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Caracterizacion de los genes de las
toxinas de Bacillus thuringiensis ssp.

medellin

Characterization of genes coding for Bacillus thuringiensis ssp.

medellin toxic proteins

Resumen

La resistencia a las toxinas de Bacillus thu- -
ringiensis (Bt) en insectos Lepidoptera y -

Diptera ha sido demostrada bajo condiciones

de laboratorio y en 1990 se reporté por pri- -
mera vez en el campo. Por tanto, es de gran -
interés la caracterizacién de las proteinas t6xi-
cas y la identificacion de los genes que las -
codifican en la cepa recientemente aislada de *

B. thuringiensis ssp. medellin (Btmed), 1a cual

toxica contra larvas de mosquito.

Palabras Claves: Bacillus thuringiensis -
- pas mds conocidas de Bt para el control
na toxica, Inmunodeteccion, ADN, Mé- -

ssp. medellin, Libreria gendmica, Protei-
todos.

Summary

Resistence to Bacillus thuringiensis (Bt) tox-
ins in Lepidoptera and Diptera insects has -

"' Respectivamente, Investigadoras, Jefe Seccion -

Control Biologico, Investigadora y Director * g : &
‘ giec 5 - recombinantes de Bt, tanto bajo condicio-

nes de campo como de laboratorio. En
- Btmed representa una alternativa para los

Cientifico. Corporacion para Investigaciones
Biologicas (CIB). Apartado Aéreo 7378. Fax .

4415514. Medellin, Colombia.

Maria Mercedes Patino

been showed under laboratory enviroments

under field conditions. Theretore, it is impor-

generation of a genomic library of Btmed al-

lowed the isolation of the toxins genes and |

their initial characterization. In order to make

. the genomic library of Bfmed in the lambda
tiene actividad toxica para larvas de mosqui- -
tos. La generacion de una librerfa genomica *
de Btmed permite el aislamiento de los genes
de las toxinas y la caracterizacién inicial de -
los mismos. Para fabricar la libreria genémica
de Btmed en el vector lambda ZAPII, el ADN .
total de Btmed se aisl6 y se sometio a restric- -
cion parcial con la enzima EcoRI. La libreria
se tamizo usando técnicas de inmunode- .
teccion. Los clones inmunorreactivos que se
purificaron, mostraron un inserto de ADN de
casi 4 kilobases (Kb), los cuales codifican una .
proteina de un peso molecular aproximado de -
100 kilodalton (KDa) que mostré actividad

ZAP II vector, total DNA of Btmed was iso-

inmunodetection techniques. The purified
approximately 4 Kilobases (Kb) which en-

Kilodalton (KDa) that shows toxic activity
against mosquito larvae.

introduccion

ria Gram positiva que ha sido ampliamen-

integrado de plagas agricolas y de mos-

de mosquitos pertenecen a las subespe-

_ cie israeliensis (Bri) (Goldberg y Marga-

lit 1977) y al aislamiento PG-14 de la ~ vas de anofelinos y culicinos. Su nivel de

- toxicidad es diez veces menor que Bti y
~ PG-14. En contraste con Bti y PG-14,
- Btmed no produce proteinas de tan alto
~ peso molecular (125-135 KDa), pero pro-
- duce una proteina en el rango de 90-100

subespecie morrisoni (Bti) (Padua et al.
1984).

En los dltimos seis anos se han presenta-

" do varios reportes de insectos seleccio-

nados con altos niveles de resistencia a

las delta endotoxinas de cepas nativas 'y
- presencia de una nueva proteina insecti-

cada caso, la especie de insecto tiene apa-

. rentemente la capacidad de desarrollar
- resistencia en pocas generaciones. En el
" laboratorio se han encontrado altos nive-
- les de resistencia a las delta endotoxinas
" de B. thuringiensis ssp. kurstaki (Btk) en
- Plodia interpunctella (Hiibner) y Cadra
" cautella (Walker) (McGaughey 1985;
- McGaughey y Beeman 1988). También,
" una cepa de Heliothis virescens (Fabri-
... . . .. . . cs)hasido seleccionada como resistente
Nora Helena Restrepo’ 2 toxinas de Btk producidas en Pseudo-
. monas fluorescens transformadas genéti-

