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Análisis de la estabilidad de una
bacteria recombinante con actividad
larvicida

Stability analysis of a recombinant baderium with larvicidal
activity

Resumen
La tecnología del ADN recombinante abre
nuevas alternativas para la obtención de
microorganismos mejorados para su produc-
ción a gran escala, pero la inestabilidad de
los plásmidos recombinantes durante largos
períodos de cultivo es un problema serio para
uso industrial. El objetivo de este trabajo fue
introducir en una bacteria acuática nativa de
Bacil/us thuringiensis subsp. israeliensis (Cm
30-050Ib) el plásmido pOSPII que contiene
los genes que codifican la toxina binaria de
B. sphaericus y analizar la expresión y esta-
bilida de este plásmido bajo condiciones de
laboratorio. El análisis indicó que la bacteria
presentó mejor crecimiento en el medio de
cultivo Luria Bertani a 28°C y con tetraciclina
a una concentración de 30 mg/rnl. La presen-
cia del plásmido pOSP!! se detectó a partir
de las 8 horas de crecimiento, lo cual coinci-
de con el momento en que se inició la expre-
sión de las proteínas que éste codifica. Sin
embargo, la temperatura tuvo un efecto más
notorio sobre la inhibición de la síntesis de la
toxina binaria que sobre la presencia del
plásmido en las células. La presencia del an-
tibiótico que ejerce el factor de selección, de-
mostró un efecto importante en el manteni-
miento del plásmido en el tiempo.
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Summary

The recombinant DNA technology offers new
altematives in the production of improved
microorganisms for large scale production.
However, the inestability of recombinant plas-
mids during long culture periods is a serious
problem for industrial use. The aim of this
work was to introduce in the native acuatic
bacterium Bacillus thuringiensis subsp.
israeliensis CIB 30-0501b the plasmid
pOSP11 that contains the gene s coding the
binary toxin of B. sphaericus and to analyze
the expression and stability of this plasrnid
under laboratory conditions. This analysis
showed that the bacterium grew best in the
culture medium Luria Bertani broth at 28°C
with tetracicline (30 mg/ml). The presence of
the pOSP!! plasmid was detected after eight
hours of growth, coinciding with the moment
that the expression ofthe plasmid-coded tox-
ins started. An increase in the culture ternpera-
ture was always correlated with a de crease in
toxin sinthesis which was not accompanied
by plasrnid loss. The presence of the se lec-
tion antibiotic showed an important effect in
plasmid conservation.

Introducción

La bacteria Bacillus sphaericus Neide
(Bs) ha demostrado ser altamente efecti-
va en el control de varias especies de mos-
quitos (Yousten 1984). La toxina produ-
cida por esta bacteria es letal en peque-
ñas concentraciones y persiste por más
tiempo en el ambiente acuático que la
toxina de B. thuringiensis Berliner (Bl)
H-14 (Ali et al. 1989). El potencial deBs
como agente de control ha creado interés
en realizar estudios adionales para intro-
ducir nueva información genética y me-
jorar aspectos tales como su producción
y características larvicidas. Ejemplos de

tales mejoras han sido la inserción del gen
que codifica para la toxina de 130-KDa
de Bt H-14 en Bs 2362 para mejorar su
actividad larvicida contra Aedes aegypti
(L.) (Diptera: Culicidae) (Trisrisook et al.
1990).

Plásmidos que transportan el genxyLEque
codifica para la catechol 2,3 dioxigenasa
han sido insertados en Bs cepa 1593 para
probar un método simple de detección co-
lorimétrica para rastreo de la bacteria en
el ambiente (Taylor y Burke 1991). Puesto
que éstos y otros genes pueden ser inser-
tados en Bt y Bs sobre plásmidos, es im-
portante conocer la estabilidad de los plás-
midos en las bacterias manipuladas ge-
néticamente, tanto durante su producción
como después de su liberación. Se han
observado dos tipo. comunes de inesta-
bilidad: Estructural, que consiste en la
inestabilidad genética del plásmido en sí
mismo, reacomodamientos y más fre-
cuentemente delecciones, y la inestabili-
dad segregacional o sea la eficiencia de
la transferencia del plásmido de células
madres a hijas durante la división celular
con pérdida completa del plásmido (Ehr-
Iich et al. 1986). Si los plásmidos se pier-
den debido a inestabilidad segregacional,
la característica introducida podría per-
derse.

