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Resumen

Se estandarizaron las condiciones para amplificar por PCR genes de la familia cryl de Bacillus thuringiensis activos
contra insectos lepidpteros en utilizando oligonucleétidos generales. Se evalué el efecto de la concentracién de MgCl,,
temperatura de anillaje, concentracién de DNA y tipo de extraccién de DNA, obteniéndose un producto de amplificacién
esperado de 543-598 pb utilizando concentraciones de 2 mM MgCl,, 10 ng de DNA aproximadamente y una temperatura
de anillaje de 55°C. No se observé ninguna diferencia entre los resultados obtenidos utilizando extractos crudos y DNA
extraido por el método de M. He (1990).
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Summary

Conditions to amplify cry! genes active against Lepidoptera insects by PCR in Bacillus thuringiensis using general primers,
were standardized. Effects of MgCl, and DNA concentration, annealing temperature and DNA extraction method were
assessed, obtaining an amplified product of 543-598 pb using 2mM de MgCl,, approximately 10 ng of DNA. And

annealing temperature of 55°C. No significant differences were found between results obtained using two DNA extraction

methods.
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Introduccion

Bacillus thuringiensis (Bf) es una bacteria Gram positiva,
esporulada, cosmopolita y entomopatégena que se carac-
teriza por sintetizar cristales protéicos con actividad insec-
ticida (ICP’s, del inglés Insecticidal Cristal Proteins), tam-
bién denominadas #-endotoxinas, las cuales son codifica-
das por los genes cry. Se han descrito més de 150 cepas de
Bt cuya actividad biocida es especifica contra insectos
lepidépteros (Hofte & Whiteley, 1989), coledpteros (Krieg
et al.1983) y dipteros (Golberg & Margalit, 1977). Sin em-
bargo, recientemente se han identificado toxinas que con-
trolan 4caros y algunos nemétodos y platelmintos (Feitelson
et al. 1992).

De igual forma, han sido descritas 41 familias de proteinas
Cry, las cuales se caracterizan por la alta especificidad bio-
16gica sobre los organismos fitopatogenos que coptrolgn,
confiriéndole a éste microorganismo una importancia inica
frente al control de plagas.

La familia de genes cry! es reconocida por codificar pro-
teinas insecticidas activas contra insectos lepid6pteros, sieq-
do la familia que agrupa el mayor nimero de genes descri-
tos con un total de 121; la diferencia en secuencias de
nucledtidos dentro de una misma familia es relativamente
baja (Crickmore, 2003), y por lo tanto, el uso de
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oligonucleétidos generales, es decir, oligonucledtidos que tie-
nen secuencias homélogas a una regi6n especifica comin a
todos los genes pertenecientes a un mismo grupo, se hace
ventajoso para identificar genes cryl ya que hace posible
que en una reaccién sean reconocidos muchos genes, los
cuales, posteriormente pueden ser identificados con
oligonucledtidos especificos para cada subgrupo o gen indi-
vidual. En éste estudio, se estandariz6 la amplificacién de
genes cryl utilizando un oligonucleétido general cryl dise-
flado para reconocer secuencias homélogas en todos los
subgrupos de genes de esta familia que se han identificado
hasta el momento y que comprenden desde el subgrupo
crylA hasta el subgrupo crylK (Bravo et al. 1998).

