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ABSTRACT
Title: Utilization of Polymerase Chain
Reaction for Characterization of Native
Isolates of Bacillus thuringiensis

A methodology based on Polymerase

Chain Reaction (PCR) techniques was
standardized for the molecular
characterization of cry genes in Bacillus
thuringiensis. Four oligonucleotides mixes
(primers) were used: two General (I and I1)
—which recognize the genes families cry1,
cryz, cry3, cry4 and cryila—, and two Specific
(A and B) which recognize the genes family
cry1 (cry1Aa, cry1Ab, cry1Ac, cry1Ba, cry1Ca
and cryiDa). The quality of bacterial DNA
influenced the amplification product
specificity and concentration. The quality of
the DNA purified by M. He et al. fast
method (Nucleic Ac. Res. 18:1660, 1990)
allowed an efficient amplification. The
optimum conditions for PCR were achieved
using a mixture reaction with a final volume
of 20 pL which contained 0.4 pM of each
primer, 1X PCR buffer (50 mM KCL, 10mM
Tris-HCI, pH 8.3 and 3.0 mM MgCl,), 200
uM dNTP’s, 1 U Tag-DNA-polymerase, 10~

Uso de la Reaccion en Cadena
“de la Polimerasa para caracterizar
aislamientos nativos

de Bacillus thuringiensis

RESUMEN

En este estudio se estandarizé una metodologia para la caracterizacion molecular de
cepas nativas de Bacillus thuringiensis, la cual se basé en la amplificacion de los genes
cry mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). Se utilizaron cuatro mez-

| clas de oligonuclestidos: dos Generales (Iy IT), los cuales reconocen genes de las fami-

100 ng of bacterial DNA for the General |

mixtures and 300-500 ng of bacterial DNA
for the Specific mixtures. The amplification
program included 30 cycles as follows:
denaturation at 94°C, annealing at 53°C and
synthesis at 72°C during 20 seconds each
one. The standardized methodology could
be used routinely in the cry genes
amplification of native isolates of B.
thuringiensis for the classification, rapid and
precise selection according to the potential
biological activity as a previous step to
toxicity trials against diverse insect pests of
agriculture interest.
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lias cryn, cry2, crys, cry4 y cryila, y dos Especificos (A y B), que identifican los genes de
la familia cryn (eryrAa, crynAb, cryiAc, ery1Ba, cryiCa y cryiDa). La calidad y concentra-
cion del ADN bacteriano influy6 sobre la especificidad y concentracion de los produc-
tos obtenidos mediante la amplificacion de los genes cry. La calidad del ADN purificado
a través del método rapido reportado por M. He et al. (Nucleic Ac. Res. 18:1660, 1990)
permiti6 una amplificacién eficiente. Para realizar la PCR en condiciones dptimas, se
utilizd una mezcla de reaccion con un volumen final de 20 pL, la cual contenia 0,4 uM
de cada oligonucledtido, 1X PCR buffer (50 mM KCL, 1omM Tris-HCI, pH 8,3 y 3,0 mM
MgCl,), 200 uM de cada dNTP y 1U de Tag-ADN-polimerasa, ademas de 10-100 y 300-
500 ng de ADN bacterial para las mezclas de los oligonucleétidos Generales y Especifi-
cos, respectivamente. El programa de amplificacion incluyé 30 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C, hibridacion a 53°C y sintesis a 72°C durante 20 segundos cada
uno. La metodologia estandarizada se puede utilizar rutinariamente para amplificar
los genes cry procedentes de aislamientos nativos de B. thuringiensis, lo cual permite
clasificarlos y seleccionarlos de una manera répida y precisa de acuerdo con su activi-
dad biolégica y potencial biotecnologico; adicionalmente, como paso previo de los
ensayos de toxicidad contra diversas especies de insectos plaga de interés agricola.

Palabras claves: Bacillus thuringiensis, delta-endotoxinas, proteinas Cry, PCR.

INTRODUCCION

LA S PERDIDAS ocasionadas porinsec-
tos plaga que atacan diversos cultivos co-
merciales representan entre el 10 y el 30%
de los costos de produccion, llegando a
porcentajes mayores en algunos cultivos y
épocas del afio. Los insecticidas quimicos
se han constituido en el principal método
de control de estas plagas; su uso irracio-
nal y masivo ha originado serios proble-
mas de orden ambiental y fitosanitario

lombia posee una gran biodiversidad de
insectos, tanto plagas como benéficos, ade-
mis de organismos entomopatogenos que
contribuyen a regular las poblaciones in-
sectiles.

Entre los organismos entomopatdge-
| nos mas destacados se cuenta el Bacillus
thuringiensis, bacteria gram-positiva, es-
porulada, nativa del suelo, que se caracte-
riza por producir cristales paraesporales
compuestos por proteinas insecticidas
(ICPs) —denominadas “delta-endotoxinas™
(Heimpel, 1967)—. En la actualidad, mas
del 90% de los bioplaguicidas comercia-
les basados en entomopatdgenos, utilizan
en sus formulaciones mezclas de esporas
e ICPs procedentes de varias cepas de B.
thuringiensis (Feitelson et al., 1992). Las
ventajas de usar bioinsecticidas con base
en B. thuringiensis se derivan principal-
mente de su alta especificidad contra los

entre los que se cuenta la resistencia de los
insectos a los plaguicidas, la eliminacién
de poblaciones de fauna benéfica, la con-
taminacion de los ecosistemas y la presen-
cia de residuos toxicos en los alimentos.
El control biolégico de los insectos pla-
ga de relevancia economica en la agricul-
tura, a través del uso de microorganismos
entomopatogenos, representa una alterna-
tiva de reducido impacto ecolégico. Por
estar ubicado en la franja ecuatorial, Co-