Sergio Orduz _ camente (Stone et al. 1989). Mas signifi-

Thais Diaz -

William Rojas = ™MOs cuatro afios de poblaciones de cam-

. po de Plutella xylostella (L.) de Hawai
- resistentes a Btk (Tabashnik et al. 1990).
. Este es el primer ejemplo bien documen-

* tado de resistencia ocurrida en el campo,

and in 1990 it was reported by the first time " aun que reportes preiiminares habfan su-

. . . - gerido la posibilidad de resistencia a Bt
tant to characterize the new toxic proteins and . g P

: identify their genes in the recently discovered - .
strain of Bacillus thuringiensis ssp. medelllin = 1aS (Kirsch y Schmuttere 1988) y en po-
(Btmed), with mosquito larvae activity. The .
- almacenados en los Estados Unidos
- (McGaughey 1985; McGaughey y Bee-
- man 1988). Ademas se ha reportado una
. cepade Leptinotarsa decemlineata (Say)

! o A - seleccionada como resistente a una cepa
lated and a partial restriction was performed .

ith EcoRI. The lib: d usi ’ i .
B o WEB S e e 1990), y Culex quinquefasciatus Say

cativo atin ha sido el reporte en los ulti-

en poblaciones de P. xylostella en Filipi-

blaciones de P. interpunctella en granos

de Bt activa contra coledpteros (Miller et

inmunoreactive clones displayed an insert of . ¥ Aedes aegypti (L.) resistentes a Bri
- (Georghiou et al. 1983; Goldman et al.
coded a protein of a molecular weight of 100 = 1986).

- La aparicion de resistencia a las toxinas
- de Bt en msectos lepidopteros y dipteros
- ha llevado tanto a los laboratorios de in-
Bacillus thuringiensis (Bt) es una bacte- vestigacién como a las industrias a bus-
- car nuevas moléculas, especialmente de
te usada en muchos paises en el control * pacterias entomopatégenas, para el desa-
- rrollo de nuevas alternativas de control.
quitos vectores de enfermedades. Las ce- " Orduz et al. (1992) reportaron la subes-
- pecie medellin de Bt (Btmed), cepa CIB
- 163-131 serotipo H-30, un nuevo serotipo

- de Colombia, el cual es toxico para lar-

kilodalton (KDa) (Orduz et al. 1994). La

cida de aproximadamente 100 KDa en
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programas de control de mosquitos en
lugares donde la resistencia a las toxinas
de Bti se presente.

En este estudio se reporta el aislamiento
y la caracterizacion parcial del gen que
codifica la proteina toxica de Btmed de
aproximadamente 100 KDa de peso mo-
lecular.

Materiales y Meéetodos

Generacion de la libreria
genomica de Btmed

un erlenmeyer con 200 ml de medio Luria

incub6 a 30°C, 200 rpm hasta una densi-
dad 6ptica de 1,5 a 600 nm. Luego, el cul-
tivo se centrifugé por 5 minutos a 5.000
rpmy se procedio al aislamiento del ADN
gendmico mediante un método modifi-
cado de lisis alcalina con SDS, tratamien-
to con lisozima, RNAsa y proteinasa K,
y finalmente extraccién con fenol y clo-
roformo y precipitacién con alcohol iso-
propilico (Delécluse)’

El ADN total del Btmed fue digerido con -

la enzima EcoRI bajo condiciones que

permitieron obtener fragmentos entre -
10.000 y 7.000 pares de bases. Se ligaron . polipropileno estéril, se centrifugd para

600 ng de fragmentos de ADN genémico -

con 1 pg de los brazos del fago lambda
(1), usando el sistema de ligacién de ADN
(Stratagene, La Jolla, CA); el producto
de la ligacién (I recombinante) fue em-
pacado in vitro usando el sistema de clo-
naje Lambda ZAP II/EcoRI/CIAP (Stra-
tagene, La Jolla, CA) para obtener un

«stock» de fagos. Luego se transfirié a -

una cepa de Escherichia coli hospedante

200 ml de células XL.1-BLUE MRF’ por
15 minutos a 37°C, luego se le agregaron
3 ml de agar semisélido (NZY liquido con
0,7% de agarosa) a 48°C, mas 15 ml de

| DELECLUSE, A. Comunicacion personal.

