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Introduccién

Bacillus thuringiensis es una bacterla Gram positiva cu-
ya originalidad reside en su capacidad de sintetizar toxinas en-
tomopatogénicas durante la fase de esporulacion. Con seguridad,
de no ser por estm particularidad Bacillus thuringlensis no ha-
bria motivado las 1nvestigaciones que ge realizan en este campo

desde hace algunos afios.

Como sera expuesto en lo que sigue, luego de una década
de estudios bicquimicos llevados a cabo sobre la S-endotoxina de
esta especie (entre los afios 1970 y 1880), ha surgido el interés
por el estudio de la genética de estos bacilos. En efecto, nume-
rosog laboratorios ge han interesado en el determinismo genético
de la sintesis de la toxina. En este sentido, el estudio de los
aspecto: genéticos de la sintesis y regulacién en estos bacilos
implica la superacidén de obstaculog diversos tanto tecnolodgicos
como tedricos. El desarrollo de nuevae técnicas aplicadas a eestos
microorganismos (técnicas de extraccidén y transferencia de ADN,
por ejemplo), representa uno de tales obstaculos.

Los trabajos aqui presentados, se circunscriben a la
resolucion de este tipo de problemas, de manera de poder contar
con un buen manejo de estos bacilos tanto a nivel fisioldégico co-

mo genético.



Introduccién

1. ASPECTOS GENERALES

Los agentes de control biolégico de plagas han desperta-
do gran interés en los ultimos afios. Esto se debe en parte, a la
toma de conciencia acerca de los peligros del uso indiscriminado
de pesticidas quimicos.

Por otro lado, es conocido el hecho de que los insecti-
cidas sintéticos no s6lo afectan & otros insectos beneficiosos,
eino que por su persistencia en el ambiente son particularmente

peligrosos.

La relacién entre insecticidas quimicos y mutaciones,
cancer, enfermedades asociadas en humanos, dafio a la vida silves-
tre y toxicidad en plantas, ha sido ampliamente demostrada en los
nltimos 20 afios. Es més, las poblaciones de insectos tienden a
adgquirir resistencias que originan nuevos brotes de plagas rapi-
damente. Todo esto, ha generado un cambio de mentalidad respecto

del aso de estos productos quimicos.

En la altima década, los avances de la biotecnologia han
permitido contar con los medios necesarios para encarar el des-
prlazamiento de loes insecticidas sintéticos gque actualmente domi-

nan el mercado.

Las ventajas del uso de agentes bioldgicos en el control
de plagas residen Jjustamente en su alta especificidad y su natu-
raleza ecoldégicamente sana, asi como en la baja o nula resisten-
cla desarrollada por los ineectos suesceptibles.
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Los agentes de control biolégico estan constituidos por
organismos de naturaleza variada como: virus, bacterias, hongos y
protozoarios (ver Tabla 1). Los virus de insectos son altamente
especificos; por ejemplo, loe de la familia PBRaculoviridae no pre-
sentan similitud alguna estructural o bioquimica con virus de
vertebrados o plantas superiores. Sin embargo, los insecticidas
virales presentan la desventaja de ser de accién mas lenta que

sus equivalentes quimicos

Una gran parte de las bacterias y hongos insecticidas,
son patdégenos facultativos que afectan al huésped por diferentes
mecanismos como invasidén de tejidos y/o produccidén de toxinas
(MILLER et.al., 1883).

Las bacterias pueden dividirse en tres tipos ecolégicos:
1) patdégenos ohligados como Bacillus popilliae o Bacillus lenti-
morbus, 2) bacilos productores de toxinas cristalinas como Baci-
llus sphaericus y Bacillus thuringiensis, o 3) patdégenos faculta-

tivos como Fseudomonas aeruginosa o Achromobacter sp.

Cerca de 100 tipos de bacterias han sido descriptas como
entomopatogerncs, pero sé6lo cuatro han sido seriamente considera-
das como agentes de control. Este grupo esta constituido por ba-
cilos esporulantes. Bacillus popilliae y Bacillus lentimorbus,
patogenos para larvas de escarabeidos, crecen en la hemolinfa de
estas larvas y acumulan billones de esporas antes de matar al
niésped. Estas esporas permiten sobrevivir al patdégeno en estado
latente por largos periodos y constituyen su medio de disemina-
cién. PBRacillus sphaericus sintetiza una toxina capaz de matar
larvas de dipteros (especificamente mosquitos), si bien no hay

ann formulaciones comerciales disponibles.
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TABLA 1: MICROORGANISMOS ENTOMOPATOGENICOS

ORDENES DE INSECTOS
GRUPO ESPECIES REPRESENTATIVAS SUSCEPTIBLES

Virus Feliotls NPV¥ Lepldopteros
Autographa californica NPV| Hymenopteros,
Dipteros,
Coleopteroe y otros

Hongos Beauveria basslana Lepidopteros,
Metarrhizsium anisopliae Hymenopteros,
Coleopteros
Dipteros
Bacterias| PBacillus popilliae Coleopteros
Baclilllug sphaericus Dipteros,
Bacillus thuringliensis Lepidopteros, Dip-
teros, Coleopteros
Clostridium malacosome Lepidopteros
Fseudomonas aeuriginosa Amplio espectro

de acciodn

¥ Nuclear polyhedrosis virus
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Este entomopatéogeno se esta estudiando con gran interés,
ya que regulta altamente atractivo por su alta eficacia y pereis-

tencia en ambientes acuaticos.

De estos cuatro agentes, el uGnico grupo de bacilos que
ha sido desarrollado con éxito como insecticida, esta constituido

por B. thuringiensis.

Su uso ha 8ido recomendado en campos de cultivo,
aArboles, huertas y mas recientemente en grano almacenado para el

control de larvas de lepidépteros (ver Tabla 2).

La subeszpecie Israelensis es efectiva contra larvas de
dipteros como moscas y mosquitos, y difiere en varios aspectos de
las demae subespecies de thuringiensis. Recientemente, se ha des-
cripto una Bubespecie téxica para algunas larvas de coledpteros
(FALCON, 1971).

La patogenicidad de estos bacilos radica en la produc-
cién de inclusiones cristalinas téxicas durante la esporulacion;
dichos cristales, constituidos por glicoproteinas, al ser ingeri-
dos por lae larvas susceptibles, ejercen sus efectos toéxicos si

bien el mecanismo exacto no es todavia conocido.

Existe un gran interés por parte de numerosos laborato-
rios en el estudio de estos bacilos, ya que la manipulacién de
los genes de las toxinas representa un gran potencial de aplica-
cién. Por otro lado, el estudio de la regulacién de la sintesis
de cristal larvicida, asi como de la localizacién y estructura de
los genes responsables de dicha sintesis, representa un desafio
en 8i mismo debido a las particularidades del sistema.
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TABLA 2: PLAGAS SUSCEPTIBLES AL CONTROL CON PREPARACIONES

DE Bacillus thuringdenais

Nanduca
Kanduca Quinque Lysastria| Belio - | Colias en- | Plodia inter-
PLAGA Trichopiusa ni | sexta Naculata | Dispar this zea | rythems punctella
Cultivos | Coles, apio, Tabaco Tonate Foresta-] Algodon | Alfalfa Grano
afectados | lechuga, papa, ciones almacenado
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2. ASPECTOS APLICADOS

Un insecticida microbiano debe reunir clertas condicio-
nee de saceptabilidad, entre ellas, ser: a) de formalaclédn aplica-
ble (como polvo o spray, solo o en conjuncion con productos qui-
micos, parasitos u otros patdédgenos), b) almacenable, ¢) econdmi-
co, d) facil de producir, e) seguro y estéticamente aceptable, f)
no debe dejar residuoe peligrosos, especialmente cuando se utili-

zan diluyentes o materiales de soporte.

Puesto que deben ser ingeridos para causar efecto, los
virue y bacterias deben ser aplicados en el momento en que el in-
secto susceptible comienza a alimentarse, es decir, antes de que
hays causado dafios econémicos importantes. Los hongos patogénicos
no deben ser necesariamente ingeridos para ejercer su aceidn, ya
que son capaces de matar al insecto colonizando eun superficie.

En la década pasada se han desarrollado tecnologias que
involucran métodos fermentativos (para producir insecticidas bac-
terianos y micdticos) o de cultivo de células y establecimiento
de insectarios (para la producciédn de virus).

51 bien existen aproximadamente 1500 agentes entomopatd-
genoe naturalee conocidos, eblo unoe pocos han eido aplicados con
éxito al control biolégico de plagas. Entre los bacilos entomopa-
toégenos, se ha dado especial énfasis al desarrollo comercial de
Bacillus thuringiensis cuya aplicacién a diversos cultivos ha si-

do mundialmente practicada durante dos décadas.

El valor comercial de B. thuringiensis reside en el lla-
nado cristal proteico insecticida (CPI) o 8-endotoxina, que se
sintetiza durante la esporulacién. La adminietraciém por via oral
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de CPI a larvas de 1insectos lepidépteros o dipteros causa dafios
en el epitelio digestivo e interrupcién de la alimentacidédn (FAST
et.al., 1978)

Se cuentan en la actualidad mas de 400 formulaciones re-
gietradas de Bacillus thuringlensis aprobadas para 8su uso en el
campo (ver Tabla 3). La mayor ventaja de la utilizacién de este
sistems radica en la produccién de esporas facilmente formulables
para su uso con los equipos de aplicacién convencionalmente uti-
lizados en control de plagas; asimismo, estas formulaciones re-
sultan altamente seguras para la salud de humanos, otros mamife-
roe y deméds fzuna beneficiosa (ARONSON et.al., 1986).

Por otro lado, preparaciones de esporas y cristales de
B. thuringlensis aplicadas al follaje, son lavadas por efecto de
lae lluvias y pueden ser inactivadas por luz ultravioleta o tem-
peratura (GRIEGO y SPENCE, 1878). Es por esto que B. thuringien-
s5is debe ser usado como un insecticida convencional y ser aplica-
do repetidamente para obtener una proteccidén de los cultivos a
largo plazo.

La biotecnologia puede afectar la produccidén industrial
y la eficiencia de los costos de los agentes de control bioldgico
de plagas. Respecto de la produccidén de CPI, la investigacidén ha
eido dirigida a la produccidén de mutantes asporogénicos de B,
thuringiensis (YOUSTEN, 1986) que podrian aumentar la productivi-
dad de 3 a 5 veces. También, se han encarado estudios que involu-
cran la manipulacién genética tendlente a modificar fundamental-
nente las caracteristicas moleculares de los diferentes CPI. En
este sentido, se han logrado resultados espectaculares desde el
punto de vista de la Biologia Molecular como por ejemplo el clo-
nado del gen de la S-endotoxina de la subespecie kurstakl (la mas
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TABLA 3: PRODUCTOS COMERCIALES DE Bacillus thuringiensis

SOBESPECIE/SEROTIFO RONBRE COMERCIAL INSECT0 BLANCO | FABRICABTE/PAIS
kurstaki B3 (ED-1) Dipel Lepidopteros ABBOTT/05A
kurstaki B3 (BD-1) Turiclde Lepidopteros SABDOZ-WABDER/0SA
thuringiensis §-1 Bathurin Lepidopteros CHEMAPOL-BIOKRRA/CBRCBOSLOVAQUIA
hurstaki B3 (BD-1) Sporeine Lepidopteros LIBEC/FRANCIA
dendrolinsus (8-4) Dendrobacillin Lepidopteros GLATEIEROBIOPRON/0SSR
tharingiensis (B-1) Brotoksy Bacillin Lepidopteros AGRICOLTORAL BICROBIOLOGY/055R
thuringiensis B-1(exotoxina)| Toxobakteris Lepidopteros GLAVHIEROBIOPRON/OSSR
igraelensis B-14 Bactmos,Vectobac,Teknar| Culex sp BIOCHEN PRODOCYS/FRARCIA

Aedes sp Z0ECAN/5ANDOZ/05A

Anopheles 8p

10
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activa contra larvas de leplddpteros) en Pseudomonas fluorescens
(colonizadora de raices vegetales), con el objeto de proteger
plantas de maiz contra orugas que se alimentan de sus raices
(OBUCOWICZ et.al., 1987). O la construccién de plantas transgéni-
cas de tabaco conteniendo un gen de 6-endotoxina que la planta es

capaz de expresar contra el insecto blanco (VAECK et.sl., 1987).

A pesar de estos logros, el uso extensivo de estos pro-
ductos recombinantes es ain muy limitado por razones de seguridad

ambiental y comercializacién.

El método principal para la produccidén comercial de B.
thuringiensis es actualmente la fermentacién en masa, cuyo pro-
ducto final contiene células, esporas, enzimas extracelulares y

proteinas, ademids de los CPI.

En cuanto a la reslstenclia de los insectos, un solo caso
ha sido reportado hasta el momento. Se trata de un lepiddptero
que ataca grano almacenado (Plodla interpunctells), que es capaZz
de desarrollar resistencia en unas pocae generaciones (Mc GAUHEY,
1985). Sin embargo, este caso constituye una excepcidn y se espe-
que las técnicas de Ingenieria Genética sean utiles en la ob-

ién de organismos modificados que permitan prever y solucio-

nar este tipo de problema. Asimismo, estas técnicas haran posible
r complejos espora-cristal mée resistentes a condiciones
ambientales extremas y con rangos de huésped mas amplios, aumen-
tando de esta manera la efectividad y rentabilidad de las formu-

laciones.
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3. SUBESPECIES DE Bacillus thuringlensls

Existen méds de 1000 aislamientos de bacilos formadores
de cuerpos paraesporales descriptos. Algunos de los mas estudia-
dos se presentan en la tabla 4. de Barjac y colaboradores, han e-
fectuado en el Instituto Pasteur (centro de referencia de estos
baciloe) una clasificacidén en base al serotipo flagelar (deBARJAC
et.al., 1973).

En general, existe correlacidédn entre el serotipo flage-
lar y el serotipo del cristal; una excepciédn a esta regla la
conetituye la subespecie kurstakl, ya que posee dos tipos de
cristal (KRYWIENCZYK et.al., 1978), con diferentes caracteristi-
cas vy especificidades. Loe tipoe de cristal han sido subdivididos

en base a su espectro de accién.

Dulmage (DULMAGE, 1971) examindé la actividad de 38 ais-
lamientos conteniendo el serotipo thu en eus cristales (de 1la
subespecie thuringifensis) y 36 con serotipo k-1 (de kurstakl).
Compard varios tipog de larvas de insectos susceptibles con el

fin de encontrar la potencia relativa de las toxinas.

Eete estudio resultdé en un re-agrupamiento en 19 tipos.
Esta subdivisidon, hace hincapié en la complejidad y variabilidad
de los cristales de Baclllus thuringiensis. Una posible explica-
ciéon puede basarse en el intercambio genético a través de elemen-
toe extracromosémicos o elementos transponibles entre estzas sub-

especies, como serid oportunamente discutido.
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TABLA 4: LOCALIZACION DE LOS GENES DE TIPO I Y II DESCRIPTOS POR
Klier et.al..

Genes
I II Origen
berliner + C
+ P
Kurstaki + P
dendrolimus + P
alzawval + C
+ P
subtoxicus + C

13
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q. TOXINAS DE Racillus thwringiensis

El componente predominante de las inclusiones para espo-
rales de la mayor parte de las subespecies de Baclllus thurin-
glensis esatad constitulido por polipéptidos de 130 a 150 Kd (BULLA
et.al., 1977). Sin embargo, existen variaciones en cuanto al na-
mero, forma y composicidén de estas inclusiones (Ver Tabla 4).

La sintesis de cristal, gue aparece a partir del estadio
II de la esporulacién, ee efectia a partir de un ARN mensajero
relativamente estable (PETIT-GLATRON y RAPOPORT, 1976) transcrip-
to preferenclalmente por una ARN polimerasa especifica de la es-
porulacién (KLIER et.al., 1978). Al final del proceso, el cristal
es liberado de la célula madre, y representa aproximadamente 25%
del peso seco de la bacteria. La estructura cristalina de la in-
clusién resulta del ensamblaje de subunidades proteicas o proto-
xinas en las cuales la masa molecnlar varia segun las subespecies
(BULLA et.al., 1977; HUBER et.al., 1981).

El cristal proteico digerido a pH alcalino por las pro-
teasas del tubo digestivo del insecto, es transformado en toxinas
activas de 50 a 70 Kd (LECADET et.al., 1962; BULLA et.al., 1979).

stas observaciones han sido hechas para la mayor parte de la ce-

[e2]

pas en las cuales la toxicidad para larvas de lepidépteros se ha-
lla asociada a un cristal de tipo bipiramidal o cuboide (Ver Fi-
gura 1). La subespeclies Iisraelensis constituye un caso diferente

que sera presentado en item aparte.
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Figura 1

Cristales de F. thuringiensis subespecie kurstaki HD-255

Microfotografia de barrido, mostrando los dos tipos de cristal en
kurstaki HA-255

b: bipiramidal (téxica para larvas de lepidépteros)

c: cuboidea (tdxica para dipteros)

(Tomado de Iizuka y Yamamoto, 1983)
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En la subeepecie kurstakli HD-1 se han descripto dos ac-
tividades téoxicas: la actividad larvicida en Lepldépteros se aso-
cia a un polipéptido de 130 Kd o Pl, mientras que la actividad
téxica en Dipteros se halla asociada a la presencia de polipép-
tidos de 65 y 67 Kd (YAMAMOTO y McLAUGHLIN, 1881; KIM et.al.,
1984); la proteina de 65 Kd o P2, es de naturaleza diferente a la
6-endotoxina de 130 Kd.

Recientemente, Heider y colaboradores (HEIDER et.al.,
1987), han demoastrado que una cepa de la subespecie aizawal (se-
rotipo 7) sintetiza una 6-endotoxina de 130 Kd que resulta toxica
en larvas de lepidépteros y dipteros. Esta doble especificidad
resultaria de una protedlisis diferencial de la protoxina por las

proteasas de los insectos.

Existen otras dos subespecies que pueden ser distingui-
das en funcidén de su cristal proteico: tenebrionis y san diego de
serotipo 8, son téxicas para larvas de coledpteros y sus crista-
les (de estructura rectangular) estéan constituidos por subunida-
des proteicas con masas moleculares de alrededor de 65 Kd (KRIEG
et.al., 1983; BERNHARD, 1986; HERRNSTADT et.al., 1986).

Un cierto mimero de cepas producen una toxina termoesta-
ble o B-exotoxina desde el comienzo de la fase de esporulacidn
(LECADET vy de BARJAC, 1981). Esta toxina es de naturaleza nucleo-
tidica; se ha estudiado su estructura molecular, asi como su me-
caniemo de accidén sobre la ARN polimerasa (FARKAS et.al., 1969;
SEBESTA et.al., 1970). Su efecto inhibitorio sobre esta enzima,
hace que el espectro de accidén de la B-exotoxina sea menos espe-
cifico que el de la 6-endotoxina. En efecto, ésta es activa con-
tra numerosos insectos pertenecientes a diferentes oOrdenes. De
este modo, su aplicacién en agricultura se hace mas dificilmente

16
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controlable, y no estd autorizada en la mayor parte de los pai-
ses. Mas ain, se han observado efectoe teratogénicos de la B-exo-

toxina en coleédpteros.

Existe otra forma, la a-exotoxina, que se produce duran-
te la fase vegetativa de numerosas cepas de PBacillus thuringlen-
sis y de Bacillus cereus (una bacteria emparentada evolutivamente
con B. thuringiensis). Es probable que se trate de fosfolipasa C
o lecitinasa, sintetizada en cantidades importantes por este mi-
croorganiemo (TAGUCHI et.al., 1980).

En cuanto al modo de accidén de la S6-endotoxina, se admi-
te generalmente que la toxina se adhiere en forma especifica so-
bre las células epiteliales del intestino del insecto. Esta unidn
seria de naturaleza glicoproteica, para las toxinas activas en
lepidépteros, vy de naturaleza lipidica para las activas en dipte-
ros (THOMAS y ELLAR, 1983; RKNOWLES et.al., 1984). Se trataria de
un desequilibrio a nivel de la permeabilidad de la membrana de
estas células (SACCHI et.al., 1886; KNOWLES y ELLAR, 1987), el
cual provocaria en pocos minatos leslionee de importanciza en el e-
pitelio intestinal, asi como una paralisis del tubo digestivo vy

mandibulsa.

4.1. Dominjios activos e inactivos de la S-endotoxina

El cristal glicoproteico de la subespecie kurstakl deno-
minado P1 (activo contra larvas de lepiddépteros) es solubilizado

en el tubo digestivo y convertido por las proteasas del insecto,

17
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en una molécula tdéxica con una masa molecular comprendida entre
30 vy 80 Kd (FAST et.al., 1878).

Recientemente, Yamamoto y colaboradores (YAMAMOTO et.
al., 1981) encontraron que la protoxina de PBacillus thuringiensis
HD-1 y HD-73 eran clivadas por proteasas digestivas, a un poli-
péptido de 62 Kd que llamaron "nucleo resistente”, activo contra

larvas en los ensayos biolédgicos.

Los estudios més recientes, estan de acuerdo en asignar
un peso molecular de entre 55 y 70 KA a la toxina activa de P1.
La porcidén activa de P1, se localiza en el fragmento N-terminal
del polipéptido (NAGAMATSU et.al., 1984), siendo los primeros 28

aminoacidos no esenciales.

En cuanto a la porcidédn C-terminal, se halla conservada
en diferentes subespecies, lo que llevé a pensar que tendria al-
guna funcidén en la toxicidad. Sin embargo, los estudios efectua-

dos hasta el momento indicarian que no es el caso.

Se le han asignado posibles funciones a este dominio de
la 6-endotoxina como:proteccién de la protoxina, participacidn en
el mecanismo de unidén a las células epiteliales o en los procesos
de deposicidén y ensamblado de la proteina en forma de inclusién
cristalina (FAST et.al., 1978; KNOWLES et.al., 1984).

18
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4.2. Relacidén entre la sintesis de cublerta esporal, ger-
minacién y formacién del cuerpo paraesporal

Las esporas de la mayor parte de las subespecies de B,
thuringiensis germinan lentamente. Sin embargo, las esporas de
muchos mutantes acristaliferos de la subespecie kurstaki HD-1,
germinan rapidamente y poseen cubiertas esporales completas. Por
alguna razén, el mecanismo de germinacidén es defectivo en esporas
(ARONSON et.al., 1982) provenientes de cepas capaces de formar
inclusiones paraesporales. Existen deficiencias en las cubliertas
esporales de dichas cepas que pueden involucrar mecanismos rela-

cionados con la germinacion.

En subespecies con cubiertas mée delgadas, existe depo-
sicién de protoxina en la superficie de la espora, de manera que
las esporas per se resultan toéxicas, a menos que se disocien las

proteinas con lavados que las remuevan.

Unsa excepcidén a este fendmeno, estd constituida por 1la
subespecie Israelensis que produce esporas no téxicas que germi-
nan rapidamente. En esta subespecie se forman inclusiones que no
se adhieren a la superficie de la espora,la que presenta una cu-
bierta completa. Aparentemente, un segundo evento seria necesario
para coordinar la sintesis de protoxina con la disminucidén de la
formacién de proteinas de cubierta esporal.

Si el "propésito” de la sintesis de protoxina es produ-
cir un entorno rico en nutrientes (la hemolinfa del insecto), po-
dria resultar adaptativamente ventajoso producir esporas que con-
tengan protoxina (o inclusiones que directamente se encuentren
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dentro del exosporio, como en el caso de la subespecie finiti-
mus). Existe evidencia en estos bacilos, de que la regulacién de
la sintesis de cubierta esporal estéd correlacionada con la sinte-
sis de protoxina. Algunas variedades acristaliferas obtenidas por
diferentes métodos presentan una cubierta esporal completa y pro-

piedades de germinacidén rapida (ARONSON, 1986).

En conclusidén, Bacillus thuringiensis tiene la capacidad
de producir cubiertas esporales completas, pero esta potenciali-
dad no es expresable, probablemente debido a alguna propiedad de
los genes que codifican para la protoxina u otros genes involu-

crados en su regulacidn.

4.3. Ensavos Biolégicos

Se han desarrollado varias formas de bio-ensayo para es-
poras y cristales (o toxinas) de Bacillus thuringlensis. Estas
incluyen la evaluacién de la mortalidad (DULMAGE et.al., 1971) o
de la disminucién de las funciones alimentarias (BURGERJON,
1962), por ensayo de: 1) preparaciones administradas a larvas por
via oral, o 2) hojas o plantas pre-tratadas con las soluciones de

ensayo y ofrecidas como alimento (DULMAGE, 1973).

La eleccién del insecto, el estadio larval, el método de
administracioén, el parametro medido como indicador de toxicidad y
las condiciones ambientales de los ensayos, pueden afectar los
resultados de éstos y, por lo tanto, deben ser cuidadosamente e-

valuados.
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Existe una alternativa a los ensayos sobre animales en-
teros para preparaciones solubles de proteinae té6xicas. Estos en-
eayos B8e basan en la sensibilidad que ciertas lineas celulares
(como la CF-1 del gusano del abeto) presentan frente a prepara-
ciones de toxina activada (ARONSON, 1986). En estos ensayos, la
actividad de las preparaciones puede ser medida por observacion
hietopatoldégica (MURPHY et.al., 1976), por coloracién vital
(THOMAS y ELLAR, 1983b), por cuantificacién de 1lisis celular
(THOMAS y ELLAR, 1983a), o por ensayo de liberacién de enzimas
intracelulares, como lactato deshidrogenasa (EBERSOLD et.al.,
1380) .

En 1571 se adopté en los Estados Unidos, un ensayo es-
tandarizado para la comparacién de las potencias de diferentes
materiales, en referenclia a una preparaciéon estandar de la subes-
pecie kurstaki HD-1 (DULMAGE, 1973; BURGERJON y DULMAGE, 1977).
En bioensayos de materiales sobre larvas acuaticas de dipteros,
exiete un grupo de problemas totalmente diferentes que se rela-
cionan con la conservacién de las muestras en las zonas de ali-
mentacidén de las larvas (BURGESS, 1982). Algunae especles necesi-
tan aguas quietas y otras en movimiento, para asegurar la inges-
tién de las muestras & ser ensayadas. En este sentido, se cuenta
con un método estandar para bioensayos de Bacillus thuringiensis
israelensis, contra larvas de mosqulito desarrollado por la OMS
(WHO, 1981). Es importante notar que los ensayos efectuados con
cristales solubilisados, en larvas de mosquitos, resultan en una
pérdida de 1la eficiencia ya que existen proteasas liberadas al
medio por las larvas, qQue inmctivan total o parcialmente la toxi-
n&a (GARCIA FATRONE et.al., 1886).
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PLASMIDOS DE Bacillus thuringiensis

En general, las subespecies de Bacillus thuringlensis
poseen una porcidén substancial de su informacidén genética conte-
nida en plaemidos; el nuamero y tamafio de los plasmidos varia con-
slderablemente (Ver Figura 2). En las subespecies que presentan
el mayor namero de elementos extracromosdémicos, como berliner o
kurstaki, exliste un amplio rango de tamafios, con un grupo mayo-
ritario alrededor de loe 4 a 6 Md, otro constituido por plasmidos
mayores de 30 Md y algunos megaplasmidos de mies de 100 Md.

En subespecies con pocos plaemidos (subtoxicus o finiti-
mus), éstos tienden a ser mayores (ARONSON, 1886). Existen varia-
ciones en los perfiles plasmidicos reportados por diferentes la-
boratorios para las mismas subespecies; dichas variaciones proba-
blemente se deben a: 1) procedimientos diferentes de extracciodn
que pueden afectar sobre todo & los megaplasmidos (»>100 Md), o 2)
diferencias intrinsecas a los diferentes aislamientos dentro de

la miswma subespecie.

Los primeros resultados que indicaron la presencia de
ADN extracromosdomico en B. thuringiensis (GONZALES y CARLTON,
1930) también demostraron que existia una relacidén entre la sin-
tegis de S-endotoxina y la presencia de ciertos plasmidos. En e-
fecto, los autores pudieron establecer una correlacidédn entre 1la
degradacién del cristal proteico y la pérdida de una parte o todo
el ADN extracromosdmico en estos bacllos.

El analisis més profundo de los contenidos plasmidicos

de numerosas cepasg, ha conducido & la caracterizacidn fisica de
los plasmidos en funcién de ene masas molecunlares (GONZALES et.

22



Introduccién

Figura 2

Diversidad plasmidica en B. thuringiensis

Contenido plasmidico de diferentes subespecies de FBacillus thu-
ringiensis:

a: tolworthii; b: darmstadiensis; c: sotte; d-g: thuringiensis F-
10, HD-280, H-120, HD-2; h-J: kurstaki Hd-244, HD-73, HD-1. Los
nameros en €1 margen indican el tamafio de los plasmidos en Md.
(Tomado de WHITHELEY et al, 1982).

23




Introduccién

al., 1981; LERECLUS et.al., 1882). En la Tabla 5 es posible apre-
cizar la complejidad y diversidad de los esquemas plasmidicos
puestrne en evidencia por técnicae como la electroforesls en geles
de mgarossa o por microscopia electrdnica. Ee importante notar que
todas aquellas cepae qQque son capaces de sintetizar un cristal to6-

Xico, presentan pliesmidoe de tamafio elevado (superior = 30 MA4).

La hipétesis de una correlacién sobre la produccién de cristal
proteico 1insecticida y 1la presencia de ciertos plasmidos ha
motivado numerosos estudios sistem&ticos que permitieron asociar
la desaparicién del cristal (fenotipo acristalifero o Cry-) con
la pérdida de un plasmido especifico.

Estos estudios ee realizaron en parte con mutantes es-
pontineas (Cry-) y en parte con cepas tratadas con agentes como
SDS (sodio dodecilsulfato) o temperatura (42°C), que provocan
pérdida de plasmidos. De estas investigaciones, se concluyd que,
por ejemplo, en el caso de tres cepas: thuringiensis HD-2, kurs-
taki HD-73 e israelensis HD-567, los pléasmidos de 75, 50 y 72 Md
ge encontraban respectivamente ausentes en las mutantes estudia-
das (GONZALES y CARLTON, 1981; GONZALES et.al., 1882).

Asimismo, 8e llevaron a cabo estudlios sobre homologias
molecnlares existentes entre los diferentes plasmidos de 11 cepas
productoras de cristal. Dichos estudios han demostrado que la di-
versidad fisica de los arreglos plasmidicos, no se correlacionaba

a nivel molecular.

Como ya dijéramos, ee pueden distinguir dos grupos de
tamario, uno superior a 30 Md vy otro inferior. Estos doe grupos no
presentan homologia alguna, si bien internamente existe una con-

servacién parcial o total de ciertos plasmidos entre los diferen-
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TABLA 5: CONTENIDO PLASMIDICO DE 19 CEPAS DE
Bacillus thuringiensis PRODUCTORAS DE 8-ENTODOXINA

Namero de

Plasmidos observados
por electroforesis

Cepa/serotipo plasmidos en geles de agarosax

berliner/1 17 3.9:5,4:;7.5:9.5;15;

1715 17; 21 25,28 39:42;
51;60;77;100;120;180

thuringienslis 9 5.2;6.2;7.2;7.6;32;
37;54;57;75;=150

kurstaki 8 1.5;5.2:;5.6:;9.3:;10;

HD1/3a3b 30;47;54

kurstakli 6 4,9:5.2:5.4;7.5:50;

HD73/3a3b

&alleriae 5 6.3;8.6;20;51;74

Gl/5a5b

subtoxicus/6 2 52;:56

afzawal 7-21/17 8 4;6.6:7.5;8.9:;156;18;
40;50

laraelensis
HD5E69/9

0

3.2; 4 1;4.9;%10;
10, 166;72,=100;=130

X Masas moleculares en Md

Las masas moleculares de las cepas berliner 1715 y thurin-

&lensis HD-2,

fueron determinadas por microscopia electrdni-

ca por mediciones del contorno de la forma circular abierta.
Estos plasmidos han sido utilizados como marcadores en geles

de

agarosa para

Bacillus thuringiensis.

determinar el tamafio de otros plasmidos de
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tes serotipos estudiados (LERECLUS et.al., 1982). Es mas, se
ha mostrado que en una misma cepa, clertos plasmidos presentan
homologias entre ellos y, a su vez, existen secuencias homdélogas
entre el ADN cromosdémico y clertos megaplasmidos.

