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INTRODUCCION

La mutagénesis mediante transposicion provee de una
poderosa herramienta para el andlisis genético de organismos
de interés a generar mutantes por la interrupcién de alguna
secuencia genética. Algunos transposones se han empleado
paralamutagénesis en Gram positivasy se ha observado que
los sitios blanco donde ocurren las inserciones son
aleatorios, ademas de que con este sistema, es posible el
andlisis de la secuencia interrumpida gracias a la clonacion
del transposén®. Para Bacillus thuringiensis (B.t.), sin
embargo, no existe ningun reporte acerca de su utilizacion.
Por otro lado, la mutagénesis quimica permite seleccionar
mutaciones que no pueden obtenerse por transposicion, ya
sea por gque sean polares, afecten algin gen esencial, o no
permitan generar cambios sutiles en una proteina de interés.
Asi mismo, a fin de visualizar las células mutadas en forma
répida es comun el uso de genes reporteros. lacZ, e cua
utilizado en fusiones transcripcionales permite el estudio de
secuencias reguladoras con la ventgja de apreciar los
cambios que afecten la regulacion del promotor al observar
unavariacion en el fenotipo sobre X-Gal’.

En este trabajo se describen algunas de las estrategias
probadas en B.t para estudiar la regulacion de los genes cry
dependientes de la esporulacion, utilizando un plasmido que
permitié monitorear la expresion de crylAc .

METODOLOGIA

El plésmido pHT1KAc es un "shuttle vector" derivado de
pHT304-1872 y fué construido para estudiar la regulacion del
gen crylAc mediante la expresion de lacZ gracias a una
fusion transcripcional n una secuencia promotora de 1 kb
de crylAc. Este vector fué introducido en B.t HD73
mediante electroporacién. La cepa obtenida y denominada
HD73 (pHT1KAc), fué transformada nuevamente con el
plasmido plC333 que aberga a minitrasposon Tnl0 que
confiere resistencia a espectinomicina, para asi obtener la
cepa HD73 (pHT1KAc plC333). El proceso de mutagénesis
se desarroll6 a 28°C a fin de permitir la transposicién
aleatoria del miniTn10 en € genoma de B.t y posteriormente
se eiminé la forma episomal del mini Th10 con un pase a
41°+1°C durante 15 generaciones, dado que plC333 tiene un
replicon termosensible. El  escrutinio de las posibles
mutantes se llevd a cabo con la bisqueda de las colonias
espectinomicina resistentes con fenotipos X-Gal diferentes a
control, en este caso se utiliz6 como control la cepa HD73
(PHT1KAC).

RESULTADOSY DISCUSION

Las células sometidas a mutagénesis y posteriormente
tratadas para €diminar la forma episomal de
minitransposon Tnl0 fueron crecidas en diferentes medios
para su andlisis habiéndose obtenido lo siguiente: De un
100% de crecimiento que fué observado en medio Tris G
sin antibiotico, Unicamente el 13% creci6 en Tris G con
espectinomicing;, de esta poblacion el 18% son colonias
con fenotipo X-Gal diferente a de la cepa control.

Estos resultados sugieren gque existe una alta variabilidad
en la expresiéon de b-Gal pero no necesariamente causada
por la regulacién de crylAc, lo cual fue confirmado cuando
se observé que la mayoria de las colonias analizadas y
seleccionadas a azar aln producian el cristal paraesporal.
La cepa que contiene exclusivamente al pHT1KAc no
exhibe esta variabilidad.

CONCLUSION

El uso del mini Tnl0 resulté en una amplia diversidad de
fenotipos de expresién de lafusion del promotor de crylAc
alacZ a una frecuencia mucho mayor ala que se esperaria
de una mutagénesis. Esto dificulté el detectar aguna
mutante real afectada en la regulacion de crylAc.
Posiblemente |a inestabilidad observada es causada por
recombinacion entre los plasmidos del reportero y del
transposoén. Actualmente estamos intentando simplificar €l
sistema de mutagénesis mediante e reemplazo del gen
crylAc en el megaplasmido por una fusién a gusA. Asi
mismo se realizd una mutagénesis quimica con EMS que
arroj6 algunos resultados i nteresantes que seran discutidos.
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