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Expresion y toxicidad de cepas de
Bacillus thuringiensis subesp. israelensis
portadoras del gen que codifica la
principal 6—endotoxina mosquitocida de
Bacillus thuringiensis subesp. medellin

Expression and Toxicity of Bacillus thuringiensis subesp.
israelensis strains harbouring the gene encoding the
main mosquitocidal d—endotoxin from Bacillus
thuringiensis subesp. medellin

Resumen

iLaproteina de 94 kDa (MED94) de Bacillus
thuringiensis subsp. medellin 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 evalud por inmunoblot con
anticuerpos policlonales dirigidos contra
MEDY4. se logro identificar, clonar y poste-
riormente secuenciar el gen que codifica esta
endotoxina. En este trabajo se describe la
subclonacion de este gen procedente del
fagemido pBluecript SK(-) que sirvié como
donador.haciendo parte de un fragmento de 3.3
kpb flanqueado EcoRI-HindIIT (RH3). en dos
vectores bifuncionales (pBU4 y pMK3) cu-
vos origenes de replicacion son compatibles
con B. thuringiensis. Estos plasmidos difie-
ren en procedencia. nimero de copias, mar-
cador de seleccion y estabilidad estructural y
segregacional. Al transtormar B. thuringiensis
subsp. israelensis por electroporacion con cada
uno de los constructos, se obtuvieron cepas
recombinantes de B. thuringiensis subsp.
israelensis 4Q2-81 (cepa acristalifera) y B.
thuringiensissubsp. israelensis 1884 (serotipo
H14. usado en formulaciones comerciales), las
cuales expresaban el gen introducido, segtin
se evidencid 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 analizd la expresion de las &—
endotoxinas nativas de B. thuringiensis subsp.
israelensis 1884 y se estimo por andlisis Probit
la concentracion letal media (LC50) de pro-
tefna cristalina como medida de la toxicidad
hacia larvas de tercer instar de Aedes aegypti
expuestas a muestras de los cristales
parasporales purificados, comparando las ce-
pas recombinantes con las cepas silvestres.

Palabras claves: B. thuringiensis, Resisten-
cia, Manipulacién genética, Control biol6gi-
co, Vectores bifuncionales.

Summary

The 94 kDa protein (MEDY4) of: B. thurin-
giensis subsp. medellin has been recognized
as tha main toxicity factor of this bacterium
to mosquito larvae. From a genomic library
evaluated by inmunoblot with polyclonal
antobodies raised against MED94, it was
possible to identify. clone. and sequence the
gene encoding this endotoxin. This report des-
cribes the subcloning procedure of this gene
using the phagemid pBlueScript SK(-) as a
donor of a 3.3 kpb fragment flanqued EcoRI-
HindIll (RH3). Two shuttle vectors (pBU4 v
pMK3), harbouring replication origins com-
patible with B. thuringiensis, were the
receptors of the gene. These plasmids differ
in source, copy number. selection marker, and
structural-segregational stability. The
transforming procedure of B. thuringiensis
subsp. israelensis through electroporation with
each construct, gave rise to recombinant
strains of B. thuringiensis subsp. israelensis
4Q2-81 (acrystalliferous strain) and B.
thuringiensis subsp. israelensis 1884 (H14
serotype, used in commercial formulations).
this strain expressed the introduced gene.
according to Western blot and toxicity bioas-
says results. Recombinants were tested by

means of Southern blot experiments to
detected the presence and integrity of the
introduced gene, it was also analized the
expression of native d—endotoxins of B.
thuringiensis subsp. israelensis 1884. The half
letal concentration (LC50) of crystal protein
was estimated bay Probit analysis, as a
measure of the toxicity against third instar
larvae of Aedes aegypti exposed to samples
of the purified parasporal crystals. and
compared to the toxicity produced by native
strains.

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

Intfroduccion

La proteina de 94 kDa de Bacillus
thuringiensis subesp. medellin (MED94) se
asemeja en tamano, actividad y secuencia a la
toxina Cryl1Ba de B. thuringiensis subesp.

Jegathesan y en menor grado a la toxina

CrvllAa de B. thuringiensis subesp.
israelensis (Orduz 1997); los genes que codi-
fican estas toxinas han sido clonados y expre-
sados, tanto en Escherichia coli como en
mutantes acristaliferos de B. thuringiensis. Se
ha observado que la toxicidad de cada protei-
na hacia larvas de mosquitos es inferior. com-
parada con los cristales completos de las cepas
silvestres de donde provienen, no obstante
existen diferencias importantes entre las tres
toxinas mencionadas de cuerdo con la especie
de mosquito analizada: asi, la toxina Cry11Ba
exhibe la mayor potencia contra larvas de
Culex quinquefasciatus, mientras que. tanto
esta proteina como Cry11Bb. son mas téxicas
que CrylTAa contra larvas de Anopheles
albimanus y Aedes aegypti (Orduz 1997;
Restrepo ef al. 1997).