Por otro lado, bajo ciertas condiciones de cultivo, se
han observado rearreglos ya sea entre dos tipos de plasmidos, o
entre plasmidos y cromosoma (GONZALES et.al., 1981 y 1982). Esta
inestabilidad puede explicarse por fenémenos de recombinacidén ho-
méloga. Sin embargo, la presencia de elementos transponibles vy
secuencias de insercidén en los plasmidos es también una fuente de

rearreglos permanentes, como lo veremos mas adelante.

Por altimo, es importante destacar el posible papel que
los plasmidos de Bacillus thuringiensis jugarian en la regulacion
de la sintesis de proteinas, que sgera discutido en el item co-

rrespondiente.
6. SISTEMAS DE TRANSFERENCIA GENETICA EN B thuringiensis
6.1. ransduceid

Descripto por primera vez por Thorne (THORNE, 1978), el
sistema de transduccidén en Bacillus thuringiensis ha sido utili-
zado por numerosoe equipos para localizar marcadores cromosdémicos
y determinar asi, grupos de ligamientos en diferentes cepas de
estos microorganismos (THORNE, 1978; PERLAK et.al., 19879; LECADET
et.al., 1980; LANDEN et.al., 1981).
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Varios fagos transductores han sido aislados y usados en
estudios preliminares; dos fagos han eido los mas utilizados:
CP54 de B. cereus y el fago ¥63 de B. thuringiensis (BARSOMIAN
et.al., 1984; HEIERSON et.al., 1983). Estos dos fagos tienen la
capacidad de transferir ADN por un mecanismo de transduccioén ge-
neralizada con frecuencias desde 5x10-7 a 5x10-8 para un marcador

determinado.

On derivado del fago CP54, denominado CP54Ber, fue el
mas estudiado. Posee una estructura icosaédrica, y su material

genético esta constituido por una molécula de ADN lineal de apro-
ximadamente 70 Md (LECADET et.al., 1980).

En la Tabla 6, 8e han reunido un cierto namero de 1loci

correspondientes a marcadores de auxotrofia y resistencia a anti-
bibéticos, en cinco grupos de ligamiento. Si bien los estudios han

sido efectuados con cepas diferentes, estos resultados pueden
constitulr una base de trabajo para un estudio méas fino acerca
del determinismo genético de la sintesis de 6-endotoxina.

Se ha puesto en evidencia un fendmeno asimilable & la
conjugacién que permite la transferencia de un nimero limitado de
plésmidos en Bacillus thuringiensis (GONZALES et. al., 1882). Di-
cho mecanismo necesita del contacto celular de dos poblaciones
bacterianas en crecimiento y no resulta efectivo para todas lae
cepas de Bacillus thuringiensis ni para todos los pléasmidos pre-

sentes en dichas cepas.
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TABLA 6: GRUPOS DE LIGAMIENTO DE MARCADORES CROMOSOMICOS
OBTENIDOS POR CO-TRANSDUCCION EN Bacillus thuringiensis

GRUPO DE

CEPA MARCADORES a LIGAMIENTO ©
berliner 1715 asp 1, trp 1, his 1, I

lys 1, cys 4
thompszonli his 1, ¢cys 1, cys 2, I

leu 2, trp 1
berliner 1715 met D o met C 11
thompsond arg 0O
berliner 17156 met A, pen A, cys A, III

rif
galleriae nal A, rif A, str A, IV
berliner 17156 gly 1 IV

ura 1

gly 2

a: la nomenclatura de los marcadores corresponde a la utili-
zada para Bacillus subtills.
b: valores de co-transduccién de marcadores mayores que 10%.
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En efecto, ciertos plasmidos son transferibles con alta
frecuencia, mientras qQue otros no lo son; es mas, entre los plas-
midos transmisibles no todos son auto-transferibles. Este es el
caso del plédemido de 75 Md de la cepa israelensis HD-567 y de los
plasmidoe pequefios de la cepa kurstaki KTo. La transferencia del
primero, requiere de la presencia del pléasmido de 135 Md en esa
cepa ¥y en el segundo caso, (plasmidos de 5,2 y 5,4 Md) la trans-
ferencia ya no es posible cusndo se encuentran aislados como uni-
cos residentes en la cepa HD-1 de kurstaki. Ees posible que la
transferencia de esos plasmidos dependa de 1la presencia de un
plasmido de 54 MAd en la cepa original KTo. (GONZALES et.al.,
1982; GONZALES y CARLTON, 1984).

5i bien no se han llevado a cabo estudios sobre el de-
terminiesmo genético de este proceso, las evidencias disponibles
indicarian que no se trata de un fendémeno de permeabilidad pasi-
va, s8ino mas bien de un sistema limitado a ciertos plasmidos au-
totransferibles o movilizables. En este sentido, loe resultados
reportados hasta el momento, parecen indicar que los determinan-
tes necesarios y suficientes para la transferencia de pléasmidos,
se encuentran asocliados a plasmidos de masa molecular superior a
40 Md (ver Tabla 7).

Con respecto a la transferencia interespecifica, se ha
logrado introducir el plasmido conjugativo pAMBl de Streptococus
faecalis en varias cepas de Bacillus thuringlensis por conjuga-
cién sobre filtros de nitrocelulosa (LERECLUS et.al., 1983). La
transferencia reciproca (es decir desde Bacillus thuringiensis a
S. faecalis) también ha sido demostrada. Este plasmido de amplio
espectro de tranesferencia, que porta un gen de resistencia a eri-

i

tromicina, se ha utilizado como marcador selectivo en cruzamien-
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TABLA 7: TRANSFERENCIA INTRAESPECIFICA DE PLASMIDOS
EN Baclllus thuringlensis

Cepas donantes Cepas receptoras Plasmidos % de trans-
Stra transferidos| ferencia b
kurstaki HD73-6| thuringiensis HDZ2 50Mdc 20
43Md
6,7Md 50
4,9Md
kurstakl kurstaki HD1 5,6Md x50
5,2Md
kurstaki HD1 thuringiensis HD2 Ninguno
subtoxicus EmR kurstaki HD1 52 o 56Md >50
(pAMB1)4a
Iaraelensis Israelenslis 135Md Variable
HD67 HD567-61 75Mde
68Md; 10Md

En todos los casos los receptores son derivados acristalife-
ros

Colonias StrR o StrREmR (Str: Estreptomicina; Em: Eritromici-
na)

La introduccién de este plasmido restaurdé el fenotipo crista-
lifero

La transferencia se observd entre los transconjugantes luego
de una seleccién en Erm, indicando que el plasmido pAMBl pre-
sente en el donante habia sido traneferido

La transferencia de este plasmido es posible sé6lo sl el de
135Md se encuentra en la cepa dadora
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tos intraespecificos de PBacillus thuringliensis, y ha permitido
facilitar la detecciédn de transconjugantes que hubieren recibido
plasmidos residentes, cripticos en su mayoria.

Plidemidos derivados de pAMB1l, delecionados en su regidn
de transferencia, no resultan conjugativos en B. thuringiensis,
lo que sugiere una intervencién de genes especificos en el siste-
nma de conjugacién de éstoe (LERECLUS, 1987, no publicado).

Utilizando la transferencia interespecifica, Klier
(KLIER et.al., 1983) ha podido introducir un pléasmido recombinan-
te (pBT42) en una cepa acristalifera de la subespecie kurstakl
que fue capaz de expresar la proteina téxica de la cepa berliner
1715

Es asimismo posible, Beleccionar la transferencia de
marcadores cromosédmicos utilizando receptores auxdtrofos apropia-
dos (CARLTON y GONZALES, 1984). En este caso también, loe pléaemi-
dos juegan un papel central; en efecto, se ha observado que 1la
transferencia de marcadores cromosdémicos en un derivado de kurs-
taki HD-1 que carece de un megaplasmido de 110Md, aumenta su fre-
cuencia en dos ordenes de magnitud respecto de la cepa original
(10-7) (ARONSON, no publicado).

Paralelamente, el plasmido de 29 Md de kurstaki HD-1 se
encuentra siempre en los transconjugantes, y parece ser esencial
para la movilizacidn cromosdmica. Se ha detectado una regidén de
homologia de aproximadamente 2 Kb entre este plasmido y €l cromo-
goma, que podria estar involucrada en el mecanismo de moviliza-

cién.
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La capacidad de intercambio genético entre plésmidos y
entre éstos y marcadores cromosémicos, podria explicar en parte
la variabilidad observada en cuanto a serotipos paraesporales
dentro de un mismo serotipo flagelar (ARONSON, 1986). Asimismo,
podrian ocurrir recombinaciones entre dos genes de proteina para-
esporal, conduciendo a especies hibridas y contribuyendo a la e-
volucién de protoxinae relacionadas.

En la naturaleza, los microorganismos rara vez alcanzan
suficientes concentraciones como para que ocurra el intercambio
genético por contacto celular. Sin embargo, la densidad celular
es de hecho muy alta en la hemolinfa de las larvas susceptibles,
y podria resultar apropiada para que ocurran fenémenos de conju-
gacién que permitman intercambioe genéticos evolutivamente favora-
bles.

En conclusidén, entre los mecanismos de transferencia ge-
nética conocidos en Baclillus thuringiensis, la conjugacidén ofrece
un alto potencial para la formacidén de intercambios genéticos en
la naturaleza, y constituye un método efectivo de introduccidédn de

plasmidos si bien muy limitado y poco controlable.
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6.3. Transformacion

No se ha reportado hasta el momento sistema alguno de
transformacidén de células competentes de Bacillus thuringlensis.
Por el contrario, numercosos intentos de transformacién de proto-
plastos han sido llevadoe a cabo con resultados diversos. En este
sentido, se han aplicado metodologias derivadas de la original de
Chang y Cohen (CHANG y COHEN, 1979) descriptas para protoplastos

de Bacillus subtilis.

Dichos métodos e6e¢ basan, en su gran mayoria, en la
transformacién de los protoplastos con ADN plasmidico en presen-
cia de polietilenglicol. Las experiencias de transformacidén han
sido llevadas a cabo con diferentes plasmidos aislados de orga-

nismos Gram positivos, y utilizando:

a) protoplastos obtenidos con altas concentraciones de

lisozima, o
b) protoplastos generados por induccidén autolitica.

Las experiencias de tranaformacidédn reportadas, incluyen
las realizadaz <on los pléasmidos pBCl6 de B. cereus (ALIKHANIAN
et.al., 1981), pUR110 (MITEVA et.al., 1981) y pC194 (MARTIN et.
al., 1981; FISCHER et.al., 1984) para protoplastos generados con
altas concentraciones de lisozima (entre 7 y 10 mg/ml), y, muy
recientemente, con pGR71 y pTV563 de Bacillus subtilis, para pro-

toplastos generados por mutolisis.
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También recientemente (HEIERSON et.al., 1886), se ha re-
portado un procedimiento de transformacién de células vegetati-
vas, tratadas con PEG en ausencia de 1lisozima, con frecuencias
que varian entre 10-7 y 10-4 transformantes/célula/ug de ADN (u-
tilizando pBC16).

En general, un andlisis de estos resultados revela la e-
xistencia de problemas relacionados con las dos etapas criticas
del proceso de transformacién en protoplastos: 1) protoplastiza-

cién y 2) regeneracién.

En todos los casoes, se trabajé con altas cantidades de
ADN (entre 1 y 10 pg) y las frecuencias de transformacién obteni-
das fueron bajas y dependian fuertemente de las cepas utilizadas.
En cuanto a la transformacién con plasmidoe recombinantes, aidn no

ha sido reportada.

Con respecto a la generacidén de protoplastos de B. thu-
ringiensis, es conocida la resistencia que presentan estos micro-
organismos a los tratamientos por enzimas hidroliticas de la pa-
red, probablemente debida a la ausencia de grupo N-acetilo en las
moléculas de mareina presentes en la pared celular de estos baci-
los (HAYASHI et.al, 1973).

Es por esto que se plensa que los protoplastos podrian
formarse por una activacidén de autolisinas, antes que por la di-
gestion enzimatica de la pared (ARONSON, 1986).

El uso de la lisozima no sélo resulta en bajos rendi-
mientos de obtencidédn de protoplastos, sino que también tiene e-
fectos no deseados sobre los procesos de regeneracidén ulteriores.
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Ha sido sugerida 1la existencia de cierto factor o facto-
res asociados con las células durante la fase de crecimiento ra-
pido, que podrian conferir seneiblilidad aparente a 1lisozima
(TEMEYER, 1987). Estos factores ese hallarian relacionados con la
remocién autolitica de la pared celular en estos bacilos. En e-
fecto, Kingan y Ensing (KINGAN y ENSING, 1868) describieron tres
actividades autoliticas asocliadas & la esporulacion en Bacillus
thuringiensis que podrian ser activadas (parcial o totalmente)
bajo ciertas condiciones de cultivo y/o tratamientos especificos.
Este sistema autolitico activado podria ser el responsable de la
formacién de "antoplastos” en estos microorganismos.

En cuanto a los procesos de regeneracién, ocurren con
baja eficiencia y son poco reproducibles. Esto probablemente se
deba a que los protoplastos de B, thuringlenslis presentan muy po-
coe © ningtin resto de pared celular que pueda actuar como primer
de los procesos regenerativos, fendmeno que sera oportunamente

discutido.

7. CLONADO MOLECULAR DE LOS GENES DE LA 8-ENDOTOXINA
T.1. aled jzacio

Como ya mencionaramos oportunamente, existe una relacién
entre la sintesis de cristal proteico y la presencia de cilertos
pliemidos. Esta observacidén ha sido verificada por experimentos
de transferencia de plésmidos y clonado molecular. En efecto, la
transferencia de plasmidos capaces de restaurar la sintesis de
cristal en cepas Cry- ha sido posible.
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Ain mas, la utilizacidén de sondas radiocactivas corres-
prondientes a genes de 8-endotoxina clonados ha permitido identi-
ficar por hibridizacién molecular la localizacién de estos genes
u otros homdélogos en numerosas cepas de Bacillus thuringiensis.

La localizacién de los genes de la §-endotoxina se resu-
me en la tabla 7 para las diferentes cepas de Bacillus thurin-
&iensis estudiadas. Estos resultados obtenidos ya sea por conju-
gacién, clonado molecular o hibridizacién molecular, ponen de ma-
nifiesto la complejidad del sistema. De todos modos, la localiza-
cién de los genes en plasmidos de un tamafio comprendido entre 30
y 50 Md, constituye un rasgo predominante. Por el contrario, las
subeespecies dendrolimus, entomocidus y wuhaensis no parecen tener

pléasmidos portadoree de genes para 6-endotoxina.

Aeimiemo, es frecuente encontrar una doble localizaciodén
(plasmidica y cromosdémica). Esta caracteristica refleja la multi-
plicidad de loe genes de 6-endotoxina en una misma cepa y coinci-
de con loe trabajos de Calabrese et.al. (CALABRESE et.al., 1880)
que muestran una heterogeneidad en loe cristales.

Estos resultados son particularmente ejemplificados por
la cepa aizawali en la cual trabajos recientes demuestran la exis-
tencia de 5 6 6 genes de 8-endotoxina. Estos genes presentan ho-
mologias parciales entre ellos y codifican polipéptidos de alre-
dedor de 130 Kd, que no poeeen la misma especificidad téxica con-
tra insectos (SANCHIS et.al., no publicado).

Otros dos estudios recientes, han determinado la exis-
tencia de dos 6-endotoxinas en estas cepas, con actividades toxi-

cas diferentes y en las cuales los8 genes correspondientes se ha-
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llan uno en el cromosoma y el otro en un plasmido (JARRET, 1985;
SEKAR, 1987).

En el caso de numerosas cepas de la subespecie kurstaki,
el gen que codifica para la proteina P2 de 65 Kd (téxica en dip-
teros), y el gen de la 8-endotoxina (P1 en estas cepas), estén
localizadoe en plasmidos de aproximadamente 110 Md (SEKAR vy
CARLTON, 1985). Un caso similar es el de la subespecie darmsta-
diensis en la cual se hallan codificadas en el pléasmido de 62 Md
(conjugativo) la S-endotoxina y la B-exotoxina (0ZAWA e IWAHANA,
1936).

Estas observaciones indican que los genes responsables
de la patogenicidad de Bacillus thuringiensis, se encuentran ge-
neralmente agrupados en plasmidoa: a menudo movilizables o conju-
gativos, lo gue lod haria candidatos &m una fuerte digeminacidén
horizontal. Asimismo, las evidencias reunidas acerca de la malti-
ple localizacidn de estos genes, hace pensar en la pregencia de

elementos transponibles involucrados.

7.7 Ursanjczacion de los genes codificantes para la

=T 000D

El primer clonado de un gen de G&-endotoxina fue
renlicado a partir de ADN plaswmidico de la cepa kurstakl HD-1 por
Schnepf y Whiteley (SCHNEPF y WHITELEY, 1981) en 1981.
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El gen, clonado en £. coli, produjo en bajas cantidades
una proteina de 130 Kd que resultd téxica en larvas de lepidépte-
rog, y reacciondé positivamente con anticuerpos dirigidos contra

el cristal proteico.

En 1982, Klier y colaboradores (KLIER et.al., 1882) clo-
naron, a partir de la cepa berliner 1715, dos genes de la 6-endo-
toxina, uno de origen plasmidico y el otro de origen cromosdmico
en £. coli y B. subtilis. La copla plasmidica del gen permitidé la
sintesis de una proteina de 130 Kd toxica, mientras que la copia
de origen cromosdmico no fue funcional en ninguno de los dos mi-

croorganismos utilizados como receptores.

Fragmentoe de ADN internos al gen plasmidico Jde kurstakl
v al gen cromosdmico de berliner, han s8ervido como sondas para
localizar los genes de O6-endotoxina pertenecientes a numerosas
cepas de PBacillus thuringiensis (KRONSTAD et.al, 1983; KLIER et.
al., 1985).

La realizacidén de experimentos de hibridizacidén molecu-
lar con esztos fragmentos y el mapeo de restriccelidén de los dife-
rentes genes clonados de S-endotoxina, llevaron a agrupar estos
genes en por lo menos dos tipos estructurales que difieren en las
porciones codificantes para los extremos C-terminales de las pro-
teinas y sus regiones 3 ° adyacentes (KLIER et.al., 1983). Por o-
tro lado, resultd claro en estos experimentos que no existia co-
rrelacidén entre la organizacién estructural de los genes de 6-en-
dotoxina y su localizacidén cromosdémica o plasmidica (Ver Tabla 8
y 9).
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TABLA 8: LOCALIZACION DE LOS GENES CODIFICANTES
PARA LA 6-ENDOTOXINA

Plasmi- Cromo-
Cepa dosa somab Modo de determinacién
thuringiensis 75Mad -—— Cura de plasmidos-
HD2 conjugacion
berliner 1715 42Md4d + Clonado molecular-
hibridizacidén

kurstaki HD-1 47MdA Hibridizacién y clona-
do molecular

kurstaki HD73 50Md Cura de plasmidos-
conjugaciodn

kurstaki HD73 56MA Clonado y expresidén
hetercespecifica

dendralimus + Hibridizacion molecu-
lar con el fragmento
clonado

Iesraelensis T2Md Cura de plasmidos-
conjugacién

b-

En esta columna se indican las masas moleculares de
pliasmidos portadores del gen
El signo + indica la presencia del gen en el cromosoma o

ern un plasmido mayor de 150 M4,

cromosdmico (KRONSTAD,

1983)

indistinguible

los

del ADN
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TABLA 9: DISTRIBUCION DE LOS GENES TIPO I Y I DESCRIPTOS
POR KLIER et.al. (1983) EN LAS 4 CEPAS ESTUDIADAS

Cepa Genes de 6-endotoxina Localizacidén
a
Tipo I Tipo II
berliner + Cr
+ Pl
dendrolimus + P1
alzawal + Cr
+ Pl
subtoxicus + Cr

)
@D

Pl: plasmidica
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31 bien los patrones generales de restriccidén son simi-
lares entre loe diferentees genes del cristal, la actividad biolé-
gica de los mismos es diferente. Por lo tanto, es evidente que
lae diferencias estructurales entre estos genes se traducen en
grandes cambios a nivel de las potencias de las proteinas insec-

ticidas.

Utilizando 1las técnicas de conjugacién anteriormente
descriptas, Lereclus y colaboradores (LERECLUS et.al., 19883),
aislaron una secuencia de ADN de 3 Md (comin a algunos plasmidos
de Bacillus thuringiensis) que se habia insertado in vivo en el
pliasmido pAMB1 introducido en Bacillus thuringilensis. Dicha se-
cuencia (denominada Th), por eus propiedades insercionales in vi-
vo, asi como por la generacidn de deleciones adyacentes a los si-
tios de insercidn y por su estructura al microscopio electrénico,
fue considerada un elemento transponible, ei bien no posee capa-
cidad codificante que permita asignarle funcién accesoria alguna
(LERECLUS et.al.. 1986).

La secuencia Th fue detectada por experimentos de hibri-
dizacidén en asociacidén con plasmidos residentes de Bacillus thu-
ringiensis que portan los genes de la 6-endotoxina (Tabla 10). Es
importants =1 hecho de que esta secuencia pudo ser también detec-
tada =n pliazmidaes menores (9,5 y 10 Md de las cepas berliner 1715
vy alzawal, raspectivamente). Estos resultados se hallan de acuer-
do con las homologias entre estos plasmidos (que no llevan infor-
macion para 21 cristal) y los plasmidos mayores previamente ob-

servadas .

Basandose en datos estructurales obtenidos anteriormente
para el gen plasmidico de 6-endotoxina de berliner 1715 (KLIER

et.al., 1982), =& =fectuaron experimentos adicionales con la se-
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TABLA 10: DISTRIBUCION Y LOCALIZACION DE LA
SECUENCIA Th Y DEL GEN DE 5-ENDOTOXINA

Localizacién de la Localizacidén del gen
secuencia Th de S-endotoxina
Cepa Plaemidos Cromosoma|Plasmidos| Cromosoma
berliner 1715 42Md 42Md +
g, 5Md
kurstaki KTo 54MA + 51Md +
aisaual 45Md 45MA +
10Md

La presencia de la secuencia Th, fue determinada por la
técnica de transferencia de Scouthern e hibridacidén con el
fragmento KpnlI-Fvall (2 Md) de un pliasmido portador de dicha
secuencia.
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cuencia Th que resultaron en el esquema de organizacidn estruactu-
ral del pliasmido residente de 42 Md (portador del gen del cristal
en esta cepa)(LERECLUS et¢.al., 1984), presentado en la Figura 3.

En esta figura, se aprecia la compleja distribucidén de
secuencias repetidas a lo largo del plasmido y en las regiones
qQue flanquean al gen del cristal y la secuencia Th. Estos resul-
tadoe se correlacionan con las observaciones de Kronstad y cola-
boradores (KRONSTAD et.al., 1984), que determinaron la presencia
de repeticiones invertidas flanqueando al gen del cristal de 1la

cepa kurstaki HD73.

Estos resultados sugieren fuertemente que los genes de
6-endotoxina y las secuenciase Th se encuentran en estructaras se-
mejantes a transposones, flanqueados por secuencias de ADN repe-
tidas & ianvertidas. Este hecho, tlene importantes implicancias e-
volntivas y explicaria muchas de las observaciones efectuadas en
cuanto a multiplicidad de localizacidn y conservacidén de la se-

cuencia Th eatre las diferentes especies de B. thuringiensis.

7.3. Delimitacion de los diferentes dominios de {- 2

Se dispone de las secuencias nucleotidicas de cinco ge-
nes de S-endotoxina clonados y analizados por diferentes labora-
torios (ADANG et.al., 1985; SHIBANO et.al., 1985; SCHNEPF vy
WHITELEY, 198%). Los datos indican que los cinco genes examinados
son de tamafio similar (=3500 pb) y codifican para proteinas con

masas molecnlares comprendidas entre 130 y 140 Kd. Un analisis de
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Figura 3

Organizacidén estructural del gen del cristal de la cepa berliner
1715 y su entorno, en el plasmido recombinante pBT42

IR: repeticiones invertidas; Th: secuencia correspondiente al
transposdén Tn4430; Bi1: sitios para la enzima BamHI que delimitan
el fragmento clonado de 9,5 Md (Tomado de LERECLUS et.al., 1985).
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los polipéptidos, muestra que éstos pueden dividirse claramente
en porciones variables y constantes (Ver Figura 4). La primera
porcidén N-terminal, asi como la mayor parte del fragmento C-ter-
minal, se encuentran fuertemente conservadas entre las cinco pro-
teinas estudiadas. Por el contrario, la porcidén central de cada
una de lae 6-endotoxinas comprende por lo menos dos elementos va-
riables. En el conjunto, pareceria que cada polipéptido esta
constituido por secuencime potencialmente intercambiables por re-
combinacién homéloga, mediante la cual se producirian los c¢inco

arreglos posibles representados en la Figura 4.

Otro , regultado importante surgido de la secuencia nua-
cleotidica de estos genes y del estudic de los productos de sin-
tesis obtenidos a partir de genesz deletados, es la identificaciodn

precisa de la poreidn tdéxica de la proteina.

Ya nz =zido mencionado que la toxina propiamente dicha

i riivaje proteclitico llevado a cabo en el intestino

inzectos susceptibles y que posee un tamano promedio de

5 Kd. Recisnt=wmente, (NAGAMATSU et.al., 1984; CHESTUKHINA et.

al.. 13&c) 1a zecuencia animoacidica de las fraceciones tdxicas ha

(en concordancia con la secuencia nucleoti-

dica.. =1 reziduo NHZ2- terminal de la toxina activada, co-

rresponde al aminocacido 29 en lms protoxina. De acuerdo a estos

datos, los trabajos realizados sobre genes deletados en sus re-

giones 57 v 37, demaestran gque la parte del gen necesaria y sufi-

ciente para dirigir la sintesis de una proteina téxica esta com-

prendida entre los codones 29 y 607 y cubre, por lo tanto, la mi-

tad N-terminal de la &-endotoxina (SCHNEPF y WHITELEY, 1985). Ee-

to permite inferir que, tanto la mitad C-terminal de la proteina

como la primera porcidn correspondiente a los 29 primeros aminoa-
cidos, jugaria un papel esencial en la formacién y estabilidad
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Dominio Toxico

a
berliner 1715 | s W N
kurstaki HD 73 P N AR )
kurstaki HO1 Dipel ey YT LTI T )
sotto Y T Y T T {7 T )
. a
kurstaki HD1 i 0,7, -
o] 280 466 612 179 Ac A
NHp — 4 2 = + COOH
Figura 4
Ezquema comparativo de las secuencias de amincacidos
de & S-andotoxinas activas contra lepidépteros

Las regiones aimbolizadas de la misma forma, presentan mas de 95%
de homologia; las esquematizadas diferentemente tienen homologias
inferioreas ¢ iguales a 65%.

8 - delecidén de 25 aminoacidos
En el extremc C-terminal, las partes heterdlogas presentan sdlo
uan 15% d= amincacidos diferentes. (Tomado de LERECLUS, D.., tesis
doctoral).
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de la estructura cristalina. En efecto, estas porciones de 1la
proteina presentan un alto contenido relativo de moléculas de
cisteina, las que por intermedio de puentes disulfuros, bien pue-

den ser responsables de la estabilidad del cristal proteico.

En cuanto =a las fracciones toxicas obtenidas, ya sea a
partir de genes trancados (SCHNEPF y WHITELEY, 1985) o de crista-
lee nativos degradados (LECADET y MARTOURET, 1967) por las pro-
teasas de los insectos, se observa una conservacidén de las pro-
piedades toxicas y de especificidad de la 6-endotoxina inicial.
Por lo tanto, se admite que el determinante téxico asi como el o
los responsables de la especificidad, se incluyen en las fraccio-
nes peptidicas de rededor de 60 Kd, correspondientes a la mitad

al
N-terminal de la 6-endotoxina.

El efecto de las variaciones de las diferentes proteinas
sobre la especificidad de las mismas, no resulta evidente. En e-
fecto, lag S-endotoxinas sintetizadas & partir de genes cuya se-
cuencia nucleotidica es conocida no presentan diferencias sufi-
cientes 2n sue espectros de accidén, limitados a las mismas espe-
cies de lepiddpteros (FPieris brassicae, Manduca sexta o Bombyx

mori).

]

En =2zte zentido, la construccién de genes hibridos debe-

¢

ria permitir distinguir los determinantes implicades en la toxi-
i

i
cidad y especificidad, en caso de que éstas sean fisicamente in-

dependientes.

Resulta evidente, entonces, que también a nivel molecu-
lar, los genes del cristal son muy variados, asi como su locali-
zaciodon, su entorno y el espectro de toxicidad de sus productos de

expresién. Con respecto & estos Gltimos, hemos visto que los da-
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tos disponibles hasta el momento no permiten establecer una rela-
cién de causa y efecto entre éstos y la variabilidad molecular

observada

ELEMENTOS TRANSPONIBLES EN PBacillus thuringiensis

fey]

como ya ha sido mencionado, experimentos de clonado y
conjugacién han permitido abordar el estudio de la organizacidn
estructural de loe genes de S-endotoxina y establecer asi el en-
torao de loes genes de cristal (plasmidicos), que estid constituido
por dos series de secuencias invertidas repetidas (IR1 o IR1750,
e IRZ o IRZ2150) y por un elemento transponible, llamado inicial-
mente secuencia Th,ahora denominado Tn 4430 (KRONSTAD y WHITELEY,
1984). Estos elementos se encuentran en un gran numero de cepas
sobre los mismos plasmidos portadores de los genes del cristal.
21 bien con algunas modificaciones (inserciones y/o deleciones),
existe un alto grado de conservacién de las posiciones relativas
de cada uno de ellos en los diferentes plésmidos estudiados
(KEGNSTAD et.al., 1983; LERECLUS et.al., 1982).

Un estudio mas detallado ha sido efectuado sobre las se-
cuencias de IR1 y Tn4430 por Mahillon y colaboradores (MAHILLON
et.al., 1985), v ha revelado que los elementos IR1 de 1656 pb,
poseen una marco de lectura abierto que puede codificar una pro-
teina de 478 aminocacidos que presenta homologias significativas
con la transposasa de la secuenclia de insercién IS4 de F. coli.
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Debido a las repeticiones inversas de 20 pb que los IRl presentan
en sus extremos, caracteristicos de secuencias de insercidén, los
autores la han denominado IS 231 (MAHILLON et.al., 1987).

Paralelamente, ha sido demostrado que Tn 4430, es capaz
de transponer en £. coll. Su transposicién sobre el plasmido
pBR322, ha permitido demostrar la presencia de 38 pb situados en
orientacién inversa en cada una de sus extremidades y de una du-
plicacién de 5 pb en el sitio de insercién sobre el ADN receptor.
Por estae caracteristicas, Tn4430 ha 8ido ubicado entre los
transposones de la familia del Tn3 (LERECLUS et.al., 1886). La
secuencia completa de este elemento (4148 pb), y su andlisis ge-
nético en F. coli, demuestran que este transposdn codifica dos
proteinas de 32 y 110 kd, implicadas en el proceso de transposi-
cidén. La primera, presenta homologias significativas con varias
recombinasas sitio-especificas. Como la integrasa del fago- en
E. coli, esta proteina parece ser expresada de manera poco efi-
caz, y actia (como resolvasa) en la resolucién de estructuras co-

integradas generadas por el mecanismo de transposicién.

En cuanto a la proteina de 110 Kd emparentada con la
transposasa de Tn3d, es necesaria y suficiente para la transposi-
ién (LERECLUS et.al., 1986).

El conjunto de estos estudioes, sugiere fuertemente gue
las gecuencias IR asi como el Tnd4430, se hallan involucrados en
fenémenoe de amplificaciédn de genee de 6-endotoxina dentro de unna
nmisma cepa, asi como de transmigidén horizontal, a través de la
formacion de estruacturas co-integradas con plasmidos conjugativos

entre diferentes cepas.
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9. REGULACION DE LA EXPRESION DE LA 5-ENDOTOXINA

Existen ciertoe eventos esporogénicos, excluyendo la
formacidén de cristal, que son Adnicos a Bacillus thuringiensis, s8i
bien el patrén general de esporulacién en este micreoorganiemo es
similar al de otroe bacilos esporulantes (BECHTEL y BULLA, 1976).