Metodologia

Para estandarizar la amplificacién por PCR de genes de la
familia cryl, se utilizaron los oligonucle6tidos generales (5'
CTGGATTTACAGGTGGGGATAT(d);
5S’TGAGTCGCTTCGCATATTTGACT (r)) descritos por
Bravo et al. (1998). El tamafio en pares de bases del pro-
ducto de amplificacion esperado varfa entre 543 y 594 pb.
Las condiciones de amplificacién se estandarizaron tenien-
do en cuenta cinco factores: concentracién de MgCl,, tem-
peratura de anillaje, concentracién de DNA, niimero de ci-
clos y tipo de extraccién de DNA.
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( Programa
Ensayu Mezcla ~Genaturacién | Ciclos de Amplificacion
inicial SE— _
DNTPs 200 uM, Mg 2 15 mM, Buffer ‘ Degath" ?Cfgogs fmm”
1 1X, Oligonucledtidos 1 uM 95°C 2 min Elor?gl,]:aacJ?On 7900 1 lrr?in
Tag. 2.5 U, DNA (100-300 ng/ ul) 20 y 60 30 ciclos
Ng aprox. — 4
DNTPs 200 uM, Mg *22.0mM, Buffer ' Denaturacmn095°c Tmin
2 1X, Oligonucledtidos 1 uM 95°C 2 min ElA”'”f’Jf"’, 507;(:1 mn
| ongacion min
Tag. 25 U, DNA ;1;2;(300 ng/ ul) 10 y 60 20 ciclos
DNTPs 200 uM, Mg 2 2.0mM, Buffer ‘ Dena;uraciénogsc'c Tmin
3 1X, Oligonucledtidos 1 uM 95°C 2 min An|llaje,52 Co 1 min
Taq. 2.5 U, DNA (100-300ng/ /) 20, 60 y Elongaggn .712 C 1 min
100ng aprox. cicias
4 DNTPs 200 uM, Mg *22.0mM, Buffer 95°C 2 min Denaturacion 95°C 1min
1X, Oligonucledtidos(2/10) 1 W, Tag. 2.5 Anillaje 52"(30 1 min
U, DNA (100-300 ng/ ul) 20,50 y 60 ng Elongacion 72°C 1 min
aprox y 15 pl extracto crudo. 30 ciclos
DNTPs 200 uM, Mg *22.0mM, Buffer Denaturacion 94°C 45 seg
5 1X, Oligonucleétidos 1 M 84°C 4 min Anillaje 54°C 45 seg
Tag. 2.5 U, DNA(100-300 ng) 10 2050 Y Elongacion 72°C 1 min
100 ng aprox y 15 pl extracto crudo. 34 ciclos
6 DNTPs 200 uM, Mg *22.0mM, Buffer 94°C 4 min Denaturacion 94°C 45 seg | 72°C 6 min
1X, Oligonucleétidos 1 uM Anillaje 55°C 45 seg
Tag. 2.5 U, DNA(100-300 ng) 10 ng aprox Elongacion 72°C 1 min
y 15 pl extracto crudo. 34 ciclos

TABLA 1. Ensayos utilizados para la estandarizacién de la amplificacién de genes cryl. El DNA utilizado en los ensayos fue extraido utilizando la
metodologia de M. He 1990 (Fenol — Cloroformo — Alcohol isoamilico), los extractos crudos se obtuvieron por el método de Carozzi et al. (1991).

Resultados y Discusion

En un primer ensayo realizado con el programa descrito
por Bravo et al. (1998) utilizando las concentraciones gene-
ralmente recomendadas (200 UM DNTPs, 1.5 mM MgCl,,
Buffer 1X, 1MM Oligonucleétidos, 2.5 U Taq polimerasa)
no se obtuvieron productos de amplificaciéon.

El aumento de la concentracion del MgCl,a2.0 mM no
cambi0 el resultado de la reaccién. Las variaciones de las
temperaturas de anillaje de 49°C a 50°C y 52°C realizadas
en los ensayos 2, 3 y 4 no mostraron ningtin producto de
amplificacion; por el contrario, en el ensayo 5 (Figura 1),
en el cual se mantuvo la concentracién de MgCl, en 2.0
mM, se aument? la temperatura de anillaje de 52°C a 54°C
y el ndmero de ciclos se cambi6 de 30 a 34, obteniéndose
un producto de 543-598 pb y una banda inespecifica de
menos de 450 pb como se observa en la Figura 1.

Estos resultados muestran que el factor determinante
para lograr la amplificacion con las condiciones utilizadas

fue la temperatura de anillaje.
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La presencia de una banda inespecifica (450 pb) puede
ser el resultado de una temperatura de anillaje baja, ya que
se sabe que a mayor temperatura aumenta la astringencia
en la hibridacién y, por lo tanto la especificidad de la union
de los oligonucledtidos (Ausubel ef al. 1984: Gibbs et dl.
1992), corroborandose al realizar el ensayo 6, donde la tem-
peratura de anillaje fue de 55°C. En éste tltimo, s¢ obtuvo
en cada reaccion una banda tnica y especifica del peso
esperado (543-598 pb) como se observa en la Figura 2.

