vertical Bio-Rad Miniprotean® 3 Cell.
b)  Espectrofotometro (Unico UV-2100)
c) Centrifuga (5,000 g).
d)  Estufa.
e)  Micropipetas y puntas (volumen requerido 2 — 1000 uL).

2)  Reactivos a utilizar:
a) Caldo nutritivo.
b)  Agua destilada estéril.
c) Solucion 30% acrilamida/0.8% bisacrilamida.
d)  4X Tris-Cl/SDS pH 8.8.
e) 4X Tris-Cl/SDS, pH 6.8.
f) Persulfato de amonio 10%.
g) TEMED.
h) Buffer de muestra 2X (60 mM Tris-HCL, pH 6.8, 25% glicerol, 5%

2-mercaptoetanol, 0.1% azul de bromofenol).

3)  Procedimiento:
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a) Las cepas presuntivas de B. thuringiensis que se deseaban analizar se
inocularon en caldo nutritivo y se incubaron 48 horas a 36°C con agitacion.

b) Al finalizar el periodo de incubacion se centrifugaron las células a
5,000 g durante 5 minutos.

c) Se descartd el sobrenadante y el boton fue resuspendido en agua
destilada estéril.

d)  Se centrifugd una vez mas a 5,000 g durante 5 minutos. Se descartod
el sobrenadante y se resuspendi6 en 50 pL de agua destilada estéril.

e) Se tomo una alicuota de 5 pL. de cada solucion de células y se diluyo
con 495 puL de agua destilada estéril.

f) Se determind la densidad optica por medio de un espectrofotometro
(Unico UV-2100) a 405 nm.

g)  Una vez determinada la densidad oOptica de todas las soluciones con
células se estandarizaron diluyendo todas las cepas a la densidad Optica mas baja.

h)  Se lavaron los vidrios a utilizarse con agua, agua y jabon, etanol y se
secaron perfectamente.

1) Se colocaron los vidrios limpios a utilizarse en el soporte proveido
por el kit en forma de sandwich como indicado por el fabricante.

1) Se prepard el gel separador en un vaso de precipitado agregando 5.00
mL de 30% acrilamida/0.8 bisacrilamida, 3.75 mL 4X Tris-Cl/SDS pH 8.8 y 6.25 mL de agua
destilada estéril.

k)  Se agregé 50 uL de persulfato de amonio al 10% y 10 pL de
TEMED a la mezcla anterior. Se agité suavemente la mezcla.

D Inmediatamente se transfirio la solucién al sandwich de vidrios en el
soporte hasta dejar aproximadamente 1 cm libre en el extremo superior.

m)  Utilizando una micropipeta de 1000 pL se aplicd suavemente 1 mL
de agua sobre la mezcla.

n)  Se esperd aproximadamente 20 minutos a que el gel polimerizara.

0)  Se removid el agua sobre el gel volteando el soporte sobre una
servilleta.

p)  En otro vaso de precipitar, se preparo el gel concentrador agregando
0.65 mL de 30% acrilamida /0.8% bisacrilamida, 1.25 mL de 4X Tris-Cl/SDS pH 6.8 y 3.05 mL

de agua destilada estéril.
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q)  Seagregd 25 pL de persulfato de amonio al 10% y 5 uL de TEMED.
Se agit6 suavemente.

r) Inmediatamente se agrego la solucidon sobre el gel separador y se
coloco el peine con la cantidad de pozos deseados.

s) Se esper6 aproximadamente 20 minutos a que el gel polimerizara.

t) Las diluciones preparadas de bacteria se diluyeron 1:1 con buffer de
muestra 2X y la solucion se calentd durante 5 minutos a 100°C en bafio maria.

u)  Con cuidado, se removié el peine y los vidrios con el gel se
colocaron dentro de la cdmara de electroforesis. Se inund6 la camara con buffer SDS de
electroforesis 1X.

v)  Se cargd 5 pL de cada solucion de células y 2 pL. del marcador
molecular (Bio-Rad All Blue) en los respectivos.

w)  Se conectd la camara a una fuente de poder y se aplicaron 100V
durante 1 hora 30 minutos.

x) Al terminar el tiempo de corrida los geles fueron removidos

cuidadosamente de los vidrios y tefiidos como descrito a continuacion.

2. Tincion de plata para gel obtenido por SDS-PAGE.

a. Los geles obtenidos por SDS-PAGE se tifieron con dos distintos métodos. El
primero fue una tincion de plata debido a que presenta una gran sensibilidad para teflir las

proteinas presentes en el gel.

1)  Equipo:
a)  Agitador

2)  Reactivos a utilizar:
a) Solucion etanol: 4cido acético: agua (30:60:10).
b) Etanol 30%.
c) Solucidén de tiosulfato de sodio (0.01 g de tiosulfato de sodio y 50
mL de agua destilada estéril).
d) Solucidn de nitrato de plata 0.1% (0.1 gramos de nitrato de plata, 50
mL de agua destilada estéril y 25 pL. de formaldehido).
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e) Buffer de revelado (3 g Na2CO3, 1 mL de solucion de tiosulfato de
sodio, 25 uL de formaldehido aforado a 50 mL).

f) Cloruro de sodio 3 M.

g) Acido acético 2.3 M.

3)  Procedimiento:

a)  El gel obtenido del SDS-PAGE fue colocado en una solucién etanol:
acido acético: agua (30:10:60) durante 12 horas.

b)  Selavo 30 minutos con etanol 30% con agitacion suave.

c) Se lavo en agua destilada estéril y se repitio el paso b.

d)  Luego, se lavo con agua destilada estéril durante 10 minutos.

e) El gel se colocod en la solucion de tiosulfato de sodio durante 1
minuto.

f) Se lavo el gel con agua destilada estéril dos veces mas.

g)  El gel se colocd 10 minutos en una solucion de nitrato de plata al
0.1%. La solucién anterior fue descartada con una soluciéon 3 M de NaCl.

h)  Selavo el gel en buffer de revelado durante 1 minuto.

i) Se agregd 5 mL de acido acético 2.3 M y se agité durante 10
minutos.

1) Los resultados fueron registrados con una fotografia.

3. Tincion de azul de Coomassie para gel obtenido por medio de Electroforesis en Gel de

Poliacrilamida / Dodecil Sulfato de Sodio (SDS-PAGE).

a. Se realiz6 una tincion de azul de Coomassie a otro gel obtenido por medio de
SDS-PAGE debido a que la tinciéon de plata no fue la adecuada para observar el patrén de

proteinas de las distintas cepas de B. thuringiensis.

1)  Equipo y materiales
a. Agitador.

2)  Reactivos
a. Coomassie Brilliant Blue (G-250).

b. Solucion metanol: agua: acido acético (40:50:10).
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c. Agua destilada estéril.

3)  Procedimiento

a. Se coloco el gel obtenido por SDS-PAGE en la solucion de azul de
Coomassie 0.1% en metanol: agua: acido acético (40:50:10) y se coloco en un agitador durante 20
minutos.

b. Se removio el gel de la solucion de tincién y se lavd con agua
destilada estéril.

c. Se colocod el gel en la solucion metanol: agua: acido acético
(40:50:10) durante 24 horas a 4°C.

d. El gel se removio de la solucion y se registraron las bandas por

medio de una fotografia.

F. Analisis del patron de plasmidos de las cepas de B. thuringiensis seleccionadas.

1. Analisis del patrén de plasmido de cepas presuntivas de B. thuringiensis.

a. Con el objetivo de evaluar la diversidad de las cepas presuntivas seleccionadas de
B. thuringiensis se extrajo los plasmidos de las bacterias y se intentaron separar en un gel de

agarosa. El protocolo fue obtenido de Porcar et al (1999).

1)  Equipo:
a)  Micropipetas y puntas (volumen requerido 10-1000 pL).
b) Centrifuga (5,000 g).

c) Incubadora.

