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Expresión y toxicidad de cepas de
Bacillus thuringiensis subesp. israelensis
portadoras del gen que codifica la
principal b-endotoxina mosquitocida de
Bacillus thuringiensis subesp. medellin

Expression and Toxicity of Boci//us fhuringiensis subesp,
isroe/ensis strains harbouring the gene encoding the
main mosquitocidal b-endotoxin from Boci//us
fhuringiensis subesp, mede//in

Resumen
l,Ú proteína de 94 k Du (MED94) de Bacillus
thuringiensis subsp.llIedellil/ ha sido recono-
cida como el principal determinante de la toxi-
cidad que esta bacteria exhibe hacia larvas de
mosquitos. A partir de una genoteca de ADN
total que se evaluó por inmunoblot con
am icuerpos pol ic lonale s dirigidos contra
:--IED94. ve logró identificar, clonar y poste-
riorrnente secuenciur el gen que codifica esta
eudotoxina. En este trabajo se describe la
subclonación de este gen procedente del
Iagemido pBluecript SK(-) que sirvió como
donador.haciendo parte de un fragmento de 3,3
kph flanqueudo EcoRI-HindlII (RH.1). en dos
vectore-, bifuncionales (pBU4 y pMK3) cu-
I lh orígenes de replicación -on compatibles
con H. ttuningiensis. Estos plásmidos difie-
ren en procedencia, número de copias, mar-
cador de selección y estabilidad estructural y
-egregacional. Al transformar H. thuriugiensis
subsp, israelensis por electroporación con cada
uno de los constructos. se obtuvieron cepas
recorubin.mres de H. thuringiensis subsp.
israelensis 4Q2-X I (cepa acristalífera) y H.
Ihllril/~iel/\issubsp. israelensis 1884 (serotipo
H 14. usado en formulaciones comerciales), las
cuales expresaban el gen introducido, según
se evidenció por Western blot y bioensayos
de toxicidad. Los recombinantes se analiza-
ron mediante Southern blot para detectar la
presencia e integridad del gen introducido,
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también se analizó la expresión de las b-
endotoxinas nativas de B. thnringiensis subsp.
israelensis 1884 y se estimó por análisis Probit
la concentración letal media (LCSO) de pro-
teína cristalina como medida de la toxicidad
hacia larvas de tercer ínstar de Aa/es aegvpt!
expuestas a muestras de los cristales
parasporales puri ficados, comparando las ce-
pas recombinantes con las cepas silvestres.

Palabras claves: H. thuringiensis. Resisten-
cia, Manipulación gen ética, Control biológi-
co, Vectores bifuncionales.

Summary
The 94 kDa protein (MED94) of: H. tlturin-
giensis subsp. niedellin has been recognized
as tha main toxicity factor of lhis bacterium
to mosquito larvae. From a genomic library
evaluated by inmunoblot with polyclonal
antobodies raised against MED94, it was
possible lO identify. clone. and sequence the
gene encoding this endotoxin. This report des-
cribes the subcloning procedure of this gene
using the phagernid pBlueScript SK(-) as a
donor of a 3.3 kpb fragment flanqued EcoRI-
HilldIII (RH3). T\Vo shuule vectors (pBU4 y
pMK3), harbouring replication origins com-
patible with B. th uringiensis. were the
receptors of the gene. These plasmids differ
in source. copy number, selection marker, and
structural-segregational stab il ity. The
transforming procedure of B. tlutringiensis
subsp. israeleusis through electroporation with
each construct, gave rise to recombinant
strains of B. tliuringiensis subsp. israelensis
4Q2-81 (acrystalliferous strain) and H.
tluuingiensis subsp. israelcnsis 1884 (H 14
serotype. used in cornmercial formulations).
this strain expressed the introduced gene,
accorcling to Western blot and toxicity bioas-
says results. Recombinants were tested by

means of Southern blot experirnents to
detected the presence and integrity of the
introduced gene, it was also analized the
expression of native b-endotoxin, of H.
thunngiensissisovi: israelensis 1884. The half
letal concentration (LCSO) of crystal protein
was estirnated bay Probit analysis. as a
measure of the toxicity against third instar
larvae of Aa/es aegypti exposed to samples
of the purified parasporal crystalv. and
compared to the toxicity produced by native
strains.

Key words: H. thuringiensis. Mosquito resis-
tance, Genetic manipulation. Biological con-
trol. Shuttle vectors.

Introducción
La proteína de 94 kDa de Bucill us
tliuringi ensis subesp. niedellin (MED94) se
asemeja en tamaño, actividad y secuencia a la
toxina Cry I1 Ha de B. thuriugiensis -ubesp.
jegatliesan y en me: 10r grado a la toxina
Crv l l Aa de H. th uri ngí cnsis subesp.
israelensis (Orduz 1997): los genes que codi-
fican estas toxinas han sido clonados \ expre-
sados, tanto en Escherichia coli como en
mutantes acristalíferos de S. thuringienvi», Se
ha observado que la toxicidad de cada proteí-
na hacia larvas de mosquitos es inferior, COI11-

parada con los cristales completos de las cepas
silvestre, de donde provienen. no obstante
existen diferencias importantes entre la, tre-,
toxinas mencionadas de cuerdo con la evpecie
de mosquito analizada: asÍ, la toxina el') II Ba
exhihe la mayor potencia contra larvas de
Culex quinquejascicuus. mientras que. tanto
esta proteína como Cl)' 1I Bb, <on má- tóxicas
que Cry 11 Au contra larvas de Anoptieles
o/biIllOIlUS)' Ardes I/egypli (Orduz 1997:
Restrepo el al. 1(97).