El tipo de envolvimiento subpolar de la espora es unico
de Bacillus thuringiensls, en contraste con el tipo polar des-
cripto para otros bacilos (FITZ-JAMES, 1960). Los estadios de es-
porulacién se definen con reepecto a los descriptos para Bacillus
subtilis y se basan en las modificaciones morfolégicas que se van
sucediendo a partir de to , que determina el final de la fase ex-

ponencial de crecimiento (Ver Figura 5).

Lz secuencia de eventos correspondiente al desarrollo de
la espora y formacidn del cristal paraesporal en B. thuringiensis
se esquematiza en la Figura 6. El estadio I, comprende la forma-
ciénm de filamento axial; durante el estadic II, comienza la for-
macién del segmento de la prespora, proceso que involucra al me-
sosoma. En el estadio III, se produce el envolvimiento de la fu-
tura espora con participacion del mesosoma, asil como también la
aparicién del crietml paraesporal. Los estadioe IV a VI, compren-
den (9-12 horasz) la formacidén del exosporio, cortex y demas cu-
bisrtas esporales, =zei como lm condensacidn del nucleoide de 1la
espora. Mas alla de lae 12 horas se completan los procesos madu-
rativos de la esporas (estadio VII).
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Figura 5

Esgquema de los principales estadios de esporulacién
en Bacillus subtilis

nicleo en forma de filamento axial

gseptum de la espora

pre-espora intracitoplésmica limitada por membrana
doble

formacion del cortex

formacién de las envolturas de la futura espora
espora madura incluida en el esporangio

51



Introduccioén

Figura 6

Esquema diagramiatico de la esporulacidén en B. thuringiensis
Kkurstaki

M: mesosoma; CW: pared celular; PM: membrana plasmatica: AX: fi-
lamento axial; FS: septo de la pre-espora; IF: pre-espora inci-
piente; 0I: inclusién ovoidea; PC: cristal paraesporal; F: pre-
espora; IN: membrana interna; OM: membrana externa; PW: pared ce-
lular primordial; E: exosporio; LC: envoltura esporal lamelar;
0C: envoltura esporal externa; C: cortex; IMC: citoplasma materno

incorporado; S5: espora madura en la pre-espora no lisada. (Tomado
de BECHTEL y BULLA, 1976).
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En cuanto al cristal paraesporal, alcanza su mayor tama-
fio, que ee aproximadamente igual al de la espora, entre el esta-
dio IV y VI. El cristal resultante, constituye de un 10 a un 30%
del contenido proteico total del esporangio (LECADET y DEDONDER,
1971).

La cantidad de proteina producida, representa de hecho
una fraccidén sustancial de la actividad de sintesis proteica que

ocurre en los cultivos en esporulacidn.

En general, el momento de la aparicién de la inclusién
se correlaciona con el aumento de antigenos paraesporales y acti-
vidad téxica (ANDREWS et.al., 1880), asi como con la aparicidén de
ARN mensajero que hibridiza con una sonda derivada de un clon de
kurstaki HD1 (WONG et.al., 1983).

En consecuencia, la acumulacién de protoxina se hallaria
acoplada en el tiempo a una activacién de la transcripcidén y la

traduccidn de estos genes.

En la mayor parte de las subespecies, los genes de pro-
toxina se encuentran en megaplasmidos como ya ha sido mencionado.
Incluso, si consideramos gue éstos se hallan en bajo nimero de
copias (menos de cinco por c¢élula), podria ain existir un consi-

derable efecto de dosis genética.

La regulacién de la sintesis de 6-endotoxina, involucra
otros factores ademéds del dosaje génico. Entre éstos, figuran se-
cuencias promotoras UGnicas, factores sigma de transcripcién es-
pecificos, etc. En este sentlido, se observd que la expresidén de
genes clonados en E. coll resulta muy pobre (1%) y aiun en B. sub-
tilis se produce s6lo un 10% de la protoxina normalmente sinteti-

zada en las cepas parentales.
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Paralelamente, existen evidencias (obtenidas a partir de
experimentos de cura y traneferencia de plaemidos), del papel que
Jugarian ciertos plasmidos (en su mayoria cripticos) en la regu-

lacioén.

La sintesis condiclional de protoxina en cliertos deriva-
dos de la subespecie kurstaki, implica que la regulacidén de la
sintesis de protoxina puede involucrar factores fisiolégicos uani-
cos no requeridos para la esporulacién (ARONSON, 1986). Dicha ce-
pa esporula bien a 25 o 32°C, pero produce protoxina sbélo a 29°C
(MINNICH y ARONSON, 1984). En efecto, 8e conoce que variaciones
en la composicién de los medios de crecimiento influencian los
rendimientos relativos de esporas y cristales (DULMAGE et.al.,
1971).

En Bacillus subtilis, la presencia de formas de ARN po-
limerasa especificae, es necesaria pero no enficiente para la ex-
presién de los genes de esporulacion. Se sabe gue ciertas muta-
ciones que afectan la funcidén de factores de transcripcidn espe-
cificos, alteran o impiden la transcripcidén de genes de esporula-
cién (GILMAN y CHAMBERLIN, 1983).

Estudios bioquimicos habian demostrado (KLIER et.al.,
1983) que una forma modificada de ARN polimerasa era necesaria
para la transcripcidén del gen de la 6-endotoxina de la cepa

berliner 1715.

Un gran namero de promotores presentes en £E. coli, ha
sido secuenciado. Be encontrd que contenian secuencias hexanu-
cleotidicas altamente conservadas en las posiciones -10 y -35,
responsables de la unidn especifica a la ARN polimerasa (ROSEN-
BERG y COURT, 1979).
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En Bacillus subtilis, existen promotores que son recono-
cidos: 1) por ARN polimerasa holoenzima (de la fase vegetativa);
éstos son similares & los encontrados en £. coli; 2) por formas
especificas de AEN polimerasa (que difieren en sus factores sig-
ma). Estos Gltimos promotores, presentan secuencias de -35 y -10
que difieren significativamente entre si y de las secuencias con-
senso reportadas (LOSICK y PERO, 1981).

Mae recientemente (WONG et.al., 1883), ese ha puesto en
evidencia la existencia de dos sitios de iniciacidén de la trans-
cripcidn utilizados de modo secuencial, uno en los estadios II y
III, v 1 otro a partir del estadio III de la esporulacion.

Las dos regiones promotoras situadas a 100 nucledtidos
del sitio de iniciacidén de la traduccidn estéan integramente con-
servadas en los cinco genes de O6-endotoxina secuenciados. En la
Tabla 11 se resumen los datos de las secuencias comparativas de
-35 v -10 entre promotores de Bacillus subtilis y Bacillus thu-

ringiensis.

51 bien estos promotores no son utilizados en las mismas
etapas de la esporulacidn, resulta evidente que existe similitud

LA
ntre ellos. Por el contrario, no hay relacidn alguna entre la

{O
([l

regién -35 de Bacillus subtilis reconocida por el factor Ecd43 (de
la fase vegetativa) y la correspondiente a la fase de esporula-
cién. Asimismo, es notable la diferencia entre la regién -35 de
Bacillus subtilis y Bacillus thuringiensis, a pesar de una homo-

logia significativa de las regiones -10.

Ya hemos mencionado los bajoe niveles de expresidén obte-
nidos en células de E. coli y B. subtilis transformadas por plas-

midos recombinantes portadores del gen de S5-endotoxina. En ambos
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TABLA 11: REGIONES PROMOTORAS CONSERVADAS EN B thuringiensis

PROMOTOR/FACTOR o REGION -35 ESPACIADOR REGION -10
B.subtilis

VEGETATIVO/c43 TTGACA 17-19 pb TATAAT
ESPORULACION TT-AAA 14-17 pb CATATT
B. thuringlensis

ESPORULACION

Bt I GCATTTT 14 pb CATATG
Bt I GCACTTT 11 pb CATAAG
PB I GCAAGTT 6 pb CATAAT
PB 11 GCATCTT 13 pb CATAGA
CONSENSO GCA--TT 12 pb CATA--
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asgos, las secuencias de ADN utiliszadas como promotor son dife-
rentes de aquéllas ague funcionan en Bacillus thuringliensis (WONG
y CHANG, 1986; WARD y ELLAR, 1986).

Klier y colaboradores (KLIER et.al., 1883), encontraron
gue la expresion del gen de 6-endotoxina de la cepa berliner 1715
en Bacillus subtilis estaba limitada a la faee post-exponencial
de crecimiento (esporulacién). S5Sin embargo, otros autores
(SHIVAKUMAR et.al., 1986) obtuvieron recientemente clones trans-
formantes de B. subtilis que fueron capaces de expresar la §-en-
dotoxina de la cepa kurstaki HD-1 durante la fase vegetativa de
crecimiento. Adn mwae, encontraron expresién en mutantes asporogé-
nicos, lo que los llevd a conclulr que la expresién en Bacillus

subtilis no estaria acoplada al proceso de esporulacidn.

Independientemente de la regulacidén ligada al proceso de
esporulacidn, se ha demostrado (WHITELEY et.al., 1886) que en F.
coli, insercicnes o delecliones localizadas antes de la regién
promotorsa, aumentan la transcripcidén del gen de la S-endotoxina
de la cepsn kurstakl HD-1. Los autores sugieren la intervencioén de

un mecanismo de regulacién negativa.

En cuanto a los altos niveles de sintesis de protoxina
observados en las cepas parentales, se pueden aducir varias cau-
a6 posibles; =0 particular, la estabilidad de los ARNm gue codi-
fican estas proteinas (PETIT-GLATRON y RAPOPORT, 1976). Asimismo,
ha sido demestrado que el terminador de la transcripcién de los
genes de cristal juegan un papel de "retroreguladores”, aumentan-
do la estabilidad del mensajero (WONG y CHANG, 1986). Una fusién
del terminador al extremo 3° de genes heterélogos, les confiere
un mejor nivel de expresidn. Se postula que la estructura secun-
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daria de este terminador , protege al ARNm de la degradacidén nu-
cleasica, anmentando su estabilidad y la sintesie proteica subsi-

guiente.

Entre los otros factores que pueden intervenir en la re-
gulacidon de la expresidén de estos genes, se ha sefialado la pre-
sencia de plasmidos de pequefio tamafio (MINNICH y ARONSON, 1984;
MITEVA y GRIGOROVA, 1987). Genes de proteina clonados a partir de
la subesypecie kurstaki HD1 y HD73, poseen secuencias idénticas en
la porcidn inicial de la regidén codificante y en las regiones re-
gulatorias. S5in embargo, cuando los plasmidos nativos que llevan
estoe genes son introducidos a BRacillus cereus por conjugacion,
s£5lo se expresa el gen de HD73. El plasmido de 44 Md de HD-1 pro-
dajo muy poca toxina, a menos gque otro plasmido enddédgeno de esta

cepa (de 4,9 Md) se hallara presente.

Ya hemos mencionado que existen variantes de la subespe-
cle kurstaki que presentan un fenotipo condicional (termosensi-
ble) respecto de la producciéon de toxina. En dichas variantee, la
pérdida de un negaplésmido (que no lleva informacidén para el
cristal) de 110 Md se ha asociado a dicho fenotipo (MINNICH vy
ARONSON, 1334 .

En conclusidén, la expresidén de la S-endotoxina estaria

regulada a dos niveles:

8) transcripcjonal: por especificidad diferencial de secuencias
promotoras y/o co-factores de las ARN polimerasas, presencla
de secuenclias retro-regulatorias en el ARNm que serian de
gran importancia en la estabilidad del miemo (WONG, 1986), y
efectos de dosie genética; y
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b) post-trangsceripcional: factores involucrados en el ensamblado
de la inclusion cristalina y su morfogénesis acoplada al

proceso de esporulacién.

Estoe datos revelan que un gran numero de mecanismos se
ponen en juego para regular la expresion de loes genes de la S-en-
dotoxina. La mualtiplicidad de estos sistemas, asi como su conser-
vacion entre las diferentes cepas estudiadas, reflejan no sélo la
importancia adaptativa que posee el cristal proteico para esta
especie, s81ino también el hecho de que su sintesis debe ser rigu-

rosamente controlada.

10. LA SUBESPECIE israelensis

Las particularidades de esta subespeclie y las diferen-
cias gque presenta en numerosos aspectos respecto de los demas
miembros de la especie, justifican su presentacidn en un capitulo

aparte.

En 1976, se llevd & cabo un relevamiento de agentes de
control bioldgico para mosquitos en Israel, del cual surgio (por
aislamientoe efectuados a partir de material extraido de larvas
miertas de (Culex pipiens) el primer aislamiento de una cepa deno-
minada ONR-60A, del cual derivan todos los cultivos conocidos de
Bacillus thuringlensis israelensis (Bti)(GOLDBERG y MARGALIT,
1977).
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Desde su deteccidén, Bti ha sido probado en todo el mun-

do, v resultéd efectivo contra practicamente todas las larvae fil-
tradorae ensayadas de moscas y mosquitos. Entre estos ultimos,
hay 72 especies susceptibles pertenecientes a los géneros Anophe-
les (21 especies). Aedes (21), Culex (17), Culiseta (5), Limatex
(2), Uranotaenia (1), Psorophora (1), Mansonia (1), Armigeres
(1), Trichoprospon (1) y Coquillettidia (1). Asimismo, Bti tam-
bién resulta efectivo contra 22 especies de la mosca negra

Simulium.

En los paises tropicales y subtropicales, un gran numero
de enfermedades son transmitidas por estos insectos. Los mosqui-
tos son vectores de malaria, fiebre amarilla, filariasis y den-
gue, mientras gue las moscas negras transmiten onchocerciasis
(ceguera del rio) y filariasis, de importantes consecuencias eco-

némicas .

Una de las razones por las cuales no disminuye la inci-
denciza de estas enfermedades, ee el desarrollo de resistencias a

log pesticidas guimicoe por estos insectos.

Se han realizado experimentos de campo con preparaciones
de Bti y. =n 1930 la OMS desarrolld un programa extensivo para el
control de la onchocerciasis en Africa occidental. En efecto, la
nmoscs negra va 25 resistente a un amplio rango de insecticidas,
no habiendo drogas que actien eficientemente contra los parasitos
transmitidos. En este caso, Btl parece representar la tnica al-
ternativa (MARGALIT y DEAN, 1985).

A diferencia de las demas sBubespecies, Btli no presenta
un cristal de forma bipiramidal bien estructurado. La inclusidn
para-esporal de Bti se compone de tres proteinas: una mayorita-
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ria de 28 Kd y dos menos importantes de 65 y 130 Kd (CHEUNG y
HAMMOCK, 19835).

Harley (HURLEY et.al., 1985) y Lee (LEE et.al., 1885),
encontraron que el polipéptido de 65 Kd era el responsable de la
actividad toéxica, siendo el polipéptido de 28 Kd el que contiene
la actividad hemolitica observada en estos cristales (HELD et.
al., 1986). Sin embargo, también se ha asignado la actividad lar-
vicida al polipéptido de 130 Kd (WU y CHANG, 1985). MAas aln,
Ibarra y Federici (IBARRA y FEDERICI, 1885) aislaron fragmentos
poliédricos del cristal correspondientes al polipéptido de 65 K4,
que resultaron ser s8dlo relativamente téxicos y sugirieron que
los polipéptidos de 65 y 28 Kd pudieran actuar sinergisticamente

para ejercer su actividad téxica (Ver Figura 7).

Asi como las demas subespecies de PBacillus thuringien-
sis, l1sraelensis lleva la informacidén para la 6-endotoxina en un
negaplasmido. El1 arreglo plasmidico de la cepa ONR60A tiene 9
pliasmidos de peso molecular variado (Ver Tabla 5). Gonzalez vy
Carlton (GONZALES y CARLTON, 1984) determinaron que un pléasmido
de 72-75 Md transmiseible era requerido para la produccidn de
cristal larvicida en la cepa HD-567. Este plasmido lleva toda la
informacidén necesaria para la sintesis de inclusidn paraesporal,

es decir, para las tres proteinas que lo constituyen.

A diferencia de los otros miembros de la especie, en Bti
s6lo los cristales son toxicos para dipteros (no asi lae esporas)
y, mientras que para las demas subespecies los cristales y sus
subunidades representan protoxinas ein actividad bioldgica, 1los
cristales Bti no requieren de activaciédn proteolitica alguna para

ejercer esus efectos td6xicos.
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Figura 7

Caracteristicas ultraestructurales del cristal de
FBacillus thuringiensis israelensis

Seccidn representativa obtenida luego de la purificacidén de los
cristales. Los numeros indican los diferentes componentes presen-—
tes en la inclusidén: 1 corresponderia a la hemclisina de 28 Kd, 2Z
al polipéptido de 85 Kd v 3 a la toxina de 130 Kd. Lag flechas
indican las diferentes capas de la envoltura que limita a cada

inclusion y al cuerpo paraesporal. (Tomado de IBARRA y FEDERICI,
1986).
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El modo de accién de la toxina de Btl no estd aun bien
comprendido, si bien se sabe que actia sobre las membranaes celu-
lares del epitelio digestivo in vivo e in vitro. Thomas y Ellar
(THOMAS y ELLAR, 1983) observaron que una preparacioén soluble de
cristales causé la lisis rapida de células de mamifero y de in-
secto en cultivo, e identificaron ciertos fosfolipidos de membra-

na como los blancos de la toxina.

En efecto, la interaccidén de la toxina con lipidos de
membrana especificos como fosfatidil colina, esfingomielina vy
fosfatidil etanol-amina (siempre gue presenten residuos acilo in-
saturados) causa re-arreglo de los mismos (por un efecto detersi-
vo) que lleva a la ruptura de la integridad de la membrana y e-

ventualmente a la citdlisis.

Experimentoe de clonado molecular de las toxinas de Bti
han sido llevados & cabo por diferentes laboratorios (WARD et.
al., 1984; 5EKAR y CARLTON, 1985; BOURGOUIN et.al., 1986;
ANGUSTHANASOMBAT et.al., 1987). Estos experimentos indican que,
en efecto, log genes de la citolisina y de la 6-endotoxina son
llevados por el pliasmido de 72 Md.

Asimismo, Bourgouin menciona la presencia de dos copias
(parcialmente homdlogas) del gen que codifica la proteina de
130 Kd sobre dicho plasmido. Estos dos genes resultaron idénti-
cos, excephto en su parte central y probablemente en su extremo 5°
también (BOURGOUIN et.al., 1986). Aparentemente, una de las dos
copias seria contigua al gen gue codifica una proteina toéoxica de
58 Kd (correspondiente a uno de los polipéptidos de la inclusiédn)
clonada por Thorne en 1986 (THORNE et.al., 1986). Este mismo la-
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boratorio, determindé la existencia de homologias en la secuencia
de aminocacidos y en las zonas regulatorias de los genes de 8-en-
dotoxina de Bti y de kurstakl HD-1 P2 (téxica para dipteros).

Con respecto al gen de la citolisina (polipéptido de
28 Kd), no se encontré homologim alguna entre éste y los genee de
6-endotoxina (de 130 Kd) estudiados. Ward (WARD y ELLAR, 1986)
han identificado el promotor del gen de la citolisina. Se trata
de un promotor especifico de esporulacién con un eitio de inicia-
cidon de la transcripeidén que es utilizado desde el estadio II al
VI.

En =1 caso de Bti también se observa que la expresidén de
genes clonados tanto en Escherichia coll como en Bacillus subti-
lis, e de bais» nivel comparado con la observada en las cepas pa-

rentales.

Trabajos recientes indican que una secuencia de ADN de
0,3 Kb localizada 4 Kb por delante del gen de la citolisina de
Bti., es necesaria para obtener un alto nivel de sintesis (McLEAN
et.al., 1987). Esta regidn puede actuar en cis o en trans, y el

mecanismo de activacidén seria post-transcripcional.

En cuanto a la presenclia de elementos transponibles en
Bti, se han, encontrado copias (totales o parciales) del gen de
6-endotoxina en otros plasmidos (de 68 y 80 Md) y en el cromosoma
de ciertos derivados que habian perdido espontaneamente el plas-
mido de 72 Md (3EKAR y CARLTON, 1985; GONZALES y CARLTON, 1984).
5i bien no se ha determinado por secuenclacidén o estudios de mi-
croscopia electrdnica la presencia de elementos transponibles, la
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unica explicacién plausible para estas observaciones, es la exis-
tencia de estos elementos e incluso la posibilidad de que el gen
de &6-endotoxina esté incluido en una estructura de ese tipo.

En conclusidén, Btli reesulta rinica dentro de la especie en
cuanto a: 1) forma, tamafio y composicién de la inclusién paraes-
poral v 2) especificidad de accién. El uso de esta subespecie se
hza hecho extensivo s todo el mundo, si bien existen inconvenien-
tes como la baja persistencia en ambientes acudaticos, que hacen
que se Jjustifique el esfuerzo continuado tendiente a mejorar su

eficiencia.

En este sentido, las tecnologias aportadas por la inge-
nieris genética permitirén traneferir loe genes de la 6-endotoxi-
na a receptores que sean capaces de sobrevivir en ambientes con
bajas condiciones organicas, como la mayoria de las aguas estan-
cadae, donde se degesn amplicar el ineecticida. Asimismo, serd fac-
tible construir cepas de Btl que sinteticen los polipéptidos in-
secticidaes y no las hemolisinas no especificas. Por otro lado la
obtencién de bacilos multiespecificoe podria aumentar el espectro

de accién de las preparaciones.

11. CONCLUSIONES Y OBJETIVOS

El primer rasgo destacable surgido de los datos presen-
tados, es la estrecha correlacidén que existe entre la presencia

de material extra cromosdmico y la capacidad para sintetizar to-
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Introduccién

Xinas entomopatdgenas en estos bacilos. Una relacidén de este tipo
entre factores de virulencia y elementos diseminables (plasmidos
y/0 transposones), se observa frecuentemente en el caso de las
enterotoxinas bacterianas (BETLEY et.al., 1986).

Una segunda caracteristica es la diversidad de toxinas y
elementos extracromosdmicos. Si bien es indudable que las malti-
ples toxinas y sus diferentes especificidades contribuyen a 1la
diseminacién y a la virulencia de Baclllus thuringlensis, el rol
de los diferentes plasmidos y transposones no ha sido aun clara-
mente definido. Es altamente probable sin embargo, que los pléas-
midos conjugativaes v las secuencias de insercidn intervengan res-

2 =z a propagacidén v la amplificacidn de los genes de

o

pechtivamen

S noXlnag

Y

1)

b
i

s rm=r-ogencia, estos elementos ofrecen a Bacillus thu-

ringiensis uns Tuerte capacidad evelutiva, =asl como una flexibi-

i dad adaprtar s12e le permite desarrollarse e&n nichos ecologl-
riables y constituidos por poblacioneg naturales

w2 hace = la regulacidén de la sintesis de cris-

TAL. s=vidente aue existen factores Gnicos en BFacillus thurin-

glensis involucrados, por lo gque los estudios de la regulacidn
debersn s=r re=alizados en el organismo parental, mas que en <lo-
nes d= £, ocoli 5. subtilis recombinantes, si bien éstos han si-
do v son de gran utilidad en dichos estudios. Para ello, =se debe
contar <on vroc=dimientos reproducibles de transformacidn por
plasmidos, asi como con matantes regulatorias que faciliten el a-

nalisis de uan sistema tan complejo.
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Introduccion

For otro lado, resulta claro de lo anteriormente expues-
o aus el desarrollo de las investigaciones en Bacillus thurin-
giensis para su aplicacién a la lucha bioldégica, debe orientarse
hacia el aislamiento, modificacidén y amplificacidédn de los genes
de S-endotoxina, seguidos por la re-introduccidn en las cepas de
origen de Bacillus thuringiensis o bien por la produccidn en masa

por otros microorganismos receptores.

Los trabajos que aqui se presentan, intentan cubrir al-
gunas de estas areas, y resgolver algunos de estos problemas. En
primer lugar. se ha encarado el establecimiento de un sistema de
transformacisn de protoplastos por ADN plasmidico. En segundo lu-
gar, la obtencidn de mutantes de interés para el estudio de 1la

regulacién, ha sido llevada a cabo.

For ualtimo, hemos consgiderado importante contar con la
tecnologisa de ~lonado molecular en bacilos Gram positivos, cowo
primer paso hacia estudios basicos relacionados con la regulaciédn
de la sintesis Jde estas toxinas y, eventualmente, como base para
la construccoidn de cepas 1isogénicas mas eficientes, o bien de o-
tros baciliacza» productores de altos niveles de toxina a nivel
industrial Azimismo, seria interesante obtener cepas mejor adap-
tadas y capraces de sobrevivir por largos periodos en ambientes

rovAaticos.,
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ABREVIATURAS

ARNm:
BSA:
CIP:
PEG:
Pipes:

Tris-base:

DTT:
SDS:
D.O:
dNTPs:
EDTA:
Erm:
Kan:
Tet:
Cm:
mM:
mU:
pmol:
pl:
Md:
Kd:
Kb:
Bti:
ORF:
SH:
SHMT:

Acido ribonucleico mensajero

seroalbumina bovina

fosfatasa alcalina de intestino de ternera
polietilenglicol

acido piperazin-N-N'-bis-(2- etanosulfénico)
Tris(hidroximetil)aminometano

ditiotreitol

Lauril sulfato de sodio

densidad éptica

mezcla de los 4 deoxinucleédésidos trifosfato
etilendiaminotetraacetato disddico
eritromicina

kanamicina

tetraciclina

cloranfenicol

milimolar

miliunidades

pico mol

microlitro

mega dalton

kilodalton

kilobase

Bacillus thuringiensis israelensis

Open reading frame (marco de lectura abierta)
sacarosa/maleato/magnesio

sacarosa/magnesio/Trie



CEPAS UTILIZADAS

Materiales y Métodos

FENOTIPOX/N°®
CEPA DE PLASMIDOS ORIGEN

thuringiensis HD2-5 Cry+, Spo+/8 B.CARLTON,U.S.A
kurstaki HD73-6 Cry+, Spo+/6 B.CARLTON,U.S.A.
lsraelensis 1884 Cry+, Spo+/3 5.5INGER, U.S.A
Iaraelensis 4Q2-72 Cry+, Spot/1 DEAN, D., U.S.A.

X Cry+
Spo+

fenotipo cristalifero
esporulacidé4n normal
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1.

2.

Materiales y Métodos

Bacillus subtilis
CEPA GENOTIPO ORIGEN
GSY 1104 purB34,ural, trpF7 C.ANAGNASTOPOULOS, Francia

IAS510

recE4,r-,m-,8tp,
leuA8, thrA

OSTROFF y PENE, U.5.A.

PLASMIDOS UTILIZADOS

MARCADOR DE
PLASMIDOS TAMANO RESISTENCIA REFERENCIA
pUB110C 4, 5Kb KmR KEGGINS et al, 1878
pT127 4,8Kb TetR EHRLICH, 1877
pTV1 12, 4Kb CmR, ErmR YOUNGMAN et al, 1883
pPL603 5, 4Kb KmR, CmR WILLIAMS et al, 1881
pEB111 6, 4Kb KmR TRAUTNER, 1987

Estos plasmidos fueron aislados de cepas de B. subtilis por

el método de 1l1lisis alcalina,

vy luego purificados por gra-

dientes de densidad de CsCl (Ver puntos correspondientes).
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3. MEDIOS DE CULTIVO

Medio LB:
Bacto-triptona (DIFCO)
Extracto de levadura (DIFCO)
NaCl
pPH 7,2 con NaOH 10 N
Medio “"Pennassay":
Antibiotic Medium No.3 (DIFCO):4x

Medio SCG: (SPIZIZEN, 1958)
Sales de Spizizen 2x
Glucosa
Casaminoacidos (libres de
vitamina, DIFCO)

Medio MD: (TYRRELL et al, 1981)
Extracto de levadura
R2HPO4

Glucosa

Medio GYS: (TYRRELL et a1, 1981)
Extracto de levadura
S04 (NHa)2
K2HPO4
MgSO4
MnSO4
CaClz.2Hz20
Glucosa

Materiales y Métodos

10 g/1

5 g/l

10 g/1

70 g/1

50% v/v
5 g/l

1 g/1

1,5 g/1

2
2

g/1
g/1

g/1
g/1

0,5 g/1
0,2 g/1
0,07g/1
0,08g/1

1

g/1
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Materiales y Métodos

Medio nutritivo de Schaeffer (SCHAEFFER et al, 1965)

Caldo nutritivo 8 g/1
504Mg.TH20 0,25g/1
KC1 1 g/1
MnCl210-2M 1- ml/1 pH7,2

Medio minimo MB:

Sales de Spizizen 2x 50% v/v
S04Mg 1 g/1
@lucosa 5 g/1

Medicos solidos:
Se agrega 15 g/1 de Bacto-agar (DIFCO)

Medicos de regeneracién de protoplastog (en porcentaje p/v):

a) DM3 (CHANG y COHEN, 1979)
MR2x 50 %
MgClz 0,4 %
Glucosa 0,5 %
BSA 0,025%
Fraccién V de sero-albumina bovina
Casaminoacidos 0,5 %
Extracto de levadura , %

b) R (SANCHEZ-RIVAS, 1982)
MR2x 50 %
MgCl2 0,4 %
Glucosa 0,5 %
BSA 0,025%
Casaminoacidos 0,5 %
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c)

¥Para IA510: leucina, treonina y arginina

mR (SANCHEZ-RIVAS, 1982)

MR2x

MgClz2

Glucosa

BSA

SO4(NHa)2
Citrato de sodio

Requerimientos de auxotrofia

MR2x

HEKzPO4

H2KPO4

Succinato de sodio

Materiales y Métodos

50 %
0,4 %
0,5 %
0,025%
0,2 %
0,2 %
0,001%x
Tg/1

3g8/1

180g/1(0.33M) pH 7,3

El agregado de &acido glutamico a los medios R y mR es

optativo (0,2% final)

o SMT con

respectivamente) .

También se utilizé para la regeneracién en liquido, SMM

10 g/1 de Bacto-agar (DIFCO).

d)

MRE (este trabajo)
MRBZx

Sacarosa

ClzMg

Glucosa
Casaminoacidos
Extracto de levadura
BSA

MRBZX

HK2PO4

H2KPO4

NaCl

el agregado de medio “Fennasay"

1x final (SMMP o SMTP
Los medios de regeneracién sbdlidos llevan 9 o

50
20

0,4

N

3T o0

o o
o o
N

3 g/1
16 g/1 pH 7,4
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Materiales y Métodos

4. MEDIOS PARA GENERACION DE PROTOPLASTOS

SMM (SCHAEFFER et al, 1975)
Sacarosa
Maleato de sodio
MgClz

SMT (este trabajo)
Sacarosa
Tris pHS8
MgClz2

0,5 M
20 oM
20 mM

0,5 M
35 mM
20 mM

El agregado de lisozima (cuando corresponde) se realiza a partir

de una solucién madre de 5 mg/ml conservada a -20°C.
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5. REACTIVOS

Ficoll
Polivinilpirrolidona
Tris-base

Lisozima
Bromuro de Etidio
Deoxinucledétidos (dATP,dCTP,dGTP,dTTP)

Espermidina
CaClz

CsCl

DNA ligasa de fzngo T4
Agarosa

Fenol

Formamida
Polietilenglicol 6000
Succinato de sodio
Maleato de sodio
Enzima de Klenow
Sephacryl 5-300

DTT

SDS5

Materiales y Métodos

Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma

BRL

BRL

BRL

IBI

Merck

Merck

Merck

Merck

Promega Biolabs
Pharmacia

Boheringher

Mallinckrodt
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Enzima de Klenow
DNA polimerasa I
DNAsa I

Membranas de dialisis

Papel de filtro 3MM
Papel de filtro 541

Pelicula radiografica Curix RP1

Precursores radicactivos (&3 2Pd4ATP,
dCTP, dGTP, 32PdATP y a35SdATP

Membranas de nitrocelulosa 0,45u
Pelicula fotografica VGR-100

Bacto-agar

Bacto-triptona

Extracto de levadura
Casaminocacidos con y 8in vitaminas

Caldo nutritivo

Membrana de nitrocelulosa (,45u
Columnas de ELUTIP-d

Ribonucleasa A

Amido black 10b

Fucsina basica

Materiales y Métodos

Amersham
Amersham
Amersham

Arthur Thomas

Whatman
Whatman

AGFA

DuPont (New
England Nuclear)

Millipore HAWP
KODAK

DIFCO
DIFCO
DIFCO
DIFCO
DIFCO

Schleicher & Schiiell
Schleicher & Schiiell

Worthington

Fischer Chem.Index 62C
Fischer Chem.Index 677
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A)

B)

D)

Materiales y Métodos

SINCRONIZACION DE CULTIVOS PARA LA OBTENCION DE
SUSPENSIONES DE ESPORAS Y CRISTALES DK B. thuringiensis

Se inoculan 20 ml de medio MD con material proveniente
de una colonia, y se deja crecer durante toda la noche a
30°C y 250 rpnm.