2)  Reactivos a utilizar:
a) Caldo LB.
b)  Buffer TE (Tris-HCI 40 mmol, EDTA 2 mmol, pH 7.9)
c) Buffer de lisis (SDS 3% p/v, sacarosa 15% p/v, Tris-base 50 mmol,
pH 12.5).
d) Solucion fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1)

e)  Proteinasa K.
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3)  Procedimiento:

a) Las distintas cepas presuntivas de B. thuringiensis fueron inoculadas
en caldo LB y se incubaron con agitacion durante 24 horas.

b)  Luego de la incubacion, 2 mL del caldo inoculado se centrifugd a
5,000 g durante 5 minutos.

c) Se descart6 el sobrenadante y el boton de células se resuspendio en
100 pL de buffer TE.

d)  Se agrego6 200 puL de buffer de lisis. La mezcla fue incubada a 60°C
durante 30 minutos

e) Se agregaron 5 unidades de proteinasa K y los tubos fueron
incubados a 41°C durante 90 minutos.

f) Se agreg6 a cada muestra 1 mL de una solucion fenol: cloroformo:
alcohol isoamilico (25:24:1). Los tubos fueron cuidadosamente invertidos varias veces.

g)  Las muestras fueron centrifugadas a 9000 g durante 7 minutos.

h)  Los plasmidos se separaron por medio de electroforesis en un gel de
agarosa al 5% a 10V durante 24 horas a 4°C como descrito anteriormente. El gel fue tefiido con
bromuro de etidio concentrado durante 2 horas y los resultados fueron registrados con una

fotografia bajo luz UV.

G. Analisis computacional de secuencias obtenidas clonadas a partir de las cepas presuntivas de

B. thuringiensis seleccionadas.

a. Las secuencias obtenidas de los fragmentos amplificados por PCR fueron
analizadas para determinar la relacion evolutiva de las cepas seleccionadas con respecto a otras

especies del género Bacillus y de B. thuringiensis.

1) Obtencion de secuencias consenso (contigs):

a) Se obtuvo dos secuencias de cada uno de los 15 fragmentos
clonados. Las secuencias fueron obtenidas utilizando los cebadores pUC/M13. Una secuencia
correspondia a la obtenida con el cebador Forward y otra con el cebador Reverse.

b) Las secuencias consenso (contig) de cada fragmento clonado fueron
determinadas utilizando el programa SeqMan Pro de DNASTAR Lasergene.

c) En la ventana “Unassembled Sequences” se presioné el boton “Add

Sequences” y se agregaron las 30 secuencias obtenidas.
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d)  Luego se presiond el boton “Assemble in Groups” y se selecciond el
identificador inico de cada secuencia.

e) Se presiono el boton “Assemble” y se obtuvieron los contigs de cada
fragmento amplificado.

f) En la ventana “untitled.sqd” se accedio a la informacion de cada
secuencia y se eliminaron los extremos de las secuencias que presentaban lecturas del
interferograma no definidas.

g)  Las secuencias fueron almacenadas en un archivo tipo FASTA

seleccionando la opcion “Contig”, “Save consensus”, “Single File”.

2)  BLAST:

a)  Para realizar el BLAST de cada secuencia y su respectivo analisis
filogenético se utilizo el programa MEGA 4.

b) En la ventana principal se selecciond “Alignment” y luego
“Alignment Explorer/CLUSTAL”.

c¢) En la ventana “M4: Alignment Editor” se selecciond “Retrieve
sequences from a file” y se selecciond el archivo donde se almacenaron las secuencias consenso.

d)  Se realizé una buisqueda de las secuencias cargadas para determinar
si habian cebadores dentro de las secuencias. Si se encontraba el cebador OLIF se eliminaba la
secuencia del cebador y toda las bases anteriores. Si se encontraba el cebador OLSR (invertido) se
eliminaba el cebador y todas las bases posteriores.

e)  Para cada una de las secuencias se hizo click derecho sobre el
nombre y se selecciono la opcion “BLAST Sequence”.

) En la pagina del NCBI para BLAST se selecciond la base de datos
“nucleotide collection (nr/nt)” de la opcion “Database” en la seccion “Choose Search Set”.

g) Las primeras tres secuencias similares encontradas fueron
almacenadas y se agrup6 cada fragmento dependiendo del gen al que se le encontraba similitud.

h) Al finalizar el BLAST de cada fragmento se obtuvieron dos grupos
de fragmentos: “ADN Polimerasa III” y “Alcohol Deshidrogenasa”.

3)  Alineacidn y analisis evolutivo:
a) Para cada uno de los dos grupos se cargd al “M4: Alignment Editor”

en MEGA 4 las secuencias de los fragmentos pertenecientes al grupo.
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b) Se agreg6 a las secuencias las secuencias almacenadas del BLAST,
agregando una de cada especie del género Bacillus al que se encontrd similitud y las dos cepas de
B. thuringiensis.

c) Se selecciond del ment “Alignment” la opcidon “Alignment by
ClustalW” y en la ventana emergente se presiono “OK”.

d)  Luego se presion6 “Data” y “Exit AlnExplorer”. Se almacend la
sesion de alineamiento y de datos para realizar el analisis filogenético.

e) En la ventana principal de MEGA 4 se selecciond del menu
“Phylogeny” “Bootstrap test of Phylogeny” y “Neighbor-Joining”.

) En la ventana emergente en la opcion “Model” se selecciond del

29 .

menu “nucleotide” “p-distance”
g) Se presiond “Compute” y se selecciond la pestafia “Bootstrap
consensus tree” de la ventana emergente.

h) Se almacenaron los arboles filogenéticos obtenidos.
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VILRESULTADOS

A. Seleccion y cultivo de las distintas cepas presuntivas de B. thuringiensis:

La seleccidn de cepas se hizo en base a una clasificacion anterior de las cepas aisladas por
medio de un analisis de la region 16S del ADN ribosomal (Roche, 2008). Todas las cepas
presentaban patrones distintos de bandas para la amplificacion de la region 16S. Las cepas se
encontraban almacenadas en un medio de caldo nutritivo modificado en glicerol a -80°C. Las
cepas y control positivo (Dipel ®) fueron inoculadas en caldo y agar nutritivo e incubadas a 37°C
durante 24 horas. Todas las cepas y control positivo presentaron un crecimiento acelerado debido
a que se observo colonias grandes distribuidas en la totalidad del medio al finalizar el periodo de
incubacion. Las colonias eran blancas y mucoides como descritas en el estudio mencionado con
anterioridad. Se realizd una tincion Gram de frotes de todas las cepas y control positivo. En todos

los casos se observaron bacilos Gram positivo como era de esperarse.

Figura 4. A. Gram de frote de cepa 1522 de B. thuringiensis presuntivo. B. Gram de frote de cepa 10S21 de B. thuringiensis
presuntivo. Ambos son bacilos Gram positivo como descritos en la literatura.

B. Extraccion de ADN de cepas presuntivas de B. thuringiensis:

Se realiz6 la extraccion de ADN de cepas presuntivas de B. thuringiensis utilizando 2
distintos kits comerciales de extraccion de ADN de suelos y un método modificado para la
extraccion de ADN de Plasmodium sp. utilizando la resina Chelex propuesto por Roche, 2008. La
eficiencia de la extraccion fue evaluada por medio de una determinacion espectrofotométrica de la

concentracion y pureza del ADN y por una exitosa amplificacion de ADN por medio de PCR.
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Cuadro 5. Concentraciones y purezas de las muestras de ADN de cepas presuntivas de B. thuringiensis extraido con dos kits
comerciales y el método modificado de Chelex. Las concentraciones se encuentran en ug/mL.

Ultra Clean Soil DNA Fast DNA Spin Kit Método Chelex®
Muestra/Cepas L i -
Concentracion Pureza Concentracion Pureza Concentracion Pureza
Dipel 69.25 0.83 31.25 0.97 2075.0 1.07
1S22 82.60 0.76 51.86 0.85 2440.0 1.09
3824 72.50 0.99 51.75 0.85 1640.0 1.08
3825 75.00 1.07 39.60 0.83 2235.0 1.09
8S21 80.00 0.85 36.65 0.88 465.0 1.15
8S22 52.50 0.96 39.30 0.79 1630.0 1.09
10821 59.80 0.92 43.00 0.89 560.0 1.08

Como se describe en el Cuadro 5, las concentraciones del ADN extraido con Kkits
comerciales son bajas en comparacion con el método Chelex. Aunque la pureza de la extraccion
por medio del método Chelex no es la ideal se logrd obtener productos de la amplificacion por
PCR utilizando cebadores OL1F/OLS5R. Los otros dos métodos utilizados no resultaron en una
amplificacion de ADN por PCR. Por lo anterior, se decidid utilizar el ADN extraido con el

método Chelex para llevar a cabo las clonaciones.