Se pretende obtener una bacteria acuáti-
ca, nativa de los criaderos de larvas de
mosquito, que una vez transformada ge-
néticamente produzca las proteínas tóxi-
cas deBo sphaericus y que sea estable para
ser aplicada en el control de especies de
mosquitos vectores de enfermedades, es-
pecialmente que tenga acción larvicida
sobre los anofelinos de importancia mé-
dica.

Materiales y Métodos

La Dra. Armelle DelecJuse, de la Unidad
de Bacterias Entomopatogenas, Instituto
Pasteur de París, donó los genes de las
proteínas tóxicas de 41,9 y 51,4 kilodal-
tons (KDa) de Bs 1593 contenidos en un
fragmento HindlIl de 3,5 kilobases (Kb)
de ADN cJonado en el plásrnido pGSP11.
El plásrnido pGSPI I fué formado al in-
sertar los genes de la toxina binaria en el
sitio de multiple cJonaje (SMC) del vector
bifuncional pBU4, que ha su vez fué for-
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mado por la fusión de fragmentos de res-
tricción EcoO 109 del plásmido pUC 19 y
EcoR1 de pBC16-1 (Fig. 1) (Bourgouin
et al. 1990). Uno de los fragmentos co-
rresponde al plásmido bifuncional pBU4
(Fig. l A), en el que se ha insertado el se-
gundo fragmento de 3,5 Kb de los genes
de 1.1 toxina binaria deBs 1593 (Fig. lB).
Una vez confirmada la presencia de los
genes de la toxina binaria de Bs 1593 en
el plásmido pGSPll, se procedió a la
transformación de la célula huésped Bt
CIB 30-0501 b con este p1ásmido.

Obtención de la cepa Bt CIB
30-0501b
La bacteria acuática nativa, cepa CIB 30-
0501 b corresponde a B. thuringiensis
subsp. israliensis (Bti) con actividad tóxi-
ca para larvas de mosquito, aislada de la
superficie de un criadero localizado en la
zona de Turbaco (BoL). Esta cepa fue la
única de un grupo de bacterias nativas pre-
viamente seleccionadas que se logró
transformar con el plásmido pGSP 11 me-
diante el método de electroporación, en
un electroporador Bio-Rad según las es-
pecificaciones del fabricante y la meto-
dología de Bone y Ellar (1989).

La presencia del plásmido pGSP 11 en la
bacteria transformada se confirmó me-
diante la extracción del ADN plasmídico
por un método de lisis alcalina según la
técnica de extracción de plásmidos de Ba-
cillus recomendada por el Instituto
Pasteur (Comunicación personal). La vi-
sualización del ADN después de restric-
ción con la enzima HindlII se realizó por
medio de electroforesis en gel de agarosa
0,8% teñido con bromuro de etidio. Se
confirmó la funcionalidad de dichos genes
demostrando la actividad larvicida ejer-
cida por cepas de E. coli transformadas
con dicho plásmido y por la cepa acrista-
lífera de Bti 4Q2-81, que se vuelve tóxi-
ca al ser transformada con pGSPl1.

Para evaluar la expresión de las proteí-
nas tóxicas de Bs contenidas en el plás-
mido pGSP 11,en la bacteria recombinan-
te CIB 30-0501b pGSPll, la cepa se cul-
tivó a dos temperaturas, 28°C y 40°C, en
medio de cultivo con y sin el antibiótico,
el cual sirve de agente de selección para
la presencia del plásmido en bacilos (te-

traciclina 30 mg/ml). Se evaluó una fase
vegetativa temprana y una fase tardía del
crecimiento bacteriano. Se hicieron re-
cuentos de unidades formadoras de colo-
nias (UFC) en cajas de petri con medio
Luria Bertani (LB)-agar (Sambrook et al.
1989) con y sin tetraciclina.