El gen que codifica la protemna Cryl | Aa ha
sido clonado, evaluado individualmente y en
combinacion con el gen que codifica la toxina
CytlAa también de B. thuringiensis subesp.
israelensis, encontrandose que en combina-
cion, son el factor mds importante para la toxi-
cidad de B. thuringiensis subesp. israelensis
hacia larvas de Culex pipiens v A. aegvpti:
sin embargo, no supera el efecto téxico del
cristal parasporal completo (Ponceter al. 1993:
Wirth er al. 1996). Adicionalmente B.
thuringiensis subesp. israelensis sintetiza tres
d-endotoxinas mas, Cry4Aa (135 kDa).
Cry4Ba (125 kDa) y Cryl0Aa (72 kDa)
(Delécluse 1991), las cuales sumadas a las
anteriores, exhiben sinergismo en su actividad
toxica (Angsuthanasombat er al. 1992,
Tabashnick 1992).

A nivel de laboratorio es posible seleccionar
mosquitos resistentes a las toxinas de B.
thuringiensis subesp. israelensis y el tiempo
requerido es directamente proporcional al nu-
mero de toxinas diferentes que se emplee en
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la seleccion(Georghiou y Wirth 1997), lo cual
exige empezar a regular el uso de esta cepa
como agente de control biolégico y planear
estrategias para disminuir el riesgo de desa-
rrollo de resistencia (WHO/TDR 1996). Ante
ello. se cuenta hoy en dia con otras dos cepas
muy potentes contra mosquitos y que poseen
toxinas diferentes a aquellas de B. thurin-
glensis subesp. israelensis, son ellas B. thurin-
giensis subesp. jegathesan 'y B. thuringiensis
subesp. medellin. Una estrategia a considerar
serfa la manipulacion de los genes que codifi-
can estas ultimas toxinas con el objeto de in-
crementar la actividad larvicida de estas
bacterias.

En este trabajo se transfirio el gen que codifica
la toxina MEDY94 de B. thuringiensis subesp.
medellin a B. thuringiensis subesp. israelensis,
haciendo uso de vectores de clonacion bifun-
cionales, con el propésito de estudiar su ex-
presion en huéspedes homologos y evaluar su
viabilidad como estrategia para incrementar
la efectividad de los métodos de control bio-
16gico disponibles hasta ahora.

Materiales y Métodos

Manipulacion de cepas bacterianas

Las cepas de E. coli se cultivaron en LB
(2.0%-Bacto Triptona, 0.5%-Bacto Yeast
Extract, 10 mM-NaCl, 2%-Agar, pH7.2). Las
cepas de B. thuringiensis se cultivaron en LB
6 en medio M1 (Orduz er al. 1992). Las ce-
pas usadas se describen en la tabla 1.

Los cultivos de £. coli se mantuvieron a 37°C
durante 15 h mientras que las cepas de B.
thuringiensis se cultivaron durante 15 h a 30°C
para la seleccion de recombinantes y durante
48 h 6 mas para lograr la produccion de cris-
tal parasporal y evaluar su toxicidad; en me-
dio liquido los cultivos se mantuvieron a 200
rpm. Como antibidtico de seleccion se uso
ampicilina para las cepas de E. coli (80-100
(ug/ml): mientras que para B. thuringiensis se
us6 tetraciclina (30-35 pg/ml) 6 kanamicina
(50-60 pg/ml).

La produccion de esporas y cristales fue
monitoreada por microscopia de luz después
de colorear muestras de los cultivos con verde
de malaquita y safranina como colorante de
contraste, segtin modificacion de la técnica se-
nalada por Hendrickson y Krenz (1991). Para
la transformacion de E. coli, se siguieron meto-
dologias estandar (Gonzdlez et al. 1995),
similarmente se electrotransformd B. thurin-
giensis de acuerdo con las técnicas descritas
por Bone v Ellar (1989) y Lereclus et al.
(1989).

Subclonacién y transformacién

Los procedimientos para manipulacion del
DNA se hicieron de acuerdo con metodologias
estandar (Sambrook er al. 1989). Esquemati-

camente el procedimiento se resume en la fi-
gura 1. Se usaron sistemas comerciales de ex-
traccion y purificacion de DNA plasmidico 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 ligacion sobre el ADN se efec-
tuaron con endonucleasas de restriccion y T4
ADN-ligasa adquiridas de Amersham
(Buckinghamshire, UK) y New England
Biolabs (Beverly. MA, USA). La elucion de
ADN a partir de agarosa se realizo por el méto-
do del nitrégeno liquido (Tautz y Renz 1985).

