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Introduccion. La expresion de los genes crylA en Bacillus
thuringiensis dependen de los factores ?¥ y 25 que se
activan durante la esporulacion. Dependiendo de las
condiciones de cultivo, la esporulacion puede iniciarse de
manera sincrénica o asincronica y ademas la cuantificacion
de las proteinas Cry1A antes de la liberacion de las esporas,
requiere la ruptura de las células. Por o que un gen reportero
es Util para seguir y cuantificar la expresion del gen (1). En
este estudio se utilizé una cepa de Bt HD 73 cry(-)B, spo(-)
transformada con el plasmido pHT1KAc(2), que tiene una
fusién transcripcional crylAc’-lacZ. Con esta construccion
se evaluaron, en cultivos por lote aimentado (CLA), los
efectos del patrén de alimentacion sobre la esporulacién, la
concentracion celular y la expresiéon del gen medida
indirectamente como actividad de ?-gal. Ademas, se hizo un
estudio similar con lacepasilvestre.

Metodologia. Se realizaron fermentaciones en reactores
Applikon siguiendo dos estrategias de aimentacion:
intermitente adicionando pulsos de 300 y 400 mL cuando la
concentracion de glucosa residual fue cercana a 5g/L y a
flujo constante aimentando 1000 mL de medio fresco
durante 12 a partir de las 3 h del incio de la fementacion. Las
células y esporas se determinaron mediante cuenta total en
una camara de Neubauer, la glucosa por medio de un
analizador bioquimico (YSI 2600), la concentracion de
proteina CrylAc por SDSPAGE y la actividad de [3-
galactosidasa de acuerdoa Sammbrook (3).

Resultados y discusion. La cantidad de biomasa sintetizada
en un volumen final de 2 L de caldo de fermentacién fue de
85 g cuando se utilizo la alimentacion a flujo constante y de
105 g cuando se aimentd intermitentemente (Tabla 1). La
eficiencia de esporulacién fue de 5y 20 % respectivamente,
mientras que las actividades especificas maximas de ?-gal
fueron 3000 Ul/mL y 2530 Ul/mL Estos niveles de
actividad son entre 8 y 7 veces mayores que |os obtenidos en
cultivos por lote. En los cultivos con alimentacion constante
(CLAc) e intermitente (CLAI) la actividad de ?-gal se
detectd6 14 horas y 17 h después del inicio de la
fermentacién, mientras que en €l cultivo en lote la actividad
se detect6 desde las 7 h, esta diferencia es una evidencia de
gue la alimentacion retrasd el inicio de la esporulacion. Por
otro lado, con la cepa silvestre en CLAI intermitente se
obtuvieron 58 g de hiomasa con una eficiencia de
esporulacion de 75% y la concentracion de proteina Cry d

final de la fermentacién fue 3.7 veces mayor que en cultivo
por lote (CL).

Resultados delos CLA y CL usando
la cepa silvestre y la construcion
construccion silvestre
CL CLAI | CLAc CL CLAI
Biomasa | 14.5 | 106 | 85 | 9.2(1x) | 58 (6%
g/L ) | 73% | 68
% esp. 61 20 5 78 75
Activ.de?-| 1160 | 1150 | 1615
ga Ul/mL
Actv. ?-gd | 348 | 2530 [ 3000
U0 cd. | ) [ (739 | (86Y)
Cry g/lL - - - 0.3(1x) | 1.1 37%)

Conclusiones. El comportamiento de la actividad de ?-
galactosidasa (Ul/mL) demostré que los incrementos de esta
en CLA no corresponden en magnitud a los incrementos de
la concentracién de proteina Cry en la cepa silvestre, sin
embargo, s se observas un aumento al comparar la
produccién de proteina Cry del CLA contra CL. La
eficiencia de esporulacion fue baja en los CLA con la
construccioén, pero en la cepa silvestre no hubo diferencia
entre ambos sistemas de cultivo, las cinéticas en lote
alimentado sugieren que hubo una desincronizacion de
esporulacién. Por dltimo, se concluye que la alimentacion a
velocidad constante presento las mejores caracteristicas para
la produccién de proteina Cry ya que en esta alimentacion la
actividad de ?-galactosidasa fue lamayor.
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