El gen que codifica la proteína Cry 11Au ha
sido clonado. evaluado individualmeme y en
combinación con el gen que codifica la toxina
Cyt 1Aa también de H. tliuringiensis -ubesp.
israeleusis, encontrándose que en combina-
ción, son el factor más importante para la toxi-
cidad de B. tlutringiensis subesp. israelcnsis
hacia larvas de CII/ex pipieus y A. {/('~r/'Ii:
sin embargo, no supera el efecto tóxico del
cristal parasporal completo (Poncet er al. 1993:
Wirth el al . 1996). Adicionalmente 8.
thuringieusis subesp. israelcnsis sintet i/u tres
ó-endotox inas más, Cry4Aa (135 kDa).
Cry-l Bu (125 kDa) y Cry IOAa (72 kDa)
(Delécluse 1991), las cuales sumada, a las
anteriores, exhiben sinergismo en su actividad
tóxica (Angsuthanasombat el al. 1992:
Tabashnick 1(92).

A nivel de laboratorio es povible seleccionar
mosquitos resistentes a las toxina, de 8.
thuriugiensis subesp, isracleusis y el tiempo
requerido es directamente proporcional al nú-
mero de toxinas diferentes que se emplee en
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la selección(Georghiou y Wirth 1997), lo cual
exige empezar a regular el uso de esta cepa
como agente de control biológico y planear
estrategias para disminuir el riesgo de desa-
rrollo de resistencia (WHOrrDR 1996). Ante
ello, se cuenta hoy en día con otras dos cepas
muy potentes contra mosquitos y que poseen
toxinas diferentes a aquellas de B. thurin-
giensis subesp. israelensis. son ellas B. thurin-
giensi. subesp.jegmhesGn y B. thuringiensis
subesp.111edellin. Una estrategia a considerar
sería la manipulación de los genes que codifi-
can estas últimas toxinas con el objeto de in-
crementar la actividad larvicida de estas
bacterias.

En este trabajo se transfirió el gen que codifica
fa toxina MED94 de B. thuringiensis subesp.
niedellin aS. thuriugiensis subesp. israelensis,
haciendo uso de vectores de clonación bifun-
cionales, con el propósito de estudiar su ex-
presión en huéspedes homólogos y evaluar su
viabilidad como estrategia para incrementar
la efectividad de los métodos de control bio-
lógico disponibles hasta ahora.

Materiales y Métodos

Manipulación de cepas bacterianas
Las cepa, de E. coli se cultivaron en LB
(2.0o/e-Bacto Triptona, 0.5%-Bacto Yeast
Extract. 10 mM-NaCI. 2%-Agar, pH 7.2). Las
cepas de B. thuringiensis se cultivaron en LB
ó en medio MI (Orduz el al. 1992). Las ce-
pas usada, se describen en la tabla l.

Lo, cultivos de E. coli se mantuvieron a j7°C
durante 15 h mientras que las cepas de H.
thuringiensis se cultivaron durante 15 ha jO°C
para la selección de recombinantes y durante
-18 h ó más para lograr la producción de cris-
tal parasporal y evaluar su toxicidad: en me-
dio líquido los cultivos se mantuvieron a 200
rpm. Como antibiótico de selección se usó
arnpicilina para las cepas de E. coli (80-100
(ug/ml): mientras que paraS. thuringiensis se
usó tetraciclina nO-j5 pg/ml) ó kanarnicina
(50-60 pg/Illl).

La producción de esporas y cristales fue
monitoreada por microscopía de luz después
de colorear muestras de los cultivos con verde
de malaquita y safranina como colorante de
contraste. según modificación de la técnica se-
ñalada por Hendrickson y Krenz (1991). Para
la transformación de E coli. se siguieron meto-
dologías estándar (González 1'1 (11. 1995).
<irnilarmente se electrotransformó 8. thuriu-
giensis de acuerdo con las técnicas descritas
por Bone y Ellar (1989) Y Lereclus el al.
(19R9).

Subclonación y transformación

Lo, procedimientos para manipulación del
DNA se hicieron de acuerdo con metodologías
estándar (Sarnbrook el (11. 1989). Esquernáti-

carnente el procedimiento se resume en la fi-
gura 1, Se usaron sistemas comerciales de ex-
tracción y purificación de D A plasmídico a
partir de E. coli (Wizard de Promega. Madison,
WI, USA; Quantum Prep y Prep-a-Gene de
BioRad, Hercules, CA, USA). Las reaccio-
nes de corte y ligación sobre el ADN se efec-
tuaron con endonucleasas de restricción y T4
ADN-ligasa adquiridas de Arnersharn
(Buckinghamshire. UK) y New England
Biolabs (Beverly. MA, USA). La elución de
ADN a partir de agarosa se realizó por el méto-
do del nitrógeno líquido (Tautz y Renz 1985).