Se inoculan 20 ml de medio GYS con 1 ml del cultivo ob-
tenido anteriormente (5%) y se deja crecer hasta D.O700=

0,8 (aproximadamente 90 minutos a 30°C y 250 rpm).

200 ml de medio GYS fresco, son inoculados al 5% con ma-
terial proveniente del cultivo anterior. Se incuba a

30°C v 250 rpm aproximadamente 48 horas.

Cosecha: se centrifugan las suspensiones a 15000 rpm y
4°C durante 20 minutos, y se lavan con 1/2 volumen de a-
gua bidestilada estéril. El1 sedimento se resuspende en
10 o 15 ml de agua bidestilada y se congelan las mues-
tras a -70°C para su conservacidén. De estas suspensiones
se efectian diluciones que se conservan a 4°C para su u-

so posterior como fuente de indculos.

Generacién de protoplastos de B thuringiensis

Ver Figura I.5.
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Materiales y Métodos

8. Generacion de protoplastos de B. subtilis

Se siguid el protocolo descripto por Schaeffer et &l en
1975. Los cultivos exponenciales en medio nut}itivo de Schaeffer
(D.Osoo = 0,6, aproximadamente 108 células/ml) fueron centrifuga-
dos y el sedimento resuspendido en medio SMM conteniendo 200 ug/
ml de lisozima (volumen necesario para llevar a D.0O.soo0o = 2). Las
suspensiones fueron incubadas durante 30 a 45 minutos a 37°C con
agitacidn; la eficiencia del proceso fue seguida microscépicamen-
te y determinada por choque osmético como se explica en la sec-

cién I.1 de los Resultados.

9.1 TRANSFORMACION DE PROTOPLASTOS POR ADN PLASMIDICO

Para la transformacién de los protoplastos de B. thurin-
glensis 3e siguid el método clasico utilizado para B. subtilis,
basado en el originalmente descripto por Chang y Cohen en 1979.
Aproximadamente 107 protoplastos fueron incubados durante 1 6 2
minutos a temperatura ambliente en presencia de 20% de PEGeooo y
del ADN plasmidico correspondiente disuelto en SMM o SMT segun se
trate de protoplastos de B. subtilis o B. thuringlenslis.

Las mezclas de transformacidén, fueron plaqueadas (puras
0o dilnidas en el medio hipertédnico correspondiente) en los medios

s6lidos de regeneracidén o directamente diluidas en medios de re-
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Materiales y Métodos

generacidén liquidos. Las 1ncubaciones se llevaron a cabo a 30°C
(B. thuringliensis) o a 37°C (B. subtilis).

La seleccidén de las colonias transformantes se llevd a
cabo por dos métodos:

1) directo, en placas de medio de regeneracidén conte-
niendo concentraciones apropiadas de antibiéticos; este método se
untilizdé en las transformaciones de protoplastos de B. subtilis.

2) indirecto (o en dos etapas), por réplica de las pla-
cas de regeneracién en medio nutritivo (LB o de Schaeffer) conte-
niendo loe antibidticos correspondientes.

9.2 PROTOCOLOS ALTERNATIVOS PARA Bacillug thuringiensis
srae] )

9.2.1 Protocolo de Heierson modificado (HEIERSON et al,
1987)

Las células se crecen en medio SCG (0,5% de casaminoaci-
dos) hasta uvna D.0Osoo = 0,6, se cosechan por centrifugacién a
3000 rpm durante 10 minutos y se resuspenden (un 1/5 del volumen
original) en tampdédn ST (Tris-HCl 50 mM pH 8,9, Sacarosa 30%. Esta
suspension es incubada por espacio de 25 minutos a 37°C; 0,5 ml
de ésta se transforman con la cantidad correspondiente de ADN
plasmidico (se utilizan salrededor de § pg) en presencia de
PEGsooo al 30% final.
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Materiales y Métodos

Luego de 2 minutos a temperatura ambiente, la mezcla de
transformacién se centrifuga y se resuspende en 1 ml de medio nu-
tritivo LB. Se preincuba durante 1 hora a 37°C y luego se plaquea

en medio con antibidético para seleccionar transformantes.

9.2.2 Erotocolo meodificado de Takahashi (TAKAHASHI et al,
1983)

Las células se crecen en 5CG (0,5% de casamincacidos)
hasta una D.0Osoon = 1, s8e cosechan, se lavan en tampén Tris-HC1
50 mM pH 7.5 y se resuspenden en un volumen de Tris-HCl1 50 mM
pH 8. S5e incuban durante 30 minutes a 37°C, luego de lo cual se
centrifugan y se resuspenden en 1/10 del volumen original de me-

dio "Pennasay'lx.

Esta suspensidén se transforma como anteriormente, pero
incubando 5 minutos a 37°C en presencia de PEG. Al cabo de este
tiempo, se centrifuga y se resuspende en 1 ml de medio “Fenna-
say'1x, incubando 1 hora a 37°C para permitir la expresiodon; luego
se plaquea en medio con antibidético para la seleccion de trans-

formantes.
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10. FUSION DE PROTOPLASTOS

La fusidén interespecifica entre B. thuringiensis y B.
subtilis se llevé a cabo utilizando el método de Schaeffer et al
(1975). 107 protoplastos de IA510 fueron mezclados con la misma
cantidad de protoplastos de B. thuringiensis Iisraelensis 1884
precalentados (80°C, 2 minutos) para provocar su inactivacién
(Ver Reeunltados, punto 1.2.4). Esta mezcla fue centrifugada y re-
suspendida en 100 pl de medio SMM, al cual fueron agregados
900 pl de PEG 50% (disuelto en SMM). Luego de 2 minutos a tempe-
ratura ambiente, la mezcla de fusidén fue plaqueada directamente
(100 pl) o diluida en SMM y luego plaqueada en medio mR suplemen-

tado con leucina, treonina y arginina.

La seleccidén de los productos de fusion (protdétrofos),
se llevd a cabo en dos etapas, replicando las colonias regenera-

das, en medio minimo (MB) sin suplementos.

i1. PURIFICACION DE ADN PLASMIDICO DE Bacillus subtilis
11.1. PURIFICACION DE ADN EN PEQUENA ESCALA

("MINIPREPARACIONES™)

3e empled una modificacidédn del método de lisis alcalina

descripto por Birnboim y Doly en 1979.

82



Materiales y Métodos

Se inoculan 2 ml de medio natritivo de Schaeffer (conteniendo
o no el antibiético correspondiente) con material proveniente

de una colonia aislada.
Se cultiva durante toda la noche a 37°C con agitacién.

S5e cosechan los cultivos (1,5 ml) en tubos de Eppendorf por
centrifugacién a 5000 rpm durante 5 minutos y se resuspende

el sedimento en 100 pl de solucién I (Ver mas adelante).

La suspensidén se incuba a temperatura ambiente durante 30 a
40 mirnatos, luego de los cunalee se agregan 200 pl de solucién
II; se mezcla suavemente por inversidon del tubo, y se deja a

0°C durante 5 minutos.

Al cabo de este tiempo, se anaden 150 pl de solucion III, se

agita repetidas veces y se deja en hielo durante 15 minutos.

Se centrifuga & 4°C y 12000 rpm durante 20 minutos y el so-
brenadante se tranefiere a un nmevo tubo de Eppendorf. A este
sobrenadante se le agregan 0,6 voluamenes de isopropanol y se

deja a -20°C por espacio de 45 minutos.

P]

U

e centrifuga a 12000 rpm durante 10 minutos, y se resuepende
200 pl de H20 o tampdn T.E pHS.

a

T

Se re-precipita por agregado de 0,1 volumenes de acetato de
sodio 3 M pH 6.5 vy 2 volumenes de etanol 100%, & -70°C daran-

te 20 minutos.

El sedimento obtenido luego de la centrifugacién es secado al
aire y resuspendido en 20 pl de H20 o tampdn TE. Se siembran
36 4 ul en los geles de agarosa y 3 ul son suficientes para

someter a restriccidn enzimatica.
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Materiales y Métodos

Para obtener muestrae mias purificadas, luego de la precipita-
cién por isopropanol, se lleva a cabo una extraccidén con un
volumen de fenol-cloroformo-alcohol iscamilico (25:24:1,V/V/
V) v doe vecee con un volumen de éter saturado en agua. Luego
de esto, se re-precipita con acetato y etanol, como anterior-

mente.

11.2. PURIFICACION A GRAN ESCALA DE ADN DE Bacillus subtilis

En este caso, se parte de 1 1 de cultivo (D.0Oso00=0,8-1)

en medio de Schaeffer conteniendo el antibidtico correspondiente.

3e cosecha el cultivo por centrifugacion en frio a 5000 rpm
durante 10 minutos en rotor Sorvall GS3 y se resuspende el

sedimento en 20 ml de solucidén I.

Luego de una incubacién a temperaturza ambiente de 45 mimatos,
ce agregan 40 ml de solucion II y se agita muy suavemente. Se
deja 10 minutos en hielo y se agregan 30 ml de solucidén III

en frio.

Al cabo de 15 minutos, se centrifuga a 8000 rpm durante 30
minatos (rotor GS3) y el sobrenadante se transfiere cuidado-

samente a través de gaesa estéril.

Este sobrenadante ese precipita con PEGsooo al 10% final (P/V)

darante toda la noche a 4°C.

El sedimento obtenido se prepara para someter a un gradiente

de densidad de CeCl, de la siguiente manera:
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11.

Materiales y Métodos

Se resuspende en 7,5 ml de tampén TE, al cual se le agregan
0,25 ml de tampédn Tries 1M pHB con el objeto de neutralizar la

solucién de ADN.

Se agregan a esta solucidén 8,3 g de CsCl (para llegar a un
indice de refraccién de 1.3920), y una vez disunelto, se agre-

gan 800 pul de una solucidén de E+tBr 10 mg/ml.

Esta suspensidn se somete a nltracentrifugacidén a temperatara
ambiente y 36000 rpm en un rotor Beckman 50 Ti por espacio de

40 horas.

Luego de la ultracentrifugacion se extrae la banda correspon-
diente al ADN plasmidico por aspiraciéon con pipeta Pasteur
(iluaminando con luz UV). El1 EtBr se elimina por 6 extraccio-
nes sucesivas <on n-butanol saturade en agua para luego dia-
lizar 24 horas contra el tampon TE pHB3 (con un cambio de tam-

pon) .

Las modificaciones respecto de la técnica detallada mas

arriba, consisten en lo signiente:

a)

Tanto a pequefia como a gran escala, la incubacidén en solucidn

I se extiende a 1 hora a temperatura ambiente.
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b)

O

d)

11.

Materiales y Métodos

Los cultivos se llevan a cabo en medio SCG (0,5% en glucosa)
en lugar de medio de Schaeffer y se cosechan cuando alcanzan

una D.0Os00=0,8.

Los cuidados que deben tomarse en las etapas de agitacidn en
solucién II y en los pasos de resuspensioén de los sedimentos
de ADN, son mayores que en el caso de B. subtilis, ya que los
megaplasmidos de B. thuringiensis son extremadamente fragi-

les.

El paso de precipitacién con PEGsooo se reemplaza por una
precipitacién con 0,6 volamenes de isopropanol a -20°C daran-
te 40 minutos, posterior extraccion con un volumen de fenol-
cloroformo-alcohol isocamilico y re-precipitacidén con acetato

de sodio y etanol.

Estas modificaciones minimizan la acecidén de las nuclea-

de B. thuringiensis, altamente activas.

Finalmente, para extraer las bandas de ADN plasmidico, se
trata de exponer los tubos a la luz UV por el menor tiempo

posible, para evitar rapturas en los megaplasmidos.

4. SOLUCIONES UTILIZADAS

2olucidn I:

Sacarosa 0,6 M
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Materiales y Métodos

Tries pH 8 20 mM

EDTA 1 mM

NaCl 50 mM

Se agrega lisozima 4 mg/ml final en ¢l momento de ser u-
tilizada.
Solucion II:

NaOH 0,2 N

SDS 1%

Se prepara en el momento de utilizar, a partir de solu-

ciones madre de NaOH 10 N y 5DS 20%, respectivamente.

Solucién III: Para 100 ml,
60 ml de KAcO
11,5 ml de HAcO glacial pH 4,8
28,5 ml de H20

(9
=<

Tampén TE:
Tris pHS 50 mM
EDTA pHS 1 mM
12. ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA

12.1. GELES DE AGAROSA HORIZONTALES

Se utilizdé agarosa en concentraciones de (0,6 a 0,8% (P/
V) en tampén TAE 0,5x. Los tamafios variaron entre el de un porta-
objetos (minigeles) hasta geles de 20x 18cm. La preparacidon es
eimilar a 1la descripta por Maniatis et.al. (MANIATIS et.al.,

1982) y se corrieron a corriente constante (entre 25 y 60 mA, de-
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Materiales y Métodos

pendiendo de la distancia entre loe electrodos de las cubas uti-
lizadas). Para correr geles de megaplasmidos, se utilizd una co-
rriente de 40 mA (con electrodos separados entre si por 40 cm)

por espacio de 3 horas.
La agarosa se disolvié en todos los casos en tampdédn TAE 0, 5x.

Una vez finaliszada la electroforesis, los geles fueron teni-
dos por inmersién en uana solucidén de EtBr 50 pg/ml durante 10

minnutos.

El ADN se observé por transiluminacidén con luz ultravio-
leta de 300 nm y se fotografid con una camara Polaroid MP-4 con

filtro rojo y pelicula de alta sensibilidad.

12.2. GELES YERTICALED

Esta técnica se basa en la lisis de protoplastos en el
pocillo del gel (In situ). Para esto, 10 pl de una suspensiodn de
protoplastos (Ver punto 7), fueron sembrados en los pocillos de
un gel vertical armado con sgarosa 0,5% en tampén TAE 0,5x. Dicha
suspenesion fue sembrada por debajo de 15 ul de "meszcla de lisis™
gque fueron previamente sembrados en los mismos pocillos. Las sus-
pensiones fueron enavemente mezcladae con la punta de an escarba-
dientes una o dos veces, vy la electroforesis fue corrida a volta-
je constante (3 V/ocm durante 1 hora y 5 V/cm durante 2 horas

NAas) .
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13.

Materiales y Métodos

3. SOLUCIONES UTILIZADAS
Tampon TAE 50x: Tris-HAcQO pHS 2 M
EDTA pHS8 50 mM |
Mezcla de lisis in situ:
SDS 2%
sacarosa 5%
azul de bromofenol 0,05% en tampdén TAE pH 8
Mezcla de carga 5x (P/V):
(Para el sembrado de muestras de ADN)
Azul de bromofenol 0,25%
sacarosa 40%
PORIFICACION DE FRAGMENTOS DE ADN POR ELECTROELUCION

Luego de la separacion de bandas plasmidicas o de fragmentos
de restriccion en geles de agarosa preparativos, se localiza-

ron la o las bandas de interés por iluminacién con 1luz UV.

Se recortdé la porcién del gel conteniendo dicha banda, y se
la transfirié a un pocillo efectunado sobre el mismo gel de a-
garoesa y tapizado con una membrana de diidlisie. La electrofo-
resie se continudé por espacic de 30 minutos con el objeto de

hacer migrar el ADN desde el blogque de agarosa a la membrana.

Al cabo de ese tiempo, ee retird la membrana sin cortar 1la

corriente eléctrica.
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El ADN se eluydé con 3 lavados sucesivos en 150 pl de tampédn
TE, luego de lo cual se extrajo con un volumen de fenol y se
precipitd con 0,1 volumen de acetato de sodio 3 M pH 6,5 y 2
volimenees de etanol absoluto. El sedimento fue lavado con e-

tanol 70% y resuspendido en 20 pl de tampén TE.

En algunos casos, el ADN proveniente de los lavados de
la membrana fue purificado utilizando columnas de ELUTIP-d de
Schleicher and Schuell, siguiendo las instrucciones del fabrican-

te.

14. 0SO DE ENDONUCLEASAS DE RESTRICCION

Las enzimas de restriccién se obtuvieron de diversas
fuentes comerciales. De acuerdo a la recomendacidén de los fabri-

cantes, las digestiones se efectuaron en lae siguientes condicilo-

nes:
Tris pHS8 10 mM
MgClz2 10 mM
NaCl de 0 a 100 mM de

sacuerdo a las recomendaciones. Las incubaciones se efec-
tunaron a 37°C durante 2 horas, y se utilisaron de 3 a 5 unidades

de enzima por pg de ADN.
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15. MARCACION RADIOACTIVA DE ADN
15.1.  MARCACION POR NICK TRANSLATION(desvplazamiento del corte)

Entre 300 y 500 ng de ADN cireular o lineal se incubaron
con la siguiente meszcla enzimatica: 0,025 unidades de deoxiribo-
micleasa (DNAsa) de pancreas bovino, 0,05 ng de ADN polimerasa I
de E. coli, 25 pCi de a32PdCTP (actividad especifica 3000 Ci/
mmol), tampén de nick translation 10x y los otros tres deoxinu-

cledtidos no radioactivos en concentracion de 50 pM.

La reaccion se llevd a cabo en un volumen final de 30 a
40 pl.

Tampén de nick translation 10x:

Tris-HC1 pH 7,4 50 mM
MgS04 10 mM
DTT 0,1 mM
B3 50 pg/ml

Se incubdé por 45 minutos a 60°C y se detuvo la reaccidn
por el agregado de EDTA 0,5 M pH 3.

El deoxinucleétido radicactivo no incorporado se separod
del ADN marcado por cromatografia en columna de 2 ml de Sephacryl
5-300 en tampén TE-NaCl 0,15 M.

15.2. MARCACION RADIOACTIVA POR FRIMING AT RANDCOM
(iniciaciones al azar)

91



Materiales y Métodos

Para marcar ADN por este método es necesario que dichas
moléculae estén linearizadae; para esto, se empled ADN provenien-
te de digestién enzimatica y luego purificado de un gel de agaro-

G5a.

De 5 a 100 ng de ADN lineal en un volumen menor gue
10 pl, fueron deenaturalizados por calentamiento a 95°C durante 3

minutos.

Se les agregd 4 pl de tampdn OLB 5x, 2 pl de una mezcla
con los tree deoxinucledotidos no radicactivos (0,2 M en tampon
TE), 2,5 pl de a32PdCTP (actividad especifica 3000 Ci/mmol), 5 u-
nidades de enzima de Klenow y H20 para llegar a un volumen final
de 20 nl.

Tampdn OLB 5X:
Pipes (pH 6,6) 500 mM
MgCl2 25 mM
DTT 50 mM
Random hexanucleotide primers 1,25 mg/ml
BSA 1 mg/ml

53¢ incubé a temperatura ambiente toda la noche, y se de-
tuvo la reaccién por agregado de 2 ul de EDTA pH3 0,5 M.

Se separd el deoximmcledétido radicactivo no incorporado,

ntilizando una columna de Sephacryl 5-300 como en el punto 15.1

15.3. MARCACION POR EL METODO DE FILL IN (o rellenado)
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ADN digerido con una o mas enzimas de restriccidén (que
originen extremos 5° protruyentes) en un volumen final de 20 nl,

se tratd de la siguiente manera:

Se agregaron 0,5 pl de cada uano de los deoxinucledtidos no
radicactivos (0,5 nM de cada uno), 2 pl del deoxinucledtido
radicactivo faltante (dependiendo de la secuencia de recono-
cimiento de las enzimas utilizadas), 1 unidad de enszima de
Klenow y 2 upl de tampén de concentracién salina media 10x
(1x=Tris-HC1l pH 8,10 mM; MgClz: 10 nM; NaCl: 50 mM) en un vo-
lumen final de 40 pl.

@

3e incubd por espacio de 20 minutos a temperatura ambiente,

agregd 1 pl de la mezcla de dNTPs y se re-incubd por otros

)
o

minmatos en las mismas condiciones.

—
(=]

La enzima se desnaturalizd por calentamiento a 65°C durante

20 minatos.

16. LIGADO DE FRAGMENTOS DE ADN A VECTORES
16.1 PREPARACION DE LOS YECTORES

Se cortaron entre 5 y 10 ug de cada vector (purificados por
gradientes de CeCl) con lae enzimas de restriccidn deseadas y
se los sometid a defosforilacidn de los extremoe 5" (cuando se
cortd con una sola enzima) o bien a marcado y separacioén por

columna en el caso de dos enzimas de restriccidn.
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Se emplearon 5'mU de enzima por pmol de extremos 5° fosfato y
0,1 mU por pl de reaccién final. Las mU necesarias por pmol,
se calcularon de acuerdo al tamafio y la concentracién del
vector, teniendo en cuenta que 5 Kb son aproximadamente 3x106
dalton. Se empled tampdédn CIP 10x y se incubd durante 15 minua-
tos a 37°C y 15 minutos a 56°C. 5e agregdé la misma cantidad
de enzima que en el paso anterior y se re-incubd 15 minutos a

37°C y otros 15 minutos a 56°C,

Para detener la reaccidén, se llevé el volumen de reaccidén al
doble, y se agregdé SD3 0,5% y tampén NET a 1x final. Se ca-

lentdé durante 15 minutos & 688°C,

CIP 10x:

Tris-HC1l pH9 50 mM
MgClz2 1 mM
ZnClz2 0, 1mM
Espermidina 1 mM
NaCl 100 mM
EDTA pH 8 1 mM
Tris-HC1 pHS 10 mM

Los plasmidos cuyo sitio de insercidén se obtuvo por di-

gestidén con dos enzimas de restriccidén diferentes, se prepararon

del siguiente modo:

Se digirié el vector (5 a 10 pg) con una de las enzimas y se
controld la eficiencia del corte por electroforesis en gel de

agarosa.
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Se digirid con la segunda enzima.

Se tomd una pequefia alicuota (usualmente 1 o 2 pl de la mez-
cla) y se marcd radiocactivamente por el método de rfill-in

(punto 15.3).

La alicuota marcada se reunidé con el resato de la preparacién
y se sometid a cromatografia en columna de 2 ml de Sephacryl
S-300 en tampdn TE-NaCl 0,15 M. De este modo, el fragmento

escindido en la digestioén, fue separado del resto del vector.

16.2. LIGADO DE FRAGMENTOS DE ADN A LOS VECTORES

Laes reacciones se llevaron a cabo en volumenes finales
de 20 6 30 pl y se agregaron para 100 o 250 ng de vector, entre 2
vy 4 unidades de ADN-ligasa de fago T4. Las relaciones molares de
extremos de inserto a vector, fueron de 3 a 1 o de 5 a 1. Se in-
cubdé durante toda la noche a 18°C y se utilizaron estas mezclas
para transformar protoplastos, como ya se explicara oportunamen-

te.

Tampén ligasa 10x:

Tris-HCl pH 7m4 500 mM
MgClz2 100 mM
DTT 50 mM
espermidina 1 mM
ATP 10 mM
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Se considerd aceptable obtener entre 3 y 4 veces mas
transformantes con las mesclas de ligacidn que con el control de
c

r
vector re-ligado.

17. HIBRIDIZACION IN SITU DE COLONIAS BACTERIANAS
17.1 TRANSFERENCIA DE LAS COLONIAS

El procedimiento seguido se basd en el método descripto
por Grunstein y Hogness (GRUONSTEIN y HOGNESS, 1975).

Se colocd un papel de filtro Whatmann 541 estéril sobre la
superficie de una caja de Petri donde crecieron las colonias

bacterianas.

Se dejo durante 10 a 15 minutos a temperatura ambiente, reti-

rando el filtro con las colonias adsorbidas.

El filtro se tratd de manera secuencial con las siguien-
tes soluciones, por espacio de 5 minutos:

a) SDS 10%

b) NaOH 0,5 M; NaCl 1,5 M

¢) Tris-HCl1 pH "Tmb 0,5 M; NaCl 1,5 M

d) SS5C 2x (1x=citrato de sodio (0,015 M; NaCl 0,15 M)

Los filtros asi tratados se dejaron secar al aire y se

ntilizaron para hibridizar.
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17.2. HIBRIDIZACION

La sonda marcada radiocactivamente, se desnaturalizé por
calor (95°C, 5 minutos) y se agregd a la mezcla de hibridizacioén
en la cual se habian incubado previamente los filtros por espacio
de 30 minutos (pre-hibridizacidn). Se incubdé a 42°C durante 16-20

horas con agitacion.

Mezcla de hibridizacion:

55C 5x

Formamida 50%

Denhardt 1x
enhardt 50x:

BSA 1% (P/V)

Polivinilpirrolidona 1% (P/V)

Ficoll 1% (P/V)

Las condiciones de hibridizaciodn, fueron calculadas para
obtener un 88% de homologia teniendo en cuenta que el ADN de los
Gram positivos utilizados presenta un contenido en G+C de alrede-
dor de 33%. Se calculé un volumen de 1 ml de mezcla cada 10 cm2
de membrana. La sonda radicactiva se inyectdé en una concentracidn
2108 cpm/ml de solucidén de hibridizacidén (actividad especifica a-

proximada=108 cpm/ug de sonda).

17.3. LAVADOS
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La sonda no hibridizada se elimind por lavados sucesivos

en la signiente forma:

S5C 5x/formamida 50% 20 minutos a 42°C
SSC 5x 20 minutos a 42°C
S5C 2x 20 minutos a 42°C
S55C 2x 20 minutos a temperatura ambiente
S55C 0,5x 10 minutos a temperatura ambiente

Una vez concluidos los lavados, los filtros se dejan se-
car al aire sobre papel de filtro Whatmann 3MM y se exponen a pe-

licula radiografica con pantalla intensificadora.

18. TRANSFERENCIA DE ADN A MEMBRANAS DE NITROCELULOSA
(SOUTHERN, 1975)

Las muestras de ADN se sometieron a electroforesis en
gel de mgarosa. Al finalizar la corrida, el gel se sometid al si-

guiente tratamiento:

Irradiacién por luz UV durante 15 minutos (para ADN de alto

peso molecular).

Depurinacién en HCl1l 0,2 M 30 minutos & temperatura ambiente

(parasa ADN de alto peso molecular).

Desnaturalizacién en NACL 1,5 M/NaOH 0,5 M, 45 minntos a tem-

peratura ambiente.
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Neutralizacién en NaCl 1,5 M/Tris-HC1l pH 8 1 M, 45 minutos a

temperatura ambiente.

Luego de este tratamiento, se procedio a transferir el
ADN a un filtro de nitrocelulosa Millipore HAWP. Para esto, se

cortdé uan trozo de membrana de lae mismas dimensiones que el gel.

Se incubdé en una solucidén de S5SSC 2x durante 5 minutos y al
mismo tiempo, se embebidé un trozo de papel Whatmann 3MM en
58C 6x. Este papel se colocd en el fondo de un recipiente, vy
sobre éste se ubicd el gel a transferir. Sobre el gel, a su
vez, se colocd cuidando de no formar burbujas de aire, el

filtro de nitrocelulosa humedecido.

Sobre el filtro ese dispusieron 2 trozos de papel Whatmann 3MM
y una pila de papel absorbente (servilletas). A todo esto se
le aplicd un peso de aproximadamente 1/2 Kg y se dejé trans-

ferir por capilaridad durante un periodo minimo de 6 horas.

Pasado este tiempo, se retirdé la membrana, se enjuagd en SSC

2x y se dejb secar a temperatura ambiente.

La membrana se dispuso uana vez seca, entre dos papeles What-

mann 3MM y se horned 2 horas a B0°C para fijar el ADN.

Estos filtros se utilizan en experimentos de hibridiza-
cidén con sondas radicactivas de inmediato o se conservan a tempe-
ratura ambiente por periodos relativamente largos para su uso

posterior.

La hibridizacidén y los lavados se efectian de acuerdo a

lo descripto en el punto 17.
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19. TECNICA DE SEMBRADO DE MANCHAS (DOT BLOT)
(MASON y WILLIAMS, 1985)

Este procedimiento se siguidé para ensayos de hibridiza-
cién en los cuales sé6lo interesaba detectar la presencia de cier-
tas secuencias en una preparacién de ADN para lo cual no es nece-

sario utilizar preparaciones purificadas.

Se humedece una tira de nitrocelulosa Millipore HAWP en 55C

10x y se deja secar al aire.

Las muestras de ADN se resuspenden en 50 pl de Tris-HCl pH
7,6 20 mM/EDTA 1 mM y se calientan a 100°C durante 10 minu-

tos.

Se agregan 50 pl de NaOH 1 N y se incuba a temperatura am-
biente por 20 minutos, al cabo de los cuales se agregan 50 pl
de Trie-HC1l pHB8 1 M y 50 pl de HC1 1 N en forma secuencial.

El ADN se precipita con 2,5 volumenes de etanol absoluto du-

rante 15 minutos a -70°C.

El sedimento obtenido, se resuspende en 5 pl de H20 estéril y
se siembran alicuotas de 1 o 2 pl sobre circulos marcados en

1la membrana de nitrocelulosa.

Eseta membrana se deja secar y se hornea a 80°C durante 2 ho-

ras para fijar las maestraes.
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Eeta tira se somete a hibridizacién como en los casos ante-

riores.

20. AUTORRADIOGRAFIAS

La exposicidén autorradiografica se utilizé para detectar
fragmentos radiocactivos de ADN en membranas de nitrocelulosa o

papel Whatmann 541.

Se utilizd pelicula plastica autoadherente ("Rolopack™) para
c

nbrir loe filtros antes de su exposicidn.

Se utilizé pelicula Agfa Curix Rpl para las exposiciones. Se
expueo a -70°C en todoe los casos y, dependiendo de la inten-
sidad de la marca, se utilizaron pantallas intensificadoras
de tungeteno-calcio-fésforo (Cronex Lightning Plus, DuPont).

21. COLORACION DE ESPORAS Y CRISTALES DE B. thuringiensis
(SMIRNOFF, 1962)

Solucion A:
Negro Amido 1,5 g
Metanol 98% 50 ml Conservar 3 dias
H20 destilada 40 ml antes de usar
Acido Acético 10 ml
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Glacial
Solucién B:
Fucsina basica 1 g
Etanol 95% 10 ml Usar al 30% en
Fenol al 5,5% 90 ml solucidén acuosa

en Hz20 destilada

Se distribuye la muestra sobre un portaobjeto en forma de pe-
licula delgada y se fija por calor, pasandolo sobre la llama

de un mechero 2 o 3 veces.

Se agrega una capa de solucidén A, y se deja 70 segundos. Al

cabo de este tiempo, se lava con agua corriente.

Una vez hecho esto, se agrega la solucidn B, y se deja actuar
durante 20 segundos, luego de los cuales se enjuaga con agua

corriente v se deja secar al aire.

Los cristales se tifien de color negro, mientras que las
esporas lo hacen de un color celeste palido; las células vegeta-

tivas toman una coloracién rojiza a violeta.

Las microfotografias fueron tomadas con un microscopio
Zeises al cual se adosd el equipo fotografico, con un aumento de
100x y utilizando filtros coloreados para aumentar el contraste.
Se utilizé pelicular color Kodak VRG-100 de 35 mm.

22. ENSAYOS BIOLOGICOS
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Las suspensiones de esporas y cristales para los ensa-
yog, se preparan de acuerdo al protocolo detallado en el punto 6,
o bien se pueden obtener de cultivos esporulados en placa, segun
el método de Gonzalez y Carlton (GONZALEZ y CARLTON, 1983).

Este método consiste en el raspado de las esporas de la
placa y su posterior lavado en Hz0 bidestilada. Las suspensiones
asl obtenidas se titulan en medio nutritivo sélido Schaeffer, y
se utilizan diluciones seriadas de éstas para ensayar la toxici-

dad en larvas de mosquito.

En los ensayos biologicos aquil presentados, se utiliza-
ron larvas de Aedes sp, en el estadio L2-L3 (L=larval), que es el

mas susceptible a la accidén de laes entomotoxinas.

22.1. PROTOCOLO DE ECLOSION DE EMBRIONES DE Aedes aexgypt
(Instituto Pasteunr, Dr. deBARJAC)

Las condiciones del insectario son: humedad ambiente 70-

80% y 25°C & 27°C de temperatura.