C. Amplificacion por PCR utilizando cebadores OL1F/OL5R de cepas presuntivas de B.

thuringiensis y ligacion al vector de clonacion:

Se realizé una amplificacion por PCR utilizando cebadores OL1F/OL5R para su posterior
ligacion al vector de clonacion. Como se observa en la Figura 4, cinco de las seis cepas

seleccionadas amplificaron. En todos los casos se observa mas de una banda en el mismo carril.

Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa al 1.0% de los productos de PCR utilizando cebaodres OL1F/OL5R de las 6 cepas
utilizadas. Pozo 1: Marcador Molecular; pozo 2 y 12: control positivo Dipel ®; pozo 3: control negativo (agua); pozo 5-10:
productos de la amplificacion correspondientes a las cepas presuntivas de B. thuringiensis (3525, 1S22, 10S21, 3524, 8S21 Y
8S22).

La cepa 1S22 fue seleccionada para optimizar la proporcion inserto: vector. Como se observa

en la Figura 5, la cepa 1S22 presentaba 4 bandas de distintos tamafios (1000, 700, 500 y 300 pb).
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Debido a que las bandas de 500 y 300 pb presentaban una amplificacion leve, a comparacion de
las otras 2 bandas, se realizaron los céalculos respectivos para la ligacion al vector de unicamente
las bandas de 1000 y 700 pb. La ligacion se realizo con 3 distintas proporciones inserto: vector
(1:3, 1:1, 3:1).

Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa al 1.0% de los productos de PCR de la amplificacion utilizando los cebadores
OL1F/OLS5R de la cepa 1522 para ligacion a vector de clonacion pGEM-T Easy. Pozo 2: Marcador molecular; pozo 3:
productos de amplificacion correspondiente a la cepa presuntiva de B. thuringiensis 1S22; pozo 4: control positivo Dipel ®;
pozo 5: control negativo (agua).

D. Transformacion:

Los fragmentos amplificados a partir de las cepas utilizando los cebadores OL1F/OL5R
fueron ligados al vector de clonacion en tres diferentes proporciones inserto:vector (1:3, 1:1, 3:1).
Luego se realizo una electroporacion y las células transformadas fueron plaqueadas en medio
selectivo (por antibidticos). Para comprobar si el inserto era toxico para la bacteria transformada
al inducirse su expresion, se hicieron duplicas de cada transformado con y sin X-gal e IPTG. Las
colonias presentes sobre el medio que contenia X-gal ¢ IPTG crecian de una manera mas lenta

que las que no tenian X-gal ¢ IPTG.
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Figura 7. Bacterias E. coli transformadas plaqueadas en cuadrilla en presencia de IPTG y X-Gal.

E. Tamizaje de transformados:

El tamizaje de las bacterias transformadas con los fragmentos amplificados de la cepa
1S22 fue hecho por un PCR utilizando cebadores M13/pUC. Se analizaron los fragmentos ligados
utilizando las 3 distintas proporciones inserto:vector. Como se observa en la Figura 7 las tres
distintas proporciones presentan insertos de distintos tamafios. Debido a lo anterior, se realizé la

ligacion de los fragmentos de las 4 cepas restantes utilizando las tres proporciones inserto:vector.

Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa al 1.0% de los productos de PCR del tamizaje utilizando cebadores M13/pUC de 30
bacterias E. coli transformadas con insertos pertenecientes a la amplificacion utilizando cebadores OL1F/OLSR de la cepa
1S22. Pozo 1: marcador molecular (Sigma®); pozos 2-16: productos de PCR M13/pUC con distintas proporciones inserto:

vector. Las letras indican el origen de las bacterias.

confrol 1:3 [1]

805 b i? L7463 pb?
(ADN contral) ¢Inserto de

295 pb?
- — 700 pb? Primer?
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Como se observa en la Figura 7 se logrd obtener fragmentos ligados en los vectores de
distintas tamafios. Por ejemplo, en la Figura 8 en los pozos 3 y 4 se observan genes productos
ligados de la cepa 10S21 de aproximadamente 750 y 300 pb respectivamente. En los pozos 11y

12 se observan genes cry de la cepa 3524 de aproximadamente 200 y 750 pb respectivamente.

Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa al 1.0% de los productos de PCR del tamizaje utilizando cebadores universales
M13/pUC de bacterias E. coli transformadas con insertos de interés de la amplificacion utilizando los cebadores OL1F/OL5R
de cepas 10S21 y 3S24 con diferentes proporciones inserto:vector. Las letras identifican el origen de las bacterias. Pozo 1:
Marcador molecular (150-2000 pb); pozos 2-7 y 9: fragmentos de la cepa 10S21 ligados al vector; pozo 8: control negativo
(vector sin inserto); pozo 10-16: fragmentos de la cepa 3524 ligados al vector.

El tamizaje también se realizd extrayendo los plasmidos de las bacterias transformadas.
Como se observa en la Figura 9 los plasmidos de las bacterias transformadas son visibles, sin
embargo no provee tanta informacion como el tamizaje por PCR utilizando los cebadores
M13/pUC. Ademas es dificil estimar el tamafio de los insertos con este método.
Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa al 0.6% de los plasmidos de las bacterias transformadas para determinar el tamafio

de los insertos. Pozo 1: Marcador molecular (100-2000 pb); pozo 2: control negativo (bacteria sin plasmido); pozo 3 al 6:
plasmidos de bacterias transformadas.
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Por lo anterior, se realizaron los tamizajes de las cepas restantes por medio del PCR
utilizando cebadores M13/pUC. Como se observa en la figura 9 se logro obtener fragmentos de
distintos tamafios para las cepas presuntivas de B. thuringiensis que amplificaron utilizando los

cebadores OL1F/OL5R.

En el Cuadro 6 se observan los distintos fragmentos que se obtuvieron de las clonaciones.
Son estos fragmentos los que fueron secuenciados. Se observa que se obtuvo al menos un
fragmento clonado por cada una de las cinco cepas que amplificaron al realizar el PCR utilizando
los cebadores OL1F/OLSR. También se observa que se ligaron distintos fragmentos al vector de
clonacién dependiendo de la proporcion inserto:vector.
Cuadro 6. Productos de PCR utilizando cebadores OL1F/OLS5R ligados que fueron secuenciados. El cuadro incluye la cepa de

la cual fue obtenido el producto de PCR y la proporcion inserto: vector utilizado para ligar el fragmento al vector de
clonacion. Se observa que se obtuvo distintos fragmentos ligados dependiendo de la proporcion inserto vector utilizada.

Cepa B. Proporcion (inserto: Tamafio estimados del Tamafo estimado del
thuringiensis vector) producto (M13) (pb) inserto (pb)
10S21 1:3 1000 750
10S21 1:3 1000 750
10S21 3:1 750 300
10S21 3:1 500-750 300
3524 1:3 500-750 200
3524 1:3 1000 750
3524 1:3 1000 750
3524 1:1 500 200
1522 1:3 500-750 500
1522 1:3 500 300
1522 3:1 500-750 500
8521 1:3 1000-1500 1000
8521 1:3 1000 750
8521 1:3 500-750 300
8522 1:1 1000-1250 900

F. Analisis de secuencias obtenidas

Las secuencias obtenidas fueron comparadas con secuencias en la base de datos del NCBI
utilizando BLAST. No se detecté ninguna similitud de las secuencias con genes cry. Algunas

secuencias obtenidas tienen una similitud alta con el gen de la ADN polimerasa III y alcohol
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deshidrogenasa de varias especies del género Bacillus. Por lo anterior se concluye que no se

amplificaron genes cry utilizando los cebadores OL1F/OLSR.