Se usaron como cepas-huésped de plasmidos
las incluidas en la tabla 1, E. coli SOLR man-
tuvo el fagémido pBlueScript SK(-)
recombinante procedente por excisionin vivo
del sistema de clonacion Lambda Zap I1/
EcoRI/CIAP (Stratagene, La Jolla, CA, USA)
y E. coli SURE porta el fagémido con el frag-
mento RH3 que se subclond: E. coli
XLI1-BLUE MRF’ se usé como huésped in-
termedio en el proceso de subclonacion a
vectores bifuncionales para seleccion estricta
por (-complementacién del sistema reportero
lacZ (seleccion blanco/azul). E. coli IM83y
E. coli JIM109 sirvieron como fuente de los
vectores bifuncionales, pBU4 y pMK3, res-
pectivamente.

Los vectores bifuncionales que sirvieron como
receptores del gen fueron dos. pMK3 (Sullivan
et al. 1984), derivado mediante fusion de
pUB110 (pldsmido de resistencia a kanamicina
original de Staphylococcus aureus) y pUCY
de E. coli; y el vector pBU4 (Bourgouin et al.
1990), producto de la fusion de pBC16(1 (frag-
mento EcoRI-EcoRI del plasmido de resisten-
ciaa tetraciclina pBC16 de B. cereus) y pUC19
de E. coli. El fagémido donador pBlueScript
SK(-) tiene 3.0 kpb; el gen estd incluido en un
segmento denominado RH3 de 3.3 kpb
flanqueado EcoRI-Hindlll en la cepa E. coli
SURE, orientado 5°-3" respecto al gen repor-
tero lacZ (Fig. 1).

El inserto RH3 fue subclonado en el vector
pBU4 haciendo uso de los extremos cohesivos
dejados por EcoR1 'y HindI1 (5" y 3" respecti-
vamente) mientras que, para el vector pMK3,
se usaron las secuencias de corte para Psil
corriente arriba del extremo 5° y Sall corrien-
te abajo del extremo 3°, de tal manera que la
orientacion del gen se mantuvo 5°-3" tal como
en el fragmento original (Fig. 1). Luego de
obtener los recombinantes de E. coli. se ex-
trajeron los plasmidos por el método de lisis
alcalina (Birnboim y Doly 1979) y luego fue-
ron introducidos a través de electrotransfor-
macion en una cepa acristalifera de B.
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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 las
endonucleasas relevantes para subclonacion. Nétese 1a orientacion del fragmento y compérese
con su orientacion en el polylinker de los vectores bifuncionales; para pBU4 se usaron los sitios
E y H mientras que para pMK3 se usaron Py Sa, en cada caso el fagémido original se cortd con
las mismas enzimas que el vector. S Sacl, X Xmal, B BamHI, Sm Smal, P Pstl, E EcoRI, H
Hindl1l, C Clal, Sa Sall, Hi Hincll, K Kpnl, A Accl, Sp Sphl.
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Tabla 1. Cepas Bacterianas Utilizadas en este Estudio con sus Respectivos Marcadores Genéticos

y Procedencia.

Btmed 163-131 tipo silvestre.

BACTERIAS GENOTIPO FUENTE
E. coli SOLR el4'(McrA’) ? (mcrCB-hsdSMR-mrr) 171 sbeC recB STRATAGENE,
rec] uvrC umuC::TnS(kan') lac gyrA96 relAl thi-1 endAl La Jolla.
(" [F* proAB lacl'Z?M15] Su.
E. coli XLL1 (McrA)183 ? (merCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 SupE44 STRATAGENE.
BLUE MRF’ thi-1 recAl gyrA96 relAl lac[F’ proAB lacI’Z? M15 Tnl10(tet")]. La Jolla.
E. coli SURE el4’(McrA’) ? (mcrCB-hsdSMR-mrr)171 endA 1 SupEd44 thi-1 STRATAGENE.
2yrA96 relAl lac recB recJ sbcC umuC::TnS(Kan') La Jolla.
uvrC [F* proAB lacl?Z? M 15 Tn10(tet")].
E. coli JM109 el4’ (McrA’) recAl endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17(r, m,")SupE44 PROMEGA,
relAl ? (lac-proAB) [F’ traD36 proAB lacI"Z? M15]. Madison.
E. coli JM83 Ara ? (lac-proAB) RpsL (80d lacZ? M 15. F. Instituto Pasteur, Parfs.
Bti 4Q2-81 cry . Mutante acristalifero por curacién de todos sus plasmidos  Bacillus Genetics
residentes. Stock Centre, Ohio.
Bti 1884 tipo silvestre. Instituto Pasteur, Paris.