" IPTG (Isopropiltio-B-D-galactosidasa) '
- 0,5 My 50 ml de X-GAL (5-Bromo-4-
" Cloro-3-Indolil-B-D-galactosidasa) a 250
. mg/ml, y se virti6 en cajas de agar NZY
" (5gdeNaCl, 2 gde MgSO,. 7H,0, 5 g de
. extracto de levadura, 10 g de caseina hi-
" drolizaday 15 g de agar por litro, pH 7,5)
. que se incubaron a 37°C. Las placas de
- lisis se visualizaron luego de 6 a 8 horas -
. de incubacién. Una vez obtenidas las pla- .
* cas se procedi6 a titular la librerfa usan-
. do 200 ml de células XL1-BLUE MRF" .
 y 1 ml de diluciones seriadas del «stock» ~ " ;
. de fagos de 10 a 10°; para determinar el . dujera entre 200 y 300 ufp por caja de 90
* nimero de unidades formadoras de pla- -
. cas (ufp).
Para el aislamiento del ADN gendémico -

de lacepa CIB 163-131 se inoculd, al 5%, _ Paralaamplificacion de la libreria se mez- .
- claron alicuotas de la suspension de fagos, -
Bertani (LB) (Sambrook et al. 1989) y se ' que contenfan aproximadamente 28.000
- ufp y 340 ml de células XL1-BLUE - . ] i
" MRF’ frescas. La mezcla se incub6 15 de nitrocelulosa secas, previamente im-
- minutos a 37°C y luego de agregarles 3 -
- ml de agar semisélido, se sembraron en
- cajas de agar NZY y se incubaron por 8 -
" horas a 37°C. Al comenzar a observar
- placas de lisis se virti6, en cada caja, 5,1 -
. ml de buffer SM (5,8 g de NaCl, 2 g de | | 55 membranas se procesaron por la téc-
- MgSO,. 7TH,0, 50 ml de 1 M de Tris-HCI -
- PH7.5y 5 mlde gelatina al 2% por litro)  cyerpo el antisuero de ratén previamente
.y se incubaron nuevamente a 4°C duran- -
. tetoda la noche para permitir la difusion | ge Byned, seguido de proteina A conju-
. del fago en el buffer. Luego, la suspen- .

sion de fagos se recuperd en un tubo de  gjstema de revelado naftol fosfato y fast

- red (Sigma Chemical Co). De esta mane-
remover los desechos celulares y al so- -

. brenadante se le adicion6 0,3% de cloro-
* formoy 7% de dimetil sulféxido (DMSO) °
: para evitar contaminacién y preservar los :
* fagos en la congelacién, y se hicieron
. alicuotas en tubos a -70°C hasta su uso. .
- Al tener la libreria amplificada se titulé

. nuevamente haciendo diluciones del .
- en el agar. Con la punta gruesa de una

" pipeta de Pasteur estéril se perforo el agar
- para aislar nueve clones inmunorreactivos
" que se resuspendieron independientemen-
- te en 500 ml de buffer SM y cloroformo
"y se almacenaron a 4°C hasta su uso. Es-
- tos clones se codificaron como 3A, 3B,

«stock» amplificado como se detall6 an-

. teriormente.
(XL1-BLUE MRF’) y se sembr¢ en ca- -

jas de petri. Para la siembra dg la lib{en’a, ) Tamizaie de la libreria
1 ml del «stock» de fagos se incubé con -
" Parala obtencion de antisueros contra las
. proteinas toxicas de Bfmed, ratones Balb/
" cde 6-8 semanas de edad se inmunizaron
- mediante inyecciones intraperitoneales
" con la proteina de 100 KDa de Brmed,
. separada en geles de poliacrilamida bajo
" condiciones denaturantes a partir de un

. cultivo completo final de Btmed. La pri-

mera inyeccion se hizo con una emulsion

- del antigeno en adyuvante completo de
" Freund, la segunda con adyuvante incom-
. pleto y los refuerzos posteriores se hicie-
" ron con solucién salina y antigeno. Sue-
. ros de sangrias periodicas se analizaron
" mediante inmunoblot para determinar su
. positividad y especificidad.