Los huevos provenientes de una puesta sobre papel What-
mann 3MM vy secados al aire, se hacen eclosionar en cubetas conte-
niendo agua corriente de-clorada (por almacenamiento durante 3 o
4 dias a temperatura ambiente) y pequefioe trozos de alimento para

perros.
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Estas cubetas, mantenidas en las condiciones anterior-
mente mencionadas, son revisadas diariamente para evitar la for-

macién de peliculas bacterianas sobre la superficie del agua.

Las larvas eclosionan aproximadamente a las 48 horas de
iniciada 1la incubacién; tanto los nutrientes como el agua son

cambiados dia por medio.

Aproximadamente entre lae 48 y 72 horas luego de la e-
closién, las larvas alcanzan el estadio Li1-L2 que presenta mayor
sensibilidad para el ensayo. En este estadio, las larvas nadan
activamente y presentan una forma y tamaiios caracteristicos (Ver
Figura A). Luego de 5 a 7 dias post-eclosidn, los estadios Lia-Ls
son de mayor tamafio (ya no atraviesan las mallas de tul con las
que se cubren las cubetas) y mas resistentes a la accidén de las
entomotoxinas. Es por esto, qQque se debe seguir cuidadosamente el

desarrollo para tomar las larvas en el estadio apropiado.

22.2. ENSAYO DE TOXINAS LARVICIDAS

Veinte larvas en estadio L2z son tomadas con la ayuda de
una pipeta Pasteur y colocadas en placas de Petri de 100 mm de
didmetro, llevando a un volumen final de 10 ml de agua de-clora-
da.

Una vez dispuestas las placas necesarias para los ensa-
vyos que se desea efectuar (por duplicado), se agregan 100 ml de

las dilucionee correspondientes de las suspensiones a ensayar.
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Entre las 2 y las 48 horas posteriores al comienzo del
ensayo, las placas son revisadas y las larvas contadas para de-
terminar el porcentaje de mortalidad obtenido con las diferentes
maestras. Con un 90% de mortalidad a 24 horas, la maestra se con-
sidera toéxica; las muestras mas activas provocan efectos toxicos
que son visibles a las dos horas de haber sido puestas en contac-

to con las larvas.

Una vez concluidos los ensayos, las placas (asi como las
cubetas y pipetas utiliszadas) son descontaminadas por el agregado

de alcchol 96%.

Figura A: Larvas de dedes sp.en estadio Lz2-L3.
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CAPITULO I: ESTABLECIMIENTO DE UN SISTEMA DE TRANSFORMACION DE
PROTOPLASTOS EN BACILLUS THURINGIENSIS

I.1. PRODUCCION DE PROTOPLASTOQS

La obtencidén de protoplastos en B. thuringiensis se ve
dificultada por la gran reeistencia que presenta su pared celular
a los tratamientos convencionales con enzimas hidroliticas (ver

panto 6.3 de Introduccioén).

Basandonos en la metodologia utilizada para B. subtilis
(SCHAEFFER et.al., 1975), se comenzd a ensayar una serie de pro-
tocoloes tendientes a la produccidén de protoplastos en diferentes
cepas de B. thuringiensis, de manera eficiente.

Dichos protocolos tuvieron por objeto:

a) encontrar el estadio fisioldgicamente mas susceptible de

ser sometido a protoplastizacidén

b) fragilizar la pared mediante choques osmoticos (lavado

en agua bidestilada y en frio), vy

c) generar protoplastos estables y cuya viabilidad y capa-
cidad regenerativa no se viera afectada por estos trata-

mientos.
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En la Tabla I.1 se esquematizan tres de estos protoco-
loe. Utilizados sobre lae cepas thuringiensis HD2-5 e israelensis
1334, resultaron en las eficiencias de protoplastizacion, resumi-

das en la Tabla I.7.

El proceso fue =2n todos los casos seguido microscopica-
mente para evaluar el progreso del mismo (Ver Figura I.1). No
obstante, la eficiencia de protoplastizacion fue determinada en

caso, por el plagueo de las muestras en medio nutritivo de
Schaetfer, previa dilucion seriada de las suspensiones en medios

hipotonicos (NaCl 0.85% o agua bidestilada).

En estos medios, los protoplastos son rapidamente lisa-
dos (por "choque osmotico”), de modo que sdlo forman colonias a-
quellos bacilos que han resistido al tratamiento (es decir, aqué-
llos que no se han convertido en protoplastos). Con estos datos,
y un recuento efectuado previamente a la incubacién con lisozima,
se obtiene, por dieferencia, el porcentaje de protoplastizacién

alcanzado.

Como es posible observar en la Tabla I.1., la incubacién
de los bacilos en SMM con el agregado de lisozima en cantidades
apreciables (200 pg/ml es suficiente para generar protoplastos en
B. subtilis), no fue suficiente para que ocurra protoplastiza-
cién, aun efectuando lavados previos en frio. El1 hecho de utili-
zar un medio de cultivo mas pobre (SCG), aumentd notablemente la
eficiencia del proceso gue resultdé optimizado diluyendo los cul-
tivos estacionarios en medio nutritivo para el crecimiento expo-
nencial y aumentando la concentracidn de lisozima a 5 mg/ml du-

rante la etapa de protoplastizacidén. (Ver Figura I1.1).
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TABLA 1.1.

COMPARACION DE DIFERENTES PROTOCOLOS ENSAYADOS SOBRE

Bacilus thuringiensis PARA GENERAR PROTOPLASTOS

Condiciones y me-
Medio de Medio de dios de generacion
Protocolo crecimientola crecimientoz?d [de protoplactos
I LB LB SMM+lisoczima 1lmg/
ml,60 min a 37°C
II 5CG SCG SMM+1lisozima 1lmg/
ml,2 horas a 37°C
III S5CG(0, 1%glucosa) LB SMM+liscozima 4mg/
ml,2 horas a 37°C
a: cultivo estacionario, incubacién de una noche partiendo de una
suspensién de esporas.
b: cultivo exponencial, dilucidén 1:20 (protocolo I) o 1:2 (proto-

colo II y III) del primer cultivo en el medio de crecimientoz e

incubacién
las/ml.

c¢: en todos los casos,

a 30°C

hasta

una densidad aproximada de 1x108

célu-

el cultivo obtenido fue centrifugado y la-

vado dos veces con agua bidestilada en frio antes de comenzar las
incubaciones en los medios de protoplastizacidn.
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TABLA I.2.
EFICIENCIA DE OBTENCION DE PROTOPLASTOS

Porcentaje de protoplastizacién a
Protocolo thuringiensis HDZ2-5 lsraelenszls 1884
I ND bv ND ®
II 80% 85%
III 90% 98%
{ |

a: determinado por choque osmético y plagueo en medio nutritivo.

b: no determinado por choque osmdético, debido a la baja eficien-
cia ya evidente por observacién al microscopio.

Cultivos exponenciales de las dos cepas fueron sometidos a los
diferentes protocolos, luegoe de lo cual se tomaron muestras que
fueron diluidas en solucion fisicldgica (choque osmdético) y pos-
teriormente plagqueadas en medio nutritivo LB. La diferencia entre
el namero original (103/ml) y las colonias osmoresistentes, da
por resultado el valor de la =ficiencia de protoplastizacidn al-

canzada.
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3i bien una eficiencia de protoplastizacién de més del
90% es alta, no es ain suficiente para encarar experimentos de
transformacidén y/o fusidn de protoplastos. Un 10% de bhacilos
"contaminantes” es todavia una cantidad importante que puede en-
mascarar re=sultados (este porcentaje representéria aproximadamen-
te 10% bacterias sobre una poblacidn total de 108, aunque el 90%

fuesen protoplastos).

Es por =sto que nos vimos impulsados a continuar buscan-

Jo protocolos aiternativos que permitieran obtener porcentajes
wmas altos de protoplastizacion. Para esto, se efectuaron ensayos
n otro tipo de 2nzimas hidroliticas (por ejemplo, glusulasa, u-
ada para digerir la pared de hongos como Neurospora), sin
resnltados que superaran las eficiencias obtenidas con lisozima.

Por este motivo, optamos por encarar la blisgueda de enzimas que

fueran <apecificas para F. thuringiensis, ya que la resistencia
evideanciada por la pared de estos bacilos era consecuencia direc-

K] L R
de g compesicidn inlica.

Unz o oaproximacion experimental a este problema fue apor-

ajos efectuados en 1968 por XKingan y Ensing (KINGAN

v BEN3ING, 1968). Estcosz autcres describieron tres actividades en-
fase de esporunlacidn en B. thuringi=snsis
a ruptura d= la pared del espo-

cungio an sl momento de la liberaciin de la espora. Se trata de
waa marnailasa zon oun pH Sptime de 4y dos =ndopeptidasas con pH
Cptino s zlvededor d=2 3, una de las cuales (una N-acetilmuramil-

L iLai milaza) es 2stimcilala por iones cobalto.
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Teniendo en cuenta estas cbservaciones, se pensd en en-
sayar extractos de <é£lulas en esporulacidén (efectuadas segun el
protocols de estos avitcores), sobre cultivos en fase vegetativa en

tas sondicisnss lptimas para estas actividades.

.Zayes se resumen en la Tabla
'a

dznde =g positl: apreciar la alta eficiencia obtenida en

S
dz emrtracts., Ezta cbservacion, noe llevd a efectuar
“3 ansayes, utilizand: ahora come medio "base” de protoplas-

tizZaslidn =1 7

'is), va que resultd obvi

0O
cus,oen dicthas condicisnes e estaba acstivande y/o induciendo 2l
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Bacillus thurin-

Jienzis paca activarszse =n fase vegetativa fue explotada para ge-
Arrar tavtoplastoz” en difersntes copes. Para ello, se ensayaron
Yivcesrsas rindicicnes de incubacidsn y ocultivo de las células.

L]

O o miestraz antericres cbkssrvaoicnes, resultd claro que

zxtade fisloligic: 23z los baciliz sra 2ritico en cuantoe a la
Lwnusptibilidald de Zxtoz oo loz tratamientos en medios de proto-
.. RS S - H
T D S

e vy iy m d agmm D e e e O e 3 S . . —
henos mensiinads 3i2 31 ocrectimiento en medios mas po
S
A=

ros (320G coafizre 2na 2isrtz 32n3ibilidad a dichos tratamien-
o, ooms vabia z2ido rezortado por otros antores (GONZALES vy
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TABLA 1.3.

ENSAYO DE EXTRACTOS LITICOS EN LA CEPA thuringiensis HD2-5

Agregado de
extracto Porcentaje de
enzimatico Medio de incubacidna protoplastizacién
Tris 35 mM pHS 99,8%
sacarosa 0,5 M
Mgz+ 20 mM
Coz+ 5x10-4 M
idem 99%
idem + lisozima 1 mg/ml 100%
+ idem + lisozima 1 mg/ml 100%

3 ml de cultivo en fase exponencial (1x108 células/ml) fueron la-
vados en agna bidestilada, resuspendidos en 5 ml de la soluciédn a
y posteriormente incubadas en presencia (o no) de extractos iso-
génicos a 37°C durante 2 horas. La eficiencia del proceso fue se-
guida al microscopio y determinada por choque osmético.
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CARLTON, 1980). Esto se hace mas notable aun, provocando un “dis-
paro” del crecimiento activo por agregado de nutrientes en el me-

dio de crecimiento exponencial (ver Tablas I.1 y I.2).

La disminucién del contenido de glucosa hasta un 0,025%
(0,5% en la composicidén del medio original), favorecio este efec-
to marcadamente. Asimismo, la densidad a la que se cosechaban los
cultivos exponenciales también fue acotada y se determind que el
6ptimo para obtener altos rendimientos de protoplastizacidén, se
encontraba en alrededor de 5x107 células/ml de cultivo, lo que
corresponde a una densidad éptica de aproximadamente 0,4 para una
longitud de onda de 600 nm. En la Figura 1.2, se aprecia la in-
duccidén del crecimiento rapido por agregado de medio nutritivo LB
durante la fase de crecimiento exponencial, asi como la densidad
"critica” maxima que permite obtener autoplastos con alta efi-

ciencia.

A partir de este punto se efectuaron experimentos ten-
dientes a optimizar el protocolo, de manera de poder utilizar es-
toe protoplastos en experimentos de transformacion y fusién. En
la Tabla 1.4, se puede observar que el agregado de Co2+ al medio
de protoplastizacién SMT no es necesario para que el proceso se
active, y que la incubacién en medio SMM también permite la in-
duccidén autolitica, tanto en presencia como en ausencia de liso-

Zima.

Estos resultados nos permiten concluir gque la inducciédn
y/0 activacién del sistema autolitico dependeria fundamentalmente
de una etapa particular en el estado fisioldgico de los bacilos,

que se pone en evidencia por incubacidén de los mismos en un medio
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Figura I1.2.
Curvase de crecimiento de israelensis 1884

A: Crecimiento durante una noche a 30°C y 200 rpm en medio SCG y
agregado de 1 volumen de medio SCG fresco para continuar la incu-
bacidén en las mismas condiciones.

B: idem A, pero diluyendo con 1 volumen de medio nutritivo LB.

Se tomaron muestras a los tiempos indicados en la figura, y se
mididé la densidad éptica de las muestras a 600 nm de longitud de
onda. Paralelamente, se efectuaron recuentos sobre medio sélido
LB.

Se determind que a densidades mayores de 0,5, disminuye la efi-
ciencia de protoplastizacidén. A mas de 2x108 células/ml, se for-
man filamentos y los cultivos se agruman.
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TABLA 1.4.

GENERACION DE PROTOPLASTOS DE Bacillus thuringiensis
israelensis 1884 POR INDUCCION AUTOLITICA

Medio de Porcentaje de
incubacidn Agregado protoplastizaciodn
SMM lisozima 1,5 mg/ml 99,75%
SMM 85%
SMT Co2+ Bx10-4 M 99,90%
SMT 99,88%
SMT Coz+ 5x10-4 M 99,85%
lisozima 1,5 mg/ml

Loe cultivos lavados fueron resuspendidos en los medios de incu-
bacidén correspondientes e incubados a 37°C durante 2 horas con a-
gitacién suave. Las eficiencias de protoplastizacidn fueron de-
terminadas como siempre, por choque osmético.
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hiperténico (sacarosa 0,5 M) y que resulta més eficiente a pH 8
(SMT) que a pH 6,5 (SMM). La presencia de ion Mg2+ (20 mM) resul-

t6 esencial para la viabilidad de los protoplastos asi obtenidos.

En conesecuencia, la puesta a punto del sistema se prosi-
guié llevando a cabo las incubaciones en medio SMT omitiendo el

agregado de Co2+ y en ausencia de lisozima.

Con el objeto de estandarizar el sistema y hacerlo méae
reproducible, se ensayaron diversos métodoe de congelacién y con-
servacién de los cultivos exponenciales de partida. De éstos, el
congelamiento de alicuotas en medio minimo (ver Materiales y Mé-
todos) en presencia de 15 a 18% de glicerol a -70°C, resultd el

mas conveniente.

Esta manipulacidén no sdélo simplificdé el protocolo, sino
que acelerd marcadamente el proceso debido a que el congelamiento
y descongelamiento de los cultivos contribuyd a su fragilizacidn.
La cinética de este proceso fue determinada para la cepa Iisrae-
lensis 1884. Como puede apreciarse en la Figura 1.3, luego de 15
minutos se alcanzd una eficiencia de cerca del 100% (tomada como
diferencia entre el nimero de células inicialmente tratadas y el

mmero de coloniae osmoresistentes luego del tratamiento).

El proceso fue asimismo seguido microscoépicamente y como
se muestra en la Figura 1.4, involucra la extrusidén de las célu-
lag a través de un orificio en la pared celular, resultando en
bacilos con forma de “"ragqueta” durante los primeros estadios del

pProceso.
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Cellulas Osmoresistentes /ml

N 1 N | 1 1

0 30 60 90

Tiempo de incubacidon (min.)

Figura I.3.

Cinética de protoplastizacidédn en
Bacillus thuringiensis israelensis 1884

Se tomaron muestras de la mezcla de incubacién en SMT a diferen-
tee tiempos, se las sometid a choque osmético y se las plaqued en
medio sdlido LB para determinar el nimero de colonias osmoresis-
tentes.
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Figura I.4.
Proceso de protoplastizacién

A: bacilos en "raqueta'" observados luego de 10 minutos de incuba-
cién en medio SMT.

B: el 80% de la poblacidén ha completado la extrusidén luego de 20
minutos.

C: protoplastos tipicamente redondos, luego de 30 minutos de in-
cubacidén. 100x.
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Luego de 30 minutos de incubacién, es posible observar
en su mayoria protoplastos de forma circular tipica. Sin embargo,
todas las células en el estadio “"raqueta” fueron sensibles a los

tratamientos de choque osmético.

La optimizacidén de los parametros més'importantes de es-
te sistema (condiciones de cultivo, temperatura de incubacién,
etc.), llevd finalmente al disefio de un protocolo estandar (ver
Figura I.5), que aplicado a tres cepas diferentes resultd en los

rendimientos que se resumen en la Tabla I.5.

I.3. REGENERACION

En vista de nuestro interés por la utilisacién de estos
protoplastos en experimentos de transformacidén por ADN plasmidi-
co, la reversidn de éstos a la forma bacilar era un punto impor-

tante a ser resuelto.

Es conocido el hecho de que la regeneracidén de los pro-
toplastos de B. thuringiensis es sumamente dificil de obtener
(FISCHER et.al., 1984; ALIKHANIAN et.al., 1981). En este sentido,
hemos enesayado una variedad de medios de regeneracién y condicio-
nes de generacidn de los protoplastos con el objeto de aumentar

las bajas frecuencias de revereidén obtenidas.

Con respecto a los protoplastos, es importante notar que
el mecanismo mismo de formacion de éstos (por extrusidn, ver Fi-

gura 1.4), tiene importantes implicancias en los procesos de re-
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Figura I.5

Protocolo estandar de generacidén de protoplastos

por induccidén autolitica

Cultivo en medio SCG (0,025% glucosa) durante un noche a
30°C

Dilucién 1:50 en SCG fresco y crecimiento a 30°C hasta
D.O.so0o = 0,15,

Agregado de 1 volumen de medio rico LB y crecimiento
hasta D.0O.s00 = (,4.

Cosecha y lavado de los cultivos en agua bidestilada en
frio.

Resuspension en medio minimo MB + 18% glicerol (1/10 del
volumen original)

Congelacién a -70°C en alicuotas de 1 ml.
Descongelamiento a temperatura ambiente.
Dilucién 1:3 en SMT + 0,8% BSA.

Incubacién a 39°C con agitacidon suave durante 15 a 30
minutos.

Determinacién de la eficiencia por choque osmético

Transformacidn
Jtilizacién Fusioén

Extraccidén de ADN (Eckhardt)
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TABLA 1.5.

Resultados

GENERACION AUTOLITICA DE PROTOPLASTOS EN Bacillus thuringiensis
(Protocolo esgtandar)

Eficiencia de
Nimero original de |Colonias osmo-|protoplasti-
Cepa células/ml resistentes/ml|zacién

thuringiengis

HD2-5 108 4x105 99.6%
kurstaki HD73 108 1.5x105 99.8%
Israelensis 108 5x104 100%

1884

Alicuotas congeladas fueron descongeladas a femperatura ambiente,
diluidas en medio SMT/BSA e incubadae a 39°C (con agitacidén suave

durante 30 minutos).

medio sd6lido LB antes y después del tratamiento.

Muestras fueron plaqueadas para recuento en
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generacion ulteriores. Los protoplastos asi originados carecen de
restos de pared celular que puedan funcionar como iniciadores pa-

ra que el sistema regenerativo pueda actuar eficientemente.

Teniendo en cuenta este hecho, se ensayaron diversos
factores que, agregados a los medios de protoplastizacidén fueron
capaces de proteger a estas formas, haciéndolas menos fragiles;
algunos de estos factores s0los 0 en combinacidn, interfirieron
con el proceso de protoplastizacién reduciendo la eficiencia a
niveles poco aceptables; el aumento en la concentracion de Mga+,
por ejemplo, no hizo posible que éste ocurriera eficientemente.
En la Tabla I.6 se resumen los resultados mas significativos de

este tipo de experimento.

Es evidente que el agregado de serocalbimina bovina (BSA)
al 0,8% final constituye el medio mas adecuado de proteccidn de
los protoplastos, ya que los hace méas viables (aumentando su ca-
pacidad de regeneracién), sin interferir con el proceso de gene-
racién de los mismos. El agregado de Ca2+, si bien presenta baja
o nula interferencia, no se eligidé como factor de proteccidn pues
presenta problemas de precipitacidén en el medio minimo de conser-

vacién de los cultivos de partida.

Por lo tanto, de aqui en adelante, se utilizé el proto-
colo estandar (Figura I.5) en presencia de 0,8% final de serocal-

bimina bovina en la mezcla de incubacién.

De los diferentes medios sélidos de regeneracidn ensaya-
dos, dos resultaron los mas convenientes: DM3, utilizado comun-
mente para la regeneracidén de protoplastos de B. subtilis y MRB,
cuya basge osmoprotectora estd constituida por sacarosa 0,3 M en
lugar del succinato de sodio constituyente del medio DM3.
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TABLA I1.6.

EFECTO DE FACTORES DE PROTECCION
SOBRE LA EFICIENCIA DE PROTOPLASTIZACION

Colonias osmoresis- Eficiencia de

Agregados al SMT tentes/ml a protoplastizacidn
100 100%
BSA 2% 5,2x105 99%
Caz+ 20 mM 2x103 100%
BSA 2%+Caz2+ 20mM 5x108 90%

BSA 0,3% 100 100%
a: nmimero original de células/ml = 5x107

b: se observa lisis celular por exceso de fragilidad de los pro-
toplastos

Protoplastos de lIsraelensis 1884 fueron generados por el protoco-

lo estandar. Los diferentes agregados fueron hechos en el medio
SMT antes de resuspender los cultivos congelados.
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Las frecuencias de reversion obtenidas utilizando ambos
medios en diferentes condicioens (dureza, temperatura de incuba-
cién, etc.) no superaron en ningin caso el 5%. En la Tabla I.7 es
posible apreciar la interferencia gque provoca la presencia de 1li-
sozima en las mezclas de incubacidén en cuanto al nivel de regene-
racién alcanzado. También es posible observar las diferencias que
existen dentro de la especie respecto de las eficiencias de pro-
toplastizacién y/o regeneracién obtenidas para dos cepas diferen-

tes.

Paraddéjicamente, la regeneracion de estos protoplastos
en medios liquidos es altamente eficiente; tanto las versiones
liquidas de los medios DM3 y MRB, como el agregado de nutrientes
a los medios de protoplastizacién (SMMP, SMTP), permitieron la
reversién completa de los protoplastos a la forma bacilar en un

minimo de 12 horas de incubacién a 30°C.

Con el objeto de evaluar el nivel de regeneracién real,
se efectud la dilucidén seriada de las suspensiones de protoplas-
tos en los medios de regeneracién. De este modo, la presencia de
formas bhacilares oemoresistentes en las diluciones mayores (10-4,
10-5, en las cuales no podrian existir bacilos “contaminantes”
gque no se hubieran convertido en protoplastos), es indicativa del
proceso de regeneracién (a pesar de la divisidén celular que ocu-

rre).

Por otro lado, es interesante observar que en las sus-
pensiones concentradas (sin diluir o diluidas 1/5) se produce un
efecto inhibitorio de la regeneracidn que pudo ser superado por
el agregado de enzimas proteoliticas como tripsina ¢ pronasa a

las suspensiones (ver Tabla 1.8). Este resultado sugiere fuerte-
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TABLA 1.7.

REGENERACION EN MEDIO SOLIDO DE AUTOPLASTOS
DE Bacillus thuringiensis

Medio de pro- Eficiencia de Eficiencia de
Cepa toplastizacién |protoplastizaciédn|regeneraciédn
SMT 98,9% 5 %
thuringiensis SMT+1lisozima 99 % 1,2%
HD2-5 1 mg/ml
SMT 100% 0,25%
lsraelensis SMT+1lisozima 100% 0
1884 1 mg/ml

Los protoplastoes fueron generados de la manera habitual;

la rege-

neracién se llevé a cabo en medio s861lido DM3s en ambos casos.
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TABLA 1.8.

REGENERACION LIQUIDA EN PRESENCIA DE ENZIMAS

PROTEOLITICAS
Regeneracion
Medio liquido Tratamiento NDa -3b -4c
SHTP +
MRB +
SMTP Tripeina 250ug/ml +
MRB Tripsina 250pg/ml +

a: ND= no diluido
by ¢: diluciones 10-3 y 10-4 de las suspensiones originales.

Una vez obtenidos los protoplastos en SMT/BSA, fueron centrifuga-
dos y resuspendidos en SMTP o MRB liquido y diluidos en SMT o MRB
segin corresponda.

Los tratamientos con tripsina 250 ug/ml, se efectuaron a 37°C du-
rante 10 minutos. La regeneracion se llevé a cabo en estufa a
30°C durante toda la noche.
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mente la influencia que ciertos factores proteicos (autolisinas
liberadaes por loes protoplastos) estarian ejerciendo sobre 1los

procesoes regenerativos, oponiéndose a ellos.

De todoe modos, la regeneracidén ligquida tiene grandes
inconvenientes cuando se desea seleccionar transformantes ya que
este proceso provoca un alto grado de pérdida de plasmidos (COFRE
y SANCHEZ-RIVAS, 1983), disminuyendo en consecunencia las frecuen-

ciaes de transformacién que es posible obtener.

1.4. TRANSFORMACION DE "AUTOPLASTOS" POR ADN PLASMIDICO
I.4.1. Alslamiento v purificacién de plasmidos en FBacillus
thuringiensis

Debido a las dificultades que presenta la extraccidédn de
megaplasmidos, se han ensayado diversos métodos de aislamiento.
Entre éstos, el método de lisis in situ de Eckhardt (ECKHARDT,
1378), permite visualizar los plasmidos residentes con un minimo
de manipulacién ya que se basa en la separacidén de los mismos en
geles de agarosa 0,5% verticales en los cuales se siembra una
suepensidén de protoplastos que se lisa directamente en los poci-
llos del gel. La Figura 1.6 permite observar tanto el megaplismi-
do de 72 Md como los plasmidos pequefios de 3,5 y &§ Md de la cepa

israelensis 1884.

Por otro lado, la aplicacion de la técnica de lisis al-
calina de Birnboim y Doly (BIRNBOIM y DOLY, 1979) adaptada a es-
tos microorganismos (ver Materiales y Métodos), funciona tambien

de manera eficiente, tanto en "minipreparaciones” (partiendo de
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Figura I1.6.

Contenido plasmidico de la cepa Iisraelensis 1884

La lisis in situ se llevd a cabo segun lo detallado en Métodos.
Se separaron los pléasmidos en un gel vertical de agarosa 0,5% a

3 V/cm durante 1 hora y 6 V/cm por espacio de 2 horas. El gel fue
revelado en una solucidén de BrEt 0,5 pg/ml y fotografiado en un
transiluminador U.V. Masas moleculares en Md.
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T us cultivo), como en preparaciones en gran escala para
gradientes de densidad de CesCl. Esta Mltima técnica es la que fue

utilizada en todos los experimentos aquili descriptos.

1.4.2 Transformacién de protoplastos con ADN plasmidico

en Bacillus thuringiensis Israelensis

La transformacidén se llevd a cabo en todos los casos de
acuerdo al protocolo descripto en Materiales y Métodos, que se
basa fundamentalmente en el originalmente disefiado por Chang vy
Cohen (CHANG y COHEN, 1979) para B. subtilis.

Los plasmidos utilizados poseen origenes de replicaciédn
compatibles en organismos Gram positivos y confieren resistencia
a antibidéticos seleccionables en B. thuringiensis, si bien exis-
ten niveles basales de resistencia a algunos de ellos, como es el

caso del cloranfenicol.

En la Tabla I.9, se resumen los resultados de varios ex-
perimentos de transformacion llevados a cabo en la cepa israelen-
sis 1884. Es importante notar que aun con las bajas frecuencias
de regeneracién obtenidas (y probablemente debido a ello, como se
discutira oportunamente), 1las frecuencias de transformacidén en
funcién de los regenerantes es llamativamente alta (en el orden
del 1% de los regenerantes). Si bien se hace dificultosa la vi-
sualizacién de los plasmidos introducidos debido a la presencia
de plasmidos residentes de tamafio similar y a la alta frecuencia
con que ocurren re-arreglos (deleciones, aparicién de formas mal-

timéricas), fue posible detectar bandas plasmidicas nuevas (no
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TABLA 1.9.
TRANSFORMACION DE PROTOPLASTOS DE

Bacillus thuringiensis israeclensis POR ADN PLASMIDICO

Marcador de Regenerantes Transformantes
Flasmido resistencia UFC/mlc UFC/ml
pTVla Cloranfenicol 2x104 2x102
Eritromicina
pTl1l270 Tetraciclina 3,5x1014 2,9x103
pTVic Cloranfenicol 108 1x103
Eritromicina

ay b: cepa israelensis 1884
c: ce

pa 4Q2-72; regeneracién en liquido

Protoplastos de iIisraelensis 1884 (100% de eficiencia) fueron
transformados con los plasmidos pTV1 (a: 600 ng o ¢: 800ng) vy
pT127 (b:900 ng), como se describe en los Métodos.

La regeneracién fue llevada a cabo en medio sé6lido MRB y se efec-
tué la seleccidén indirecta por réplica en medio LB con el anti-
biético correspondiente. En el caso de la cepa 4Q2-72, se efectud
en medio liquido MRB y posterior plaqueo en medio LB con antibid-
tico.
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existentes en los receptores originales) en geles de agarosa (ver
Figura I.7). En el caso del plasmido pT127, se observd que éste
fue capaz de establecerse y mantenerse en Bti ain en ausencia de
presién selectiva. Por el contrario, pTVl (que lleva el transpo-
son Tn917) presenta dificultades en su establecimiento y manteni-
miento. Como veremos mAas adelante, este hecho sea probablemente
el responsable de la alta frecuencia de mutagénesis inducida por

este plasmido en B. thuringiensis.

En la Tabla 1.9 se presenta también el resultado de un
experimento llevado a cabo con la cepa 4Q2-72 de la subespecie
lsraelensis, utilizando el plasmido pTV1 para transformar. Se de-
cidié el uso de esta cepa va que ésta presenta un Qnico plasmido
de 72 Md (portador de la informacidén para el cristal paraespo-
ral), haciendo mae facil la deteccién de los plasmidos introduci-
dos en geles de agarosa. En este experimento, se observa que la
frecuencia de transformacion es mucho mas baja que en los casos
anterioreg (10-5 transformantes/célula), y esto es debido a que
en este caso, la seleccidén se llevd a cabo a partir de bacilos

regenerados en medio liquido.

Este resultado confirma la observacidén (comin a B, sub-
tilis), de la abrupta disminucién (mas de dos ordenes de magni-
tud) en el numero de transformantes cuando se utiliza la regene-
racién en estos medios. A partir de un transformante EmRCmR, se
analizé el contenido plasmidico y en la Figara 1.8 se presenta el
gel de agarosa en el cunal se detectd la presencia de una banda
rlasmidica de menor tamafio gque el plasmido pTY1l con el Qque se

transformaron los protoplastos.
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1 2 3 4 5

“ugqgg%

- 9
5
35
Figura I.7.
Transformacién de protoplastos de B. thuringiensis

israelensis 1884 por ADN plasmidico

Gel de agarosa 0,6% mostrando el contenido plasmidico de un clon

transformante de B. thuringiensis Israelensis 1884 con ADN de
pT127; 1 = pT127 (250 ng); 2 = Vs17 (marcador de peso molecular);
3 = clon T3 crecido en presencia de tetraciclina 10 pg/ml; 4 = el

mismo clon crecido sin presidn selectiva; 5 = B. thuringiensis
israelensis 1884. Las masas moleculares se indican en Md.
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Figura I.8.

Transformacién de protoplastos de la
cepa 4Q2-72 (israelensis) por ADN plasmidico

Minipreparaciones de clones transformantes de 4Q2-72 con ADN de
pTV1.