CIB, Medellin.

E.coli Escherichia coli. Bti Bacillus thuringiensis subesp. israelensis. Btmed Bacillus thuringiensis

subesp. medellin

thuringiensis subesp. israelensis designada
4Q2-81. Esta ceparealizaria el procedimien-
to de modificacion propio de B. thuringiensis
subesp. israelensis, el cual posteriormente
permitirid introducir los pldsmidos recom-
binantes en la cepa toxica para mosquitos B.
thuringiensis subesp. israelensis 1884.

Evaluacion de la presencia del
gen infroducido

Se efectud Southern blot (Southern 1975) e
hibridizacion especifica usando el sistema di-
recto de marcacién y deteccién de ADN ECL
(Amersham, Buckinghamshire, U.K.). El
ADN plasmidico de las cepas recombinantes
fue obtenido siguiendo el método de lisis
alcalina y se sometio a digestion con EcoRI y
HindIll para luego separar los fragmentos en
agarosa y transferirlos a membranas de nylon
con carga positiva.

La membrana se someti6 a hibridizacion con
una sonda de 527 pb. obtenida por corte con
Xbal sobre el subclon pRH3, que compren-
de 30 pb. del polylinker de pBlueScript SK(-
) mds los primeros 497 pb. del inserto
EcoRI-HindIII que incluyen el extremo 5° del
gen entre los nucledtidos 173 y 497 donde se
ha observado que yace la variabilidad de los
genes cry (Lereclus 1988: Thompson ef al.
1995). Previamente se evalud la especifici-
dad de esta sonda segin andlisis comparati-
vo de secuencias con el programa de
computador MacDnasis (Hitachi Software
Engineering Co.. San Bruno, CA), y experi-
mentalmente, mediante dot-blot (resultados
no mostrados).

Evaluacion de la expresion del
gen intfroducido

Se prepararon cultivos liquidos de 48 h con
cada una de las cepas de B. thuringiensis sil-
vestres y recombinantes en medio de
esporulaciéon M1, para electroforesis de pro-
teinas en gel de poliacrilamida denaturante con
dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE); se co-
secharon 500 (ul. de cultivo completo final,
se lavo el precipitado 2 veces por centrifu-
gacion con 1.0 ml de agua estéril y luego se
incub6 en NaCl 1.0 M durante 30 minutos a
37 °C; posteriormente, las células fueron so-
metidas a 2 lavados mds y se resuspendieron
en 50 ul. de buffer Laemmli (Ausubel er al.
1995).

Luego de su separacién por electroforesis, las
proteinas se electro-transfirieron a membra-
nas de nitrocelulosa y se realiz6 deteccién es-
pecifica de MED94 mediante anticuerpos
policlonales generados en raton (Orduz et al.
1996): en forma separada, se realizé deteccion
de las proteinas toxicas de B. thuringiensis
subesp. israelensis 1884 (Cry4Aa, Cry4Ba,
CryllTAay Cytl Aa) usando una mezcla de los
respectivos anticuerpos policlonales especifi-
cos para cada una (suministrados por la Dra.
Armelle Delécluse, Instituto Pasteur). Lue-
2o, se revel6 el complejo antigeno-anticuerpo
usando anticuerpos de cabra anti-ratén aco-
plados a fosfatasa alcalina (BioRad, Hercules,
CA, USA) como anticuerpo secundario y se
detectaron con substratos formadores de co-
lor, en tampodn carbonato pH 9.6. Después de
confirmar la expresion del gen introducido
usando cultivo completo final para la selec-

cion de las cepas transformadas. se repiti6 el
Western blot con los cristales parasporales para
analizar su composicién.

Andlisis de actividad toxica

Se incubaron cultivos liquidos en 250 ml de
medio M1 a 200 rpm y 30°C durante 48 h.; se
adicion6 a cada uno 500 ml de agua estéril y
se incubaron, adicionalmente, hasta
esporulaciéon maxima. Se realizo entonces la
purificacion de cristales mediante extraccién
orgdnica en un sistema de biparticion liquido-
liquido con CCl, y Na,SO, (Otieno-Ayayo et
al. 1993).

Las muestras enriquecidas en cristales se so-
metieron a solubilizacién en una solucion 0.05
N de NaOH incubando a 37°C durante 1 hy
precipitando 30 minutos a 12.000 rpm y 4°C;
posteriormente, se tomé el sobrenadante y se
determind la concentracién de proteinas si-
guiendo la metodologia recomendada en el
sistema Protein Assay (BioRad, Hercules,
CA., USA). Se usaron diluciones 1:500 y
como estandar, albumina de suero bovino
(BSA).