. El procedimiento de inmunoseleccion
* consistio en escoger una dilucion del

«stock» de la libreria amplificada que pro-

mm de diametro. Células XL1-BLUE

- MRF’ se infectaron con 1 ml de una dilu-
© ¢ién 1:500, se incubaron 15 min a 37°C,
- se sembraron y se dejaron incubando 4

horas a 42°C. Luego, las cajas se retira-

- ron del incubador y rdpidamente se cu-

brieron en la superficie con membranas

pregnadas en IPTG 10 mM, y se incuba-

- ron nuevamente a 37°C durante toda la
" noche para posteriormente retirar la mem-

brana.

nica de Western blot, usando como anti-
preparado contra la proteina de 100 KDa

gada a fosfatasa alcalina y usando como

. ra se analizaron aproximadamente 1.500
- placas.

- Para la purificacién de clones positivos,

una vez obtenidos los clones inmuno-

- rreactivos en la membrana, se compara-

ron con su respectiva caja para ubicarlos

3C, 3D, 4A, 4B, 4C, 4D y 4E. Con estos

- clones inmunorreactivos se realizaron in-
" fecciones sucesivas hasta obtenerlos pu-
- ros. Al azar se eligi6 el clon 3A y se utili-
" zaron sus replicaciones para su caracteri-
. zacién y analisis.
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Escision in vivo del
fagemido pBluescript SK(-)

Para el proceso de escision se seleccio- .
naron cinco clones positivos puros que -
corresponden a replicaciones del clon 3A .
(3A1-1, 3A2-1, 3A3-1, 3A4-1 y 3A6-1) -
y 2 clones niegativos (2NA, 2NB). Se in- . agua destilada y se realizaron lecturas de -
" mortalidad a las 24 y 48 horas. Los 400 -
. ml restantes se usaron para realizar inmu-
rrespondiente a cada clon y 1 ml del fago -
ayudador Ex-Assist que ayuda a la esci- .
sion y circularizacion del inserto existen- -
te en los clones positivos. Se incubaron |
15 minutos a 37°C y luego se les agreg6 -
a cada uno 3 ml de medio YT 2X (10 g .
de NaCl, 10 g de extracto de levadura 'y -
16 g de bactotriptona por litro) y se incu-
baron nuevamente por 2.5 horas a 37°C -

fectaron 200 ml de células XLL1- BLUE -

MRF’ con 20 ml del «stock» de fagos co-

en agitacion; luego, los tubos se calenta-

ron 20 minutos a 70°C para matar las cé- -
lulas, se centrifugaron a 3.000 rpm por '
15 minutos y se recolectd el sobrenadante -
que contiene el plasmido empacado como

una particula de fago filamentoso. Con 1

se repicaron nuevamente a LB con am-
colonias que crecieron en el cultivo con-

el inserto clonado de Btmed. El proceso

macion genética de la proteina aislada.

Analisis de la actividad
toxica de la proteina
sintetizada por las
replicaciones del clon 3A

Al obtener el crecimiento de las colonias -
correspondientes a las replicaciones del '
clon 3A en LB con ampicilina, se proce- -
di6 a repicar cada una por duplicadoen 5 |
ml de medio LB liquido, se incubaron por -
4 horas a37°C, 150 rpm; luego, a un gru-
po se le agregd IPTG en una concentra- -

" cién de 5 mM y el otro grupo permane-
- ¢i6 sin IPTG. Se incubaron nuevamente -
" hasta cumplir 24 horas en iguales condi-
ciones. A las 24 horas se tomaron 500 ml -
d? cadaenlitye, con 100:ml se real.lzo U Al realizar la titulacion inicial de la libre-
bioensayo con 10 larvas de C. quinque- -

fasciatus de tercer instar, en 100 ml de ° plificadade 1,9 106 upfiml'y postesior-

nodeteccion de la proteina producida.