1 = clon 1la ErmR; 2 = clon 1 CmR ErmR; 3 = 4@2-72 sin transfor-
mar; 4 = pTVi (200 ng); 5 = clon 1b ErmR,
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Este resultado demuestra que el plasmido pTV1 en Bti es inestable
vy sufre re-arreglos (en este caso se trataria aparentemente de u-
na delecidén). En el mismo gel se puede observar que otros clones
transformantes seleccionados en medios con eritromicina en ausen-
cia de cloranfenicol, (que resultaron posteriormente resistentes
a eritromicina 2 ug/ml pero sensibles a cloranfenicol & upg/ml),
no presentan dicha banda. Podria tratarse de clones que han su-
frido transposicién al cromosoma o al megaplasmido de 72 Md, con
pérdida del replicédn de pTV1 portador del determinante de resis-

tencia a cloranfenicol.

Este tipo de resultados sugiere de manera evidente, que
este sistema presenta grandes dificultades en cuanto a la obten-
cién de altas frecuencias de transformacién, en parte por las ca-
racteristicas de estos protoplastos (de baja capacidad regenera-
tiva), y en parte por problemas que surgen en el establecimiento
y mantenimiento de los pléasmidos introducidos, como sera discuti-

do mas adelante.

I1.4.3. Protocolos alternativos

En vista de las dificultades observadas en el uso de los
autoplastos en experimentos de transformacion, se pensgd en desa-
rrollar paralelamente una serie de protocolos alternativos que
tuvieron por objeto detener el proceso de protoplastizacidén en
los primeroe estradios. Esto, probablemente aumentaria las oportua-
nidadee de una mejor regeneracién en placa, sin afectar el meca-
niemo de toma del ADN a nivel de las zonas de membrana celular

expuesta.
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Uno de estos protocolos, se basd en uno descripto para
la subespecie kurstaki por Heierson y colaboradores (HEIERSON et.
al., 1987), quienes describieron un método de transformacidén de
células vegetativas. Sin embargo, las incubaciones efectuadas en
medio Tris 50 mM pH 8,8/sacarosa 25% inducen al sistema autoliti-
co con produccién de autoplastos, aungune en bajo porcentaje. Este
método modificado por nosotros, segun lo detallado en Materiales
y Métodos, dio por resultado una frecuencia de transformacién del
orden de 10-% transformantes por célula viable para la cepa is-
raelensis 1884, utilizando el plasmido pUB110. Si bien este pro-
tocolo aumenté notablemente la viabilidad de las células luego de
la induccidn autolitica, la frecuencia de transformacién obtenida
fue mucho mas baja que la obtenida con nuestro protocolo origi-
nal, sobre todo teniendo en cuenta la alta cantidad de ADN utili-

zada (5 ug) en las transformaciones.

Por otro lado, se ensayd un protocolo basado en el uti-
lizado para la transformacién de B. brevis (TAKAHASHI et.al.,
1983) descripto en Materiales y Métodos”. La transformacion de
la cepa israelensis 1884 con el pléasmido pTV1 (3 pg) resultd en
una frecnencia de 7x10-35 transformantes/célula viable, que aln se
encuentra dos 4rdenes de magnitud por debajo de las obtenidas an-
teriormente. En este Gltimo caso también se observd un alto por-
centaje de pérdida e inestabilidad de pTV1 en los clones trans-
formantes; aproximadamente el 75% de los clones perdieron el de-
terminante de resistencia a cloranfenicol, reteniendo la resis-
tencia a eritromicina cuando se los cultivé en ausencia de pre-

sién selectiva.
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I.5. FUSION INTERESPECIFICA

En virtud del interés que presenta la construccioén de
organismos hibridos, tanto en el aspecto aplicado como desde el
punto de vista basico, se encardé la realizacidén de experimentos
de fusidén de protoplastos. Como primera aproximaciodén, se llevd a
cabo la fusidén interespecie entre la cepa Iisraelensis 1884 y 1la
cepa I[A510 de B. subtilis. Como se describe en el capitulo de Ma-
teriales y Métodos, 107 protoplastos de IA510 fueron fusionados a
una cantidad equivalente de protoplastos previamente calentados
de Bti 1884. Este tratamiento provoca la inactivacién de las cé-
lulas de FB. thuringiensis israelensis que actuaran sdlo como do-
nantes de su contenido en ADN; dicha manipulacién asegura la con-
tra seleccidén de estas células, asi como la inactivacién de fac-
tores toxicos para laes células de B. subtilis, que impiden su re-
generacién (observaciones hechas por nosotros en experimentos

preliminares de fusién).

Las mezclas de fusidén fueron incubadas en medio hipertéd-
nico minimo para permitir la regeneracién, suplementado con 1los
requerimientos aminocacidicos de IA510. En este medio se permite
la regeneracidén de protoplastos fusionados y no fusionados, asi
como de algunas células (presentes en minima cantidad) de B. thu-
ringiensis lisraelensis que hubieran resistido al tratamiento por
calor. Entre un 5 y un 10% (75 colonias /1000 regenerantes en
promedio) de las colonias regenerantes seleccionadas en medio mi-
nimo resultaron protétrofas, indicando un alto porcentaje de fu-

sion.
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Estos productos de fusidén, han recibido de las células
de B. thuringlensis israelensis, la capacidad de crecer en medio
hipoténico minimo (no suplementado) por complementacidn y/o posi-
ble recombinacidén entre ambos cromosomas. Dichos clones, poseen
la morfologia de las células de B. subtilis IAS510 cuando se los
observa microscépicamente. Si bien los pre-esporas de estos clo-
nes no mostraron evidencias de inclusiones cristalinas, es claro
que existidé transferencia de plasmidos de B. thuringiensis israe-
lensis a IA510, entre los cuales se encuentra (aparentemente com-
pleto) el megaplésmido de 72 Md, como se muestra en la Figura
I.9.

Estos resultados muestran que los caracteres genéticos
cromosomales de B. thuringiensis israelensis pueden ser expresa-
dos en B. subtilis y también, que los plésmidos de alto y bajo
peso molecular pueden ser transferidos por fusidén. La cepa IASH10
de B. subtilis fue elegida para estos experimentos, debido a su
mutacién recE4, que la hzace deficiente en recombinacidén. Dicha
caracteristica, hace que esta cepa constituya un buen receptor de
ADN exégeno permitiendo su establecimiento y mantenimiento sin el

alto nivel de re-arreglos caracteristicos de B. subtilis.

Sin embargo, aun en este contexto es posible que ocurran
deleciones y/o pérdida de plasmidos por mecanismos recE4 indepen-
dientes, o bien por alguna funcién Rec aportada por el ADN del B.
thuringiensis israelensis dador y expresada en B. subtilis, ya
que se observan bandas plasmidicas nuevas de menor talla que en

el huésped original.

En cuanto a la estabilidad de los productos de fusiodn,
se ha podido determinar que los protdédtrofos seleccionados en me-

dio minimo no segregan los fenotipos parentales luego de varias
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cia de pliasmidos por fusidn interespecifica

Contenido plasmidico de:

1: producto de fusidn Fz2 (B. subtilis IAS10 x B. thuringiensi
israelensis 1344) y 2: B. thuringiensis Farc
cha indica la posicidon del ADN cromosdomico.E
plasmidos se indica en Md.
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generaciones en medio nutritivo; la totalidad de las colonias a-
nalizadas provenientes de este medio, resultaron protdotrofas
cuando se las transfirié a medio minimo nuevamente. Esto sugiere
que los productos de fusidén obtenidos han sufrido recombinacion y

de alli su gran estabilidad.

Es bien conocido que la fusidén de protoplastos en Faci-
llus subtilis de lugar a células diploides con propiedades parti-
culares (SCHAEFFER et.al., 1976; SANCHEZ-RIVAS et.al., 1982). Al-
gunos de estos son fenotipicamente recombinantes pero poseen uno
de los cromosomas inactivos. El1 fenémeno de recombinacién que o-
rigina estos productos es también muy particular ya que es recE4
independiente y ocurre prerencialmente en dos puntos del cromoso-
ma correspondientes al origen y al término de la replicacidn
(SANCHEZ-RIVAS et.al., 1982).

En el caso de nuestros ex-fusionantes no es posible a-
firmar de qué tipo se traten; sin embargo, es probable gue haya
ocurrido recombinacidén de tipo homélogo en ciertas zonas del cro-
mosoma que se superpongan en ambos padres. Los datos de co-trans-
duccién disponibles (Ver Introduccién), indican que tal superposi-
cién fisica seria factible al menos para los marcadores leu y arg

(IA510 es leu, arg, threo).
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I.6. DISCUSION

Se ha disefiado un método de alta eficiencia para la ge-
neracién de protoplastos en B. thuringiensis.' El proceso de pro-
toplastizacidn aparentemente involucra la induccidn y/o activa-
cién de factoreese enddégenos autoliticos bajo condiciones de creci-
miento rapido (ARONSON et.al., 1986).

Basados en los estudios efectuados por Kingan y Ensing
(KINGAN y ENSING, 1968), hemos ensayado extractos crudos de cul-
tivos en esporulacién en nuestraes mezclas de incubacidén para ge-
nerar protoplastos. Resulté claro entonces, que el agregado de
dichos extractos no era necesario para que ocurriera la conver-

sién a protoplastos.

K. Temeyer (TEMEYER, K., 1987) ha descripto recientemen-
te un método de generacién de protoplastos en el cual tratd a cé-
lulas de un cultivo exponencial con extractos crudos muy simila-
res a log descriptos anteriormente. En este caso la adicién de
los extractos acelerd el proceso, pero los protoplastos asl obte-
nidos resultaron fragiles e inestables. Por otro lado, las incu-
baciones en ausencia de los extractos en esas condiciones (acti-
vidad autolitica intrinseca) resultaron muy lentos (mas de 2 ho-

ras) y menos eficientes.

Nuestras condiciones é6ptimas (ver protocolo estandar en
Figura I.5), permiten una conversién completa a protoplastos en
30 minutos, si bien cerca del 100% de las células son ya osmosen-

sibles luego de 15 minutos de incubaciédn.
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Asimismo, hemos observado que el crecimiento en medios
con bajos niveles de glucosa resultd favorable para la obtencidn
de rendimientos mayores, como habia sido ya descripto por otros
antores (MARTIN et.al., 1981; LERECLUS et.al., 1982).

Es importante notar que la densidad ael cultivo en cre-
cimiento exponencial a la cual se cosechan los cultivos es criti-
ca para conseguir altos rendimientos de protoplastos; resultd
considerablemente menos eficiente el tratamiento de células cose-

chadas a densidades 6pticas mayores que 0,5 (D.O 600 nm).

El congelamiento de las alicuotas a -70°C en medio mini-
mo aumentdé sensiblemente la velocidad y eficiencia del proceso;
los cultivos también fueron congelados en medio SMT para su con-
servacién pero esto, como era de esperarse, provocd fragilizaciédn

excesiva de los protoplastos.

En cuanto a los procesos de regeneracidn, constituyen e-
videntemente el paso limitante para la utilizacién eficiente de
estos "auntoplastos” en experimentos de transformacién. En efecto,
los resultados expuestos en la Tabla 1.9, muestran que es posible
obtener altas frecuencias de transformacidén con protoplastos pre-
parados con nuestro método, teniendo en cuenta los bajos niveles
de regeneracidén obtenidos (entre 1 y 8x10-2 transformantes/celula
regenerante). Adn mAs, es una obegervacidn comin que mayores nive-
les de regeneracidon rinden frecuencias de transformacidén relati-
vas considerablemente menords. Muy recientemente, un método simi-
lar fue descripto por Crawford y colaboradores (CRAWFORD et.al.,
1987) para autoplastos de la subespecie kurstakl; estos autores
alcanzaron frecuencias de regeneracién mas altas, pero a expensas
de un menor nivel de transformacién (1,3x10-5) considerando que
una cantidad de ADN diez veces mas alta fue utilizada (10 pg).
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También hemos observado este hecho, en experimentos de
transformacién llevados a cabo con protoplastos generados en me-
dio SMT en preserncia de prolina 0,01%, descripta como osmoprotec-
tor de formas L en Bacillus subtilis (ROGERS y McCONNEL, 1970).
Esta modificacidén dio por resultado eficiencias de protoplastiza-
cién mas bajas que las habituales, pero permitidé una regeneracién
mas eficiente en medio sé6lido DM3 (8%), si bien la frecuencia de
transeformacién no superd 2x10-5 transformantes/célula regeneran-

te.

Paralelamente, los protoplastos generados con nuestro
sistema pudieron ser eficientemente utilizados en experimentos de
fusién interespecifica. Esta fue llevada a cabo entre células de
B. thuringiensis israelensis 1884 y B. subtilis IA510, con el ob-
jeto de comprobar la capacidad de nuestros protoplastos para ac-
tuar como donantes de ADN y expresar sus caracteres genéticos en
otra especie; nuestros resultados muestran que asi lo consegui-

mos, con eficiencia de fusién de hasta uan 10%.

En cuanto a la transformacion con ADN plasmidico, existe
otro punto critico que debe ser tomado en cuenta; éste se rela-
ciona con el hecho de que no todos los plasmidos se establecen y
mantienen de la misma forma aunque posean origenes de replicaciédn
propios de Gram positivos. En efecto, hemos mencionado la gran
inestabilidad mostrada por el plasmido pTV1l a diferencia de las
observaciones hechas para pT127 en la misma cepa. Si este hecho
(también observado en B. subtilis,aunque no al mismo nivel) tiene
relacién con el mecanismo de replicacidén del plasmido o con la
presencia del transposdén Tn917 en el mismo, es una posibilidad
que queda aian por estudiar (ALONSO et.al., 1987).
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De todos modos, los protoplastos generados utilizando
nuestro sistema de induccidén autolitica pueden ser aplicados a
manipulaciones genéticas como transformacién por ADN plasmidico y
fusién. Sin embargo, los resultados obtenidos por nosotros , asi
como por otros autores (CRAWFORD et.al., 1987; HEIERSON et.al.,
1987) sugieren que el uso de protoplastos en este tipo de experi-
mento involucra un compromiso entre un alto nivel de regeneracion
y una toma de ADN eficiente, la cual obviamente depende de la e-

Xistencia de una membrana celular totalmente expuesta.



CAPITULO II: MUTANTES REGULATORIAS DE BACILLUS THURINGIENSIS
SUBESPECIE ISRAELENSIS

La utilizacién de mutantes regulatorias es una herra-
mienta reconocidamente valiosa para el estudio genético de la re-
gulacién de la sintesis proteica en general y del cristal larvi-
cida en particular. Es por esto que consideramos de sumo interés
llevar adelante estrategias para obtener y/o detectar mutantes de

este tipo en B. thuringiensis.

Como ya ha sido mencionado en la Introduccioén, la forma-
cién del cuerpo paraesporal ocurre generalmente de 2 a 3 horas
luego de concluida la etapa de crecimiento exponencial (ARONSON
et.al., 1982; SOMERVILLE, 1871). Para sintetizar la cantidad de
proteina téxica encontrada en estas estructuras, entre un 25 y un
30% de la actividad biosintética de la célula debe dedicarse a la
formacién de estos polipéptidos en particular (MINNICH y ARONSON,
1984) .

Se ha demostrado que existen varias especies de protoxi-
na (o toxinas) incluso dentro de un mismo serotipo (IIZUKA y YA-
MAMOTO, 1983; YAMAMOTO y McLANGHLIN, 1981), de modo que podria
estar involucrada la regulacién de méas de un gen en el cromosoma
0 en megaplasmidos en la subespecie kurstaki (ver Introduccion).
Asimismo, parece ser importante el papel regulatorio jugado por
ciertos genes llevados en los plasmidos cripticos de menor tamafio
(MINNICH y ARONSON, 1984; ARONSON, 1986; MITEVA y GRIGOROVA,
1987).
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En conclusidén, es claro que la célula requiere de sefia-
les regulatorias elaboradas para asegurar la produccion de toxi-
nas en un momento definido y en cantidades necesarias para formar

inclusiones téxicas.

II.1. MUTANTES ACRISTALIFEROS

Una estrategia posible surgidé de la explotacién de la i-
nestabilidad plasmidica que presenta pTV1 en las cepas de B. thu-
ringiensis lisraelensis estudiadas. Ya hemos mencionado que este
prlasmido, portador del transposdédn Tn917 que confiere resistencia
a eritromicina (ver Figura II.1), presenta grandes problemas para
su establecimiento y permanencia, s8i bien es posible obtener

transformantes en una primera seleccidn.

Eeta observacidén es aln mas acentuada cuando se lleva a
cabo la regeneracidén de los protoplastos en medio liquido. Este
hecho, hace que pTV1 funcione como un “"pléaemido suicida” (si bien
logra mantenerse mejor que un tipico representante de este grupo)
en B. thuringiensis israelensis y constituye una fuente de trans-
posicidén de alta eficiencia. De esta forma, se realizd un experi-
mento de transformacién de protoplastos de B. thuringiensis 1Is-
raelensis 1884 utilizando el protocolo estandar descripto en el
capitulo I, y regenerando en medio MRB liquido a 30°C. En la Fi-
gura II1.2 se esquematiza el disefio experimental utilizado y el
tipo de seleccidén llevado a cabo. 5i bien no se detectaron trans-

formantes resistentes a cloranfenicol luego de la regeneracidén en
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Figura II.1.
Mapa de restriccidon del plasmido pTvi::Tn917

Las flechas indican los sitios de corte utilizados para generar
la sonda conteniendo Tn917 posteriormente marcada con 32P e hi-
bridizada con ADN de los mutantes acristaliferos. El plasmido
pTU1 posee un origen de replicacidén termosensible (de pE194) que
permite la seleccidén de clones transpuestos en Bacillus subtilis

(YOUNGMAN et.al., 1983).
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Figura II.2.

Disefio experimental para la obtencidén de mutantes
por transposicidén de Tn917

PROTOPLASTOS DE B. thuringiensis Israelensis 1884

Ng;

~>
TRANSFORMACION MEDIADA POR PEG CON pTV1l (900 ng)

1}

L8
REGENERACION LIQUIDA 30°C REGENERACION SOLIDA 30°C
N =Y
MUTANTES FENOTIPICAS ErmR/CmR TRANSFORMANTES CmR/ErmR
(2%) (5x10-4 transformantes/
P célula regenerante)

MUTANTES Cry- (=0,7%)
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medio liquido y plaqueo en medios con el antibiético, se obtuvie-
ron con alta frecuencia (2%) colonias fenotipicamente diferentes

en medio sélido de Schaeffer sin antibidticos.

De entre estas colonias, aproximadamente la tercera par-
te (5 colonias) presentaron al microscopio dé contraste de fase
pre-esporas que contenlian una espora bastante méas alargada que
las colonias fenotipicamente normales y no presentaban inclusidn
paraesporal alguna. Dichos clones, fueron re-aislados y caracte-
rizados; todos resultaron sensibles a cloranfenicol y resistentes
a 2 pg/ml de eritromicina y fueron denominados Cry-. En la Figura
IT.3 se muestran fotografias de los bacilos de la cepa salvaje y
matante en la etapa de esporulacién.

Una vez aislados estos clones, se procedidé a extraer losn;i
plasmidos con el objeto de determinar si el fenotipo Cry- podiah
asociarse a algin cambio en el patrén plasmidico de los mutantes. ‘:
Efectivamente, como es posible apreciar en la Figura 1I1.4, el.
contenido plasmidico de los clones matantes resultd considerable?ﬂ
mente diferente de su contrapartida salvaje. Contrariamente a 16
qQque cabria esperar en un mutante de insercién, (obtenido por
transposicién), el plasmido de 72 Md portador del gen del cristal
téxico presenta una delecidén relativamente importante respecto

del megapléasmido salvaje.

Asimismo, los plasmidos de 4 y 5 Md también aparecen a-
fectados y se observan algunas nuevas bandas ausentes en los clo-

nes salvajes.

Estos resultados indican que la introduccidén de Tn917
indujo una serie de re-arreglos complejos en B. thuringiensis 1s-

raelensis, provocando la pérdida de la capacidad de sintetizar el
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Figura I1I.3.

Mutantes acristaliferos de
Bacillus thuringiensis israelensis 1884

A: fotografia de esporas y cristales de B. thuringiensis is-
raelensis 1884 salvaje; e= espora, c¢= cristal paraesporal.

B: mutante acristalifero Cry-, mostrando una Gnica inclusidn (e)
correspondiente a la espora (en forma de banana). Los preparados
fueron coloreados por la técnica de Smirnoff (SMIRNOFF, 1962,).
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Figura 11.4.

Contenido plasmidico de mutantes Cry-

Las preparaciones de pléasmidos fueron obtenidas por la técnica de
Birnboim y Doly, y posteriormente purificadas por gradiente de
densidad de CsCl.

1 = B. thuringiensis israelensis 1884; 2 = mutante Crys; b = cepa
berliner 1715. Las masas moleculares de los pléasmidos se indican
en Md.
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cristal paraesporal. La atoxicidad de estos mutantes fue confir-
mada por ensayos 1In vivo sobre larvas de Adedes sp. (ver Tabla
IT.1).

Una de las preguntas pertinentes que cabia formularse,
se referia a si estos mutantes lo eran por delecién de una zona o
la totalidad del gen correspondiente, o si estando esta zona in-
tacta, la pérdida del fenotipo Cry+ se debia a alteraciones en o-
tras secuencias, involucradas en la regulacidén de la sintesis del

cristal.

Con el objeto de responder a esta pregunta, se llevd a
cabo la caracterizacidén molecular de estos mutantes (trabajo en
colaboracién con la Unidad de Bioquimica Microbiana del Instituto
Pasteur, Francia). Para esto, se realizdé la hibridizacién del
contenido plasmidico nativo y digerido con la enzima EcoRI con
sondas de ADN correspondientes a los genes de los polipéptidos de
130 Kd(toxina) y 28 Kd(hemolisina). Dichas sondas se obtuvieron a
partir de los plasmidos pRX8 y pCB4 respectivamente, obtenidos
por C. Bourgouin en el Instituto Pasteur (BOURGOUIN et.al, 1986).
En la Figura II.5 se presentan los mapas de restriccién corres-
pondientes a estos plasmidos y los fragmentos que fueron utiliza-

dos como sondas.

Las autorradiografias obtenidas luego de 72-96 horas de
exposicién de las placas, mostraron que, tanto con los pléasmidos
nativos como con los digeridos, es posible observar que la se-
cuencia correspondiente al gen de la toxina de 130 Kd se halla
presente en los mutantes acristaliferos (Ver Figura I1.6). En el
experimento llevado a cabo con ADN digerido, normalmente aparecen
en la cepa salvaje dos bandas que hibridizan con la sonda utili-
zada (derivada de pRX8).
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TABLA II.1.

Resultados

ENSAYO DE TOXICIDAD DE ESPORAS Y/O CRISTALES
EN LARVAS DE Culex sp

Dilucién de

Porcentaje de mortalidad

B. thuringiensis

la suspensién Israelensis 1884 Cry-2¢ Cry-5
de esporas
24 hrs 48 hrs |24 hre 48 hrs|24 hrs 48 hrs

10-2 NDx ND 20% 30% 0% 0%
10-3 ND ND 0% 0% 0% 0%
10-4 100% 100% 0% 0% 0% 0%
10-5 100% 100% 0% 0% 0% 0%
10-8 0% 20% ND ND ND ND
10-7 0% 20% ND ND ND ND
10-8 0% 10% ND ND ND ND

Los ensayos fueron

llevados a cabo sobre larvas

del estadio

L2-L3s en placas de Petri con 10 ml de agua corriente de-clo-
rada. Luego de 24 o 48 horas a temperatura ambiente, se re-
gistrdé el numero de sobrevivientes entre las 20 larvas/placa
originalmente sembradas.

*ND = no determinado

a = suspensiones provenientes de cultivos sincrénicos de

igual D.O.

(ver Métodos)
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Figura II.5.
Mapas de restriccién de pRX8 y pCB4

Las flechas indican los sitios de corte utilizados para generar
los fragmentos que fueron marcados e hibridizados con los plasmi-
dos de B. thuringiensis 1sraelensls y los mutantes Cry-. pRx8 vy
pCB4 fueron obtenidos por C. BOURGOUIN en el Instituto Pasteur de
Paris.

ORF1 = codificacidén para polipéptidos de entre 65 y 72 Kd, proba-

blemente involucrados en la actividad téxica.
pCB4: e 1 = 1 Kb

pRx8: L—mn0©«-<2 = 1 Kb
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9
_ — |54
5

Caracterizacidén molecular de mutantes Cry-

Los pl »s purificados de B. fHUfingienajs
matantes Cry- fueron hibridiza las

dos contra S

dientes marcadas por nick translation, segun 1o

A = plasmidos nativos de Cry-4:; la flecha indica la posicidn del
megaplasmido de 72 Md; L= forma lineal del megaplasmido; C=
ADN cromosdmico

B = autorradiocgrama correspondiente a la hibridizacidon de A con

la s a del gen de 130 Kd.
G = DPaEL de restriccidn de Cry-5 (purificado por gradiente de

Y
501
a = plasmidos nativos
triccidén con EcoRI

b = res
¢ = ADN de fago (EcoRI/HindIITI)
D = esquema de las bandas reactivas con las diferentes sondas.
3¢ indican los tamafcs de los fragmentos en Kb.
d = sonda EcoRI-Ball de pRX8 (gen de 130 Kd)
= sonda EcoRI-BamHI de pCB4 (gen de 28 Kd)

)
1"

sonda correspondiente a pTV1::Tn917
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Se trata de dos bandas (de 10 y 8 Kb) correspondientes a
los genes (parcialmente homdélogos) de las d-endotoxinas de tipo I
y II descriptas por Bourgouin y colaboradores (BOURGOUIN, C. et.
al., 1986). La cepa mutante, sin embargo, presenta la banda de
10 Kb pero no la de 8 Kb; en su lugar aparece, un fragmento posi-
tivo de 5,4 Kb (Ver Figura II.6). Con respecto al gen de la hemo-
lisina (28 Kd) el fragmento EcoRI normalmente reactivo (5 Kb) con

la sonda se halla presente también en los matantes Cry-.

Por otro lado, era importante conocer la localizacion
del transposdén Tn8917 en estos mutantes; para ello, se efectuaron
experimentos similares a los anteriores, utilizando esta vez, un
fragmento EcoRI-Pstl del plasmido pTV1 que contiene a Tn917 (ver
Figuras II.1 y II.6) como sonda radiocactiva. La hibridizacién con
los plasmidos nativos, reveld una banda reactiva correspondiente
a un plasmido de alrededor de 4 Md en la cepa mutante, si bien
ésta era muy tenue. En el caso de los plasmidos digeridos con
EcoRI aparecen does fragmentos positivos (aunque también de baja

intensidad) de 9 y 5,4 Kb, respectivamente.

La informacidén disponible hasta el momento, si bien pre-
liminar, permitidé inferir que el fenotipo acristalifero en estos
mutantes obtenidoe por transposicidén de Tn91l7 no se deberia a una
pérdida de la informacién necesaria para la sintesis del cristal
(llevada en el fragmento EcoRI de 10 Kb), ni a una insercion del

transposdn en dicha secuencia.

Aparentemente, existiria una alteracion (deleciodn) a
nivel de la segunda copia del gen (que da lugar a la toxina de
tipo II), en la cual si podria encontrarse Tn9l7 (si bien podria
tratarse de otro fragmentco EcoRI de 5,4 Kb reactivo con la son-

da). Probablemente, 1a insercidén de este transposdén en otra se-
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cuencia (llevada por el fragmento de 9 Kb reactivo con la sonda),
podria estar involucrada en la desregulacién de la sintesis de
toxina de 130 Kd.

En virtud de la baja intensidad observada en las auto-
rradiografias correspondientes a las hibridizaéiones con Tn917 se
realizdé un experimento de transformacién de protoplastos de Baci-
llus subtilis S13 con ADN plasmidico de un mutante acristalifero
(Cry-). Dicho experimento se llevé a cabo para determinar si la
presencia de Tn917 (con su determinante de resistencia a eritro-
micina) se hallaba ligada a algin plasmido especifico del mutante
y no al cromosoma, y confirmar los resultados obtenidos por hi-

bridizacién.

La Figura II.7 muestra la fotografia de un gel de agaro-
sa en el cual se puede observar una banda plasmidica de alrededor
de 3.5 Md en un clon transformante (seleccionado por réplica en
medio con eritromicina 3 pg/ml). Dicho plasmido sufridé, muy pro-
bablemente, re-arreglos en 313 (ya hemos visto que esgto ocurre
normalmente, también con plasmidos transferidos por fusidn, como
se describié en el Capitulo I) y/0o deleciones, de modo que bien
puede corresponder a un plasmido de mayor tamafio( 4 Md por hibri-

dizacidén) en el huésped Cry- original (ver Capitulo III).

En todo caso, es claro que éste lleva la resistencia al
antibidético y aque es capaz de replicarse con un alto nuamero de
copias en Bacillus subtilis a diferencia del mutante Cry- en el
cual siempre se observa una banda débil del mismo. Si este plas-
mido corresponde a uno de los dos plasmidos pequefos de Bacillus
thuringiensis israelensis con una insercién de Tn817 o a un pro-
ducto de re-arreglos entre éstos y pTV1l, resta aian por confirmar-

se.
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Figura II1.7.

Transformacién de B. subtilis 513 con
A ac

1
smidico de un mutante acristalifero

con plasmi-

Protoplastos de B. subtilis 513 fueron transformados
dos de Cry-4 (purificados por CsCl), segun lo explicado en Méto-

dos. La se ién se efectud por via indirecta, replicando los
regenerante conteniendo 3 pg/ml de eritro-
micina.

Los plasmidos fueron aislados
3 ml de cultivo. a = pPL608 (

o

mante; ¢ = mutante Cry-4.

oo

3 en medio de Schaeffer

por minipreparacidén a partir de
3,5 Md); b = ¢lon de 513 transfor-
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I1.2. MUTANTE SUPERPRODUCTOR DE PBRacillus thuringiensis

israelensis 1884

Un mutante surgido espontaneamente fue seleccionado de
una placa de medio nutritivo incubada a 30°C en las condiciones
normales para Bacillus thuringiensis israelensis 1884, por su fe-
notipo distintivo (colonias mas pequefias y de bordes mas netos

que el salvaje).

Analizado al microscopio, presenta en la etapa de pre-
espora, dos inclusiones paraesporales (ver Figura II.8) y por ese

motivo se la denominé "superproductor”.

El contenido plasmidico de esta variante (Figura I1I.9)
reveldé una caracteristica may interesante: el plasmido mas peque-
no (3,5 Md en B. thuringiensis israelensis) presentaba una dele-
cién de aproximadamente 0,5 Md (unas 0,8 Kb). Paralelamente, apa-
recia en todas las preparaciones una mayor intensidad a nivel del
prlasmido de 72 Md.

Por otro lado, no sélo se obtenia mayor cantidad de me-
gaplasmido reproduciblemente, sino que las preparaciones de ADN
no purificadas de este mutante permanecian por mayor tiempo (mas
de un afio) sin sufrir degradacidén, a diferencia de las prepara-
ciones de ADN de B. thuringiensis israelensis.

Una explicacién posible para el fenotipo “superproduc-
tor” observado, se basd precisamente en la existencia de un mayor
nimero de copias del megaplasmido y por ende, de un efecto de do-

saje génico a nivel de la o las proteinas toéxicas.
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Figura I11.8.

Mutante superproductor (CryS) de
Bacillus thuringiensis israelensis 1884

Pre-esporas de Bti 1884 y del mutante Cry$® obtenidas a partir de
colonias crecidas en medio natritivo de Schaeffer a 30°C. A/C =

Bti 1884; B/D = Cry5; e = espora; ¢ = cristal

A y B fueron coloreados segin la técnica de Smirnoff (Ver Mate-

riales y Métodos).
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Figura I1.9.

Contenido plasmidico del mutante Cry?®

Plasmidos de Bti 1884 y mutante CryS aislados por minipreparacidn
a partir de 3 ml de cultivo (ambos cultivos se cosecharon a
D.0.soo0o = 0,7). 1 = Bti 1884; 2 = Cry®. Masas moleculares en Md.
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Debido a las dificultades que presenta la transferencia
de los plasmidos de tamano elevado a filtros de nitrocelulosa, y
a la alta proporcidén de formas lineales (de aparicion variable)
derivadas de los megaplasmidos (ver Figuras II1.4 y 1I.6), se de-
cidié realizar un experimento de hibridizacidn en manchas (Dot
blot). Para esto, se efectuaron preparaciones crudas de ADN de
diversos origenes controlando la cantidad de células de las que
se partié (la misma en todos los casos) y estimando la concentra-
cién de ADN total por fluorescencia a la 1luz ultravioleta, en
presencia de 0,5 pg/ml de bromuro de etidio. El resultado de la
hibridizacién utilizando como sonda el fragmento EcoRI/HindIII de

pRX8 marcado por nick translation, se muestra en la Figura I1I1.10.