La cepa CIB 30-0501b pGSPll se repi-
có en medio Luria Bertani (LB)-agar pH
7,2 con tetraciclina 30 mg/ml, a partir del
cultivo stock en LB-glicerol mantenido a
-70°C y se incubó toda la noche a 30°C
para tener un cultivo fresco al iniciar el
estudio. Del crecimento fresco en LB con
tetraciclina se tomó una asada y se ino-
culó un tubo con 5,5 ml de LB sin anti-
biótico. Este tubo se incubó por 4 horas a
30°C y 200 rpm. Luego se tomaron 500
ml de muestra de este tubo y se realizó la
lectura de la densidad óptica a 600 nm
para finalmente diluir el cultivo con LB
estéril a una densidad óptica de 0,6 de
absorbancia a 600 nm. Al tener listo el
inóculo a la densidad óptica adecuada, se
tomaron 8 ml de éste y se virtieron de a 2
ml en cuatro erlenmeyers de 250 ml, con
50 ml de LB cada uno (inóculo al 4% ). A
dos de los erlenmeyers se les adicionó
tetraciclina a una concentración final de
30 mg/ml. Se mezclaron bien y se tomó
I mI de muestra de cada uno, las cuales
corresponden al tiempo O. Luego se in-
cubaron por 8 horas en las siguientes con-
diciones:

1. 28°C, 200 rpm, LB con tetraciclina.
2. 40°C, 200 rpm LB con tetraciclina.
3. 28°C, 200 rpm LB sin tetraciclina.
4. 40°C, 200 rpm LB sin tetraciclina.

Al cumplir 8 horas de incubación, se to-
maron 2 ml de muestra de cada cultivo,
correspondientes al tiempo 8, y se incu-
baron nuevamente en iguales condicio-
nes hasta cumplir 24 y 48 horas, en las
cuales se tomaron nuevamente 2 ml de
muestra de cada uno que corresponden a
los tiempos 24 y 48, respectivamente.

Con las muestras tomadas en los tiempos
O, 8, 24 Y 48 se procedió a evaluar los
siguientes parámetros:

Lectura de densidad óptica a 600 nm
para determinar el crecimiento bacte-
riano en cada una de las condiciones
de cultivo.

Recuentos de colonias con diluciones
de 100 mI de cultivo, sembrados por
triplicado en el medio correspondiente
a cada tratamiento e incubados a la
temperatura respectiva toda la noche.

Placa para colorear por la tinción de
Shaffer-Fulton I y detectar algún tipo
de contaminación y si hubo esporu-
lación en los cultivos.

Westem Blot para determinar la ex-
presión de las proteínas de Bs codifi-
cadas en el plásmido pGSP 11. La sín-
tesis de las proteínas tóxicas se eva-
luó mediante electroforesis en geles
de poliacrilamida al 10%, en condi-
ciones denaturantes. Las proteínas se
visualizaron con azul de Coomasie. Se
efectuó transferencia de las proteínas
a membranas de nitrocelulosa, en las
que se evidenció la presencia de las
proteínas tóxicas mediante técnicas de
inmunodetección usando el anticuer-
po primario fabricado en ratón contra
las proteínas tóxicas de Bs y un con-
jugado de proteína A marcada con la
enzima fosfatasa alcalina, y se añadió
el substrato naftol fosfato y sistema
de color adecuado, fast red (Sigma
Chemical Co).

Minipreparaciones de ADN para tra-
tar de aislar el plásmido pGSP 11 que
contiene los gene s que codifican las
proteínas de Bs. La extracción de plás-
midos se hizo utilizando el método de
la lisis alcalina de Bimboim y Doly
(1979) modificado por Promega
Biotec (1986). El ADN que se obtu-
vo, se sometió a digestion con la en-
zima HindIlI, y los productos de esa
digestión se separaron mediante
electroforesis en un gel de agarosa 0,8
% Y se visualizaron por tinción con
bromuro de etidio bajo transilumina-
ción con luz ultravioleta (Sambrook
et al. 1989).