Se usaron como cepas-huésped de plásmidos
las incluidas en la tabla 1, E. coli SOLR man-
tuvo el fagémido pBlueScript SK(-)
recornbinante procedente por excisión in vivo
del sistema de c!onación Lambda Zap III
EcoRI/CIAP (Straragene, La Jolla, CA, USA)
y E. coli SURE porta el fagérnido con el frag-
mento RHj que se subclonó: E. col i
XLI-BLUE Mf\F se usó como huésped in-
termedio en el proceso de subclonación a
vectores bifuncionales para selección estricta
por (-complementación del sistema reportero
lacZ (selección blanco/azul). E. coli JM83 y
E. coli JM 109 sirvieron como fuente de los
vectores bifuncionales, pBU-I y pMK3. res-
pecti varnente,

Los vectores bifuncionales que sirvieron C0l110

receptores del gen fueron dos. pMK3 (Sullivan
el al. 1984), derivado mediante fusión de
pUB I 10 (plásmido de resistencia a kanamicina
original de Staphylococcus aureus¡ y pUC9
de E. coli; y el vector pBU4 (Bourgouin el al.
1990), producto de la fusión de pBC16( I (frag-
mento EcoRI-EcoRI del plásmido de resisten-
cia a tetraciclina pBC 16 deS. cereusi y pUC 19
de E. coli. El fagémido donador pBlueScript
SK( -) tiene j.O kpb; el gen está incluido en un
segmento denominado RH3 de j.j kpb
flanqueado EcoRI-Hil1{nn en la cepa E. coli
SURE. orientado 5' -J' respecto al gen repor-
tero l(lcZ (Fig. 1).

El inserto RH3 fue subclonado en el vector
pBU4 haciendo uso de los extremos cohesivos
dejados por EcoRI y HindlIT (5' y j' respecti-
vamente) mientras que, para el vector pMK3.
se usaron las secuencias de corte para Pst)
corriente arriba del extremo 5' y Sall corrien-
te abajo del extremo j'. de tal manera que la
orientación del gen se mantuvo 5' -3' tal como
en el fragmento original (Fig. 1). Luego de
obtener los recombinantes de E. ('01i. se ex-
trajeron los plásmidos por el método de lisis
alcalina (Birnboim y Doly 1(79) y luego fue-
ron introducidos a través de electrotransfor-
mación en una cepa acristalífera de S.

Xb,[ I

1'" I

pBU4
5.5 kb

~

Eco RI

(Ero Rlllli"rI

E.S K,Sm.X.B.Sa.A.Hl.P.Sp.H
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I
E
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Eco RI I-Ji/lrl III

pMK3
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(I'S[ IISal 1)
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Figura 1. SUBCLONACION EN VECTORES BIFUNCIONALES. Se ilustra el fragmento
E-H de 3.3 kpb (RH3) como parte del fagémido recombinante pRH3 y se indican la,
endonucleasas relevantes para subclonación. Nótese la orientación del fragmento y compárese
con su orientación en el polylinker de los vectores bifuncionales: para pBU4 se usaron lo, sitios
E y H mientras que para pMKj se usaron P y Sa, en cada caso el fagémido original se COrlÓ con
las mismas enzimas que el vector. S Suel. X Xl11ol, B BamHI, Sm SlI1ol, P PSII, E EmRI. H
Hilldlll, C cu« Sa Soll, Hi Hincll. K KIII1I, A Aecl, Sp Sp/¡l.
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Tabla 1. Cepas Bacterianas Utilizadas en este Estudio con sus Respectivos Marcadores Genéticos
y Procedencia.

BACTERIAS FUENTEGENOTIPO

eI4'(McrA') ?(mcrCB-hsdSMR-.mrr)171 sbcC recB
recJ uvrC umuC::Tn5(kan') lac gyrA96 relA 1 thi-I endA 1
(' [F' proAB laclqZO M 15] Su.

(McrA)183 o (mcrCB-hsdSMR-mrr) 17.1 endA 1 SupE44 STRATAGENE.
thi-I reeA I gyrA96 relA I lae[F' proAB laclqZ? M 15 Tn 1Oüet'j], La Jolla.

E. coli SOLR

E. coli XLJ
BLUEMRF'

STRATAGENE.
La Jolla.

E. coli SUR E e l·nMcrA') ? (merCB-hsdSMR-mrr) 171 endA I SlIpE44 thi-I STRA TAGE E.
gyrA96 relA 1 lae reeB recJ sbcC lImllC::Tn5(Kan') La Jolla.
uvrC [F' proAB lacl"ZO MI5 Tn IO(tet')].

E. coli JMJ09 e 14'(McrA') recA 1 endAl gyrA96 thi-I hsdR 17(r,'m,'¡SupE44 PROMEGA.
relA I o (lac-pro Alí) [F' traD36 proAB lacl''Z? M 151. Madison,

E. coli JM83

uu 4Q2-81

Ara? (lac-proAB) RpsL (80d laeZ? M 15. F. Instituto Pasteur. París.

el'\' '. Mutante aeristalífero por curación de todos sus plásmidos Baeillus Genetics
residentes. Stock Centre. Ohio.