Posteriormente se dispusieron bioensayos de
toxicidad tratando larvas de tercer instar de A.
aegypti con diferentes concentraciones de cris-
tales (20 individuos por tratamiento en 100 ml
de agua microfiltrada) y tres réplicas de acuer-
do con metodologfas estandar, con tres repeti-
ciones en dias diferentes (Orduz et al. 1992).
Como control positivo. se adicionaron 100 ul
de un cultivo completo final de 48 h de B.
thuringiensis subesp. medellin en medio M1.
Los bioensayos para determinar la actividad
toxica se realizaron a 30°C y la lectura de
mortalidad se hizo al cabo de 24 h. Mediante
andlisis Probit se estim6 la concentracion le-
tal media (LC, ) para cada cepa con un pro-
grama de computador desarrollado por E.
Frachon en el Instituto Pasteur, este andlisis
se realizé en un computador Macintosh
Performa 630.

Resultados

Obtencién de pldsmidos y cepas
recombinantes

Como producto del proceso de subclonacion
se obuvieron dos plasmidos recombinantes que
se designaron pBTM5 y pMAR3 (RH3
subclonado en pBU4 y en pMK3, respectiva-
mente). Al cortar con EcoR1y HindIll el pri-
mer vector (pBU4), produjo un fragmento de
5.5 kpb mientras que el segundo formé dos.
de 5.4 kpb y 1.8 kpb, el inserto RH3 fue de
3.3 kpb aproximadamente (Figs. 1 y 2A).

En la transformacion de E. coli se observé 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 diferente a la eficiencia mostrada por cé-
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lulas competentes adquiridas comercialmente
(10°-10° transformantes/ug de ADN). En la
electrotransformacién de B. thuringiensis se
observé baja eficiencia (entre 10" y 10?
transformantes/ug de ADN); sin embargo, ello
fue suficiente para seleccionar clones positi-
vos (resistentes al antibiético de seleccion) y
confirmar luego, mediante andlisis de restric-
cién, la integridad de los constructos dentro
de cada cepa (Fig. 2A). Ademds se demostrd
expresion de la proteina recombinante median-
te Western blot y pruebas de toxicidad sobre
larvas de tercer instar de A. aegypti.

Evaluaciéon de la presencia del
gen introducido

Al ser cortado con las endonucleasas de res-
triccion EcoRIl'y Hindlll el ADN plasmidico
extraido 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 sefiales es-
peradas para los plasmidos recombinantes, apa-
rentemente sin modificacion estructural alguna.
En la figura 2A se observa que en las lineas 7 y
14 (pRH3 y p3A6.1A, respectivamente) se pre-
senta un fragmento aproximadamente de 3.3
kpb que corresponde al inserto RH3 subclonado
en los vectores mostrados en los carriles 3y 10
(pBU4 y pMK3, respectivamente); asf se con-
firma la presencia en cada cepa, de los
plasmidos recombinantes pBTMS (lineas 4. 5
v 6) y pMARS3 (lineas 11. 12y 13).

Posteriormente, se evalu6 si el fragmento
subclonado correspondia al gen mediante
hibridizacion con la sonda Xbal sobre el
ADN separado en gel y transferido a mem-
branas de Nylon con carga eléctrica positi-
va. Se generaron sefales para el inserto RH3
(aproximadamente 3.3 kpb) en todas las ce-
pas que lo portan, tanto de E. coli (carriles 4
y 11). como de B. thuringiensis subesp.
israelensis 4Q2-81 (carriles 5y 12) y B.
thuringiensis subesp. israelensis 1884 (carri-
les 6y 13). se confirma asi la identidad del
fragimento subclonado (Fig. 2B).

Evaluacién de la expresion del
gen introducido

Para analizar si el gen introducido se expresa-
ba como una proteina Cry (haciendo parte del
corpusculo parasporal), se purificaron crista-
les de cada cepa y se separaron las proteinas
mediante SDS-PAGE: luego se transfirieron
a membranas de nitrocelulosa y se pusieron
en contacto con anticuerpos contra MED94 de
B. thuringiensis subesp. medellin (Fig. 3B), 6
con anticuerpos contra las (d—endotoxinas de
3. thuringiensis subesp. israelensis (Fig. 3A).
Se encontro que la proteina MEDY4 se expre-
sO individualmente tanto en B. thuringiensis
subesp. israelensis 4Q2-81 (lineas 9 y 10),
como en la cepa 1884 de B. thuringiensis
subesp. israelensis (lineas 12y 13). Ademds,

esta dltima cepa expresé simultineamente sus
propias proteinas Cry (carriles 3 y 4) que ha-
cen parte del cristal parasporal.