Para evaluar la estabilidad en el tiempo
del plásmido pGSP 11 en la bacteria CIB
30-050 lb pGSP 11 se procedió a crecer
la cepa CIB 30-0501 b pGSP 11 en 5 mI
de medio MI (conteniendo por litro:

I (S. SINCER. Comunicación personal)
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proflo I g, peptona 5 g, glucosa 3 g,
KHlO ~6 g, solución de sales 10 rol, bu-
ffer de potasio 200 rol) por 48 horas a 200
rpm, hasta obtener un cultivo completo
final (ccf) bien esporulado. Luego se hi-
cieron diluciones (10-1,10.5 Y 10.6) de este
ccf en 4,5 mI de PBS (buffer salino
fosfato) estéril y se sometieron a un cho-
que térmico por 12 minutos a 80°C para
eliminar las escasas células vegetativas.
Posteriormente se sembraron 100 rol de
cada dilución en medio LB-agar y LB-
agar con tetraciclina 30mg/rol. Las cajas
se incubaron por 24 horas a 30°C. Al ob-
tener el crecimiento de las colonias se
hicieron los respectivos recuentos en cada
dilución y se seleccionó el recuento de la
dilución 10.4 en LB con tetraciclina, el
cual presentó un total de 122 colonias.
Luego cada colonia se repicó en medio
LB-agar y LB-agar con tetraciclina (30
mg/rnl), con el fín de iniciar la evalua-
ción de la estabilidad segregacional, o sea
el paso del plásmido de células madres a
células hijas (Ver esquema).

Dilución 10-4en LB-tetraciclina.
n=122----#1 LB #2 LB (tet)»<. »<.

LB (tet) LB LB (tet) LB
/l r-,

LB (tet) LB LB (tet) LB.> r-,
LB (tet) LB LB (tet) LB

I I
Repiques sucesivos durante siete días

consecutivos.

A partir del crecimiento del primer repi-
que en LB y LB-tetraciclina se comenza-
ron a estudiar dos vías, una (#1) a partir
de repiques sucesivos de cada colonia a
partir del medio LB a medio LB y LB
(tet) por ocho días consecutivos para ob-
servar la estabilidad del plásmido sin la
presión del antibiótico, y otra vía (#2) fue
a partir de repiques sucesivos de cada
colonia a par ir del medio LB (tet) a me-
dios LB y LB (tet) por siete días conse-
cutivos para evaluar la estabilidad del
plásmido con la presión del antibiótico,
el cual sirve de agente de selección para
la presencia del plásmido pGSP 11. Los
repiques de cada día se incubaron a 29 ±

O,SOC por 24 horas. De cada colonia se
llevó un registro diario de crecimiento pa-

A. pBU4
pBC 16/EcoRI pUC 19/Eco01l9•• ~ •• •

Sspl Hpol Pvull Scal SMC Scal Sspl
1 II 1

• ~ ...•
Tet lacZ Amp

pGSPllB.
Porción correspondiente a los genes de la toxina de B. sphaericus

3,5Kb _
Sphl EcoRV EcoRV HíndlllHindlll

:c Z - /\ B_9_1:_
I'

_Ec_0--lR~~

I \ 51,4 kDa

Sitio múltiple
de clonaje

Figura 1.