La amplificacién se present6 de forma mds efectiva usal-
do menores cantidades de DNA. En estudios previos donde
S€ cuantific y determing el efecto de las concentraciones
del DNA para amplificar varios grupos de genes ¢
(H_e mandez, 1997), la amplificacién fue més eficiente €O
bajas concentraciones de DNA y a concentraciones mayo”
res ufagé ainhibirse la amplificacin. El producto de amplifi
cacion obtenido utilizando 0.51] de DNA extraido por €
metodo de M. He (1990) (10-100 ng/ml) en comparacio?
o los obtenidos a partir de extractos crudos no preset?
finguna diferencia significativa en cuanto a la cantidad del
producto de amplificacién,
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El producto de amplificacién obtenido utilizando aproxi-
madamente 10 ng de DNA, extraido por el método, de M.
He (1990) en comparacion con los obtenidos a partir de
extractos crudos no presenta ninguna diferencia significa-
tiva en cuanto a la cantidad del producto de amplificacién.
Sin embargo, aunque es evidente la presencia de un leve
barrido en el corrido electroforético del producto obtenido
a partir de extractos crudos. Las condiciones para la am-
plificacién de genes cry! de las cepas aisladas a partir de
los suelos colectados consistieron en una denaturacién ini-
cial a 94°C durante 4 minutos, 34 ciclos de amplificacion
(denaturacioén a 94°C por 45 seg., anillaje a 55°C por 45
seg., elongacién a 72°C por 1 min.) y una elongacion final a
72°C por 6 minutos. Las concentraciones de la mezcla de
reaccion fueron: 200 mM dNTPs, 2.0 mM MgCl,,
Buffer PCR 1X (100 mM Tris-HCI pH 9.0 a 25°C, 500
mM KCl, 1.0% Triton X100), 1 UM Oligonucleétidos y2.5
U Tag-polimerasa. El DNA utilizado como molde fue ob-
tenido por el método descrito por M. He. (1990), del cual
se utilizaron 0.5 M para la reaccién.

La caracterizacién molecular por PCR utilizando el
oligonucleétido general-cryl permitié identificar 18 cepas
que fueron positivas para la presencia de genes cryl, las
cuales representan un 12.58% de las 143 cepas nativas
colombianas caracterizadas.

Figura 1. Efectos de la concentracién del DNA plasmidico y la
temperatura de anillaje (54°C) en la amplificacion por PCR de los
genes cryl en el ensayo 5. Carril 1. Marcador de Peso molecular
(A digerido con pstl), carril 2. 20 ng de DNA aprox. carril 3. 50 ng
de DNA aprox, carril 4. 100 ng de DNA aprox. carril 5. 10 ng de
DNA aprox y carril 6. 15 uml extracto crudo. En los carriles 1al 6,
se observa una banda especifica de més de 514 pb y en los carri-
les S y 6 una inespecifica de aproximadamente 450 pb por debajo
de la banda de 480 pb del marcador.

Slaph 4 e e s >SUPD
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Figura 2. Efectos de la concentracién del DNA plasmidico y la
temperatura de anillaje (55°C) en la amplificacién por PCR de los
genes cryl enel Ensayo. Carril 1. Marcador de peso

(A digerido con pstl), Carril 2. 10 ng de DNA aprox, Carriles 3 y4.
15 W de extracto crudo. Se observa en cada carril una banda tinica
por encima de las 514 pb correspondiente al producto de amplifi-
cacién esperado.

1235425267 8:9:10.11.12

Figura 3. Productos de Amplificacién de aislamientos nativos. Carril
1. Kurstaki HD1, carril 2. 115B¢GC, carril 3. 121BtGC, carril 4. 94B:GC,
carril 5. 93BtGC, carril 6. 96BtGC, carril 7. 53BtGC, carril 8. 89B:GC,
carril 9. 77BtGC, carril 10. 70BtGC, carril 11. Kurstaki HD1 y carril 12.
Marcador Low DNA Mass Ladder.
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