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Relacion de ADN plasmidico y actividad
larvicida en cepas nativas de Bacillus

sphaericus

Relation of plasmid DNA and larvicide activity in
indigenous Bacillus sphaericus strains

Resumen

Se determiné que 18 cepas nativas de Bacillus
sphaericus (Bs), con alta patogenicidad (80-
100%) en larvas de tercer instar de Culex
quinquefasciatus, presentaban plasmidos de
alto peso molecular. Con el fin de asociar la
toxicidad de las cepas con la presencia y ex-
presion de estos plasmidos se realizaron tra-
tamientos con agentes curantes, como
temperatura y Naranja de Acridina. Para el
curaje con temperatura se realizaron siembras
de las cepas a 40°C-41°C y con Naranja de
Acridina se probaron diferentes concentracio-
nes permisivas de crecimiento para los bacilos
(20-100 pg/ml). Para confirmar el curaje, es
decir la pérdida del plasmido, de las cepas tra-
tadas se realiz6 extraccion de ADN plasmidico
y electroforesis en geles de agarosa. La pérdi-
da de la patogenicidad en las cepas curadas se
evaluo realizando bioensayos en larvas de C.
quinquefasciatus.

De las 18 cepas de B. sphaericus estudiadas,
inicialmente 5 fueron curadas con tempera-
tura (reporte anterior) y en este estudio 8 fue-
ron curadas con Naranja de Acridina y 3 alin
presentaban plasmidos. Los bacilos que per-
dieron el plasmido continuaron siendo
patogenos para las larvas lo que indica que la
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expresion de los genes involucrados en la toxi-
cidad es cromosomal. Se encontraron diferen-
cias entre las cepas en cuanto a resistencia
hacia los agentes curantes y en general se ob-
servo una gran estabilidad del plasmido.

Palabras claves: Curaje, Plasmidos, Bacillus
sphaericus, Naranja de acridina.

Summary

It was derterminated that 18 indigenous
strains of Bacillus sphaericus (Bs) highly
toxic (80-100 %) to third instar larvae of
Culex quinquefasciatus had high molecular
weith plasmids, and in order to associate the
strains toxicity with the presence of these
plasmids it was done a treatement with curing
agents, like temperature and acridine orange.
For the curing with tempeature it was cultured
tthe strains at 40-41°C and for acridine orange
it was tested differents concentrations that
were permisives for bacilia growth (20-100 pg/
ml). In order to confirm the curing of the strains
that were treatedit was done a plasmid DNA
preparation and agarose gel electrophoresis.
The toxicity lost of the cured strains was
evaluated by biological assays against Culex
quinquefasciatus larvae. Of the 18 strains of
B sphaericus studied at the beginning 5 were
cured with temperature, and in this study 8
were cured with acridine orange and in 3
strains the plasmid remained. The bacilia that
lost their plasmid continued been patogenic for
larvae which indicate that the genes
involucrated in toxicity belong to the
chromosome. There were found differences
among the strains with respect to the resistance
to curing agents and in general it was observed
great stability of the plasmids.

Key words: Curing, Plasmids, Bacillus
sphaericus, Acridine orange.

Infroduccion

A partir de un proyecto inicial realizado en
el Centro de investigaciones Mi-
crobiologicas-CIMIC y financiado por
Colciencias (Dussan et al. 1995 ), se selec-
cionaron 269 cepas de bacilos espo-
roformadores aisladas de diferentes regiones
de Colombia (Llanos Orientales, Costa At-
lantica, Zona cafetera, Costa Pacifica y Sa-
bana de Bogota) y se evaluo la toxicidad en
el laboratorio utilizando larvas de tercer
instar de Culex quinquefasciatus, Aedes
aegypti'y Anopheles albimanus, con el fin
de agrupar las patogenas y clasificarlas
como Bacillus sphaericus (Bs) o Bacillus
thuringiensis (Bt).

B sphaericus, de interés en este estudio, es
una bacteria gram positiva, forma espora
circular-terminal que deforma al bacilo
(Holt et al. 1994 ) y varias cepas pueden
ser toxigénicas para larvas de algunas es-
pecies de mosquitos transmisores de enfer-
medaaes tropicales (Burgues 1982;
Davidson et al. 1993; Liu et al. 1993; Lord
y Fukuda 1990; Priest 1992).