Analisis por Western blot de

la proteina recombinante
del clon 3A

dimiento de transferencia funcioné ade-

de los marcadores de peso molecular. La

fragmento del gen de la

. proteina de 100 KDa

se realiz6 siguiendo el protocolo del sis- .
tema de clonaje de Lambda ZAP II/Eco -
RI/CIAP (Stratagene, La Jolla, CA) para .
aislar el plasmido que contiene la infor- -

Para determinar el tamafo de! inserto de -
ADN presente en el clon 3A, se realizé .
analisis del ADN que se aisl6 a partir de -
. dicho clon con enzimas de restriccion. Se
- realizaron minipreparaciones de ADN por -
" el método de la lisis alcalina (Sambrook |
- etal. 1989), alos cultivos replica del clon -
. positivo y a algunos negativos para que
- sirvieran de control. Una vez obtenido los -
. plasmidos, se cortaron con las enzimas |
EcoRI y HindlIl, siguiendo las indicacio- -
nes del fabricante. Ademads se escogié un
solo clon positivo para hacer una maxi- -
preparacién por el método antes mencio-
nado y una vez obtenido el ADN aislado -
se realizaron cortes con 16 enzimas de res-
triccién y varias mezclas para hacer un -

mapa con la localizacion de los sitios de
corte de las enzimas de restriccion.

Resultados

ria se obtuvo un titulo de libreria no am-

mente se obtuvo un titulo de libreria am-

- plificada de 5,2 x 108 ufp/ml, con un por-
" centaje de clones recombinantes mayor
- del 90%.

Caracterizacion del clon 3A

- Uno de los aspectos mds importantes en
" la caracterizacion del clon identificado es
Material equivalente al utilizado para -
efectuar el bioensayo se separ6 por elec- .
troforesis en gel de poliacrilamida al 10% -
- con SDS (Dodecyl sulfato de sodio). Las
proteinas se transfirieron a una membra- -
na de nitrocelulosa utilizando corriente
eléctrica en un buffer de tris, glicinay me- -
tanol. La membrana se colored con rojo
- de Ponceau para confirmar que el proce- -
ml de este stock se infectaron 200 ml de
células de E. coli cepa SOLR, se incuba- -
ron 15 minutos a 37°C, se sembraron so-
bre medio LB con 50 pg/ml de ampicilina -
y se dejaron crecer toda la noche a 37°C. ~
Al obtener el crecimiento de colonias co- -
rrespondiente a cada clon, se selecciona- -
ron dos colonias de cada clon, las cuales .

la demostracion de actividad larvicida. La
cepa de E. coli que contiene el plasmido
con el fragmento de ADN de Btmed tie-
ne la posibilidad de sintetizar la proteina
recombinante una vez que se induce su
produccion con la adicién de IPTG y se
puede evaluar la actividad de la proteina
por medio de un bioensayo.

. Losresultados del bioensayo se observan
. ... - enlas Figuras | y 2. Estos resultados in-
cuadamente y determinar la localizacién - .

. dican que el clon 3A corresponde a una

% - proteina que es toxica para larvas de C.
membrana se procesé entonces con el -

anticuerpo obtenido en rat6n contra la : 7 :
ot de 100 KD de Bimed, seguitks | mortalidad hasta del 80% cuando sefin-
del mism(? conjugado y reagtivo de color y mortalidad no mayor del 30% cuando
que se uso en el sistema de inmunoselec- -
" cién de la librerfa.

picilina para obtener cultivos puros. Las .

