CONSTRUCCION DE UNA CEPA RECOMBINANTE DE Bacillus thuringiensis VAR
israelensis PARA LA EXPRESION DEL GEN Cryl1A
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I ntroduccion.

La toxicidad que presenta la bacteria Bacillus thuringiensis
var. israelensis (B.t.i.) sobre dipteros esta determinada por
un plasmido de 137 kb. llamado pBtoxis®. En este plasmido
de 75 Mda. se encuentran los genes cry4A, cry4B, cry4C,
cryl1Ay cytA que codifican para 5 polipéptidos de 134, 128,
78, 72 'y 27 kDa respectivamente, siendo expresados durante
la esporulacién®. El gen cry11A es responsable de codificar
para la proteina cryl1A que es uno de los componentes
principales del complejo protéico con actividad larvicida. La
determinacion de la secuencia del DNA indica que el gen
cryl1A es el segundo gen de un operén el cual incluye tres
genes. Estos genes p20, cryl1A y pl9 estan organizados en
una unidad transcripcional®.

En el presente trabajo se construyd una cepa de Bacillus
thuringiensis que contiene un plasmido con el gencryllAy
los elementos necesarios con la finalidad de estudiar su
expresion.

M etodologia

La amplificacién del gen cryl1A serealizé por PCR a partir
del DNA de la cepa silvestre de B.t.i. Los oligonuclettidos
5 CTCTATTACCTTTCTCAGGCATTCAATC 3 vy
reverso 5’ ATGGATCCTAAAATTACAAGAGGAGCC 3
se utilizaron para amplificar 3202 pb. que contienen 1903
pb. del gen cryllA y los genes pl9 y p20 (GeneBank
M31737). Se utiliz6 e vector pHT315 (Instituto Pasteur,
Paris, Francia) que contiene los origenes de replicacion de
E.coli y de B.t. y resistencias para Amp, y Eritromicina. Se
obtuvo un vector topo a partir del vector pHT315 y este se
utilizd para redlizar la ligacion del producto de PCR
utilizando para ello TADNA ligasa. El plasmido obtenido se
utilizé para transformar por electroporacién a la cepa curada
de plasmidos de B.t. 4Q7.
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Resultadosy Discusién.

La cepa 4Q7-cry11A se hizo crecer en medio de cultivo LB
y seexpresd el polipéptido de 72 kDa. como se observa en
la figura. En la cinética de crecimiento se tiene una
produccién de proteina similar ala cepa silvestre. Al evaluar
la actividad bioldgica del producto de la fermentacion contra
larvas del 3er. estadio de Aedes aegypti se obtuvo un valor
de LCsg de 3.19 ppm para 4Q7-cry11A, mientras que parala
cepa silvestre (H-14) tuvo un valor de 0.087 ppm. La cepa
4Q7 no tuvo actividad larvicida. Estos resultados obtenidos
son similares a los reportados en la literatura. Esta cepa nos
permitira estudiar la regulacién del gen cryllA en estudios
posteriores
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Conclusiones
El microorganismo construido expresd una proteina de
aproximadamente 72 kDa que corresponde al valor esperado.
y su actividad biolégica es similar a la reportada en la
literatura parala proteina purificada del complejo protéico.
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