Scal ....--
lac Z

Scal

41,9 kDa

A. Plósrnrdo pBU4 construido con sectores de los plósrnidos pBC lo- 1 y pUC 19, contiene un
sitio múltiple de clonaje {SMCJ y tres genes .JcZ, Tet, y Amp. B. Plosmído pGSPll (3,5 Kbl
que contiene los genes de la toxina de B. sphaericus insertados en el SMC del plósrmdo
pBU4.

ra finalmente determinar el porcentaje de
colonias estables en cada una de las con-
diciones. Después de cada 24 horas de in-
cubación, las colonias que crecieron en
el medio LB pero fallaron en crecer so-
bre LB-tetraciclina eran sospechosas de
la pérdida de resistencia a dicho antibió-
tico y nuevamente se transfirieron a LB y
LB-tetraciclina para confirmar la pérdi-
da. La resistencia a tetraciclina esta codifi-
cada en el plásmido pGSPll en el frag-
mento pBU4. Para reconfirmar esta pér-
dida de resistencia, la colonia se repicó a
partir del LB a 5 mI de LB-tetraciclina y
se incubó por 24 horas a 30°C, 200 rpm.
Una vez terminados los pases, se selec-
cionó al azar el 11,5% de la población que
había perdido la resistencia, incluyendo
colonias de cada repique, para verificar
la pérdida del plásmido pGSPll median-
te el aislamiento del ADN plasmídico por
la técnica de Iisis alcalina recomendada
por el Instituto Pasteur.

Resultados y Discusión

La Figura 2 muestra los resultados de las
curvas de crecimiento según las variacio-
nes en la densidad óptica. Los resultados
sugieren que los medios que mejor so-
portaron el crecimiento de la cepa CIB
30-0501b pGSPll fueron aquellos cuya

incubación se llevó a cabo a 28°C, tanto
con o sin la presión del antibiótico (tetra-
cicIina 30 mg/rnl). La presión de la alta
temperatura afecta el crecimiento del cul-
tivo en los medios LB con y sin tetraci-
cIina. A las 48 horas de crecimiento, en
todos los tratamientos se comenzó a ob-
servar la presencia de algunos bacilos que
empezaron a formar el espacio que ocu-
pará la espora en su interior, y se obser-
varon escasas células esporuladas. Debi-
do a que el medio LB es un medio muy
nutritivo, se observó un retraso en la es-
porulación ya que todavía, posiblemen-
te, no se habían agotado los nutrientes.

La Tabla I muestra los resultados de los
recuentos de colonias en 100 mi de una
dilución 10-5. Se presenta el resultado pro-
medio de 3 replicaciones. Los resultados
de estos recuentos no se correlacionan con
los datos de la curva de crecimiento ob-
tenida de la densidad óptica, en donde a
las 48 horas se observa un aumento de la
absorbancia que indica un aumento del
crecimiento bacteriano con respecto a las
24 horas, contrario a los recuentos que
en las 48 horas muestran una disminu-
ción del recuento de colonias respecto a
la lectura anterior. En el tratamiento LB-
tetraciclina 40°C no se presentó creci-
miento de colonias en la dilución 10-5,
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pero pudo haber crecimiento en dilucio-
nes más altas, y en la Figura 2 se observa
que en este tratamiento fué donde se pre-
sentó la densidad óptica más baja, lo que
indica menos crecimiento bacteriano,
posiblemente afectado por la acción de
la alta temperatura. Se observa que los
recuentos correspondientes a los trata-
mientos a 40°C son más bajos que los re-
cuentos correspondientes a 28°C.

La Figura 3 muestra los resultados de los
Westem blot. Estos resultados indican ex-
presión temprana (8 horas post-inocula-
ción) de las proteínas codificadas por el
plásmido pGSPll, las cuales correspon-
den a proteínas de 51,4 y 41,9 (KDa). La
expresión es óptima a las 24 horas, para
decrecer a las 48 horas. Claramente, en
todas las muestras analizadas se observa
que la expresión de las proteínas es muy
reducida a la temperatura de 40°C, tanto
en el medio LB como en LB con te-
traciclina. Esto puede ser un reflejo del
efecto de la temperatura en el proceso ge-
neral de síntesis proteíca más que un efec-
to específico inhibitorio de la síntesis de
la toxina binaria. Sin embargo, con la in-
formación obtenida no se puede llegar a
una conclusión definitiva.