En los recombinantes y la cepa silvestre de B.
thuringiensis subesp. medellin, la movilidad
electroforética mostrada por la proteina
MEDY%4 coincidié con una banda de 94 kDa
aproximadamente. No obstante al observar la
expresion del gen introducido y los genes na-
tivos de B. thuringiensis subesp. israelensis,
la esporulacion v formacion de cristal
parasporal sufrieron un retraso significativo
en las cepas transformadas; la tabla 2 retne
los datos de tiempo que cada cepa necesitd
para alcanzar el 80% de esporulacion.

Actividad toxica

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

Se registraron los datos de mortalidad corres-
pondientes a cada preparacion de cristales y
se estim6 la LC_; al respecto, las cepas sil-
vestres mostraron el patron de toxicidad ca-
racteristico (Orduz et al. 1992); el valor de
toxicidad obtenido con los dos recombinantes
de la cepa 4Q2-81 (uno con cada constructo)
fue muy semejante entre si y solo levemente
inferiores a los recombinantes de B. thurin-
giensis subesp. israelensis 1884. La disper-
sion de los datos experimentales estuvo
dentro de rangos aceptables y por ello. la
estimacion cuantitativa se mostré estadisti-
camente confiable (Tabla 3). Lainformacion
derivada de los bioensayos. sugiere que
cuantitativamente deben existir cambios im

portantes en la expresion de las (0-
endotoxinas, pues se encontro que las cepas
recombinantes de B. thuringiensis subesp.
israelensis 1884 exhibieron valores mayores
de LC, y por tanto, niveles de toxicidad 10
veces inferiores con respecto a las cepas sil-
vestres (Tabla 3).

9 10 11 12 13 14 15

Figura 2. A. ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA (1%) CON DNA PLASMIDICO

DIGERIDO EcoRI-Hindlll (excepto lineas 2

vy 9). B. SOUTHERN BLOT USANDO COMO

SONDA UN FRAGMENTO Xbal DE 527 pb. Carriles 1, 8 y 15 h/hindIll: carriles 2 y 9 DNA

plasmidico total de Bacillus thuringiensis subsp. Medellin 163-131'y Bacillus thuringiensis
subsp. israelensis 1884 sin cortar; carriles 3 y 10 vectores bifuncionales pBU4 y pMK3: carri-
les4y 11 pPBTMS y pMAR3 de Escherichia coli IM109; carriles Sy 12 pPBTMS y pMAR3 de
Bacillus thringiensis subsp. israelensis 4Q2-81, carriles 6 y 13 pPBTMS y pMAR3 de Bti 1884:
carriles 7'y 14 fagémidos originales pRH3 y p3A6.1A.
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Tabla 2. Tiempo Requerido por cada Cepa Recombinante para Alcanzar la Esporulacién en

Medio M1.
Cepa 50% de Esporulacién 80% de Esporulacion
Bti 1884 24 horas 48 horas

Bti 1884 (MAR3)
Bti 1884 (BTMS)
Bti 4Q2-81(MAR3)
Bti 4Q2-81(BTMS5)
Btmed 163-131

96 horas
96 horas
72 horas
72 horas

24 horas

>120 horas
>120 horas
>150 horas
>150 horas
48 horas

E. coli Escherichia coli. Bti Bacillus thuringiensis subesp. israelensis. Btmed Bacillus thuringiensis

subesp. medellin

Tabla 3. Evaluacion 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) * Limites (5%) LC,,(ng/ml)
Bti 1884 0.55 0.5-0.61 2.54
Bti 1884 (MAR3) 5.85 5.46-6.25 15.06
Bti 1884 (BTMS) 7.96 7.5-8.43 18.79
Bti 4Q2-81(MAR3) 11.56 10.44-12.72 . 60.88
Bti 4Q2-81(BTMS5) 8.43 7.78-9.18 32.72
Btmed 163-131 5.56 5.01-6.04 19.83

Bti B. thuringiensis subsp. israelensis; Btmed B. thuringiensis subsp. medellin
# Calculado a partir de tres experimentos con tres repeticiones en cada uno.
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Figura 3. WESTERN BLOT CON PROTEINAS CRISTALINAS DE LOS RECOM-
BINANTES. Carriles 1 y 15 marcador de peso molecular. Panel A: Carril 2 B. thuringiensis
subsp. israelensis 1884 nativo, carril 3y 4 B. thuringiensis subsp. israelensis 1884 transforma-
do con pBTMS5 y pMAR3 respectivamente. Panel B: Carril 5 Escherichia coli con el vector
pMK3: carriles 6 y 7 cepa acristalifera de B. thuringiensis subsp. medellin transformada con
pBTMS5 y pMAR3: carril 8 cepa acristalifera sin transformar; carriles 9 y 10 B. thuringiensis
subsp. israelensis 4Q2-81 transformada con pBTM5 y pMAR3; carril 11 B. thuringiensis subsp.
israelensis, carriles 12y 13 B. thuringiensis subsp. israelensis 1884 transformada con pBTMS
y pPMARS3: carril 14 B. thuringiensis subsp. medellin. Nétese 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.
israelensis, mientras que el panel B se revel6 con anticuerpos dirigidos contra MED94 de B.

thuringiensis subsp. medellin.