Todas las secuencias analizadas mostraban un E-value mucho menor al 0.05 del limite de
confianza y un Max Identity mayor al 95% en la mayoria de los casos (ver anexos). Por esto se
puede decir que la probabilidad de que los genes clonados no sean genes cry es mayor del 95%

(E-value < 0.05).

Las secuencias fueron agrupadas con respecto al gen con el que mostraban mayor
similitud y alineadas en conjunto con secuencias del gen de otras especies del género Bacillus y

dos especies de B. thuringiensis.

Para el caso de los fragmentos que presentaban similitudes con el gen de la ADN
polimerasa III (10S21-A11 y 3S24-C13) se les compard con el mismo gen para las especies de B.
cereus ATCC10987, B. anthracis A0248, B. weihenstephanensis KBAB4 (como out-group,
debido a que era la secuencia que mostraba menor similitud a las analizadas) y dos especies de B.

thuringiensis (Al Hakam y konkukian).

Figura 11. Relaciones filogenéticas entre 2 especies presuntivas de B. thuringiensis aisladas de la filosfera del arbol de
aguacate con respecto a otras dos cepas de B. thuringiensis y cepas de B. anthracis, B. cereus y B. weihenstephanensis
utilizando el gen de la ADN polimerasa III. Se encontré que las secuencias obtenidas de las cepas seleccionadas que
amplificaron para ese gen inicamente contenian relacion con las especies de Bacillus anteriormente mencionadas. El arbol
conceso fue construido utilizando el modelo de Neighbour Joining y Bootstrapping utilizando el programa computacional
MEGA 4.
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3524-C13

rB.thuringiensiafAl Hakam
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B.weihenstephanensis KBAB4
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Se observa en la Figura 10 que las cepas 10S21 y 3524 muestran una mayor relacién con

B. cereus, mientras que la relacion de B. thuringiensis con B. anthracis no esta resuelta. La cepa
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de B. wiehenstephanensis es que muestra una mayor distancia de las cepas analizadas. Las cepas

de B. thuringiensis tienen secuencias muy parecidas del gen de la ADN Polimerasa III.

Cuadro 7. Divergencias evolutivas calculadas para las distintas cepas seleccionadas con otras especies del género Bacillus y
cepas conocidas de B. thuringiensis utilizando los nucledtidos del gen de una subunidad de la ADN polimerasa III. Las
distancias fueron calculadas con el programa MEGA 4 con el modelo p-distance. Se analizaron un total de 680 posiciones.

1 2 3 4 5 6 7
1 [10S21-All
2 [3S24-C13 0.028
3 | B. cereus / ATCC10987 0.012 | 0.034
4 | B. thuringiensis / konkukian 0.040 | 0.035 | 0.028
5 | B. anthracis | A0248 0.041 | 0.037 | 0.029 | 0.001
6 | B. thuringiensis / Al Hakam 0.041 | 0.037 | 0.029 | 0.001 | 0.003
7 | B. wiehenstephanensis KBAB4 0.082 | 0.088 | 0.071 | 0.074 | 0.075 | 0.075

Cuadro 8. Divergencias evolutivas calculadas para las distintas cepas seleccionadas con otras especies del género Bacillus y
cepas conocidas de B. thuringiensis utilizando la secuencia deducida de aminoéacidos de la proteina codificada por el gen de
una subunidad de la ADN polimerasa III. Las distancias fueron calculadas con el programa MEGA 4 con el modelo p-distance.
Se analizaron un total de 226 posiciones.

1 2 3 4 5 6 7
1 |10S21-Al1
2 13S24-C13 0.040
3 | B. cereus / ATCC10987 0.022 | 0.044
4 | B. thuringiensis / konkukian 0.049 | 0.040 | 0.027
5 | B. anthracis | A0248 0.053 | 0.044 | 0.031 | 0.004
6 | B. thuringiensis / Al Hakam 0.049 | 0.040 | 0.027 | 0.000 | 0.004
7 | B. wiehenstephanensis KBAB4 0.066 | 0.066 | 0.044 | 0.031 | 0.035 | 0.031

Se calculo la divergencia evolutiva de las cepas analizadas con la de las especies de
Bacillus y cepas de B. thuringiensis de referencia utilizando el modelo p-distance. El modelo
divide la cantidad de bases (o aminoacidos en el caso de analizar la proteina) diferentes con la
secuencia a la que se la estd comparando y lo divide en el total de bases analizadas. Las
divergencias utilizando nucleotidos y proteinas demuestran que las cepas analizadas se encuentran
evolutivamente mas cerca de B. cereus que a las cepas de B. thuringiensis de referencia para el

caso de la subunidad de la ADN Polimerasa III.
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Figura 12. Relaciones filogenéticas entre 3 especies presuntivas de B. thuringiensis aisladas de la filosfera del arbol de
aguacate con respecto a otras dos cepas de B. thuringiensis y cepas de B. anthracis, B. cereus utilizando una porcion del gen de
la enzima alcohol deshidrogenasa. Se encontrd que las secuencias obtenidas de las cepas seleccionadas que amplificaron para
ese gen unicamente contenian relacion con las especies de Bacillus anteriormente mencionadas. El arbol conceso fue
construido utilizando el modelo de Neighbour Joining y Bootstrapping utilizando el programa computacional MEGA 4.
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En el caso del gen de la enzima alcohol deshidrogenasa (Figura 11) se obtuvieron
resultados parecidos al gen de la ADN Polimerasa III. Las cepas presuntivas seleccionadas de B.
thuringiensis muestran una alta similitud a la cepa de B. cereus, como observado en el caso
anterior. Debido a que este gen no se encontr6 en ninguna otra cepa de Bacillus la cepa B4264 es

la que muestra mayor distancia de las analizadas, sin embargo esta distancia es pequea.

Cuadro 9. Divergencias evolutivas calculadas para las distintas cepas seleccionadas con otras especies del género Bacillus y
cepas conocidas de B. thuringiensis utilizando los nucledtidos del gen la alcohol deshidrogenasa. Las distancias fueron
calculadas con el programa MEGA 4 con el modelo p-distance. Se analizaron un total de 304 posiciones.

1 2 3 4 5 6 7 8
1 |1S22-AA1
2 |8S21-CC1 0.000
3 [10S21-B36 0.010 | 0.010
4 | B. cereus Q1 0.003 | 0.003 | 0.010
5 | B. thuringiensis konkukian 0.030 | 0.003 | 0.030 | 0.026
6 | B. anthracis Sterne 0.030 | 0.030 | 0.030 | 0.026 | 0.000
7 | B. cereus B4264 0.211 | 0.211 | 0.211 | 0.207 | 0.211 | 0.211
8 | B. thuringiensis Al Hakam 0.043 | 0.043 | 0.043 | 0.039 | 0.036 | 0.036 | 0.217
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Cuadro 10. Divergencias evolutivas calculadas para las distintas cepas seleccionadas con otras especies del género Bacillus y
cepas conocidas de B. thuringiensis utilizando la secuencia deducida de aminodcidos de la proteina codificada por el gen la
alcohol deshidrogenasa. Las distancias fueron calculadas con el programa MEGA 4 con el modelo p-distance. Se analizaron un
total de 101 posiciones.

1 2 3 4 5 6 7 8
1 [ 1S22-AAl
2 18S21-CCl 0.000
3 [10S21-B36 0.020 | 0.020
4 | B. cereus Q1 0.010 | 0.010 | 0.020
5 | B. thuringiensis konkukian 0.040 | 0.040 | 0.030 | 0.030
6 | B. anthracis Sterne 0.040 | 0.040 | 0.030 | 0.030 | 0.000
7 | B. cereus B4264 0.277 | 0.277 | 0.267 | 0.267 | 0.027 | 0.267
8 | B. thuringiensis Al Hakam 0.069 | 0.069 | 0.059 | 0.040 | 0.040 | 0.040 | 0.267

Las divergencias evolutivas calculadas a partir de la porcion del gen de la alcohol
deshidrogenasa da resultados similares a las divergencias calculadas con la porcion del gen de la

subunidad de la ADN Polimerasa III. Las cepas analizadas son mas cercanas a B. cereus.