BI; 1884

Btmed 11i3-131

tipo silvestre. Instituto Pasteur. París.

tipo silvestre. cm. Medellfn.

E. coti Escherichio coli. Bti Bacillus thuringiensis subesp. israelensis. Btmed Bacillus thuringiensis
subesp. medellin

thuringiensis subesp. israelensis designada
'+Q2-81. Esta cepa realizaría el procedimien-
to de modificación propio de B. thuringiensis
subesp. israelensis, el cual posteriormente
permitiría introducir los plásmidos recom-
binantes en la cepa tóxica para mosquitos B.
thuringieusis subesp. israelensis 1884.

Evaluación de la presencia del
gen introducido

Se efectuó Southern blot (Southern 1975) e
hibridización específica usando el sistema di-
recto de marcación y detección de ADN ECL
(Amersham. Buckinghamshire, U.K.). El
ADN plasmídico de las cepas recombinantes
fue obtenido siguiendo el método de lisis
alcalina y se sometió a digestión con EcoRI y
Hindlll para luego separar los fragmentos en
agarosa y n insferirlos a membranas de nylon
con carga positiva.

La membrana se sometió a hibridización con
una sonda de 527 pb. obtenida por corte con
Xha) sobre el subclón pRH3, que compren-
de 30 pb. del polylinker de pBlueScript SK(-
) más los primeros 497 pb. del inserto
ccoRI-HindllI que incluyen el extremo 5' del
gen entre los nucleótidos 173 y 497 donde se
h.¡ observado que yace la variabilidad de los
genes (TI' (Lereclus 1988: Thompson et al.
1995). Previamente se evaluó la especifici-
dad de esta sonda según análisis cornparati-
\ o de secuencias con el programa de
computador MacDnasis (Hitachi Software
Engineering Co .. San Bruno, CA), y experi-
mentalmente, mediante dot-blot (resultados
no mostrados).

Evaluación de la expresión del
gen introducido
Se prepararon cultivos líquidos de 48 h con
cada una de las cepas de B. thuringiensis sil-
vestres y recombinantes en medio de
esporulación MI, para electroforesis de pro-
teínas en gel de poliacrilarnida denaturante con
dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE); se co-
secharon 500 (/11. de cultivo completo final.
se lavó el precipitado 2 veces por centrifu-
gación con 1.0 mi de agua estéril y luego se
incubó en NaCl 1.0 M durante 30 minutos a
37°C; posteriormente, las células fueron so-
metidas a 2 lavados más y se resuspendieron
en 50 ul. de buffer Laernmli (Ausubel et al.
1995).

Luego de su separación por electroforesis. las
proteínas se electro-transfirieron a membra-
nas de nitrocelulosa y se realizó detección es-
pecífica de MED94 mediante anticuerpos
policlonales ~enerados en ratón (Orduz et al.
1996): en forma separada, se realizó detección
de las proteínas tóxicas de B. thuringiensis
subesp. israelensis 1884 (Cry4Aa, Cry4Ba,
Cry I IAa y Cyt IAa) usando una mezcla de los
respectivos anticuerpos policlonales específi-
cos para cada una (suministrados por la Dra.
Armelle Delécluse, Instituto Pastear). Lue-
go, se reveló el complejo antigeno-anticuerpo
usando anticuerpos de cabra ami-ratón aco-
plados a fosfatasa alcalina (BioRad. Hercules.
CA, USA) como anticuerpo secundario y se
detectaron con substratos formadores de co-
lor. en tampón carbonato pH 9.6. Después de
confirmar la expresión del gen introducido
usando cultivo completo final para la selec-

ción de las cepas transformadas. se repitió el
Western blot con los cristales parasporales para
analizar su composición.

Análisis de actividad tóxica
Se incubaron cultivos líquidos en 250 mi de
medio M 1 a 200 rprn y 30°C durante 48 h.; se
adicionó a cada uno 500 mi de agua estéril y
se incubaron, adicionalmente. hasta
esporulación máxima. Se realizó entonces la
purificación de cristales mediante extracción
orgánica en un sistema de bipartición líquido-
líquido con CCI. y Na2SO. (Otieno-Ayayo el
al. 1993).

Las muestras enriquecidas en cristales se so-
metieron a solubilización en una solución 0.05
N de NaOH incubando a 37°C durante 1 h Y
precipitando 30 minutos a 12.000 rpm y 4°C;
posteriormente, se tomó el sobrenadante y se
determinó la concentración de proteínas si-
guiendo la metodología recomendada en el
sistema Protein Assay (BioRad, Hercules.
CA., USA). Se usaron diluciones 1:500 y
como estándar, albúmina de suero bovino
(BSA).

Posteriormente se dispusieron bioensayos de
toxicidad tratando larvas de tercer Instar deA.
aegypt! con diferentes concentraciones de cris-
tales (20 individuos por tratamiento en 100 mi
de agua microfiltrada) y tres réplicas de acuer-
do con metodologías estándar. con tres repeti-
ciones en días di ferentes (Orduz el al. 1992).
Como control positivo. se adicionaron 100/11
de un cultivo completo final de 48 h de B.
thuriugiensis subesp. medellin en medio M l.
Los bioensayos para determinar la actividad
tóxica se realizaron a 30°C y la lectura de
mortalidad se hizo al cabo de 24 h. Mediante
análisis Probit se estimó la concentración le-
tal media (LC50) para cada cepa con un pro-
grama de computador desarrollado por E.
Frachon en el Instituto Pasteur. este análisis
se realizó en un computador Macintosh
Performa 630.