De las cepas nativas evaluadas anteriormen-
te se determind que 18 correspondientes a
la especie de Bs, presentaban patogenicidad
del 80-100% en larvas de tercer instar de C.
quinquefasciatus y a la vez plasmidos de
alto peso molecular. El plasmido es una mo-
lécula extracromosomal de ADN de doble
cadena con replicacion autonoma, el cual se
puede encontrar en diferentes géneros y es-
pecies de bacterias y les confieren caracte-
risticas especificas, tales como, resistencia
a antibioticos, toxicidad, produccion de
enzimas, resistencia a infeccion de virus, etc
(Norris 1988; Moineau ef al. 1995; Bauma
y Lenski 1988). Debido a que las cepas de
Bs presentaron una mayor estabilidad
plasmidica que las cepas de Bt, se decidio
probar otro agente, como el Naranja de
Acridina, el cual se ha utilizado para curaje
de otras especies de bacilos (Hara ef al.
1982) y determinar si la presencia del ADN
plasmidico esta involucrada de alguna ma-
nera con la patogenicidad de estas cepas
nativas. En varios registros se ha estudia-
do, a nivel molecular, el mecanismo de la
toxicidad y los genes involucrados en ésta
para pocas cepas (Bernhard 1979; Davidson
etal. 1993; McDonald y Burke 1984; Porter
et al. 1993; Sattabongkot y Pantuwatana
1990), pero no se ha evaluado si en la
patogenicidad esta involucrado el plasmido
como ha sido senalado para cepas con cris-
tal paraesporal de Bt. (Miteva et al 1986;
Gonzales et al 1981; Heierson et al. 1987;
Mettus y Macaluso 1990; Ward y Ellar
1984).
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Materiales y Métodos

Para determinar la asociacion del plasmido y
la patogenicidad es necesario extraer cl
plasmido de la bacteria, método conocido
como curaje, y a la vez evaluar el porcentaje
de mortalidad que causa esta bacteria sin
ADN plasmidico en larvas de tercer instar, en
este caso, de C. quinquefasciatus.

Para ecllo existen diferentes tratamientos cn
los cuales se utilizan agentes curantes fisi-
cos, biologicos y quimicos (Norris 1988; Hara
et al. 1982 ) y en términos gencrales lo que
hacen estos agentes curantes es alterar la
replicacion del ADN.

Curaje con alta temperatura. Se logra con
pases sucesivos, sembrando por aislamicnto,
cada 48 horas en medio enriquecido (SPC
agar) e incubacion a 40°C- 41°C . Para cada
pase sembrar a partir de una colonia
bacteriana aislada.

Curaje con Naranja de Acridina. Las ce-
pas de Bs que no fueron curadas por tempe-
ratura se someticron a cste tratamiento de
curaje. Para cl curaje con Naranja de Acridina
(NA) se utilizaron diferentes concentracio-
nes que se encontraban cn un rango de 20 a
100 pg/ml (Fig. 1), con el fin de establecer.
para cada cepa, la concentracién maximaecn la
cual sc seguia presentando el crecimiento de
la bacteria. Una vez seleccionada la concen-
tracion se sembraba la bacteria en caldo nutri-
tivo pH 7.6, sin NA y con NA respectivamente
para cada cepa, se llevaba a incubar a 37°C en
agitacion constante (150 rpm) durante 24 ho-
ras, en oscuridad.

Después de esta incubacion sc titulaba cada
medio para conocer ¢l nimero de células por
mililitro y de esta manera calcular el porcen-
taje de sobrevivencia en cl medio caldo nu-
tritivo con NA.

Evaluacion del curaje. Para confirmar la
pérdida del plasmido se realizé extraccion
de ADN plasmidico, utilizando el protoco-
lo de lisis alcalina modificado (Maniatis et
al. 1982), a partir de diferentes colonias cre-
cidas después del tratamiento con los agen-
tes curantes (Fig. 2) y paralelo a esto sc
realizaron bioensayos en larvas de tercer
instar de C. quinquefasciatus (Fig. 3) con
el fin de determinar los porcentajes de mor-
talidad hasta las 72 horas post-inoculacion
y comparar estos datos con los obtenidos de
las cepas sin tratar.

Resultados

De las 18 cepas scleccionadas para cl cstu-
dio, inicialmente se obtuvicron cinco cepas
curadas con temperatura de las cuales tres
revirtieron, ¢s decir las generaciones
bacterianas adquirieron nuevamente el

Figura 1. Elcctroforesis de ADN plasmidico de las cepas de B. sphaericus.
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Figura 2. Electroforesis de ADN plasmidico de las cepas tratadas con Naranja de Acridina.
 Patron de peso molecular: ADN Lambda con Hind 111
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Figura 3. Larvas muertas de C. quinquefas

iatus (tercer instar).

Concentracién (mg/ml)

Figura 4. Concentracion maxima de Naranja de Acridina permisiva para el crecimiento de

las cepas seleccionadas.
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Figura 5. Clasificacion de las cepas somctidas a tratamiento de curaje.

plasmido, y en una cepa sc presentd también
la pérdida de la toxicidad.

Se observaron diferencias en cuanto a la
concentracion maxima de Naranja de
Acridina soportada para crecimiento (Fig.
4). La concentracion minima de NA fue de
30 pg/ml y la maxima soportada, por casi
la mayoria, fue de 100 pg/ml. En este estu-
dio se presentaron 8 cepas curadas con NA,
pero continuaron siendo patogenas para
larvas de Culex quinquefasciatus de tercer
instar igual que las cepas originales sin
tratamiento con cste agente; tres cepas
no se lograron curar por ninguno de los
dos mcétodos y continuaron siendo
toxigénicas. :

Dos cepas mostraron un comportamicnto no
esperado como lo tue el curaje espontanco.