Discusion

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 expresion de estos
genes (WHO/TDR 1996).

Se ha observado que la introduccién de
plasmidos de alto nimero de copias en B.
thuringiensis ocasiona importantes efectos que
se manifiestan por la inestabilidad
segregacional y estructural de los vectores,
ademas de perturbar fisiologicamente a la bac-
teria en lo que respecta al conjunto de eventos
que dan lugar a la esporulacion (Agaisse y
Lereclus 1995). Sin embargo, en este trabajo
no se observo tal inestabilidad como lo evi-
dencia la figura 2A.

Por otro lado, la expresion de las proteinas
toxicas nativas de B. thuringiensis subesp.
israelensis confirma que la introduccion del
gen que codifica MED94, no ocasiond la pér-
dida ni interfiri6 significativamente con la se-
gregacion y expresion dependiente del
pldsmido de 125 kpb de B. thuringiensis
subesp. israelensis. Ello sugiere que el origen
de replicacion del plasmido introducido po-
dria ser compatible con el plasmido nativo
como ya fue propuesto (Bron 1990; Gonzilez
etal. 1982; Lopraserter al. 1986; Seylerer al.
1993). Similarmente, la expresion del gen in-
troducido es semejante en la cepa silvestre B.
thuringiensis subesp. medellin y las cepas
recombinantes obtenidas; lo cual indica que
la proteina producida no estd sujeta a modifi-
caciones postraduccionales que le ocasionen
cambios estructurales adicionales.

Delécluse (1991), al comparar los vectores
bifuncionales pBU4, pMK3 y pHT3101. como
vehiculos para la introduccion de genes de B.
thuringiensis en B. sphaericus, encontro que
los tres vectores dan lugar a retrasos en el cre-
cimiento de los transformantes, siendo menor
en el caso del vector pMK3 (vector utilizado
en el constructo pMAR3) y mucho mayor con
pHT3101. Un elemento a considerar en la
eleccion de un vector de clonacion para los
genes cry es la relacion entre el nimero de
copias del pldsmido y el nivel de expresion de
la proteina Cry.

El uso de origenes de replicacién propios de
B. thuringiensis permite mantener un nimero
de copias igual 6 semejante al del plasmido
original y ello asegurarfa la expresion 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 origenes de replicacion
diferentes, aunque compatibles, con los
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plasmidos de B. thuringiensis como es el caso
de pBC16 (Baumer al. 1990), plasmido fuen-
te del vector pBU4 empleado en este trabajo.
Con este tltimo se ha logrado transformar B.
thuringiensis subesp. israelensis previamente
encontrandose que la esporulacién y expresion
de las toxinas originales de esta subespecie no
se ve alterada en su presencia (Bourgouin et
al. 1990). En ese mismo trabajo se demostrd
que la alteracion fisioldgica de las cepas
recombinantes tiene como causa el gen intro-
ducido y no el vector usado, resultado que
puede ser extrapolado al trabajo aqui presen-
tado, por lo menos en lo que respecta al
constructo pBTMS que fue formado sobre el
vector en mencion.

En este trabajo, el andlisis por Southern blot
confirmé 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 3y 10). La ausencia de senal en
el carril 2 (Fig. 2B) se debe a que el ADN
plasmidico fue obtenido por un método pro-
pio de pldsmidos de bajo peso molecular,
mientras que los genes cry de B. thuringiensis
se encuentran en plasmidos de muy alto peso
molecular como es el caso con el pldsmido de
125 kpb (72 MDa) de B. thuringiensis subesp.
israelensis (Ben-Dov et al. 1996; Gonzalez et
al. 1982), larazdn es que estos plasmidos 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 observo sefial
especifica para la 6—endotoxina de 94 kDa de
B. thuringiensis subesp. medellin en todos los
recombinantes (Fig. 3, carriles 6, 7, 9, 10, 12
y 13), 1o que sugiere que la expresion estd te-
niendo lugar incluso como el patron multi-
banda caracteristico de la cepa silvestre (carril
14). Al nivel de resolucion estudiado, no se
observaron diferencias de expresion en cuan-
to se las relaciona con el tipo de vector
bifuncional usado (comparense lineas 6y 7,9
y 10, 6 12 y 13). También se observa la
expresion. al menos en forma cualitativa, de
las d—endotoxinas nativas en las cepas re-
combinantes de B. thuringiensis subesp.
israelensis, lo cual parece indicar que la ex-
presion de los genes nativos no estd disminui-
da por la expresion del gen introducido, como
fue indicado por Bar et al. (1991), quienes
usaron un vector derivado de pUB110
(pPL603E) como vehiculo para la introduc-
cion de todos los genes cry de B. thuringiensis
subesp. israelensis en B. sphaericus, ellos
obtuvieron recombinantes que mostraron mo-
derada estabilidad y esporulacién retrasada
(aunque esto no ocurrid en presencia del vector
solo). Esta alteracion se explicé por el mayor
tiempo necesario para expresar los genes de
B. thuringiensis subesp. israelensis introdu-
cidos pero atin asi. no se logré mejorar osten-