En dicha figura es posible apreciar manchas positivas a
nivel de las muestras de B. thuringiensis israelensis salvaje, de
la mutante acristalifera Cry-4 y de la cepa superproductora CryS;
es notable la intensidad de la mancha en esta ultima, comparable

a la muestra del control positivo pRXS8.

531 bien las evidencias de que disponiamos hasta el mo-
mento indicaban que el fenotipo Cry5 también se correlaciona con
una mayor cantidad de ADN codificante de la 6-endotoxina, resul-
taba imprescindible confirmar su actividad bioldégica por un ensa-
vyo In vivo. En la Tabla II.2 se resumen los resultados de tal ex-
perimento, realizado sobre larvas del segundo estadio de Adedes
sp. en las condiciones ya descriptas. En estos ensayos, los cris-
tales de CryS resultaron mas toxicos que los de la cepa salvaje
(aproximadamente el doble); asimismo, puede observarse que esta
cepa presenta una mayor estabilidad (o poder residual) que su
contrapartida salvaje, ya que a las 48 horas aun continGa siendo
altamente téxica (95% de mortalidad) a concentraciones a las cua-

les B. thuringiensis israelensis ya ha dejado de serlo.
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Figura II.10.

Hibridizacién por manchas en variantes genéticas
de B. thuringiensis israelensis 1884

La preparacién de las muestras de ADN (llevada a cabo por el pro-

tocolo de minipreparacién) y la metodologia para la hibridizacién

en manchas (Dot blot) se hallan descriptas en los Métodos. La

sonda utilizada cubre la regién de PRX8 correspondiente al gen de

la toxina de 130 KA4.

Cry-4, 2 ug; b = Cry-4, 1 Mg; c = Btil884, 1 ug; 4 = Btil884,
e = ADN cromosémico de B, subtilis, 2 pg; f = pRx8, 500 ng;

g;
CryS, 2 ug.

a
2
g

e i
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TABLA II.2

ACTIVIDAD BIOLOGICA DE MUTANTES CRY
SOBRE LARVAS DE Aedes sp

Porcentaje de mortalidada
B, thuringiensis
Dilucién israelensis 1884 Cryé# Crv-4
10-2 100%% 100%% 0%
10-3 100% 100%% 0%
10-4 100% 100% 0%
10-5 20% 50% ND
80%0b 100%0v
10-8 5% 30% ND
15%0b 9h%b
10-7 5% 15% ND
20%0
10-8 ND 100% ND
20%b

determinado a las 24 horas

determinado a las 48 horas

el efecto toéxico ya era evidente a las 3 horas de comen-
zado el ensayo

xow

Para cada ensayo, 20 larvas del estadio Lz-L3 de 4dedes sp,
fueron incubadas en placa de Petri con 10 ml de agua co-
rriente de-clorada y la cantidad correspondiente de suspen-
sién de esporas y cristales en cada caso. Los titulos de las
suspensiones fueron: B. thuringliensis israelensis 1884 =
2,5x108/ml; cryS = 1,5x108/ml; cry-4 = 2x108/ml
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Entre las posibles explicaciones para el fenotipo "su-
prerproductor” de esta variante (si bien de las mas simples), se
cuenta la posible falta o inactivacién de alguna actividad nu-
cledsica cominmente presente en las cepas de B. thuringiensis. De
hecho, se observa una mayor estabilidad de las preparaciones de
ADN de esta variante. Esta actividad podria estar codificada en
parte y/o0 regulada, por las secuencias faltantes en el plasmido
de 3.5 Md delecionado en Cry8. Una forma de estimar esta posibi-
lidad de manera sencilla, consistidé en ensayar la actividad nu-
cledasica de diferentes muestras sobre un plasmido purificado
(pMK3). Como puede apreciarse en la Figura II.11 la suspensién de
protoplastos de CryS posee, en efecto, una menor actividad de nu-
cleasa sobre pMK3 ya que éste aparece con mayor intensidad en su
forma monomérica covalentemente cerrada (ccc) respecto del ensayo
con protoplastos de la cepa B. thuringiensis israelensis, para

los cuales la forma abierta (oc) es la mas conepicua.

Este resultado es solamente indicativo del hecho de que
no se puede descartar como hipdtesis que la existencia de una ma-
yor cantidad de ADN se deba a una menor degradacidon por nucleasas
endogenas. Sin embargo, la posibilidad de que el mayor rendimien-
to de plasmido provenga de una desregulacidn del niamero de copias
del megaplasmido (normalmente bajo: entre 1 y 4 copias por geno-
ma) y que ésta desregulacién tenga su origen en las secuencias
deletadas en el plasmido de 3,5 Md, es muy atractiva. No obstan-
te, la confirmacidén de esta hipétesis demandaria experimentos de

mayor envergadura que se planean llevar adelante prdéximamente.
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CCC

Figura II1.11.

Ensayo de actividad nucleolitica en protoplastos

1 ng de ADN de pMK3 (1) purificado por gradiente de densidad en
ClCs, fue incubado con suspensiones de protoplastos de Fti 1884
(2) o del matante CryS (3) durante 3 minutos a temperatura am-
biente (Ver Materiales y Métodos).

CCC = mondmero covalentemente cerrado

0oC forma abierta circular
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IT.3. DISCUSION

Dos tipos de mutantes han sido aislados por diferentes
vias y parcialmente caracterizados. El objeto de producir y/o
aislar estos mutantes fue contar con variantes genéticas que pre-
sentasen alteraciones (en uno u otro sentido) en la sintesis de
proteina larvicida. Si dichas alteraciones ocurren a nivel regu-
latorio, seria interesante utilizar estos mutantes en estudios
genéticos sobre la regulacién del proceso de sintesis de estas

toxinas.

Es por esto que nos propusimos llevar adelante la muta-
génesis de B. thuringiensis israelensis, utilizando para ello el
transposén Tn917 llevado por el plasmido pTV1l como ya lo explica-
ramos oportunamente. El efecto mutagénico de la transposicién de
Tn917 no nos permitid detectar (como lo hubiésemos esperado) mu-
tantes por insercidén del transposdn en el gen de la toxina de
130 Kd (o gen de tipo I segun Bourgouin et.al., 1986), sino que
indujo mayoritariamente rearreglos complejos a nivel plasmidico
(y tal vez con el ADN cromosémico) que afectaron en especial a la
segunda copia de este gen (o gen de tipo II) sin afectar al gen
de la hemolisina de 28 Kd.

En un experimento preliminar de hibridizacién contra los
plasemidos nativos del mutante, se observo una banda reactiva con
la sonda de Tn917 a nivel de un pléasmido pequeiic. Este resultado
fue parcialmente confirmado por transformacién de protoplastos de
Bacillus subtilis (no transformables por ADN cromosdémico) con ADN

plasmidico del mutante Cry-4.
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Los datos disponibles hasta el momento sugieren gque nos
hallamos frente a un mutante de tipo regulatorio en el cual la
informacién para la toxina de 130 Kd, asi como para la hemolisina
de 28 Kd se hallan intactas, habiéndose afectado el segundo gen
de toxina parcialmente homdéloga a la de 130 Kd. En cuanto al gen
gue codifica al polipéptido de 65 Kd (ORF1 y ORFz2 de la Figura
II.5) no poseemos informacién aun debido al tipo de sondas utili-

zadas.

Como ha ya sido mencionado, el patrén polipeptidico de
los cristales de B. thuringiensis israelensis revela fundamental-
mente tres polipéptidos: a) 130 Kd (se observan generalmente dos
bandas a este nivel); b) 65-72 Kd v ¢c¢) 28 Kd. La existencia de
dos tipos de genes para la toxina de 130 Kd podria estar relacio-
nada con la deteccidén de dos bandas en los patrones polipeptidi-
cos de B. thuringiensis israelensis, como ha sido demostrado para
los cristales de la subespecie kurstaki (WHITELEY et.al., 1985).

El papel que cada uno de estos polipéptidos juega en 1la
actividad bioldégica in vive, no es del todo claro. En este senti-
do, el plasmido recombinante pRX8 que lleva el gen de tipo I y el
gen del polipéptido de 65 Kd, es muy activo contra larvas de mos-
quito, mientras el pRX8-1 (un sub-clon que lleva sblo el gen de
tipo I) resultdé mucho menos activo en los ensayos bioldgicos
(BOURGOUIN et.al., 1986).

Un estudio llevado a cabo por Ibarra y Federici (IBARRA
y FEDERICI, 1986) permitidé separar fisicamente tres tipos dife-
rentes de componentes del cristal paraesporal de B. thuringiensis
israelensis (ver Figura 6), y asociar a cada una de estas sub-in-
clusiones un polipéptido correspondiente. De este modo, se pudo
aislar el polipéptido de 65 Kd componente de la sub-inclusidén de
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tipo 2, que resultd ser sdlo levemente tdéxico en los ensayos bio-
légicos. Asimismo, estos autores confirmaron la actividad hemoli-
tica del polipéptido de 28 Kd (componente de la inclusidén de tipo
1) y sugieren que las proteinas de 28, 65 y 130 Kd actuan de ma-
nera sinérgica'para ejercer el efecto tdéxico. caracteristico de
los cristales enteros, contribuyendo las dos ultimas a la especi-

ficidad de los mismos.

En el caso de nuestros mutantes, si bien es claro que no
depositan ninguna de estas proteinas en forma de inclusidn cris-
talina y que resultan atdéxicos en los ensayos bioldégicos, no se
conoce aun a qué nivel se ve afectada la expresidén de estos poli-
péptidos y si el defecto (o defectos) abarca a todos o sélo a al-

gunos de ellos.

Desde el punto de vista estructural, seria aparentemente
factible para estos mutantes sintetizar los polipéptidos de 130 y
28 Kd (y probablemente el de 65 Kd).

Los resultados que poseemos hasta el momento, indican
que no sdlo el gen de tipo I1 se veria afectado (delecionado vy
probablemente con una insercidén de Tn917), sino que secuencias
presentes en un fragmento EcoRI de 9 Kb (reactivo con la sonda de
Tn917) estarian involucradas en la regulacién de la expresidn de
los genes de 6-endotoxina. Asimismo, tanto la delecién detectada
a nivel del plasmido de 72 Md (que no afecta al gen de tipo I)
como la aparicién de ciertas bandas de bajo peso molecular, su-
gieren que los re-arreglos complejos inducidos por el transposdn
podrian haber provocado el pasaje de secuencias regulatorias a
localizacionee no favorables para su actividad (si ésta dependie-
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ra de su configuracidén en cis, por ejemplo), haciendo que se al-
teren ya sea la dosis génica o el nivel de expresion de estos po-

lipéptidos.

Recientemente, Ward y Ellar (WARD y ELLAR, 1988) clona-
ron los genes correspondientes a las toxinas de tipo I y II (am-
bas de 130 Kd) y determinaron aue s3lo una de ellas (la de tipo
I) es altamente toxica y se expresa activamente en clones recom-

binantes, mientras que la otra lo hace con muy baja eficiencia.

Asimismo, determinaron por secuenciacidén de estos clones
que ambos genes presentan un alto grado de homologia en sus por-
ciones 3° (correspondientes al dominio C-terminal de las toxi-
nas), v no asi en sus zonas 5° (extremo N-terminal). Estos auto-
res también sugieren una actividad conjunta de estos dos polipép-
tidos en las cepas parentales que, por efecto sinérgico, conferi-

ria a los cristales su alta toxicidad.

De todos modos, es probable que la influencia que ejerza
el polipéptido de tipo II afectado por los re-arreglos, sea poco
importante frente a la anulacidén o disminucién de los niveles de

expresion de los polipéptidos involucrados en la toxicidad.

En este sentido, los plasmidos pequeiios (afectados por
los re-arreglos) podrian jugar un papel importante en la disminu-
cidén de los niveles de expresidédn, como ha sido demostrado para la
subespecie kurstaki. En efecto, en esta subespecie, al menos uno
de los plasmidos pequefios (5 Md) parece estar involucrado en la
regulacién de la cantidad de protoxina sintetizada (MINNICH vy
ARONSON, 1984).
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Con respecto a la variante Crys (superproductora), es a-
qui donde resulta mas evidente la funcidén regulatoria de ciertos
genes llevados en los plasmidos de bajo peso molecular. De hecho,
la Gnica alteracién observable a nivel plasmidico al menos, es la
delecién detectada en el plasmido mas pequefio de esta cepa (apro-
ximadamente 3,5 Md). Si esta delecidén es la reeponsable de la au-
sencia de un control negatiJo normalmente ejercido por este plas-
mido sobre el numero de copias del megaplasmido de 72 Md, o si el
fragmento delecionado contenia secuencias relacionadas con la
presencia de alguna actividad nucleédsica en el salvaje, aian no

podemos afirmarlo.

Lo que si es posible afirmar a la luz de las evidencias
obtenidae, es que nos encontramos frente a dos variantes genéti-
cas de sintesis de cristal larvicida (una por defecto y otra por
exceso), y que loe defectos que las originaron no se sithdan a ni-
vel de los genes estructurales correspondientes. Probablemente,
blancos regulatorios diferentes se hallen afectados en los dos

tipos de mutantes.

Seria interesante poder efectuar experimentos de com-
rPlementaciédn para evaluar la dominancia y/o recesividad entre las
mutantes. Es claro que por el momento no se puede postular a qué
nivel se halla afectada esta regulacidén: secuencias, estabilidad
de los transcriptos, ensamblado de los polipéptidos. Es evidente
que la expresién de estos genes es dependiente de la esporula-
cién, por lo que seria esperable la existencia de factores sigma
(0) especificos, tal vez propios de la transcripcidéon de estos ge-
nes. Varios procesos morfogenéticos son codificados por unidades

independientes del cromosoma, como en el caso de ciertos bacte-
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riéfagos ( GEIDUSHIK e ITO, 1982) los cuales aportan su bateria
propia de enzimas o factores. La produccién de cristal larvicida

también podria presentar una complejidad similar.
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CAPITULO III: CLONADO MOLECULAR EN Bacillus subtilis

III.1.  INTRODUCCION

El desarrollo de la tecnologia de ADN recombinante ha u-
tilizado a Escherichia coli como sistema receptor, asi como a una
gran variedad de plasmidos y fagos enddgenos como vehiculos o
vectores de clonado. La utilizacidén de este sistema resultd en la
mayor comprensién de una gran cantidad de fendémenos bioldgicos,

tanto en organismos procariontes como eucariontes.

Siendo BRacillus subtilis el organismo procarionte Gram
positivo méas estudiado, resultaria ventajoso dilsponer de un sis-
tema de c¢lonado molecular desarrollado para el estudio de los
procesos blogquimlicos y genéticos de este microorganiemo. Aeimis-
mo, un sistema de clonado en B. subtilis permitiria estudiar fe-
némenos bioldégicos de diferenciacidén como la esporulacidén y la

expresidén de genes ligada a este proceso.

B. subtilis presenta ciertas propiedades que lo hacen a-
plicable al desarrollo de un sistema de clonado. En primer lugar,
no es patogénico ni se lo ha asociado con enfermedad humana algu-
na; en segundo lugar, se dispone de un mapa genético bien carac-
terizado (HENNER y HOCH, 1980) y se conocen varios plasmidos en-
dégenos (LOVETT y BRAMUCCI, 1975) y bacteriéfagos (HEMPHILL y
WHITELEY, 1975) gque constituyen vectores potenciales de clonado.
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Por otro lado, B. subtilis presenta sistemas eficientes
de transformacién tanto de células competentes como de protoplas-
tos. Finalmente, posee una superficie celular. simple en cuanto a
composicién, constituida sélo por peptidoglicano y Aacido teicoi-
co. Esto hace que cualquier proteina secretora sintetizada en B.
subtilis por un vector recombinante, no se encuentre contaminada
con endotoxinas de la enveoltura celular (que de todas formas no
presentan actividad pirogénica), lo que representa un problema

potencial con los sistemas de £. coli.

IIT.1.1. Vectores

Un prerequisito para llevar adelante el clonado en cual-
quier organismo es la disponibilidad de vectores apropiados. Un
vector plasmidico, ademas de ser capaz de replicarse en el recep-
tor de clonado, debe llevar un marcador genético (o mas) facil de
seleccionar, y al menos un sitio uUnico para alguna endonucleasa

de restriccidn.

La primera generacién de vectores plasmidicos desarro-
llados en B. subtills que reunian estas condiciones, fueron los
aielados de Staprhylocoeccus aureus (NOVICK, 1976; ERLICH, 1977-
1978; CRYCZAN y DUBNAU, 1978).
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Estos plasmidos han sido utilizados para construir pléas-
midos quimericos que llevan mialtiples resistencias a antibioti-
cos, permitiendo la inactivacidn insercional por ADN exogeno
(GRYCZAN et.al., 1980).

Asimismo, se han construido vectores por "marcado” de
plAasmidos cripticos de B. subtilis con determinantes de resisten-
cia a antibidticos clonados en éstos (por ejemplo, el plasmido
pHV400 en el cual se clondé el fragmento HindIII de pT127 que con-
tiene el gen de resistencia a tetraciclina (NIAUDET y EHRLICH,
1979).

Por otro lado, un gran nimero de vectores plasmidicos de
gran utilidad ha sido desarrollado; se trata de la construccién
de plasmidos hibridos con origenes de replicacidédn compatibles en
E. coli y B. subtilis, también 1llamados vectores bifuncionales.
El plasmido pHV33, por ejemplo, se replica en ambos huéspedes y
lleva las tres resistencias a antibiéticos provenientes de 1los
dos plasmidos parentales (cloranfenicol de pCl94 de S. aureus y
ampicilina y tetraciclina de pBR322 de E£. coli (ERLICH, 1978).

Estos plasmidos quiméricos, en general sufren deleciones
y/0 re-arreglos en B. subtilis; los plasmidos resultantes son més

estables y ain son capaces de replicarse en ambos huéspedes.
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IIT.1.2. Transformacién

Otro aspecto de estas tecnologias es la introduccién de
ADN en el receptor de clonado. La transformacién de B. subtilis
fue descripta 20 afios atras (S5PIZIZEN, 1958); sin embargo, la in-
troduccién de ADN plasmidico en células competentes pudo sé6lo ser
estudiada recientemente, cuando se pudo disponer de plasmidos con

marcadores genéticos adecuados (EHRLICH, 1977).

Este sistema de transformacidén presenta caracteristicas
particulares; entre ellas, es interesante el hecho de que las mo-
léculas oligoméricas (ccc u oc) pero no las monoméricas, son ca-
paces de transformar células competentes (CANOSI et.al., 1978).
Asimismo, moléculas diméricas son virtualmente inactivas en
traneformacién, mientras que los trimeros y formas multimeéricas
son activas. Estas observaciones han sido efectuadas tanto en cé-

lulas competentes Rec+ como recE4.

Cualquiera sea el mecanismo de procesamiento del ADN
multimérico, estas moléculas son llevadas a la forma monomérica
por un proceso Rec independiente, a diferencia de la situacién en
E. coli (POTTER y DRESSLER (1977). Estas cbservaciones,
explicadas apelando al mecanismo de Loma de=i AN por weluias oa-
petentes (de VOS5 ci.az., 1501, =un ias <Cuares el ADN penetra en
Swlina e sluple cadena. En favor de esto, se encuentra la obser-
vacziin de gue protoplastos de B. subtilis pueden ser transforma-
dos por mondémeros ccc y por monomeros circulares abiertos (oc)

con la misma frecuencia que por moléculas multiméricas (GRYCZAN
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et.al., 1980). Por lo tanto, el requerimiento de formas multimé-
ricas parece ser una consecuencia del mecanismo de toma de ADN en

el estado de competencia.

Este hecho tiene importantes consecuencias en la aplica-
cidén de estas técnicas al clonado de ADN en B. subtilis. Experi-
mentos realizados en este sentido indican que durante la etapa de
ligado, es necesario producir moléculas conteniendo repeticiones
internas (MOTTLES et.al., 1979; MICHEL et.al., 1982). Cuando los
segmentos de ADN a ser clonados son heterogéneos (en el caso de
la construccion de una genoteca, por ejemplo), las repeticiones
internas son provistas por el vector; por esto, durante la etapa
de ligado se requieren concentraciones relativamente altas de
vector; hasta un 20% de hibridos puede ser obtenido en estos ca-
sos (MICHEL et.al., 1980).

Por el contrario, cuando los segmentos a clonar son ho-
mogéneos, las repeticiones pueden ser formadas tanto por los seg-
mentos de ADN exégeno como por el vector mismo. Las concentracio-
nes de vector pueden ser mas bajas en estos experimentos y la re-

cuperacién de hibridos aumenta al 80%.

Como alternativa a la transformacién de células compe-
tentes, ha sido desarrollada en B. subtilis la transformacidn de
protoplastos mediada por polietilenglicol (CHANG y COHEN, 1979).
Luego de 1la transformacién, estos protoplastos pueden ser efi-

cientemente regenerados a la forma bacilar.
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La eficiencia de este método es de hasta un orden de
magnitud mayor que para células competentes; se han alcanzado e-
ficiencias de hasta un 80% de las células originales transforman-
do con el plasmido pC194 (CHANG y COHEN, 13979).

Otros estudios han demostrado que los protoplastos pue-
den ser transformados por formas monoméricas y oligoméricas ccc

con la misma eficiencia (GRYCZAN et.a&l., 1980). E1 ADN 1lineal
transforma protoplastos con el 1% de la eficiencia de las molécu-
las circulares, mientras que las formas monoméricas circulares a-

biertas (oc) lo hacen con igual eficiencia que las formas ccc.

Sin embargo, esta técnica no ha sido muy utilizada debi-
do a que su uso involucra la manipulacion de protoplastos en ge-
neral fragiles y que requieren medios ricos de regeneracién, lo
que hace imposible, por ejemplo, seleccionar en forma directa
marcadores de auxotrofia. Asimismo, la seleccidén directa de nume-
rosos marcadores de resistencia a antibidéticos es dificil de ob-
servar (SANCHEZ-RIVAS, 1988 en prensa).

Es por esto, que resultaria de gran utilidad contar con
medios de regeneraciédn mas adecuados para hacer mas accesible la

ntilizacidén de la seleccidn directa en este sistema.

Por altimo, ha sido demostrado que mezclas de ADN lineal
con el agregado de "colas” homopoliméricas y ADN del fago T7 tra-
tado de la misma forma, son capaces de transformar protoplastos
de B. subtilis (SCHERZINGER et.al., 1980) con baja frecuencia.
Los pléasmidos resultantes sufren deleciones, indicando que son i-

nestables. Sin embargo, este estudio demuestra que moléculas de
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ADN no ligadas (annealed) covalentemente entre si, son capaces de
transformar protoplastos, no asi células competentes de B. subti-
1lis (RAPOPORT et.al., 1979).

Esta y otras evidencias han sugerido que la inestabili-
dad observada seria consecuencia de la accién de sistemas de res-
triccién y modificacion, antes que del proceso mismo de toma de
ADN.

III1.1.3. Restriccién y modificacidén

Se han descripto sistemas de modificacidén y restriccidn
en B. subtilis (TRAUTNER et.al., 1974; S5SAITO et.al., 1979). La
cepa 168 de B. subtilis, competente para transformaciodn, restrin-
ge el crecimiento de ciertos bacteridéfagos crecidos en huéspedes
heterdlogos, si bien este efecto es débil (UOZUMI et.al., 1977).
Otro de los aislamientos de B. subtilis (salvaje) especifica un
sistema de restriccidén (Bsu) con la misma especificidad que 1la
enzima HaelIlIl (TRAUTNER et.al., 1974). Sin embargo, los genes gque
especifican este sistema de restriccidén-modificacidédn, han sido
transferidos a la cepa 168 con muy poco o ningin efecto sobre la

transformacién con ADN bacteriano.

La transformacién de B. subtilis con plasmidos aislados
de §. aqureus y B. cereus es aproximadamente 50 veces menos efi-
ciente que con pléasmidos aislados de Bacillus subtilis, en la
cual dichos plasmidos habilan sido introducidos por transformacién
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(EHRLICH, 1977; GRYCZAN et.al., 1978). Si bien esta observacién
fue atribuida a fendmenos de restriccidén en B. subtilis, también
se sugiridé que podria deberse al grado de olig&merizacién del ADN
plasmidico introducido (CANOSI et.al., 1978; MOTTLE3S et.al.,
1979) .

Recientemente, el efecto de los sistemas de restric-
cién-modificacidn de B. subtilis ha sido estudiado (TANAKA,
1979). Usando plasmidos cripticos de B. subtilis llevando clonado
el gen leu, se observd que cuando estos plasmidos (endégenos) se
aislaban de una cepa deficiente en restriccidén-modificaciodon, y se
transformaba con ellos una cepa salvaje para esos caracteres pero
de genotipo leu reckd4, la frecuencia de transformacién se reducia
notablemente. La transformacion de una cepa rec+ con estos plas-
midos (en las cuales la integracion del ADN donante puede ocu-
rrir) no se vio afectada ya sea en receptores deficientes o no en

sus sistemas de restriccioén.

Estos resultados sugieren que la transformacidén mediada
por plasmidos en B. subtilis es afectada por sistemas de restric-
cién y modificacidén controlados por el huésped. Es mas, esto im-
plica que el uso de cepas deficientes en estos sistemas es de
gran importancia cuando se desea introducir moléculas de ADN re-

combinante en B. subtilis.

En este sentido, un mutante de restriccidén-modificacioén
fue aislado en B. subtilis (UOZUMI et.al., 1977) y demostrd ser
transformable con alta eficiencia por ADN heterdlogo (HOSHINO et.
al., 1980).
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En conclusidén, es evidente que incluso un sistema de
restriccién débil como el que presenta la cepa 168 de B. subtilis
(transformable por competencia), puede ejercer un fuerte efecto
en experimentos de clonado molecular, y es por esto que la cons-
truccién de cepas deficientes en estos sistemas es considerada de

gran importancia para su aplicacién en experimentos de este tipo.

IIT.1.4. Estabilidad de zenes heterdlogos c¢lonados en
Bacill btili

La estabilidad de varios genes clonados en B. subtilis
parece depender de la fuente del ADN clonado, el vector empleado
y la cepa receptora utilizada. Como ya ha sido mencionado, muchos
de los plasmidos hibridos construidos a partir de plasmidos ori-
ginarios de S. aureus son estables (en cuanto al mantenimiento
del replicon). Sin embargo, ocurren deleciones con alta frecuen-
cia resultando en una pérdida de ADN parental (GRYCZAN y DUBNAU,
1978).

Este fendémeno ha sido también observado en plasmidos bi-
funcionales B. subtilis-FE. coli (o vectores shuttle)(EHRLICH et.
al., 1978).

Por otro lado, los genes de origen cromosdémico de B.
subtilis que han sido clonados por diferentes técnicas en B. sub-
tilis son razonablemente estables (GRYCZAN et.al., 1980a).
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Numerosos genes de B. subtilis clonados en plasmidos de
E. coli, en vectores bifuncionales o en fagos lambdoides, son ca-
paces de expresarse en £. coli (HORINOUCHI, i977; MAHLER y HAL-
VORSON, 1977; SEGALL y LOSICK, 1977). Por el contrario,cuando
clones aislados de £. coli en vectores bifuncionales se introdu-
Jeron en B. subtilis, fueron capaces de expresarse (RAPOPORT et.
al., 1979) pero se observé una gran inestabilidad de estos plas-

midos recombinantes.

Asimismo, Kreft y colaboradores (KREFT et.al., 1982) es-
tudiaron el fenémeno de inestabilidad de plasmidos heterdlogos en
B. subtilis. Estos autores observaron que tanto plasmidos deriva-
dos de organismos Gram positivos, como B. cereus (pBCl16 que con-
fiere resistencia a tetraciclina), como plasmidos bifuncionales
construidos a partir de éstos y plasmidos de £. coli, sufren de-

leciones, en algunos casos de segmentos especificos.

Dichos segmentos serian preferencialmente eliminados de-
bido a la conformacidén que adquieren durante la etapa de ligado
in vitro y que deriva evidentemente de su secuencia de bases (por
ejemplo, estructuras en forma de bucles o lIoops). Estas observa-
ciones han sido efectuadas en contextos genéticos rec+ o recE in-
distintamente (TANAKA, 1979), y se han atribuido las deleciones
observadas, a sistemas de restriccién especificos controlados por

el huésped.

En efecto, en el caso de loe plasmidos hibridos, las
porciones pertenecientes a £. ¢olil no fueron delecionadas, mien-
tras que las derivadas de B. cereus lo fueron reproduciblemente

en los mismos fragmentos.
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De todos modos, se observan con alta frecuencia re-arre-
glos y deleciones, aparentemente producidas al azar, cuando las
moléculas Introducidas sobrepasan cierto tamafio que resultaria
limitante para su replicacidén y/o mantenimiento en B. subtilis
(KREFT et.al., 1982).

E]l andlisis de genes clonados en B. subtilis, se ha lle-
vado a cabo usando dos nmétodos recientemente desarrollados: el
sistema de minicélulas y el sistema de amplificacién de plasmi-
dos. El1 desarrollo del primero (REEVE et.al., 1973) y su adapta-
cién para el andlisis de ADN plasmidico (LEVENTHAL y CHAMBLISS,
1979) han permitido grandes avances en el analisis de las protei-
nas codificadas por plasmidos. De este modo se han identificado
proteinas especificadas por los plasmidos pUB110, pCl194, pE194 y
sus mutantes de nimero de copias, cop6(SHIVAKUMAR et.al., 1979).

La localizacién en el mapa genético y el mecanismo de
regulacién de los polipéptidos de pE194, han sido identificados
usando el sistema de minicélulas (SHIVAKUMAR, 1980). Este sistema
también ha sido utilizado para analizar la expresién de varios
genes de E. coli en B. subtilis llevados en plésmidos bifunciona-

les.

El andlisis de proteinas codificadas por genes plasmidi-
cos, también puede efectuarse en condiciones de dosaje genético
alto. Se ha observado que mutantes de replicacién dna-ts de B.
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subtilis a la temperatura no permisiva, retardan la replicacidn
del cromosoma, si bien permiten que la replicacion del plasmido
pUB110 continde (SHIVAKUMAR et.al., 1978b). Esta observacion se
ha extendido al plasmido pCl94 y al plasmido quimérico pBD9.

IIT.1.6. Conclusiones y Objetivos

El desarrollo de un sistema de clonado molecular en B.
subtilis ha sido tomado con gran interés en los uUltimos afos.
Tanto la construccién de vectores de clonado de mayor utilidad,
como la modificacidén y mejoramiento de los métodos de transforma-
cién de genes clonados y de analisis de los productos de estos

genes, han sufrido un gran avance en su desarrollo.

Si bien el sistema de B. subtilis ha mostrado dificulta-
des en la expresidén de secuencias de genes de £. coli (KREFT et.
al., 1982), la utilizacién de ambos sistemas en conjunto puede

ser de gran ayuda en la comprensién de estos fendmenos.

Este sistema de clonado, es especialmente importante pa-
ra la produccién y el andlisis de productos de genes pertenecien-
tes a otros bacilos de interés industrial, asi como de otros or-

ganismos Gram positivos, como por ejemplo, Streptomyces sp.

En efecto, se ha mostrado gran interés en el clonado de
los genes de 6-endotoxinas de B. thuringiensis en B. subtilis. S5i

bien varios laboratorios han introducido pléasmidos recombinantes
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conteniendo dichos genes en diferentes cepas de B. subtilis (ver
Introduccidn, punto 9), los problemas concernientes a inestabili-

dad vy baja expresidn de loes clones obstaculizan los estudios.

Es por esto que encaramos el desarrollo de un sistema de
clonado estable y eficiente en B. subtilis, utilizando para ello
una cepa recE4 deficiente en restriccion-modificacién (IAS10;
OSTROFF et.al., 1983) como receptor. Paralelamente, se resolvid
una serie de problemas relacionados con la regeneracidén y selec-

cién de transformantes en esta cepa.

Para llevar a cabo estos experimentos, se encaré el sub-
clonado del gen de la S6-endotoxina de Bacillus thuringiensis is-
raelensis en plasmidos de expresidén diseflados para FH. subtilis,
yva que resulta de gran interés para nuestro laboratorio contar

con dichos recombinantes.