Resultados

Obtención de plásmidos y cepas
recombinantes

Como producto del proceso de subclonación
se ohuvieron dos plásmidos recornbinanres que
se designaron pBTM5 y pMAR3 (RH3
subclonado en pBU4 y en pMK3. respectiva-
mente). Al cortar con EeoRI y HindJlI el pri-
mer vector (pBU4), produjo un fragmento de
5.5 kpb mientras que el segundo formó dos,
de 5.4 kpb Y 1.8 kpb, el inserto RH3 fue de
3.3 kpb aproximadamente (Figs. 1 y 2A).

En la transformación de E. eoli se observó una
eficiencia aproximada de 10' transformantes/
pg de ADN al usar células competentes pre-
paradas y almacenadas a -70°C, lo cual no fue
muy di ferente a la eficiencia mostrada por cé-
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lulas competentes adquiridas comercialmente
(l 05-106 transformantes/ug de AD ). En la
electrotransformación de B. thuringiensis se
observó baja eficiencia (entre 101 Y 102

transformantes/ug deADN); sin embargo, ello
fue suficiente para seleccionar clones positi-
vos (resistentes al antibiótico de selección) y
confirmar luego, mediante análisis de restric-
ción, la integridad de los constructos dentro
de cada cepa (Fig. 2A). Además se demostró
expresión de la proteína recombinante median-
te Western blot y pruebas de toxicidad sobre
larvas de tercer instar de A. aegypti.

Evaluación de la presencia del
gen introducido
Al ser cortado con las endonucleasas de res-
tricción EcoRI y HindIII el ADN plasmídico
extraído de cada uno de los recombinantes de
E. coli JM109. B. thuringiensis subesp.
israelensis 4Q2-81. y B. thuringiensis subesp.
israelensis 1884, se encontraron las señales es-
peradas para los plásmidos recombinantes. apa-
rentemente sin modificación estructural alguna.
En la figura '2A se observa que en las líneas 7 y
1.+(pRH3 Y p3A6.1 A. respectivamente) se pre-
senta un fragmento aproximadamente de 3.1
kpb que corresponde al inserto RH3 subclonado
en los vectores mostrados en los carri les 3 y 10
(pBU4 y pMK3, respectivamente); así se con-
firma la presencia en cada cepa. de los
plásmidos recombinantes pBTM5 (1íneas 4. 5
Y 6) Y pMAR3 (llncas 11. 12 Y 13).

Posteriormente. se evaluó si el fragmento
subclonado correspondía al gen mediante
hibridización con la sonda Xbal sobre el
ADI separado en gel y transferido a mem-
branas de Nylon con carga eléctrica positi-
ya. Se generaron señales para el inserto RH3
(aproximadamente 3.3 kpb) en todas las ce-
pas que lo portan, tanto de E. coli (carriles 4
y I 1). como de B. thuri ngiensis subesp.
israeleusis '+Q2-81 (carriles 5 y 12) Y B.
thuringiensis subesp. israeiensis 1884 (carri-
les 6 y 13). se confirma así la identidad del
fragmento subclonado (Fig. 2B).

Evaluación de la expresión del
gen introducido

Para analizar si el gen introducido se expresa-
ba como una proteína Cry (haciendo parte del
corpúsculo parasporal), se purificaron crista-
les de cada cepa y se separaron las proteínas
mediante SDS-PAGE: luego se transfirieron
a membranas de nitrocelulosa y se pusieron
en contacto con anticuerpos contra MED94 de
/3. thuringiensissooeso.inedetlín (Fig. 3B). ó

con anricuerpos contra las (8-endotoxinas de
/3. thuringieusis subesp. israelensis (Fig. 3A).
Se encontró que la proteína MED94 se expre-
só individualmente tanto en B. thuringiensis
subesp. israelensis 4Q2-81 (líneas 9 y io;
como en la cepa 1884 de B. tliuringiensis
subesp. israelensis (líneas 12 y 13). Además.

esta última cepa expresó simultáneamente sus
propias proteínas Cry (carriles 3 y 4) que ha-
cen parte del cristal parasporal.

En los recornbinantes y la cepa silvestre de S.
thuringiensis subesp. medellin, la movilidad
electroforética mostrada por la proteína
MED94 coincidió con una banda de 94 kDa
aproximadamente. No obstante al observar la
expresión del gen introducido y los genes na-
tivo de B. t)lllrillgiell. is sube sp. israelensis.
la esporulación y formación de cristal
parasporal sufrieron un retraso significativo
en las cepas transformadas: la tabla 2 reúne
los datos de tiempo que cada cepa necesitó
para alcanzar el 80% de esporulación.

Actividad tóxica

Los cristales producidos por las cepas
recombinantes adoptaron formas variadas (re-
dondos, ovoides. alargados): como pauta ge-
neral. tendieron a ser de mayor tamaño y
amorfos.