La Figura 4 muestra los resultados del
análisis de la presencia del plásmido
pGSPll a las 8, 24 Y48 horas (post ino-
culación) en el panel A, B YC, respecti-
vamente. No se evaluó ninguna muestra
a las Ohoras porque en esta etapa tan tem-
prana el número de bacterias presentes no
permiten obtener ADN plasmidico para
estudiar. Se puede observar detección del
pGSPll en la etapa temprana de 8 horas,
especialmente el los tratamientos con te-
traciclina, debido a la presión que ejerce
la selección con el antibiótico; el mismo
resultado puede también observarse a las
24 y 48 horas. En general, en los paneles
B y C (líneas 1 y 2) se observa que las
muestras provenientes de crecimiento en
medio sin antibiótico muestran una me-
nor recuperación del plásmido tanto a 28
como a 40°C.

Los resultados del ensayo de estabilidad
del plásmido pGSPll se observan en la
Tabla 2. Estos resultados revelaron que
el plásmido es mantenido establemente
en el 100% de la población durante los

Absorbancia

lectura de densidad optica 600 mm

......; -r.

,.;..~.~.~~-:.....
..•. ;...-: ...

.-.~.~.~.,.

OL-----~~-------------------------------------------
8 24
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-----LB 40'C _.-_.-- TETRA28'C

8

7

6
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4

3
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o

--LB 28'C

---------~--

48

... TETRA40'C

Figura 2. Curvas de crecimiento de la cepa CIB 30-0501 b pGSP 11bajo diferentes condícrones de
cultivo, según las variaciones en la densidad óptica a 600 nm en cada uno de los
tratamientos. Las leduras corresponden a los tiempos O, 8, 24 y 48 horas.

Tabla 1. Recuentos de colonias de los cultivos de la cepa 30-0501 b pGSP 11en la dilución 10·s en
los cuatro tratamientos.

o horas 8 horas 24 horas 48 horas
LB28'C 1.3 105,3 195,6 179
LB40'C 0,6 69,3 25,6 57
LB·Ter 28'C 0,3 84,3 206,0 121
LB·Ter 40'C O O O O

'Corresponde 01 antibiótico que sirve de marcador de la presencia del plósrnido pGSP 11(Tetraciclina 30
mg/mU

siete días de repiques consecutivos, cuan-
do existe la presión de selección del anti-
biótico que sirve de marcador de la pre-
sencia del plásmido pGSPll en las célu-
las (tetraciclina 30 mg!ml). En cambio,
cuando no hubo presión de selección del
antibiótico durante los ocho días de cre-
cimiento de las colonias, éstas perdieron
su característica de resistencia a la tetra-
ciclina desde el primer repique (1,64% de
la población) hasta el octavo repique
(100% de la población), siendo esta res-
puesta muy sugestiva de la pérdida del
plásmido pGSPll.

Al realizar el aislamiento del ADN plas-
midico, al 11,5% de la población (n=14)
que había perdido su característica de re-
sistencia a la tetraciclina y de hacer el
corte con la enzima HindIII, se esperaba
encontrar en el gel de agarosa la ausencia
del plásmido pGSP 11, pero al visualizar
este gel, se observó que la mayoría de las

colonias habían conservado la porción del
plásmido correspondiente al fragmento
pBU4 y no se observó ninguna banda a
nivel del fragmento de 3,5 Kb correspon-
diente a los genes de las toxinas de Bs,
pero se observaba un fragmento más pe-
queño, de aproximadamente 2,8 a 3 Kb
(Fig. 5). En vista del resultado obtenido,
se realizó un Westem blot con una alí-
cuota de los mismos cultivos usados para
hacer las minipreparaciones de ADN y
se reveló con anticuerpos específicos para
las proteínas de Bs fabricados en ratón.
El Western blot mostró que ninguna de
las 14 colonias expresaba las proteínas de
51,4 y 41,9 KDa de la toxina de Bs, lo
que llevó a plantear algunas hipotesis: (1).
Se presentó un daño estructural a nivel
del fragmento de 3,5 Kb de los genes de
las proteínas tóxicas que impidió la ex-
presión de las proteínas. (2). Hubo un
daño o reacomodamiento estructural a
nivel del plásmido completo, ya que tarn-
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A. LB H LB (+)LB (-) LB H