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

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

El retraso en la esporulacion de las cepas
recombinantes que fuera observado en este
trabajo impidi6 superar un 80% de células
esporuladas, al cabo de siete dfas de cultivo
(Tabla 2). Si se considera el alto nivel de ex-
presion en la cepa donante del gen transferido
(Fig. 3, linea 14), es admisible proponer un
fenémeno de “saturacion de la maquinaria de
expresion” (transcripcion y traduccion invo-
lucrando todas las subunidades ¢ y o dis-
ponibles de la ARN polimerasa bacteriana),
para explicar el retraso en la esporulacion;
cuando se separaron en gel las proteinas de
los cristales extraidos (datos no mostrados),
se notd una disminucién en la intensidad de la
sefal correspondiente a las dos d—endotoxinas
Cry4Aay Cry4Ba de los recombinantes de B.
thuringiensis subesp. israelensis, comparada
con la cepa silvestre, lo cual podria ser reflejo
del fendmeno postulado. En caso de presen-
tarse tal saturacion, se retrasa el conjunto de
procesos que proceden desde las fases inicia-
les hasta las fases finales de la esporulacion,
incluyendo la biosintesis de las endotoxinas
(Pigotet al. 1994).

Este trabajo permitié obtener recombinantes
de B. thuringiensis subesp. israelensis 4Q2-81
y B. thuringiensis subesp. israelensis 1884 que
expresan la d—endotoxina MED94 de B.
thuringiensis subesp. medellin. Hasta el mo-
mento los resultados indican que es factible
obtener cepas que soportan los pldsmidos
recombinantes introducidos; asi mismo, se
confirma la expresion del gen introducido y
la expresion de los genes nativos en B.
thuringiensis subesp. israelensis 1884, y se
evalta la toxicidad hacia larvas de A. aegypti;
sin embargo, hace falta ampliar el andlisis de
toxicidad para evaluar el efecto del gen intro-
ducido y su papel como parte del arsenal toxi-
co que caracteriza a esta bacteria y le confiere
toxicidad hacia larvas de otras especies de
mosquitos.

Conclusiones

* EI gen que codifica la principal 6—
endotoxina de B. thuringiensis subesp.

medellin (MEDY94), puede ser transterido
a B. thuringiensis subesp. israelensis ce-
pas 1884 y 4Q2-81, mediante vectores
bifuncionales con origenes de replicacion
diferentes pero compatibles a los de B.
thuringiensis (pBU4 y pMK3).

+ La d—endotoxina MED94 puede ser ex-
presada tanto en el mutante acristalifero
4Q2-81 como en la cepa silvestre B.
thuringiensis subesp. israelensis 1884; en
esta dltima, la expresion de las o—endoto-
Xinas nativas ocurre simultdneamente. La
expresion del gen recombinante da lugar
a importantes modificaciones fisiologicas
que alteran el proceso normal de
esporulacion, anteriormente se habia com-
probado que este evento no era debido al
vector utilizado.

* La d—endotoxina MED94 expresada
independientemente en el mutante
acristalifero B. thuringiensis subesp.
israelensis 4Q2-81, exhibe mayor toxi-
cidad hacia larvas de tercer instar de
A. aegypti, que cualquiera de las 6—
endotoxinas de B. thuringiensis subesp.
israelensis 1884 expresadas individual-
mente. La expresion simultdnea de la
d—endotoxina recombinante (MED94)
y las nativas, al parecer no genera nin-
gtn tipo de efecto aditivo 6 sinergismo
en la toxicidad hacia larvas de A. ae-
gypticon base en la LC, observada en
cada caso; por el contrario, la activi-
dad toxica en las cepas recombinantes
es 10 veces menor.
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