Se registraron los datos de mortalidad corres-
pondientes a cada preparación de cristales y
se estimó la LC50; al respecto, las cepas sil-
vestres mostraron el patrón de toxicidad ca-
racterístico (Orduz el al. 1992); el valor de
toxicidad obtenido con los dos recombinantes
de la cepa 4Q2-81 (uno con cada constructo)
fue muy semejante entre sí y solo levemente
inferiores a los recombinantes de /3. thurin-
giensis subesp, israeleusis 1884. La disper-
sión de los datos experimentales <,\llIVO

dentro de rangos aceptables)' por ello. la
estimación cuantitativa se mostró estudísti-
carnente confiable (Tabla 3). La información
derivada de los bioensayos. sugiere que
cuantitativamente deben existir cambios im-
portantes en la expresión de 1,1\ (6-
endotoxinas, pues se encontró que las cepas
recombinantes de B. thuringiensis subesp.
israelensis 11\84 exhibieron valores mayores
de LCso y por tanto. niveles de toxicidad 10
veces inferiores con respecto a las cepas sil-
vestres (Tabla 3).
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Figura 2. A. ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA (1 %) CON DNA PLASMIDICO
DIGERIDO EcoRI-Hilldlll (excepto líneas 2 y 9) B. SOUTHER BLOT USANDO COMO
SO DA UN FRAGME TO Xba/ DE 527 pb. Carriles 1.8 y 15 h!hilldlll: carriles '2 y l) DI A
plasmídico total de Bacillus thuringiensis subsp. Medellin 163-131 y Bacillus thurinuienxis
subsp. israelensis 1884 sin cortar: carriles 3 y 10 vectores bifuncionales pB U4 y pM K3: carri-
les 4 y II pBTM5 y pMAR3 de Escherichia coli JM 109; carriles 5 y 12 pBTM5 Y pMJ\ R3 de
Bacillus thringieusis subsp. israetensis 4Q2-81. carriles 6 y 13 pBTM5 Y pMAR3 de Bti 188.+:
carriles 7 y 14 fagérnidos originales pRH3 y p3A6.1 A.
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Tabla 2. Tiempo Requerido por cada Cepa Recombinante para Alcanzar la Esporulación en
Medio M l.

Cepa 50 % de Esporulación 80% de Esporulación
Bti 1884 24 horas 48 horas

Bti 1884 (MAR3) 96 horas > 120 horas

Bti 1884 (BTMS) 96 horas > 120 horas
Bti 4Q2-81(MAR3) 72 horas >150 horas
Bti 4Q2-81(BTMS) 72 horas >150 horas
Btmed 163-131 2-1horas 48 horas

E. coii Escherichia coli. Bti Bacillus thuringiensis subesp. israelensis. Btrned Bacillus thuringiensis
subesp. tnedellin

Tabla 3. Evaluación de la Toxicidad de las Cepas Recombinantes Comparada con las Cepas
Silvestres B. thuringiensis subsp. israelensis 1884 y B. thuringiensis subsp. medellin 163-131.

Cepa LC,. (ng/ml) * Límites (5%) LC9o(ng/ml)
Bti 1884 0.55 0.5-0.61 2.54
Bti 1884 (~IAR3) 5.85 5.-16-6.25 15.06
Bti 1884 (BTMS) 7.96 7.5-8.-13 18.79
Bti 4Q2-81(MAR3) 11.56 10.44-12.72 60.88
Bti 4Q2-81(BTMS) 8.43 7.78-9.18 32.72
Btmed 163-131 5.56 5.01-6.04 19.83

Bti B. thuringiensis subsp. israelensis; Btrned B. thuringiensis subsp. medellin
.¡. Calculado a partir de tres experimentos con tres repeticiones en cada uno.

kDa. 1 2
205-

3 6 8 9 10 11 12 134 5 7 14 15
-205

116_
97-
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A B

Figura 3. WESTERN BLOT CON PROTEINAS CRISTALINAS DE LOS RECOM-
BINANTES. Carriles I y 15 marcador de peso molecular. Panel A: Carril 28. thuringiensis
subsn. israelensis 1884 nativo, carril 3 y 48. thuringiensis subsp. israelensis 1884 transforma-
do con pBTM5 y pMAR3 respectivamente. Panel B: Carril 5 Escherichia coli con el vector
pMK3: carriles 6 y 7 cepa acristalífera de B. thuringiensis subsp. tnedellin transformada con
pBTM5 y pMAR3: carril 8 cepa acristalífera sin transformar; carriles 9 y 10 8. thuringiensis
subsp. israe/ensis.'tQ2-81 transformada con pBTM5 y pMAR3; carril 118. thuriugiensis subsp.
israelensis. carriles 12 y 138. thuringiensis subsp. israeiensis 1884 transformada con pBTM5
y pMAR3: carril 14 B. thuringieusis subsp./Iledellil/. Nótese que los carriles 2 y 13 correspon-
den a la misma cepa. al igual que los carriles 3 y 12. Y los carriles 4 y 13. El panel A fué
revelado con anticuerpos dirigidos contra las proteinas cristalinas de B. thuringiensis subsp.
israeleusis, mientras que el panel B se reveló con anticuerpos dirigidos contra MED94 de B.
thnringiensis subsp.lI1edellin.