Es importante mencionar que las divergencias evolutivas y arboles filogenéticos se
realizaron utilizando varios modelos mas (Jukes Kantor, Tajima Nei, Tamura Nei) ademas del

presentado. Todos los modelos generaban divergencias y arboles filogenéticos muy similares.

Uno de los fragmentos clonados de la cepa 3S24 presentaba una similitud al pldsmido de
B. thuringiensis pALH1 con un E-value de 5.00 X 10", Este plasmido ha sido reportado
unicamente en la cepa Al Hakam de B. thuringiensis. También se reportd que esta cepa no

contenia en su genoma ningun gen cry codificado.

G. Analisis del patron de proteinas de las distintas cepas presuntivas de B. thuringiensis.

El analisis de patron de proteinas de las cepas y del control Dipel se realizé por medio de
SDS-PAGE. Como se observa en la Figura 12 se logr6 obtener proteinas claramente visibles en 6
de las 7 muestras analizadas. En el caso de Dipel ® se observa una banda entre 100 y 150 kDa
(Figura 12). Se ha reportado que las proteinas del grupo Cryl (Hofte y Whiteley 1989) tienen una
masa molecular de aproximadamente 130 kDa. La cepa de B. thuringiensis utilizada en el
biopesticida comercial expresa tinicamente las proteinas CrylA(a) y CrylA(c). Por lo anterior, se

puede decir que la banda que se observa entre 100 y 150 kDa en el carril de Dipel pertenece a
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toxinas codificadas por genes cryldA. En ninguna de las cepas analizadas se presenta la misma

banda por lo que es posible que las cepas no expresen proteinas del tipo Cryl.

Las proteinas Cryll y Crylll tienen una masa molecular de aproximadamente 70 kDa. En
las cepas analizadas se observan bandas que no se observan en el control que Unicamente expresa
proteinas del tipo Cryl. Por esto, es posible que las cepas expresen proteinas del tipo Cryll y/o

Crylll

Figura 13. SDS-PAGE (revelado con azul de Coomassie) de las 6 cepas presuntivas analizadas de B. thuringiensis. Pozo 1:
marcador molecular (Bio-Rad® All Blue); pozo 2: control positivo Dipel ®; pozo 3-8: proteinas extraidas de 6 distintas cepas
presuntivas de B. thuringiensis (3524, 8S22, 10S21, 3S25, 1522 y 8S21).
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Las proteinas CrylV presentan masas moleculares diversas (desde 70 a 130 kDa) por lo
que es posible que las cepas también expresen proteinas de este grupo. Sin embargo, sin analisis
molecular de los genes codificados en las bacterias no se puede asegurar que las cepas expresen o

no expresen cualquier tipo de proteina Cry.
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La tincion adecuada para el analisis realizado fue la de azul de Coomassie debido a que la
tincion de plata presentaba una sensibilidad muy alta a las proteinas haciendo que no se tifieran

bandas bien definidas (no se muestran resultados).

H. Analisis de patron de plasmidos de cepas presuntivas seleccionadas de B. thuringiensis.

Los plasmidos obtenidos de las cepas presuntivas seleccionadas de B. thuringiensis
presentaban un peso molecular alto (>10 kb) por lo que se realizd una electroforesis en gel de
agarosa con un porcentaje de gel bajo (6%) durante 24 horas a un voltaje bajo (10V) a 4°C. Sin
embargo, los plasmidos no se pudieron separar debido a que probablemente todos presentan pesos
muy similares. Por esto, no se pudo obtener un patron de plasmidos y por consiguiente, no se

realizo el analisis de patron de plasmidos.
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VIIL.DISCUSION

Las cepas presuntivas de B. thuringiensis seleccionadas se les cultivo en un caldo
nutritivo. Debido a que estas cepas habian sido aisladas con anterioridad, el uso de un medio de
cultivo selectivo era innecesario. Se comprob6 unicamente que las cepas obtenidas fueran Gram

positivo por lo anteriormente mencionado.

Al extraer el ADN de las cepas por medio de los kits que utilizaban una lisis quimica, se
pudo observar que el ADN obtenido (Cuadro 5) era de baja concentracion y calidad. Ademas, las
muestras de ADN extraidas de esta manera fallaban en amplificar ADN durante la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa utilizando los cebadores OL1F/OL5R. Lo anterior probablemente se
debe a que la bacteria habia enfrentado estrés nutritivo durante el crecimiento en el medio y se
habia iniciado el proceso de esporulacion. La espora de los miembros del género Bacillus
contiene compuestos en su exterior que la hacen muy resistente a cambios fisicos y quimicos. Por

esto, es probable que la cantidad de ADN extraido fuera tan baja.

El mejor método para la extraccion de ADN fue el que involucraba el uso de la resina
Chelex-100 (Sigma). La resina eliminaba los cationes divalentes que eran necesarios para el
funcionamiento de las nucleasas, por lo que la integridad del ADN era protegida. La lisis por calor
permitié obtener un ADN de calidad suficiente como para poder amplificar ADN necesario para

la clonacion.

Las cepas de las cuales se pudo amplificar ADN por PCR presentaban al menos 2 bandas
por amplificacion, por lo que la clonacion era necesaria para separar los fragmentos y secuenciar
por separado. Inicialmente se realizO una prueba con una solo cepa para determinar qué
proporcion inserto:vector era la adecuada para ligar los fragmentos al vector de clonacion. Los
resultados obtenidos indicaron que las tres distintas proporciones inserto:vector utilizadas ligaban
distintos insertos al vector, por lo que la utilizacién de las tres proporciones fue necesaria para las

cepas restantes.

Para la seleccion de bacterias transformadas con vectores que incluian insertos se utilizé
la discriminacién blanco/azul que provee la alfa-complementacion del vector y la cepa de E. coli
utilizada. Las pruebas iniciales involucraban el uso del sustrato cromogénico (X-gal) y el inductor

gratuito (IPTG) en todos los medios selectivos utilizados. Sin embargo, se notd que las colonias
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de las bacterias que presentaban vectores con insertos crecian de una manera mas lenta y pequena.
Esto se debe a que la expresion del inserto provocaba cierta toxicidad hacia la bacteria. Por lo
anterior, para el resto de las cepas la siembra de los transformados se realizd en duplicado. Un
duplicado contenia el X-gal ¢ IPTG y el otro no. El medio que contenia el X-Gal ¢ IPTG servia
para determinar que bacteria tenia vectores interrumpidos por insertos y cuales no. Mientras que
el medio que no tenia estas moléculas servia para las pruebas subsecuentes como el tamizaje por

PCR o para la extraccion de plasmidos.

Se utilizaron dos métodos distintos para el tamizaje de colonias obtenidas por la
transformacion. El primer método era un PCR utilizando los cebadores M13/pUC debido a que el
sitio de policlonacioén del vector se encontraba rodeado de estas secuencias. La extraccion de
ADN de cada clon era innecesaria debido a que una colonia era directamente inoculada en el
master mix. El segundo consistia en la extraccion de los plasmidos recombinantes y la estimacion
de sus pesos por una electroforesis en gel de agarosa. El método que mas informacion proveia
acerca de los insertos era el PCR con cebadores M13/pUC. Con el segundo método se podia
discriminar inicamente plasmidos que contenian insertos muy grandes (>600 pb). Por lo anterior,
se eligid el método de tamizaje por PCR debido a que se pudo estimar el tamafio de los insertos en

cada vector.

Las secuencias obtenidas no presentaron similitud alguna con la de los genes cry
almacenados en la base de datos del NCBI. Esto muy probablemente se debe a las condiciones en
la que se llevo a cabo la amplificacion, utilizando los cebadores dirigidos en contra de secuencias
consenso de los genes cry. Por lo anterior, fue imposible determinar qué cepas contenian genes
cry y contra que insectos plaga se podian utilizar. Sin embargo, como se observa en la Figuras 4 y
5, el patron de bandas amplificadas en el control Dipel difiere en gran medida del patron de
amplificacion obtenido en las cepas analizadas. Ademas, Beron (2005) reporta el patron de
bandas amplificadas para B. thuringiensis var kurstaki (Dipel), siendo este muy similar al
observado en las Figuras 4 y 5. Por lo anterior, es posible que la amplificacion de genes cry si se
haya llevado a cabo en el control y no en las cepas analizadas. Sin embargo, esto no se puede

corroborar debido a que los fragmentos obtenidos del control no fueron clonados.