Reuniendo los datos inicialmente obtenidos
para curaje con temperatura con los de curaje
con Naranja de Acridina (Fig. 5 ), se afirma
que:

- E1 50% de las 18 cepas después del trata-
miento de curaje no presentaron plasmido,
es decir fueron curadas, pero continuaron
siendo patdgenas para larvas de tercer instar
de C. quinguefasciatus.

- EI15,5% no presentaron plasmido ni toxici-
dad, porcentaje que corresponde a una cepa
de Bs curada por temperatura.

- EI16,7% de las cepas estudiadas no fueron
curadas y ¢l 27.8% presentaron un compor-
tamicnto no esperado, como lo fue el curaje
espontdneo o la reversion del curaje.

Discusion

El curaje con pases sucesivos a alta tem-
peratura se realizd con el fin de acelerar el
crecimiento bacterieno y por ende la
replicacion cromosomal, por lo tanto la
replicacion del ADN plasmidico o plasmido
no se da con la misma frecuencia que la
del cromosoma y por ello no sc alcanza a
duplicar cuando ya hay division celular, de
esta forma el plasmido termina por perder-
se cn las generaciones siguientes (células
hijas).

Las cepas no curadas con temperatura se so-
metieron a otro tipo dc tratamiento mas dras-
tico, utilizando Naranja de Acridina, este
compuesto presenta gran afinidad por ¢l ADN
y al unirse a ¢l evita su replicacion; por esta
razon cs importante escoger previamente la
concentracion adecuada de este agente que
cn una Optima cantidad inhiba la
replicacion del plasmido y permita la
replicacion del ADN cromosomal. asi sea
en un menor grado.
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A pesar de haberse aislado bacilos
esporoformadores de la misma especie (B.
sphaericus), sc obscrvaron diferencias en
cuanto a resistencia de cada cepa a las con-
centraciones de Naranja de Acridina utili-
zadas. La mayoria de las cepas alcanzaron
a sobrevivir en 100 pg/ml de Naranja de
Acridina, sin embargo dos cepas (OT4b25
y OT4b49) crecicron hasta 30 pg/ml. Una
vez realizada la ronda de curaje con Naran-
jade Acridina se realizaron extracciones del
ADN plasmidico con el fin de comprobar la
pérdida del plasmido (Fig. 2) y de esta ma-
nera evaluar la asociacion que puede tener
con la patogenicidad de la bacteria hacia las
larvas. Para este método se hace necesario
estandarizar un protocolo de extraccion de
ADN plasmidico rapido que permita probar
un mayor nimero de colonias.

De acuerdo con los resultados, sc observa
gran estabilidad de los plasmidos, es decir
que la bacteria no los pierde facilmente y
esto sc corrobora con los resultados obteni-
dos para el curaje con temperatura, trata-
miento en el cual la mayoria de cepas de Bs
no fueron curadas. Esta estabilidad del
plasmido en la bacteria hace suponer que
podria ser esencial para la sobrevivencia de
las cepas que no fueron curadas y de las
cuales se curaron posteriormente con Na-
ranja de Acridina. por tanto ellas, por me-
dio de algiin mecanismo molecular, evitan
perderlo.

De las cepas curadas con los dos tratamien-
tos solo una presentd pérdida de la toxici-
dad indicando quc el plasmido posiblemente
esta involucrado en la patogenicidad de esta
cepas. En la mayoria de las cepas evalua-
das, que fueron curadas, se continuo presen-
tando la patogenicidad hacia larvas de C.
quinguefasciatus, lo que significa que la ex-
presion de los genes de la toxicidad es
cromosomal o por lo menos los plasmidos
aislados no estan comprometidos con ¢sta.

Este estudio con cepas patogénicas de baci-
los Bs nativos se convierte cn la base de pos-
teriores investigacioncs en esta linea de
control biologico, para la caracterizacion
tanto a nivel fisiologico como genético-
molecular, ademas de abrir la posibilidad de
la busqueda de marcadores gencticos para
diferenciar cepas toxigénicas para larvas de
las que no lo son y con una informacion mas
integrada evaluar el potencial de estas ce-
pas nativas para el control biologico a nivel
piloto en campo.

La permanencia del plasmido en cstas cepas
debe cumplir un papel importante en su me-
tabolismo o ciclo de vida, por lo que ¢s ne-

cesario conocer mas a fondo estos plasmidos
para cstudios de clonaje y expresion, puesto
que son cstables y resistentes a condiciones
adversas asegurando su mantenimiento den-
tro de la bacteria en diferentes habitats.

Conclusiones

+ La mayoria de las cepas fucron resistentes
a condicionces adversas ( alta temperatura,
Naranja de Acridina).

« Existen diferencias a la resistencia a trata-
mientos de curaje entre las cepas de B.
sphaericus.

+ No se observa un patron general en cuan-
to a la asociacion de la presencia del
plasmido y la toxicidad de las cepas ,
puesto que s6lo en una cepa se encontrod
esta relacion.
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