IIT.2. RESULTADOS
IIT.2.1. Subclonado en Bacillus subtilis GSY1104

Esta cepa, se eligié como representativa de un contexto
genético salvaje en cuanto a las funciones de recombinaciodn, es-
porulacién y capacidad de regeneracién. Para llevar adelante esta
estrategia se utilizé el plasmido pPL608 (un vector de expresidn)
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ya que nos interesa contar con subclones de ese tipo para estu-
dioe posteriores sobre la regulacién de la expresiédn genética del

cristal paraesporal.

El plasmido pPL603, fue construido por Williams y cola-
boradores con el objeto de contar con un vector para deteccidn de
secuencias promotoras en B. subtilis (WILLIAMS et.al., 1981),
clonando en pUB110 un fragmento EcoRI de 1,44 Md proveniente de
ADN de B. pumilus. Este fragmento, contiene un gen estructural
que especifica una cloranfenicol acetil-transferasa (CAT) induci-
ble por cloranfenicol. El vector, pUB110, confiere resistencia a
neomicina y posee alto numero de copias en B. subtillis. Uno de
los derivados de esta primera construccidén, contiene un fragmento
de B. subtilis (0,2 Md) correspondiente al promotor del fago SPOZ2
(Ver Figura III.1) y fue denominado pPL60S.

El promotor presente en este vector es de tipo fuerte vy
se sugiridé que éste provee las secuencias necesarias para la ini-
ciacidén de la transcripcidén, que ocurriria por un mecanismo de
lectura "de corrido” (read through) sobre el gen estructural de
CAT. Este gen, posee un sitio de clonado HindIII que lo inactiva,

y un sitio Pstl previo a éste que permite su expresioén.

Este vector fue elegido para llevar a cabo el subclonado
del g@en de la 6-endotoxina de tipo I de Bacillus thuringiensis
israelensis, segin la estrategia descripta en la Tabla III.1 (es-
trategia I). El1 clon de partida fue en este caso, el plasmido
PRX8 ya presentado en el capitulo anterior. El1l subclonado se e-

fectudé por digestién de pRX8 con la enzima Pstl y posterior liga-
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EcoRl EcoRI

pUB 110

Hind lll

Bgl ¥
Bg!Il-BamH |

Pvu ll

Figura III.1.

Mapa fisico de pPL60S8

Pro = promotor del fago SPO2
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TABLA III.1.

ESTRATEGIAS DE SUBCLONADO .

Resultados

Cepa Regenera-
Vector Inserto receptora cién ¢
I pPL608/PstIa PRX8/PstI(6Kb) GSY1104 DM3 /Neoao
II pEB111/EcoRIb pRX8-7/EcoRI IAS10 R+G.A/Neoso
HindIII| HindIII(2, 2Kb)
ITI pEB111/EcoRIa PRx8/EcoRI 1A510 R+G.A/Neoso
(9,8Kb)

a: los vectores fueron tratados con fosfatasa alcalina, segin lo

indicado en Materiales y Métodos.

b: el fragmento pequefioc EcoRI-HindIII fue separado del resto del
vector por marcado con 32P (fill in) y posterior columna de Se-
phacryl S-300 (Ver Materiales y Métodos).

c: G.A = acido glutamico; Neoso = neomicina 30 pg/ml.
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do de los fragmentos generados con el vector digerido por la mis-
ma enzima y sometido a tratamiento con fosfatasa alcalina de in-

testino de ternera (Ver Materiales y Métodos)..

Las mezclas de ligacidén se efectuaron de manera tal que
existiera una relacién molar de extremos inserto-vector de 2 a 1
o0 5 a 1. Estas mezclas fueron introducidas en protoplastos de la
cepa 1104 de B. subtilis (salvaje para los sistemas de recombina-
cién y restriccidén-modificacidén). Los resultados de esta trans-
formacién efectuando la seleccién directa de los clones resisten-
tes a la neomicina, se resumen en la Tabla III.2. En esta tabla
es posible apreciar que la capacidad transformante del ADN re-1li-
gado (en forma oc) es del orden de la del plasmido ccc para un
exceso molar de extremos de inserto, de cinco veces respecto del

vector.

Una vez obtenidos los clones transformantes se realizéd
la hibridizacién in situ de los mismos con una sonda correspon-
diente al fragmento de 6 Kb purificado a partir de un gel de aga-
rosa, proveniente de la digestidén con Pstl de pRX8. La transfe-
rencia de los clones y la hibridizacidén posterior se efectuaron
segin lo detallado en Materiales y Métodos. En la Figura III.2 se
puede apreciar un numero considerable de clones positivos en la
autorradiografia, siendo mayor la densidad en las placas prove-
nientes de la transformacién B de la Tabla III.2. Esto confirma-
ria el hecho de que una relacién mayor de inserto a vector, favo-
recié la formacidén de moléculas recombinantes.
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TABLA III.2.

TRANSFORMACION DE Bacillus subtilis GSY1104
CON MEZCLAS DE LIGACIONx -

1,6x104 1,4x104 5x104 6,5x102 0

*

Transformantes/ml de mezcla

relacién molar inserto-vector 2 a 1

relacién molar inserto-vector 5 a 1

pPL608 (100 ng)

pPL608 digerido con Pstl, tratado con fosfatasa alcalina
y re-ligado (100 ng)

pPL608 digerido con Pstl y tratado con fosfatasa alcalina
(100 ng)

oQw>

=]

La transformacidén de protoplastos de B. subtilis se llevd a cabo
como estd indicado en los Métodos. La regeneracidn se efectud en
medio sélido DM3 conteniendo 30 pg/ml de neomicina (seleccidn di-
recta).
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Los clones positivos fueron re-aislados en medio nutri-
tivo con neomicina 10 ug/ml y analizados por minipreparacion de

plasmidos segun Materiales y Métodos.

En la Figura III.3 se muestra el analisis de los clones
positivos, que reveld una gran inestabilidad de los plasmidos re-
combinantes. En efecto, se encontraron en su gran mayoria, formas
delecionadas que presentaron el mismo peso molecular del vector

pPL608 e incluso formas de menor tamafio.

Si bien 1los experimentos de clonado descriptos en B.
subtilis revelan esta inestabilidad, éstos no fueron hechos uti-
lizando la transformacién de protoplastos. Sin embargo, es claro
que las deleciones no surgen como consecuencia del mecanismo par-
ticular de toma y procesamiento del ADN plasmidico en células
competentes, ya que en nuestro caso (donde el ADN es englobado

por loe protoplastos) ocurren del mismo modo.

UOna posibilidad es que el plasmido recombinante fuera
demasiado grande (5,4 Kb de pPL608 + 6 Kb de pRX8 = 11,4 Kb), ha-
ciéndolo inestable, o bien que existieran fendémenos de restric-
cién qQue actuaran sobre el ADN del inserto ya que éste provenia
de un plasmido propagado en £. c¢oli. Un analisis de dos de estos
clones delecionados tomados al azar (de tamafio similar al
pPL608), mostrd gque las deleciones fueron aparentemente hechas al
azar, ya que en uno de los clones no se revelan secuencias que
hibridicen con la sonda utilizada, mientras qQue en el otro si las
hay (Ver Figura III.4).
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Figura III.3.

Andlisis de los clones positivos

Contenido plasmidico de 12 clones positivos por hibridizacidén mo-
lecular, provenientes del sub-clonado del fragmento PstI de 6 Kb
de pRx8 en pPL608.
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Figura III.4.

Inestabilidad estractural de los clones recombinantes

ombinantes

C es (a y
oactiva co-
3

Autorradiocgrafia correspondiente a dos clones re
b) delecionados, hibridizados con una sonda radi
R

rrespondiente al fragmento Pstl de pRx8; % = pRx
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Por este motivo, se decidié llevar adelante una segunda
estrategia de subclonado, esta vez utilizando como receptor a la
cepa IA510 de B. subtilis, por sus caracteriéticas particulares
en cuanto a recombinacién, restriccion y modificacidén. Asimismo,
se decidié utilizar un nuevo vector de expresién (pEB111) que se-

ra descripto con detalle en la préxima seccidn.

IIT.2.2. Subeclonado en B, _subtilis IAS510

La cepa IA510 (originalmente denominada PSL1) fue aisla-
da por Ostroff y Péne en 1983 (OSTROFF y PENE, 1983). Se trata de
una mutante espontanea que presenta alta transformabilidad. Esta
cepa, deriva de la cepa MI112 (recE4) y fue utilizada para clonar
fragmentos de ADN en vectores bifuncionales de £. coli-B. subti-
lis. Estos autores transformaron células competentes de IA510,
encontrando qQue éstas aceptaban ADN recombinante preparado en £.
coli y lo mantenian establemente hasta un tamaiilo de inserto de
4 Kb.

La estrategia utilizada en nuestro caso, se describe en
la Tabla III1.1 (Estrategia II) y se basé en la transformacidn de
protoplastos de IA510. En esta oportunidad se utilizé el pléasmido
pEB111 (TRAUTNER, 1987)) como vehiculo de clonado ya que éste es
un vector de expresidén recientemente desarrollado, qQue presenta
las siguientes ventajas: a) miltiples sitios de clonado aportados
por el poli-linker del plasmido pUC8 de E£. coli (VIEIRA y MESSING
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et.al., 1982), b) promotor tac (triptofano-lactosa, AMANN, 1983),
c) origenes de replicacién de pBR322 de £. coli y de pUB110 de 5.
aureus, lo que lo hace bifuncional, y 4d) gsecuencias terminadoras
de la transcripcién que la hacen méas especifica y dan mayor esta-
bilidad al ARNm resultante. En la Figura III.5 se esquematiza el

mapa fisico de pEB111.

En una primera etapa, se decidié subelonar un fragmento
pequefio (de 2 Kb aproximadamente); se partio del plasmido pRX8-7
(BOURGOUIN et.al., no publicado), un subclon de pRX-8 capaz de
sintetizar un polipéptido (de 65 Kd) que aun posee actividad toé-

Xica sobre larvas de Aedes sp. (Ver Figura I1II1.6).

El plasmido pRX8-7, fue digerido con las enzimas EcoRI y
HindIII, del mismo modo que el vector pEB111; éste ultimo fue
ademas, marcado radiocactivamente por rill 1In, y el fragmento
EcoRI-HindIII de pUC8 fue removido por separacién en una columna
de filtracién molecular (Ver Materiales y Métodos).

La relacién molar de extremos inserto-vector utilizada
fue de 4 a 1, y las mezclas fueron introducidas en protoplastos
de IA510 por el protocolo convencional. La regeneracidn de estos
protoplastos, sin embargo, presenta ciertos inconvenientes carac-
teristicos de las cepas Rec-; en este caso, se apeld al uso de un
agente osmoprotector como el acido glutamico (ROGERS et.al, 1980)
que, agregado al medio de regeneracidén elevd notablemente la efi-
ciencia de la misma. Es mas, esta modificacion permitid utilizar
suspensiones de protoplastos conservadas a -70°C en SMM sin pér-
dida de su capacidad regenerativa ni transformante (RUBINSTEIN

et.al., no publicado).
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Figura III1.5.

Mapa fisico de pEB111

= terminadores de la transcripcidn
= promotor hibrido triptofano-lactosa

197



Resultados

— ¢ =] 4
%g: : - g — g—- oy L L I — L E,.. E
S3% 8% 3 wcl= 5238 53% =2°on @ g
wad Xz d O IXO BE@ R 2% OX TN O
pre ems 'thL ) 1 ITE | 114 1] ' ) 4 ) :I‘J
a - ORF1 __ OREQ
N -
pRX8-7 - —1+ Hind III de pUCS LU

Figura III.6.

Mapas de restriccién de pRx8 vy pRx8-Tx

*Estos clones fueron obtenidos por C. BOURGOUIN en el Instituto

Pasteur de Paris. Las flechas indican los fragmentos utilizados
para subclonar.

1983



Resultados

El resultado de ia transformacidén con las mezclas de li-
gacion, llevando a cabo la seleccidn directa de los clones trans-
formantes, reveldo Jjque las moléculas proveaniechtes del ligado de
lcos fragmentos de PRX3-7 y pEBll1ll, transfcrwaron con una eficien-
cla gue resulto del 206% de la obtenida con el plasmido nativo u-
tilizado como contreol. Este dato esta de acuerde con el obtenido
(23%) para la traansformacién de la cepa 1134 con los plasmidos

recombinantes (pPLB08-pRX3) del subeclonado anterior.

En la Figura III.7 se pueden apreciar las bandas plasmi-
dicas resultantes del analisis de 16 clenes transficormantes esco-
gidos al azar sobre los cuales se detectaron 5 gue presentaban
plasmidos rasados que fueron re-aislailos para su posterior ca-

ret
racterizacicén.

Estos y otros clones supuestamente positivos, fueron hi-
bridizados con una sonda correspondiente al fragmento EcoRI-
HindIII de 2.2 Kb de pRX8-7 marcado radicactivamente por la téc-
rica de “"iniciaciones al az (Ver Materiales y Métodos). En la
Figura II1I.3 se observan las bandas reactivas 2on dicha sonda,

que corresponden a 7 de los 12 clones analizados.

En la Figura 1II1.9 se muestra la autorradiografia co-
rrespondiente a la hibridizacidén de seis clones digeridos con
EcoRI v HindIII para confirmar la existencia del inserto de
2,2 Kb. De 2stos sels clones, tres fueron positivos en el autor-
radiograma, <confirmando los resultados obtenidos con .los

plasmidos nativos.
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1 2 3 45 6 % 78 9 1112131415 1617 18

Figura III.7.

Analisis de clones transformantes
en IA510 (estrategia II)

Gel de agarosa que muestra el contenido plasmidico de 18 clones
transformantes escogidos al azar (minipreparaciones efectuadas
segun lo descripto en Materiales y Métodos) entre los obtenidos
luego de transformar protoplastos de IA510 con la mezcla de liga-
cidén entre pEB111 y pRx8-7 (digeridos con EcoRI y Hind III).

1 a 18 = c¢lones 3;7,10,11,14,16,20,22,24,28,30,32,37 y 40.

* = pEB111
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Figura III.S8.

Confirmacidén de los clones positivos
por hibridizacién

A = gel de agarosa correspondiente a 12 clones recombinantes.

B = autorradiografia correspondiente al gel A. De 1 a 12 = clones
IA4,6,8,28,5,30,31,36,9,11 y 14.

¥ = pEB111

El gel (A) con los plasmidos recombinantes obtenidos fue transfe-
tido a un filtro de nitrocelulosa (ver Materiales y Métodos) e
hibridizado con la sonda correspondiente al fragmento EcoRI-
HindIII de pRx8-7 (2,2 Kb),purificado y marcado por priming at
random.
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a bcde f

e o —22Kb

Figura III.9.

Caracterizacidén de los clones
recombinantes obtenidos (I)

Autorradiografia correspondiente a la hibridizacidén de 6 clones
recombinantes escogidos por su movilidad electroforética retrasa-
da respecto del vector pEB111. Estos, fueron digeridos con EcoRI
y HindIII, transferidos a nitrocelulosa e hibridizados contra la
sonda de 2,2 Kb de pRx8-7.

a = IA11; b = IA14; ¢ = IA28; d = IA30; e = IA40; £ = IA47

a ye = digestiones parciales
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Debido a la estrategia utilicada. ze esperaba obtener
alrededor de un 50% d= =2lones no espvecifices. formados por =1
vector pEBL1l y un inserto de 2,7 Kb aproximadamente, que corres-
pende al vector pUC8 digerido con EcoRI y HindIII. En efecto, se

encontraron los dos tipos de clones en la proporcidén esperada.

En la Figura III.10 se muestra un gel de agarosa co-
rrespondiente a la restriccidn de los dos tipos de clones obteni-
dos, en el cual se pueden apreciar bandas correspondientes a los

insertos de 2,2 y 2,7 Kb, respectivamente.

En cuanto a la estabilidad de los clones, hemos determi-
rado que es muy alta, ya que los clones cultivados por varias ge-
reraciones en ausencia de presidon selectiva, conservan intacto su
zontenido plasmidico (ver Figura III.11). Esto es también cierto
para 108 clones que llevan el inserto de 2,7 Kb correspondiente a
pliC8. Esto indica la gran estabilidad del sistema, ya que estos
clones presentan extensas regiones de homologia aportadas par las

csecuencias de pUC8 presentes en el inserto y en pEB111l.

Por lo tanto, el uso de la transformacicn de protoplas-
tos de cepas recE4 deficientes en restricoidn y modificacion pa-
rece ser adecuado para su aplicacion al de=szarrolle de un sistema

de clonado =n B. subtiils.

Como proximo paso 2n el desarrcolio de est2 sistema, s3e
procedid a subclonar en el mismo vector piEBlli. un fragment.
mayor tamanc proveniente de pRX3 (estrategia III. Tabla
con el objeto de ensavar la est

IIT.1.3

tabllidad de clones con insertos

mayores que 5 Kb (Ver punto
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a bcde f

Figura III1.11.
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Para ello, pRX8 y pEB111 fueron restringides con EcoRl;
por la estrategia de <lonado utilizada para constrair pRXS, esta
restriccion rinde dos fragmentos: uno de 9,8 Kb que inzluyve el
gen de tipo I y los WEkF1 y 2 (Ver Figura III1.8), y el otro de
2

,9 Kb perteneciente al vector de clonado plUC3.

En este caso, el vector pEBl1l11 fue tratado con fosfatasa
alcalina previamente a la etapa de ligado; la traneformacidn de
los protoplastbs se 1levd a cabo del mismo modo que antericrmen-
te, con una modificacidon a nivel del medio de regeneraciédén. 5o u-
1il1izo medio R (Ver Materiales y Métodos), va que hemos observado
gue =s5ta cepa regensra mas eficientemente en un medio de =ste ti-
po con el agregado de acido glutamice (ROGGERS et.al., 1984y;
RIBINSTEIN =¢t.&l., 139883, ain no publicado). La eficiencia de

1
4 2
transformacion en estos experimentos fluctudo entre un 10 y un 15%

de la alcanzada para =1 vector nativo.

fn la Figura IIL.12, se presenta un gel de agarosa de
los plasmidos nativos correspondiente al analisis de clones
transformantes escogidos al azar. La restriccion de los plasmides
retrasados con EcoRI, permitidé la recuperacisn del fragmento de
9.6 Kb subclonado en pEBill. 3Se eligieron tres clones de este ti-
po {(deriominados 6, 14 y 1i5) vy se llevd a cabo un ensayo de =sta-
bilidad zegregacional mediante sucesivas generaciones crecidas en
ausencia de presion selectiva. El contenido plasmidico de los
2lones fue el mizmo en ambas condiciones (Ver Figura II1.13), in-
dicando una alta estabilidad segregacional (y =structural, puesto

gque no nabia variado el tamafio de los plasmidos).
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1i¢ d 23

Figura I1I11.12.

Analisis de clones transformantes de IA510
(estrategia II11)

Clones resistentes a neomicina fueron escogidos al azar y su con-
tenido plasmidico fue analizado por minipreparacidon. Se observan
bandas retrasadas (1, 2 y 3) respecto del vector pEB111 (¢) y una
banda de menor tamato (d).
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Figura 111.13.

Resultados

Estabilidad segregacional de los clones recombinantes

Analisis de los pléasmidos de los clones 6, 14 y 15, crecidos en

ausencia (A) y presencia de presidn selectiva (B)
generaciones.

por mas de 15
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La expresion de los genes de d-endotoxina clonados «n 5.
subtilis (con formacion de inclusiones cristalinas) ha sido re-
sortada por diferentes laboratorios para las subespecies berliner
{KLIER et.at., 1985)., wurstaki (SHIVAKUMAR ef#.al., 198p) = isra=-
lensis {(hemoiisina, BOURGCGUIN et.al., 1289). En dichos =studios,
la ifransformacion de celulas competentes de B. sulbtilis fue nti-
lizada y, a excepcidn del llevado a cabo en la subespecie iursca-
i#i, los resultados indicaron que la expresidén de estos genes =2s-

“apa 1igada a la esporulacidén también en B. subtilis. En cuanto a
e

11

L8 nivelas de expresion alcanzados, fluctian alrededor de wn 1 a

an 10% de la proteina celular total”

Fn 1a Figura III.14, se muestran microfotografias <o-
rrespocdientes a uno de los clones recombinantes aisladcs: las

pre-=svoras de este clon presentan inclusiones no habituales ya

"
)
T

=
=

4

solas o en asocliacidén con la espora que, a su vez, presenta
ura ubicacisn subpolar respecto de la polar normalmente observada

en preesporas de B, subtilis.

Estas preparaciones, fueron coloreadas por =1 método d=
3mirvoff (SMIRNOFF, 1962; ver Materiales y Métodos), por el cual
=25 posible diferenciar células vegetativas de esporas y crista-
leg: las primeras toman color rojizo a violeta (dependiendo deil
tiempo Jde coloracidén y de los fiitros urnilizados para su observa-
cion), mientras que las esporas se tinen de color rosa palide o

aceo. 4dn cuanto a los cristales, se «<oicrean intensamente e
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Figura I1II.14.

Pre-esporas recombinantes de IA510

El clon 6 aislado luego de la transformacidn de I[A510 (estrategia
III), fue crecido en medio nutritivo de Schaeffer en ausencia de
antibiotico a 30°C durante 72 horas y sus pre-esporas fueron co-
loreadas seglin SMIRNOFF. Las fotografias se tomaron con filtro a-
marillo segin lo descripto en Materiales y Métodos. 100x.

A,By C = ¢lon 6; D = pre-espora de IA510 transformada con el
vector pEBl1l1l; e = espora; v = célula vegetativa; 1 = inclusidn.
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En el caso del clon recombinante, es posible apreciar
las diferentes coloraciones en preesporas que presentan diferen-
teeg "zonas” o inclusiones. Dichas inclusiones toman la coloracién
del mismo modo en que lo hacen los cristales de Bacillus thurin-

glensis israelensis salvaje.

Si bien es prematuro afirmar que se trata de inclusiones
cristalinas especificas, estas observaciones indicarian que el
sistema de clonado (en cuanto a vector elegido, sitios utilizados
para subclonar, etc.) funciona, gue el receptor utilizado permite
el establecimiento y mantenimiento de los plasmidos recombinantes
(aun con insertos de tamafio considerable), y que también permiti-
ria la expresién eficiente de los genes incluidos en dichos plas-

midos.

IIT.3. DISCUSION

La estabilidad segregacional (mantenimiento del plasmido
en ausencia de presidén de seleccidn) y estructural (mantenimiento
de la integridad del plasmido sin rearreglos) de los vectores gque
llevan genes clonados, es una condicidén esencial para el desarro-
llo de cualquier sistema de clonado, y en particular de sistemas

gue seran aplicados industrialmente.

211



Resultados

En efecto, no es posible pensar en mantener una presidén
de seleccidédn por el agregado de antibiéticos,‘ya que esto eleva-
ria enormemente los costos de produccién (por el antibidético mis-
mo y su remocidén posterior). Por otro lado, en el caso de B. sub-
tilis y otros bacilos esporulantes, la presencia de antibidéticos

interfiere con los procesos -de esporulacién.

Algunas soluciones se han propuesto al problema de la i-
nestabilidad de plasmidos recombinantes en B. subtilis. Una de
las mas ingeniosas consiste en la propuesta de Novo Industries de
Dinamarca. La pared de B. subtilisz contiene una capa de peptido-
glicanos que presentan moléculas de D-alanina en su composiciodn.
Este isémero inhabitual, deriva de la L-alanina por accién de una
racemasa codificada por el gen dal; este gen ha sido clonado en
un plasmido e introducido en una cepa de B. subtilis que lleva u-
na delecién en dicho gen. En un medio de cultivo que no contenga
D-alanina (la gran mayoria son de este tipo), sbé6lo las bacterias
que hayan conservado el plasmido seradn capaces de sintetizar pa-
red y sobrevivir. De este modo, la poblacidn se mantiene homogé-
nea y se observa una estabilidad segregacional perfecta a lo lar-
go de 85 generaciones (HESLOT et.al., 1985).

Otra propuesta interesante, consiste en el uso de vecto-
res qQue permitan la integracién al cromosoma de genes clonados.
Estos vectores contienen regiones de homologia con el cromosoma
de manera que se produzca recombinacidén con alta frecuencia y, en
consecuencia, integracién. Los eventos de recombinacién se produ-
cen con una frecuencia mayor si los segmentos homélogos se en-

cuentran cerca de un origen de replicacién. Plasmidos tales como
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pCl194 o pEl194, de 1los cuales derivan numerosos vectores de B.
subtilis, producen formas circulares de simple cadena durante la
replicacién (VIRET y ALONSO, 1987), fendémeno gque puede ser res-

ponsable de la alta frecuencia de recombinacidén observadas.

Estos mismos fendémenos derivados del mecanismo de repli-
cacién plasmidico, podrian tener importantes consecuencias en la
estabilidad general de los vectores cominmente usados en B. sub-
tilis (VIRET y ALONSO, 1987).

A pesar de las alternativas propuestas (uso de presidn
selectiva no mediada por antibiéticos, o integracién al cromoso-
ma), el desarrollo de un sistema de clonado que permita la esta-
bilidad plasmidica continida siendo un requisito indispensable.

Es por esto que se ha considerado importante la puesta a
punto de diversos parametros, asi como la eleccién de las cepas
receptoras y los vectores utilizados. En este sentido, los vecto-
res pPL608 y pEB111 poseen origenes de replicacién provenientes
de pUB110, un plasmido que es establemente mantenido y no inter-
fiere con la fisiologia celular de B. subtilis o sus mutantes
Rec- (VIRET y ALONSO, 1987).

En cuanto a las cepas receptoras, es notable la diferen-
cia observada en la estabilidad de los plasmidos recombinantes
entre G3Y1104 (<1%) y la cepa IA510 (>95% yva que aparecen algunas

formas con deleciones).

Ya hemos mencionado que la inestabilidad estructural ob-
servada en B. subtilis se explica por mecanismos de restriccién
activos en esta especie (OSTROFF y PENE, 1983). La cepa IA510 (o-
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riginalmente PSL1) fue aislada luego de la transformacién de cé-
lulas competentes de la cepa MI112 recE4 (TANAKA, T., 1879) con
plasmidos recombinantes propagados en £. colf. Uno de los raros
transformantes que contenia el pléasmido intacto fue re-aislado y
denominado PSL1 por los autores (OSTROFF y PENE, 1983).

Experimentos de transformacién con genes clonados en
vectores bifuncionales, mostraron que si bien la eficiencia de
transformacién de IA510 era alta para plasmidos con insertos de
1,7 a 4,2 Kb, ésta se veia reducida en un 75% con plasmidos que
llevaran insertos mayores. Dichos experimentos se llevaron a cabo
utilizando células competentes para la transformacidén y probable-
mente se deba a ello la gran disminucidén en las eficiencias obte-
nidas con insertos mayores que 4 Kb. Los mismos autores mencionan
que la transformacidén de células competentes de MI112 con plasmi-
dos recombinantes es entre 0,1 y 1% de la obtenida con el vector
nativo (OSTROFF y PENE, 1883). La transformacidén de protoplastos
de GS5Y1104, por el contrario, resultdé un 26% de la eficiencia ob-
tenida con el vector nativo cuando se introdujeron moléculas re-

combinantes con insertos de 6 Kb.

En el caso de IA510, esta proporcidén se mantuvo, si bien
se observo una caida en la recuperacién de clones transformantes
cuando se subclondé el inserto de 9,6 Kb (de un 40 a un 60%). La
razén para la limitacidén en el tamafio de las moléculas hibridas
transferidas a B. subtilis (observada por nosotros y estos auto-
res) no es conocida. Sin embargo, el hecho de que las frecuencias

de transformacidén de protoplastos sean mucho mayores que las ob-
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tenidas con células competentes (dos 6rdenes de magnitud, aproxi-
madamente), hace que este inconveniente pueda ser en parte supe-
rado por el alto namero de clones que se puede recuperar.

En cuanto a la expresidén de los genes clonados en este
sistema, las observaciones realizadas con los clones que llevan
la informacion completa para dos de los tres polipéptidos compo-
nentes del cristal paraesporal, indican que esto es posible y
probablemente, en altos niveles (Ver Figura III.14). Si bien es-
tas son observaciones preliminares, seran efectuados los ensayos
biolégicos para determinar la actividad téxica de estos clones.

De esta forma, eligiendo cuidadosamente vectores y re-
ceptores de clonado, asi como las técnicas de transformacién y
seleccién de los clones transformantes, ha sido posible desarro-
llar un sistema que presenta gran estabilidad, tanto segregacio-
nal como estructural de los plasmidos recombinantes introducidos.
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1. CONCLUSIONES

Las posibilidades que brinda la utilizacidén de Bacillus
thuringiensis en el marco de la lucha biolégica contra insectos,
han generado un numero de trabajos enfocadeos al estudio de 1la

sintesis de la 6-endotoxina asi como del determinismo genético de
su regulacidn.

£l conjunto de los trabajos aquil presentados intenta a-
portar, en este sentido, distintas herramientas que serviran como
runto de partida para estudios mas profundonz acerca de la regula-

2idén genética en estos microorganismos.

Exte objetivo constituyd el hilo conductor de estos es-
tudios, qQue han posibilitado a través de las diferentes manipula-
ziones, el conocimiento de los aspectos fisiolégicos y genéticos

de Bacillus thuringiensis.

Dz 2llos., asimismo, se desprende la gran complejidad de
3 sistemzzs regulatorios coincidiendo con la observada en cuanto
a estructura, localizaciédn de los genes y =2spectro de accidén de

Aas O-endotoxinas.

Dasde 21 punto de vista aplicado, =1 hecho de contar con
mitantes hiperoroductores de toxina presenta un gran potencial,
zzi como poder utilizar un sistema de clonado =ficiente en Baci-

Ilus subtilis para estos u otros genes de interés.
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2. PERSPECTIVAS

sentadas,

D

Las lineas de trabajo que se desprenden de las aqui pre-

incluyen los tres aspectos encarados:

Transformacién de protoplastos: Se continuarédn los expe-
rimentos en este sentido, intentando mejorar fundamen-
talmente las eficiencias de regeneracidén en medios sdli-
dos, con el objeto de obtener mayores rendimientos en
transformacidén y llevar adelante experimentos de fusidn
intra-especifica. Este tipo de experimento permitira
llevar a cabo estudios de complementacidén entre mutantes
y la construccién de cepas con mGltiples espectros de

aceidn.

En cunanto a la inestabilidad de ciertos plasmidos, es
prosible que se trate de mecanismos relacionados con 1la
incompatibilidad o su modo de replicacidén particular. Se
sabe que ciertos plasmidos son 1incapaces de replicarse
en forma de mondmeros circulares en cepas de B. subtilis
=ficientes en recombinacidén (ALONSO et al, 1987). Es
decir, que el contexto genético de B. thuringiensis po-
dria no ser el adecuado para el establecimiento de cier-
tos replicones. Es por esto, que se intentara la cons-
ruccién de plasmidos que lleven origenes de replicacién
vropios de B. thuringiensis con marcadores de resisten-
cia a antibidticos adecuados para este sistema. De esta
forma, contaremos con vectores potenciales para el desa-

rrollo de un sistema de clonado en estos bacilos.
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Mautantes regulatorios: Se continuarid la caracterizacién
de los mutantes obtenidos, de los cuales se posee infor-

macidén preliminar. E1 estudio de estas cepas aportari

vairiosos datos concernientes a la regulacidén de la sin-
-

tzgis A= la S-endcotoxina.

P R I R N 3 3 "
sizAalimente, y con el objeto de continuar con la puesta a
winte 221 =zistema de clonado en B. subtilis, se efectua-

2xXrazrimentos de clonado de fragmentos heterngéneos
“shot gun cloning), partiendo de ADN del megaplismido de
72 Md 4= B. thuringiensis israelensis o bien de ADN cra-
rosdmico, para construir genotecas en B. subtilis. Estos
ciperimsntos permitiran saber si =21 sistema sorporta la

ntrodiizeidn =1 mantenimiento de grandes fragmentos de

tzinismo, =e llevaran a cabo ensayos tendientes a anali-
.2 'la expresidn de los plasmidos recombinantes obteni-
N por subclonado, utilizando técnicas de inmunodetec-

cidn y o fnsayes biolégicos sobrse larvas de dedes sbp.
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