La posible amplificacion de genes cry en el control y no en las cepas analizadas podria

deberse a la ausencia de genes cry en las cepas seleccionadas, favoreciendo la amplificacion de
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los genes obtenidos. La ausencia de genes cry en las cepas analizadas podria significar que las

cepas no son B. thuringiensis.

El analisis filogenético de las cepas se realizé utilizando los genes que amplificaron por
medio de PCR. Los genes amplificados son un dominio de la ADN Polimerasa III y alcohol
deshidrogenasa. Se ha reportado en otras especies del género Bacillus (Sanjanwala y Ganesan
1989) que la ADN polimerasa III es la enzima principal utilizada en la célula para la replicacion
de ADN. Por lo anterior, es posible que la enzima se encuentre bajo una gran presion selectiva lo
cual provoque una tasa de mutacion muy baja. Si este es el caso, el analisis de la distancia
evolutiva de las distintas cepas y especies no es preciso. De igual manera, el gen de la alcohol

deshidrogenasa podria proveer informacion limitada para realizar un andlisis filogenético.

Ademas, se ha mencionado con anterioridad que la separacion de especies entre el grupo
1 de bacilos (B. cereus, B. anthracis y B. thuringiensis) utilizando Unicamente métodos
moleculares es muy dificil. Asimismo, se ha sugerido que B. thuringiensis es un B. cereus que
contiene plasmidos que codifican para las toxinas Cry. Esto podria explicar la razon de porque las

cepas analizadas se encuentran relacionadas con B. cereus.

Debido a lo anterior, no se puede concluir si las cepas analizadas pertenecen a la especie
B. thuringiensis o a alguna de las otras especies del grupo 1 de bacilos. La técnica utilizada no

provee la suficiente informacion para separar las cepas analizadas de las demas especies.

Una secuencia obtenida de un fragmento perteneciente a la cepa 3S24 presentaba una alta
similitud a una fraccion de la secuencia del pldsmido pALHI. Este plasmido unicamente ha sido
reportado en la cepa Al Hakam de B. thuringiensis (Challacombe et al 2007). La cepa Al Hakam
fue obtenida por la Comision Especial de las Naciones Unidas en Iraq en un sitio donde se
sospechaba se producian armas biologicas (Radnedge et a/ 2003). Challacombe et al (2007)
reporta que la cepa no contiene genes cry en su genoma. Sin embargo, menciona que los
plasmidos que codifican estas proteinas pudieron haberse perdido durante el cultivo. Ademas, se
hace mencion que la cepa estd mas relacionada filogenéticamente a B. anthracis que a cepas de
B. thuringiensis de importancia comercial. Como se ha mencionado con anterioridad, la
clasificacion de las bacterias del grupo bacilo 1 es complicada debido a la gran similitud en el

genoma de estas. Por lo anterior, es posible que la cepa 3S24 sea B. thuringiensis pero no
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contenga genes cry debido a la posible pérdida de los plasmidos durante el cultivo. Ademas es

posible que la cepa este mas relacionada a B. anthracis que B. thuringiensis.

Con respecto al analisis de patron de proteinas de cepas se encontrd una banda en el
control Dipel entre 100 y 150 kDa que muy probablemente pertenezca a las proteinas CrylA que
expresa dicha bacteria. No se encontrd esta banda en ninguna de las cepas analizadas por lo que es
posible que estas cepas no expresen genes cryl4. Las proteinas tipo Cryll, Cry Il y CrylV son
proteinas de masas variadas y el patron de proteinas Uinicamente no provee la informacion

necesaria para determinar si estas cepas expresan toxinas o no.
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IX. CONCLUSIONES

1. El analisis realizado utilizando los genes amplificados no provee suficiente

informacion para determinar la especie de las cepas analizadas.

2. La cepa 3524 contiene una secuencia de ADN muy similar (E-value < 0.05) al

plasmidos pALH1 tnicamente reportado en B. thuringiensis cepa Al Hakam.

3. No se logré identificar ningun gen cry en las cepas analizadas y por consiguiente el
andlisis filogenético utilizando estos genes y la prediccion de las familias de insectos afectadas

por estas toxinas no se pudo llevar a cabo.

4. Las distintas cepas presuntivas de B. thuringiensis fueron cultivadas exitosamente en

medio nutritivo.

5. El mejor método en este estudio para extraer ADN de cepas presuntivas de B.
thuringiensis es el método Chelex propuesto por Roche (2008) debido a que provee ADN de

calidad suficiente para poder ser amplificado por PCR.

6. No se pueden amplificar genes cry por medio de PCR utilizando cebadores

OL1F/OL5R con las condiciones propuestas en este estudio en las cepas seleccionadas.

7. Las proporciones inserto:vector 1:3, 1:1 y 3:1 son todas necesarias para ligar los

fragmentos amplificados por PCR utilizando cebadores OL1F/OL5R.

8. El método mas eficiente y que mas informacion provee para determinar el tamafio

del inserto en los clones es del PCR utilizando cebadores pUC/M13.

9. Las cepas presuntivas analizadas de B. thuringiensis muy probablemente no expresen
proteinas del tipo CrylA como las encontradas en B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-1 (Dipel).
Por lo anterior, se concluye que las cepas analizadas no provienen de aplicaciones, por parte de

los agricultores, de Dipel en los sitios donde las cepas fueron aisladas.
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X. RECOMENDACIONES

1. Se recomienda realizar el PCR utilizando los cebadores OL1F/OL5R tnicamente con
plasmidos de las cepas presuntivas de B. thuringiensis para evitar que se amplifiquen regiones del

genoma no asociadas a genes cry.

2. Se recomienda clonar genes del control Dipel y secuenciar dichos fragmentos antes
de clonar genes de las cepas presuntivas de B. thuringiensis aisladas para asegurarse que se

amplifican los genes de interés y no otros sitios en el genoma de la bacteria.

3. Es importante optimizar el PCR de genes cry para lograr obtener fragmentos
pertenecientes a los genes de interés. Esto se podria realizar por medio de un touchdown PCR

utilizando plasmidos extraidos de las cepas presuntivas de B. thuringiensis.

4. Se recomienda utilizar los demas cebadores propuestos por Berdon (2005) para

asegurarse que el fragmento amplificado con el primer PCR pertenezcan a genes cry.

5. Se debe idear otra metodologia para separar los plasmidos de cepas presuntivas de
B. thuringiensis debido a que la propuesta en este documento no fue eficiente para separar dichos

plasmidos debido a su muy similar peso molecular.

6. Se recomienda utilizar otros métodos para determinar si las cepas pertenecen a la
especie B. thuringiensis. Por ejemplo, se podrian utilizar anticuerpos para la tipificaciéon por

medio de flagelo.

7. Se debe realizar un PCR utilizando cebadores no degenerados para detectar genes
crylll debido a que las proteinas codificadas por estos genes podrian ser potencialmente utilizadas
en contra de una de las principales plagas del aguacate. Ademas, si se logran detectar estos genes

la cepa se podria clasificar como B. thuringiensis.