- Mapa de restriccion del

tienen el fagémido pBluescript SK(-) con :

quinquefasciatus, con porcentajes de

dujo la expresion de la proteina con IPTG

~ no hubo induccién con IPTG. Es intere-
- sante anotar que aislamientos indepen-
" dientes de colonias provenientes del clon
- 3A, aunque expresan niveles similares de
" laproteina recombinante, presentan nive-
- les de toxicidad variable.

Para confirmar que el tamano de la pro-
teina obtenida correspondiera a un peso
molecular de aproximadamente 100 KDa,
se procedi6é a efectuar el andlisis por
Western blot de la proteina recombinante
del clon 3A. Los resultados indican que
el clon 3A, una vez que se induce con
IPTG, sintetiza una proteina que es reco-
nocida por el antisuero y que comigra con
el polipéptido de aproximadamente 100
KDa que se observa en el cultivo com-
pleto final de Btmed. Esto, sumado al re-
sultado del bioensayo en el que se de-
muestra que la proteina recombinante del
clon 3A es toxica para larvas de mosqui-
to, es evidencia clara de que el clon 3A
codifica una de las proteinas toxicas de
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Replicaciones del clon 3A
Figura 1. Actividad téxica de las replicaciones del clon 3A inducidas con IPTG contra larvas de
tercer instar de Culex quinquefasciatus. Los clones 2NA y 2NB fueron no inmunorreactivos
contra la proteina de 100 KDa y se usaron como controles negativos. lectura de
mortalidad a las 48 horas.
Mortalidad
100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30% (nx
20% k"% k" x| Px™y o= ~
10% { Xy XTI et k0] [ 5, ] %
0% (VML EROWRED. D ED. & x bV xu‘ x M| co—a a2
® 3Al-Ta 3Al-1b 3A2-la 3AZ-1b 3A3-1o 3A3-1b 3Ad-lo 3Ad-1b 3Ab-la 3A6-1b INA N8
Replicaciones del clon 3A
Figura 2.  Actividad téxica de las replicaciones del clon 3A sin induccién con IPTG contra larvas de

tercer instar de Culex quinquefasciatus. lectura de mortalidad a las 48 horas.

Btmed con un peso molecular de aproxi-
madamente 100 KDa. Estos resultados -
sugieren ademds que la proteina de 100
KDa por si sola es capaz de ejercer toxi- -
cidad contra larvas de C. quinquefascia-

tus.

datos que se presentan en el gel de agaro-

sa, se elaboro el mapa de restriccion (Fig. -

serto de aproximadamente 4,4 Kb.

. - Discusion
El mapa de restriccion del fragmento de -
los genes de la proteina permiti6, ademas,
confirmar que la cantidad de ADN pre- -
sente en el clon 3A tenia informacion su-
ficiente para codificar una proteinade 100 -
KDa como la que se identificé en las |
inmunotransferencias. Con base en los -

teina de aproximadamente 100 KDa de

" sultados similares han sido reportados por
- varios autores, quienes han usado varias
" especies de Bacillus y varias cepas de E.
- coli como huéspedes receptores para la
" expresion de genes toxicos tanto de Bt
. como de B. sphaericus. Estos huéspedes
" han sido usados para evaluar la toxicidad
. de proteinas individuales o estudiar su
" relacion estructura-funcién sin obtener
. altos niveles de expresion (Baumann y
* Baumann 1989; Baumann et al. 1987;
. Baumann et al. 1988; Davidson et al.

1990; De la Torre et al. 1989; Oei et al.
1990; Thanabalu et al. 1991).

- Los genes cryIVA, crylVB, crylVC, cry-
~ IVD y cytA del Bti han sido individual-
- mente expresados en E. coli y las dife-
" rencias en la produccion de proteina y
- toxicidad fueron probablemente debidas
" adiferencias en las células hospedantes,
. vectores, bioensayos, estabilidad de los
" polipéptidos y/o a variaciones en la efi-
. ciencia del promotor y sitio de unién al
" ribosoma (Angsuthanasombat et al. 1987,

1992; Chungjatupornchai et al. 1988

- Delécluse et al. 1988; Thorne et al. 1986;
. Waalwijck et al. 1985; Ward et al. 1984;
© Ward y Ellar 1988).

