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Introducción. Las poblaciones de Bacillus se 
caracterizan por desarrollar múltiples subpoblaciones 
isogénicas, las cuales tienen fenotipos distintos y roles 
específicos. Entre ellas, se encuentran: células 
vegetativas (motiles, mineras, competentes, caníbales 
y productoras de matriz) y esporas. Estas últimas, se 
generan a través de un proceso de morfogénesis 
desencadenado por estrés nutricional y es activado a 
través de una compleja ruta de fosforilación1. Para 
fines biotecnológicos, lo anterior es relevante porque la 
heterogeneidad intrínseca de las poblaciones en 
Bacillus es una de las mayores limitantes para la 
producción de agentes de control biológico basados en 
esporas de este microorganismo. Poco se conoce poco 
de los factores que determinan la dinámica y eficiencia 
del proceso, así como la calidad de las esporas 
generadas. Se sabe que la concentración intracelular 
la fosfatasa RapA y la capacidad germinativa de las 
esporas son inversamente proporcionales2. RapA 
actúa como un regulador negativo que impide el 
proceso, por lo que esta proteína podría funcionar 
como un marcador molecular que permita comprender 
la esporulación para posteriormente manipularla.  
El objetivo de este trabajo fue estudiar la relación que 
existe entre la concentración de RapA en las diferentes 
subpoblaciones de Bacillus y el proceso de 
esporulación. 

Metodología. Se utilizó citometría de flujo para 
monitorizar indirectamente la distribución de RapA 
dentro de distintas subpoblaciones de Bacillus durante 
condiciones de suficiencia y agotamiento de glucosa. 
Se utilizó la cepa reportera B. velezensis 
FBZ42PRapA_mCherry2,3, la cual expresa una 
proteína roja fluorescente bajo el promotor de RapA. 

Resultados. La población de B. velezensis presentó 
una inter e intra-heterogeneidad en el contenido de 
RapA puesto que su concentración dependente de la 
subpoblación. La evidencia reveló que existe una 
marcada diferencia en el contenido promedio de RapA 
antes y después del agotamiento de la glucosa (Fig. 1). 
Bajo condiciones de suficiencia de glucosa, la proteína 
RapA se mantiene en un nivel basal en las células 
vegetativas mientras que durante la etapa de limitación 
nutricional (donde ocurre la esporulación) esta se 

acumula y distribuye heterogéneamente dentro de las 
subpoblaciones. Durante la esporulación, existe una 
correspondencia entre el incremento en la frecuencia 
de esporulación y el contenido de RapA de las células 
vegetativas remanentes. Nuestros resultados 
demuestran que las células vegetativas remanentes 
utilizan la acetoína y butanodiol probablemente para 
evitar esporular y así mantener una población 
heterogénea con múltiples roles. En el caso de las 
esporas, estas presentaron un nivel de fluorescencia 
incluso menor a las células vegetativas presentes 
durante el crecimiento exponencial. Lo anterior hace 
preguntarnos, ¿cuál es el umbral mínimo de RapA que 
predispondrá a una célula vegetativa a convertirse en 
espora? Y más importante, ¿este podría ser 
manipulado? Interesantemente, las pre-esporas 
presentaron un contenido intermedio de RapA entre las 
células vegetativas (bajo limitación nutricional) y las 
esporas, lo cual sugiere que la proteína se segrega de 
forma desigual entre la célula madre y la espora. 
 

 
Fig. 1. Subpoblaciones en B. velezensis (izquierda) y su contenido de RapA 
(derecha) en el tiempo. La limitación de glucosa ocurrió entre las 24 y 27 h. 

 

Conclusiones. La manipulación ad hoc de la 
concentración de RapA, puede resultar una estrategia 
interesante para aumentar la sincronización de las 
células vegetativas de cultivos industriales de Bacillus 
y por ende la rentabilidad de procesos para la 
producción de esporas. 
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