8. Es importante analizar el resto de las 176 cepas presuntivas de B. thuringiensis para

confirmar las presencia de genes cry que codifiquen para potenciales toxinas insecticidas.
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XII ANEXOS

Cuadro 11. Secuencia consenso de los fragmentos secuenciados. Se indica la cepa de donde se amplifico el fragmento, la
identificacion del fragmento y el gen con el que mayor tuvieron similitud segln la base de datos “nucleotide collection” del
NCBL

Cepa

Fragmento

Secuencia (5°>3’)

Gen*

10S21

All

TAGTGATTTAACACCATACGCACAGGCAGCAAATTTTCATTAGCGTTGATTCTATTTTTTGCCTCTAA
TATATTAAAGAGAGCTGATACAATGCGCTTCTGAGCGTAGGAGAAAGATTCAAACATCTCTTTCTGC
TCATGAAAAACAAGACGATCTTCTTCTCCAAGTTGAACATATAATAAATCCTTATAAATAAGGAGTA
ACATATCTAAACCTTGCTGTAATTGTTCTTTCTCTCCAAAGTGTTTTCCCCATTTTTCTTGTACAAAAA
AAACAGAGGCTTTATCTTTTTCGAGCGCTTCACATAATTTTATCACTAAAGCTCGTGCTTGTGCAAAC
CATTCATCACTACATAAAGCTAAAGCTTCATCAAAACTATTTGTGAGTTGTGCAGCAAGTGTCGATA
AAGATGTCGTAACACCTTCATCCTGTAATCTTCTAATTAAAGATTCCGTAGGTAACGGTCTAAATGTA
ACAACTTGACAACGAGATAAAATCGTATTTAAAATTTGATGACTTTGTTCAGTAAGTAAAATAGCTG
TTGTATCACTACTTGGTTCTTCTAAAAATTTCAACAGTGTATTCGCCGCATTTGCTGTCATACGGTCTG
CGTGCTCAATAACATATACTTTTTTATTTGCTTCTAATCCTGTTTTTGAAAACTCTTCTTGTAAATCAT
GAATTTGCTGCTTCTTAATAG

10S21

Al7

AGTATATGTTATTGAGCACGCAGACCGTATGACAGTAAATGCGGCGAATACACTGTTGAAATTTTTA
GAAGAACCAAGTAGTGATACAACAGCTATTTTACTTACTGAACAAAGTCATCAAATTTTAAATACGA
TTTTATCTCGTTGTCAAGTTGTTACATTTAGACCGTTACCTACGGAATCTTTAATTAGAAGATTACAG
GATGAAGGTGTTACGACATCTTTATCGACACTTGCTGCACAACTCACAAATAGTTTTGATGAAGCTTT
GGCTTTATGTAGTGATGAATGGTTTGCACAAGCACGAGCTTTAGTGATAAAATTATGTGAAGCGCTC
GAAAAAGATAAAGCCTCTATTTTTTTTGTACAAGAAAAATGGGGAAAACACTTTGGAGAGAAAGAA
CAATTACAGCAAGGTTT

1822

AAl

AGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACAC
TTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCT
ATGACCATGATTACGCCAAGCTATTTAGGTGACACTATAGAATACTCAAGCTATGCATCCAACGCGT
TGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTAACACCATACGCA
CAGGCTGCAAACTTACATCTTTTGGTCCCCCTAACACCTCTGGTAACTCTGGTACTTCGGCAATATTC
TCCCATCCAATACTAGGATTAATAATAACCTCGGCTTGTAATAAATCAGCTGAAACACCTTCTCCTAT
TTCTGTAACAACACCTGCACCATCTGACCCTATTACTAACGGTAGATCCATTTCTTTTCTATTGTTTAT
AATAAATAAATCCCTATGATTTAATCCTGCTGCTTTTAACTTTACTTTTACTTCCCCGGCATTAGGATT
TGTTTCAGATAAAAATTTATATTCTAACCCCTCTACCCCTTTTTTATATAGACAAAAT

1822

AAS

TGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTGGAATAAATTCGA

TTTTGTCTATATAAAACGGGTATACACTTATTAAATAACGTTATTACAAAACCATATACTAGTAAAAT
CAACATAGAATGTAATGAATTGTCCACAGATCATGATGAATGTTTCCTTATGATGATTGCTCGTGATG
AAAATTGGCAGCCTGTGCGTATATTGTTAAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGGAGCAT

GCGACGTCGG

10S21

B12

TCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTTATCAATATATGCACAGGCT
GCAAATTTACATTGCGAACAAGCATACCAGAAAAACGTTCTGCAAATGTTTCATAAAGCTTCTCGAC
CTCTTCTGGGTGATTTTCTTTATTGAAACGTTTCACAGTACCATTCACTTGTTTTTTCATAACTAAATC
ACTCTTTGTCAAATGACATACGAGAAGATTCGCACAAAGTTCCCAGCCGTATTTACGGTAAAATGTA
ACAGCAAATGGATGTAACATTGATACTGTATATCCGTCTTTTTTCATCGTTTGAAGAGAATGTTGAAG
CAATTCTTTCACATAACCGCTTCTTCTGTATTCTGGATACGTCGCTACCCCTGCAACGCCACCCATTTT
AAATTTTTCTTCTCCTATGTAAATATGAAACGGAATAAGGTGTAGTTTTGCCGCTAAGTCCTCACCTT
CCATAATACCGTATACTTCATGACTTTCCTTCATTTTTGTAAGTTGTTGCTGCATTCTTTCTTCTTCTAC
TTTATATAGACAAAATTGAATTTATTCCAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGGAGC
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10821

B33

ACTCAAGCTATGCATCCAACGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATT
CACTAGTGATTTATCACCATATGCACAGGCTGCAAACTTTCATCTTTTGGTCCCCCTAACACCTCTGG
TAATTCTGGTACTTCGGCAATATTCTCCCATCCAATACTAGGATTAATAATAACCTCGGCTTGTAATA
AATCAGCTGAAACACCTTCTCCTATTTCTGTAACAATACCTGCACCATCTGACCCTATTACTAACGGT
AGATCCATTTCTTTTCTATTGTTTATAATAAATAAATCCCTATGATTTAATCCTGCTGCTTTTAACTTT

ACTTTTACTTCCCCGGCATTAGGATTTGTTTCAGATAAAAATTTATATTCTAACCCCTCTACCCCTTTT
TTATATAGATAAAATCGAATTTATTCCAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGGAGCATGC
GACGTCGGGCCCAATTCGCCCTA

1S22

BB9

CGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTTAACACCATACGCACAAGCTGCC
AATTTTCATTTACAAGTGTTATTGTGCTTCTTATCGGTGCTTCTTCTACACTCATGATGAATAATATTT
TGATGATTTTCGGATGTGTTGCACTACACTTTTCATTACGATCCATACATACTGAACGAGTAATAGAG
CCTTCTTCTTCAAAAGATGATACTTTATTGGAAGGTTGGAAGCTCTTATTTCAAAACCCTTCTCTCCG
TACTGTTACATGTATGGACTTAATTGAAACTTTTGCAGGGACGATATGGATCGGTGCTATTACGATG
GCTTATGTAACAACTGTCCTTCATAAAGGAGAAGAATGGTGGGGATTTATTAATACAAGTTATTATG
TTGGGATGTAAATTTGCGGCCTGTGCGTATATTGATAAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAG
GTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGA

3524

C13

ATTAAGAAGCAGCAAATTCATGATTTACAAGAAGAGTTTTCCAAAACAGGATTAGAAGCAAATAAA
AAAGTATATATTATTGAGTACGCAGACCGTATGACGGCAAACGCAGCGAATACACTGTTGAAATTTT
TAGAAGAACCAAGTAGTGATACAACAGCTATTCTACTTACTGAACAAAGTCATCAAATTTTAAATAC
GATTTTATCTCGCTGTCAAGTTGTTACATTTAGACCGTTACCTACGGAATCTTTAATTAGAAGATTAC
AGGATGAAGGTATTACGGCATCTTTACCAACACTTGCTGCACAACTTACGAATAGTTTTGATGAAGC
TTTAGCTTTATGTAGTGATGAATGGTTTGCACAAGCACGAGCTTTAGTGATAAAATTATGTGAAGCG
CTCGAAAAAGATAAAGCCTCTATTTTTTTTGTACAAGAAAAATGGGGAAAACACTTTAGAGAGAAA
GAGCAATTACAGCAAGGTTTAGATATGTTACTCCTTATTTATAAGGATTTATTATATGTTCAACTTGG
AGAAGAAGATCGTCTTGTTTTTCGTGAGCAGAAAGAGATGTTTGAATCTTTCTCCTACGCTCAGAAG
CGCATTGTATCAGCTCTCTTTAATATATTAGAGGCAAAAAATAGAATCAACGCTAATGTAAATTTGC
TGCCTGTGCG