51,4

41,9

C 28 40
O horas

28 40

B. LB (-) LB I-l LB (+)LB H

C 28 40
8 horas

28 40

c. LB (+) LB H LB (-) LB (-)

ti I1 '!lM

C 40 28

24 horas
40 28

D. LB (+) LB (-)LB (+) LB I-l

C 40 28

48 horas
40 28

Figura 3. Western blot de las muestras correspondientes a los tiempos O, 8, 24 y 48 horas en los
páneles A, B, e y D, respectivamente. C: Muestra control. Corresponde a un cultivo
completo final de una cepa de Bs CIB 143- 1310 que demuestra las proteínas de 51,4 y 41,9
KDa que conforman el cristal tóxico. 28 y 40 corresponden a las temperaturas de
incubación de cada uno de los tratamientos. LBI-) corresponde a medio sin antibiótico
Itetraciclinal; LBI+I corresponde a medio con tetroctclíno 30 mg/ml.

bién se afectó la resistencia al antibiótico
marcador. (3). Debido a la presencia del
fragmento correspondiente al vector
pBU4, al parecer no hubo inestabilidad
segregacional del plásmido sino más bien
un problema de tipo estructural que afec-
tó las características del mismo al no ha-
ber tenido la presión de selección.

La inestabilidad estructural puede deber-
se a deleciones, inserciones o reacomo-
damiento del ADN. Algunos de los pri-
meros reportes de deleciones se realiza-
ron en vectores bifuncionales, los cuales
se replican tanto en bacterias Gram posi-
tivas como Gram negativas (Kreft y
Hughes 1982; Ehrlich et al. 1982) pre-
sentando el pBU4 esta característica. Las
deleciones espontáneas han sido ahora
detectadas en un arrplio rango de ADNs
plasmídicos, virales y cromosomales. La
inestabilidad segregacional que se define
como la pérdida del plásmido entero de
su huésped, ocurre en forma natural. Se
ha registrado que los plásmidos con bajo
número de copias son establemente man-
tenidos y que los que poseen alto número
de copias son segregados al azar en la
división celular (Meacock y Cohen 1980).
La inestabilidad de los plásmidos puede
también presentarse como resultado de
formas multiméricas del plásmido y del
tamaño del mismo (Bron y Luxen 1985).

Conclusiones

Con los resultados obtenidos se pue-
de concluir que la bacteria recombi-
nante CIB 30-0501 b pGSP 11 presen-
ta un mejor crecimiento en medio Lu-
ria Bertani (LB) a 28°C con tetraci-
c1ina a una concentración de 30 mg/
mI, pero que el crecimiento se ve afec-
tado por la acción de la alta tempera-
tura (40°C) y esto repercute conside-
rablemente en el proceso de expresión
de las proteínas de 51,4 y 41,9 KDa
de B. sphaericus contenidas en el plás-
mido pGSPII que ella transporta.

La reducción del crecimiento bacte-
riano se puede observar tanto en las
curvas de crecimiento obtenidas de las
variaciones en la densidad óptica co-
mo en los recuentos de colonias, en
comparación con el crecimiento del
cultivo a 28°C. En este aspecto es
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Figura 4. Aislamiento del plósrnído pGSPll en minipreparaciones de ADN de las muestras
correspondientes a los tiempos 8. 24 y 48 horas en las Figuras A. B y C. respectivamente.
Las líneas punteadas estón Indicando la banda correspondiente al vector bíhrnctonol
IpBU41 y la banda correspondiente al fragmento que codifica las proteínas de la toxina
bmorío de Bs de 3.5 Kb. aproximadamente. Las líneas 1 y 2 provienen de muestras
obtenidas de crecimiento de la cepa ClB 30-0S01 b pGSP 11 en LB sin tetroclchno. a 28
y 40'C. respectivamente. Las líneas 3 y 4 provienen de cultivas de LB con tetraciclina a
28 y 40'C, respectivamente. M corresponde al marcador de peso molecular lambda
cortado con Hindlll. que presenta bandas de 23.130. 9.416. 6.557, 4.361. 2.322 y 2.027
pares de bases.