-~ El gen crylVB es uno de los pocos genes
- del cristal de Bfi que ha sido bien expre-
" sado en E. coli. La proteina de 128 KDa
- ha sido sintetizada en E. coli TG1 y una
" vez purificada fue debilmente toxica a lar-
- vas de A. aegypti (Ward y Ellar 1988), y
" estamisma proteina sobreexpresada en E.
. coli IM107 fue toxica a larvas de tercer
* instar de A. aegypti con una LC, de 43
. ng/ml (Chungjatupornchai et al. 1988).

- Ward et al. (1984) clonaron y expresaron
3). Las restricciones con la enzima EcoRI
del ADN aislado de las replicaciones del -
clon 3A revelaron que todos tienen el '
mismo patroén de corte, liberando un in- -
" sis de este polipéptido in vivo por E. coli
- JM101 fue letal a larvas de A. aegypti y
" citotoxica a células de mosquito in vitro,

En este articulo se describe el clonaje y } setememene Romd y Bl (1995)

1 i6n del difica | -
2 eXprosion ¢el geil que cociilea ‘a pro- - proteina cytB de 29 KDa de Bf ssp. kyus-

Btmed en la cepa de E. coli SOLR. La - huensis.

expresion de este gen cry produjo una sig-
nificativa mortalidad cuando células com- -
" pletas de E. coli fueron dadas a larvas de
tercer instar de C. quinquefasciatus. Re- -

en E. coli JIM101 un gen de la delta-en-
dotoxina de Bti en el vector pUCI2 y se
identificaron dos recombinantes produ-
ciendo una proteina de 26 KDa. La sinte-

clonaron en E. coli el nuevo gen de la

La variabilidad en la mortalidad de lar-
vas de C. quinquefasciatus observada por
las diferentes colonias del clon 3A puede
ser debida a las condiciones de plega-
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Inserto
vector sitio de clonaje mdltiple

Mapa de restriccién parcial del fragmento del clon 3A. La linea gruesa corresponde al

inserto de ADN del clon 3A y la linea punteada corresponde al sitio de multiple clonaje
del vector pBluescript SK(-). Los sitios de corte de las enzimas de restriccién se indican

con letfras.

miento de una proteina extraiia en la E.
coli, en la que no toda la proteina produ-
cida es necesariamente doblada de modo
que se obtenga un producto funcional.

El tamano de la proteina toxica de 100
KDa, reportado en este articulo, coincide
con el tamafio de la proteina reportada por
Orduz et al. (1994), donde la electrofore-
sis y el Western blot revelaron la presen-
cia en Btmed de proteinas de aproxima-
damente 100, 80, 75, 67, 65 y dos dobletas
de 40-41 y 30-28 KDa y donde la protei-
na de 100 KDa no presento reaccion cru-
zada con una mezcla de antisueros (anti-
CryIVD, anti-Cry IVA+B y anti-Cyt A)
de Bti, confirmando que se trata de una
nueva proteina.

Conclusiones

Debido a la presencia de una nueva pro-
teina téxica en Btmed diferente de las pro-
teinas de Bti, esta subespecie es en el mo-
mento e} tnico candidato disponible para
reemplazar a Bfi en caso de desarrollo de
resistencia. Por lo tanto, es muy impor-
tante determinar el valor insecticida de las
proteinas de Btmed y la caracterizacién
de los genes que las codifican, ya que
permitird el estudio de su estructura y
hemologia en relacién con otros genes de
proteinas insecticidas ya reportados de las
cepas de Bii activas para mosquitos. Esto
puede, ademads, constituir un sistema de
estudio muy valioso para evaluar la si-
nergia de las diferentes proteinas de
Btmed en el efecto larvicida y también
entre Btmed y otras proteinas téxicas.
Ademas, el conocimiento genético podria

" llevar al mejoramiento de las proteinas
- como plaguicidas durables que sean com-
" petitivos con los dafiinos plaguicidas qui-
- micos.
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