Discusión
Desde el comienzo de esta década se han ve-
nido desarrollando trabajos de transferencia de
genes que codifican toxinas mosquitocidas de
B. thuringiensis con resultados muy variables
(Porter 1996); sin embargo, se espera que ellos
aporten resultados exitosos cuando se depu-
ren los métodos usados y se disponga de ma-
yor conocimiento sobre la expresión de estos
genes (WHOITDR 1996).

Se ha observado que la introducción de
plásmidos de alto número de copias en B.
thuringiensis ocasiona importantes efectos que
se manifiestan por la inestabil idad
segregacional y estructural de los vectores,
además de perturbar fisiológicamente a la bac-
teria en lo que respecta al conjunto de eventos
que dan lugar a la esporulación (Agaisse y
Lereclus 1995). Sin embargo, en este trabajo
no se observó tal inestabilidad como lo evi-
dencia la figura 2A.

Por otro lado, la expresión de las protefnas
tóxicas nativas de B. thuriugieusis -ubesp.
israelensis confirma que la introducción del
gen que codifica MED94. no ocasionó la pér-
dida ni interfirió significativamente con la se-
gregación y expresión dependiente del
plásmido de 125 kpb de B. thuringiensis
subesp, israelensis. Ello sugiere que el origen
de replicación del plásmido introducido po-
dría ser compatible con el plásmido nativo
como ya fue propuesto (Bron 1990; Gonz::ílez
et al. 1982: Loprasertel al. 1986: Seyler el O/.
1993). Similarmente, la expresión del gen in-
troducido es semejante en la cepa silvestre B.
thuringiensis subesp. medellin y las cepas
recombinantes obtenidas; lo cual indica que
la proteína producida no está sujeta a modifi-
caciones postraduccionales que le ocasionen
cambios estructurales adicionales.

Delécluse (1991), al comparar los vectores
bifuncionales pBU4, pMK3 y pHT3101. como
vehículos para la introducción de genes de B.
thuringiensis en 8. sphaericus. encontró que
los tres vectores dan lugar a retrasos en el cre-
cimiento de los transforrnantes, siendo menor
en el caso del vector pMK3 (vector utilizado
en el constructo pMAR3) y mucho mayor con
pHT3JOI. Un elemento a considerar en la
elección de un vector de clonación para los
genes cry es la relación entre el número de
copias del plásmido y el nivel de expresión de
la proteína Cry.

El uso de orígenes de replicación propios de
B. thurin giensis permite mantener un número
de copias igual ó semejante al del plásmido
original y ello aseguraría la expresión adecua-
da del gen introducido. Lo anterior ha sido
considerado en algunos trabajos. pero también
se han logrado introducir genes con el uso de
vectores que poseen orígenes de replicación
diferentes. aunque compatibles, con los
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plásmidos de S. thuringiensis como es el caso
de pBC16 (Baurn et al. 1990), plásmido fuen-
te del vector pBU4 empleado en este trabajo,
Con este último se ha logrado transformar B.
thuringiensis subesp. israelensis previamente
encontrándose que la esporulación y expresión
de las toxinas originales de esta subespecie no
se ve alterada en su presencia (Bourgouin et
al. 1990). En ese mismo trabajo se demostró
que la alteración fisiológica de las cepas
recombinantes tiene como causa el gen intro-
ducido y no el vector usado, resultado que
puede ser extrapolado al trabajo aquí presen-
tado. por lo menos en lo que respecta al
constructo pBTM5 que fue formado sobre el
vector en mención.

En este trabajo, el análisis por Southern blot
confirmó la identidad del gen introducido con
base en el resultado aportado por los contro-
les positivos y negativos (Fig. 2, carriles 7 y
14, Y carriles 3 y 10). La ausencia de señal en
el carril 2 (Fig. 2B) se debe a que el ADN
plasmídico fue obtenido por un método pro-
pio de plásmidos de bajo peso molecular,
mientras que los genes crv de B. thuringiensis
se encuentran en plásmidos de muy alto peso
molecular como es el caso con el plásmido de
125 kpb (72 MDa) deBo thuriugiensis subesp.
israelensis (Ben-Dov et al. 1996; Gonzalez er
01. 1982), la razón es que estos plásmidos des-
aparecen en las extracciones debido a fuerzas
de cizalladura (shearing forces) que los degra-
dan y los vuelven susceptibles a las nucleasas
contaminantes.