3524

Cl6

ACAGGATGAAGGTATTACGGCATCTTTATCAACACTTGCTGCACAACTTACGAATAGTTTTGATGAA
GCTTTGGCTTTATGTAGTGATGAATGGTTTGCACAAGCACGAGCTTTAGTGATAAAATTATGTGAAG
CGCTCGAAAAAGATAAAGCCTCTATTTTTTTTGTACAAGAAAAATGGGGAAAACACTTTAGAGAGAA
AGAGCAATTACAGCAAGGTTTAGATATGTTACTCCTTATTTATAAGGATTTATTATATGTTCAACTTG
GAGAAGAAGATCGTCTTGTTTTTCGTGAGCAGAAAGAGATGTTTGAATCTTTCTCCTACGCTCAGAA
GCGCATTGTATCAGCTCTCTTTAATATATTAGAGGCAAAAAATAGAATCAACGCTAATGTAAATTGG
CAGCCTGTGCGTATACTGATAAATCAC

3524

C4

GGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTTAACAGCATATGCA
CAGGCAGCCAATTTCCATAAGCTTGTTGGTATTCAAAAATCATTGTTAATTGCGCGGAACCAACTCC
ACTTGGAGCGGTTGTTACTCTTCGAAAATAAATCGGATCAATCGATTCACTACCATCTTCATTTCGCA
GATGTACTGTGTAACCGTTACTTCTGATTTTGTTAGCAACCTTTTCTGCTGCTTGCATTGCCTTATCTG
TCGTTGCATTAAAAAACCTTACTACCATTGTGTATAGTAAGGTGTAATGATCTTTTGAAGTTTTATCA
TCATTTATATAGACAAAATCGAATTTATTCCAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGGAGC
ATGCGACG

8S21

CCl1

AAGCTATGCATCCAACGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACT

AGTGATTTAACAGTATACGCACAGGCAGCCAATTTACATCTTTTGGTCCCCCTAACACCTCTGGTAAC
TCTGGTACTTCGGCAATATTCTCCCATCCAATACTAGGATTAATAATAACCTCGGCTTGTAATAAATC
AGCTGAAACACCTTCTCCTATTTCTGTAACAACACCTGCACCATCTGACCCTATTACTAACGGTAGAT
CCATTTCTTTTCTATTGTTTATAATAAATAAATCCCTATGATTTAATCCTGCTGCTTTTAACTTTACTTT
TACTTCCCCGGCATTAGGATTTGTTTCAGATAAAAATTTATATTCTAACCCCTCTACCCCTTTTTTATA
TAGATAAAATTGAATTTATTCCAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGGAGCATGCGACGT
CGG

3524

D10

GCATCCAACGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATT
TACCACTATACGCACAGGCAGCCAACTTACATTGACTCTAAACTAGCTGTCGCAATTTTATCTACTTT
TGCTGGTACTGTATATTCTTTACCTAAATATGTAATTTTTCGTTTTTCGTCTTTTTTCGTCTCACTAGCC
TTTGTCTGTTGCGTTTTTTCTCCTGAAGTTTTATCTGCACTATTACATGCTGCTAGTCCTACACTTAAA
ACTGTAACCATCCCTAATGTAAATAACTTCTTATTCATCTTTATATAGACAAAATTGAATTTATTCCA
ATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGGAGCATGCGACGTCGGGCCCAATTCG

* Genes con mayor similitud a la secuencia consenso. A: Unidad sigma de ADN Polimerasa III de varias especies del género

Bacillus. B: Alcohol Deshidrogenasa asociada a zinc de varias especies del género Bacillus. C: Acetil transferasa de B. cereus

y B. thuringiensis. D: Permeasa de B. cereus. E: secuencia del plasmido pALH1 d B. thuringiensis Al Hakam. F: Compuesto

asociados a hierro de B. cereus y B. thuringiensis. G: Adenina desaminasa de B. cereus.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=218534755&dopt=GenBank&RID=YSSE8FAM01S&log$=nucltop&blast_rank=4
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=225785631&dopt=GenBank&RID=YSSE8FAM01S&log$=nucltop&blast_rank=5
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=221237819&dopt=GenBank&RID=YST9CP5U01S&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=217062892&dopt=GenBank&RID=YST9CP5U01S&log$=nucltop&blast_rank=2
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=221237819&dopt=GenBank&RID=YSTDF7SJ01N&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=217062892&dopt=GenBank&RID=YSTDF7SJ01N&log$=nucltop&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=29899096&dopt=GenBank&RID=YSTDF7SJ01N&log$=nucltop&blast_rank=3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=225785631&dopt=GenBank&RID=YSTDF7SJ01N&log$=nucltop&blast_rank=4
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=218534755&dopt=GenBank&RID=YSTDF7SJ01N&log$=nucltop&blast_rank=5
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=221237819&dopt=GenBank&RID=YSTS6RUF01N&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=217062892&dopt=GenBank&RID=YSTS6RUF01N&log$=nucltop&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=225785631&dopt=GenBank&RID=YSTS6RUF01N&log$=nucltop&blast_rank=3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=118415003&dopt=GenBank&RID=YSTS6RUF01N&log$=nucltop&blast_rank=4
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=51973633&dopt=GenBank&RID=YSTS6RUF01N&log$=nucltop&blast_rank=5
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=221237819&dopt=GenBank&RID=YSVH1YUT01S&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=217062892&dopt=GenBank&RID=YSVH1YUT01S&log$=nucltop&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=51973633&dopt=GenBank&RID=YSVH1YUT01S&log$=nucltop&blast_rank=3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=229264291&dopt=GenBank&RID=YSVH1YUT01S&log$=nucltop&blast_rank=4
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=227002338&dopt=GenBank&RID=YSVH1YUT01S&log$=nucltop&blast_rank=5
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=221237819&dopt=GenBank&RID=YSVPWPBW012&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=217062892&dopt=GenBank&RID=YSVPWPBW012&log$=nucltop&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=42740913&dopt=GenBank&RID=YSVPWPBW012&log$=nucltop&blast_rank=3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=51973633&dopt=GenBank&RID=YSVPWPBW012&log$=nucltop&blast_rank=4
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=218534755&dopt=GenBank&RID=YSVPWPBW012&log$=nucltop&blast_rank=5
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=221237819&dopt=GenBank&RID=YSWT7CDW01S&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=217062892&dopt=GenBank&RID=YSWT7CDW01S&log$=nucltop&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=51973633&dopt=GenBank&RID=YSWT7CDW01S&log$=nucltop&blast_rank=3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=42740913&dopt=GenBank&RID=YSWT7CDW01S&log$=nucltop&blast_rank=4
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=49328240&dopt=GenBank&RID=YSWT7CDW01S&log$=nucltop&blast_rank=5
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=221237819&dopt=GenBank&RID=YSWWE0GC01S&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=42740913&dopt=GenBank&RID=YSWWE0GC01S&log$=nucltop&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=229264291&dopt=GenBank&RID=YSWWE0GC01S&log$=nucltop&blast_rank=3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=227002338&dopt=GenBank&RID=YSWWE0GC01S&log$=nucltop&blast_rank=4
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=225785631&dopt=GenBank&RID=YSWWE0GC01S&log$=nucltop&blast_rank=5
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=118419740&dopt=GenBank&RID=YSXF7TR201N&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=221237819&dopt=GenBank&RID=YSXP267E014&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=217062892&dopt=GenBank&RID=YSXP267E014&log$=nucltop&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=51973633&dopt=GenBank&RID=YSXP267E014&log$=nucltop&blast_rank=3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=229264291&dopt=GenBank&RID=YSXP267E014&log$=nucltop&blast_rank=4
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=227002338&dopt=GenBank&RID=YSXP267E014&log$=nucltop&blast_rank=5
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=51973633&dopt=GenBank&RID=YSXYSTGU016&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=42740913&dopt=GenBank&RID=YSXYSTGU016&log$=nucltop&blast_rank=2
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=225785631&dopt=GenBank&RID=YSXYSTGU016&log$=nucltop&blast_rank=3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=221237819&dopt=GenBank&RID=YSXYSTGU016&log$=nucltop&blast_rank=4
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=217062892&dopt=GenBank&RID=YSXYSTGU016&log$=nucltop&blast_rank=5
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=118415003&dopt=GenBank&RID=YSXYSTGU016&log$=nucltop&blast_rank=6
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