importante realizar pruebas adicionales de
crecimiento bacteriano, estabilidad
del plásmido y expresión de las pro-
teínas a temperaturas menos extremas,
que oscilen entre los 30 y los 3rC,
ya que la temperatura de 40°C es un
factor extremo poco probable de pre-
sentarse en las aguas de los criaderos
naturales de mosquitos, en donde solo
se ha reportado temperaturas de hasta
35°C.

• Es importante resaltar que la expre-
sión de las proteínas de Bs toma lugar
desde fases tempranas del crecimien-
to bacteriano (8 horas), con una ex-
presión máxima a las 24 horas para
luego decaer a las 48 horas, pero la
detección temprana de estas proteínas
podría ser indicativa de que la bacte-
ria puede presentar toxicidad debida
a estas proteínas desde una fase tan
temprana del desarrollo bacteriano.

Se observa que la presión de selec-
ción con el antibiótico (tetraciclina 30
mg/rnl) en las condiciones de cultivo
es muy importante para el manteni-
miento del plásmido en el tiempo, ya
que la falta de presión con el antibió-
tico conlleva a la pérdida de resisten-
cia a la tetraciclina y la pérdida de
expresión de las proteínas tóxicas po-
siblemente por daños estructurales
(delecciones, inserciones o reacomo-
damientos) en el plásmido completo
o en el fragmento que codifica las pro-
teínas tóxicas, pero con los resultados
obtenidos no se puede determinar con
exactitud el tipo de daño que ocasio-
nó la inestabilidad.

Agradecimientos

Esta investigación recibió ayuda financie-
ra de la Fundación para la Educación Su-
perior (FES) y la Corporación para In-
vestigaciones Biológicas (CIB).

Bibliografía
ALl, A.; WEAVER, M.; COSTENMOYER, E.

1989. Effectiveness of Bacillus thuringiensis
serovar. israeliensis (Vectobac 12 AS) and
Bacilllls sphaericus 2362 (AGB-6232) against
Culex spp. rnosquitoes in a dairy lagoon in
Central Florida. Florida Entornologist (Estados
Unidos) v. 72, p. 585-591.

BIRNB01M, H.C.; DOLY, J. 1979. A rapid alkaline
extraction procedure for screening recornbinant
plasrnid DNA. Nucleic Acids Research (Rei-
noUnido)v.7,p.1513-1523.

BONE, EJ.; ELLAR, DJ. 1989. Transformation
of Bacillus thuringiensis by electroporation.
Federation of European Microbiology Socie-
tieso Microbiology Letters (Holanda) v. 58, p.
171-178.

BOURGOUIN, c.. DELÉCLUSE, A.; DE LA
TORRE, E; SZULMAJSTER, J. 1990. Trans-
fer of the toxin protein genes of Bacillus
sphaericus into Bacillus thuringiensis subsp.
israeliensis and their expression. Applied and
Enviromental Microbiology (Estados Unidos)
p: 340-344.

BRON. S.; LUXEN, E. 1985. Segregational
inestability of pB U 11O-derived recombinant
plasmid in Bacillus subtilis. Plasrnid (Estados
Unidos) v. 14, p. 235-244.

EHRLlCH, S.D.: NIAUDET, B.; MICHEL, B.
1982. Use of plasmid from Staphylococcus
aureus for cloning of DNA in Bacillus subtilis.
In: R. H. Hofschneider; W. Goebel (Eds.). Gene
Cloning in Organins other than E. coli.
Springer- Verlag, Berlín. p. 19-29.



Estab'¡idad de un Bti recambinante 129
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