En el Western blot (Fig. 3A) se observó señal
específica para la o-endotoxina de 94 kDa de
B. thuringiensis subesp. medellin en todos los
recombinantes (Fig. 3, carriles 6, 7, 9, ro, 12
Y 13). lo que sugiere que la expresión está te-
niendo lugar incluso como el patrón multi-
banda característico de la cepa silvestre (carril
14). Al nivel de resolución estudiado, no se
observaron diferencias de expresión en cuan-
to se las relaciona con el tipo de vector
bifuncionalusado (compárense líneas 6 y 7,9
Y 10. Ó 12 Y 13). También se observa la
expresión. al menos en forma cualitativa, de
las o-endotoxinas nativas en las cepas re-
cornbinantes de S. thurin gi ensis sube sp.
israelensis. lo cual parece indicar que la ex-
presión de los genes nativos no está disminui-
da por la expresión del gen introducido, como
fue indicado por Bar el al. (1991), quienes
usaron un vector derivado de pUB J J O
(pPL603E) corno vehículo para la introduc-
ción de todos los genes cry de B. thuringiensis
subesp. israelensis en B. sphaericus, ellos
obtuvieron recombinantes que mostraron mo-
derada estabilidad y esporulación retrasada
(aunque esto no ocurrió en presencia del vector
solo). Esta alteración se explicó por el mayor
tiempo necesario para expresar los genes de
B. ttiuringiensis subesp. israelensis introdu-
cidos pero aún así. no se logró mejorar osten-

siblemente la toxicidad de la bacteria hacia
larvas de A. aegypti, particularmente, la pro-
teína Cytl Aa no se alcanzó a expresar y ello
pudo hacer parte de las razones que explican
la falta de toxicidad.

En el presente trabajo se observó que la toxi-
cidad de las cepas recombinantes de B.
thuringiensis subesp. israelensis 1884 hacia
larvas de A. aegypti disminuyó en un orden
de 10 veces, según lo sugieren los valores
aproximadamente diez veces mayores de Leso
comparados con la cepa silvestre (Tabla 3); al
nivel de resolución estudiado, no es posible
atribuir tal disminución a diferencias cuanti-
tativas de expresión entre los genes nativos y
el gen introducido.

El retraso en la esporulación de las cepas
recombinantes que fuera observado en este
trabajo impidió superar un 80% de células
esporuladas, al cabo de siete días de cultivo
(Tabla 2). Si se considera el alto nivel de ex-
presión en la cepa donante del gen transferido
(Fig. 3, línea J4), es admisible proponer un
fenómeno de "saturación de la maquinaria de
expresión" (transcripción y traducción invo-
lucrando todas las subunidades (5" y (5'~ dis-
ponibles de la ARN polimerasa bacteriana),
para explicar el retraso en la esporulación;
cuando se separaron en gel las proteínas de
los cristales extraídos (datos no mostrados),
se notó una disminución en la intensidad de la
señal correspondiente a las dos o-endotoxinas
Cry4Aa y Cry4Ba de los recombinantes de S.
thuringiensis subesp. israelensis. comparada
con la cepa silvestre, lo cual podría ser reflejo
del fenómeno postulado. En caso de presen-
tarse tal saturación, se retrasa el conjunto de
procesos que proceden desde las fases inicia-
les hasta las fases finales de la esporulación,
incluyendo la biosintesis de las endotoxinas
(Pigotefo{ 1994),

Este trabajo permitió obtener recombinantes
de B. thuringiensis subesp. israelensis 4Q2-81
y B. thuringiensis subesp, israelensis 1884 que
expresan la o-endotoxina MED94 de B.
thuringiensis subesp. medellin. Hasta el mo-
mento los resultados indican que es factible
obtener cepas que soportan los plásmidos
recombinantes introducidos; así mismo, se
confirma la expresión del gen introducido y
la expresión de los genes nativos en B.
thuringiensis subesp. israelensis J884, y se
evalúa la toxicidad hacia larvas deA. aegypti;
sin embargo, hace falta ampliar el análisis de
toxicidad para evaluar el efecto del gen intro-
ducido y su papel como parte del arsenal tóxi-
co que caracteriza a esta bacteria y le confiere
toxicidad hacia larvas de otras especies de
mosquitos.

Conclusiones
El gen que codifica la principal 0-
endotoxina de B. tliuringiensis subesp.

medellin (MED94), puede ser transferido
a B. thuringiensis subesp. israelensis ce-
pas 1884 y 4Q2-81, mediante vectores
bifuncionales con orígenes de replicación
diferentes pero compatibles a los de S,
thuringiensis (pBU4 y pMK3),

La o-enclotoxina MED94 puede ser ex-
presada tanto en el mutante acristalífero
4Q2-81 como en la cepa si Ivestre S,
thuringiensis subesp. israelensis 1884; en
esta última, la expresión de las o-endoto-
xinas nativas ocurre simultáneamente, La
expresión del gen recornbinante da lugar
él importantes modificaciones fisiológicas
que alteran el proceso normal de
esporulación, anteriormente se había com-
probado que este evento no era debido al
vector utilizado.

La o-endotoxina MED04 expresada
independientemente en el mu tant e
acristalífero B. thuringiensis subexp.
israelensis 4Q2-81, exhibe mayor toxi-
cidad hacia larvas de tercer instar de
A. aegypti, que cualquiera de las 0-
endotox inas deBo thuringiensisvssoes»,
israelensis 1884 expresadas individual-
mente. La expresión simultánea de la
o-endotoxina recombinante (MED94)
y las nativas, al parecer no genera nin-
gún tipo de efecto aditivo ó sinergismo
en la toxicidad hacia larvas de A. lIe-

gypti con base en la LCso observada en
cada caso; por el contrario. la activi-
dad tóxica en las cepas recombinantes
es 10 veces menor.
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