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construcción p1301-4A. Resultados del número de muestras 
obtenidas en la selección, y número de clones positivos por el 
análisis de PCR para la presencia del gen cry4A. 

Tabla 4 Pruebas de susceptibilidad de larvas de mosquitos Aedes aegypti a 86 
las cianobacterias que portan el gen cry4A de Bti. Se muestran los 
tratamientos aplicados y los porcentajes de mortalidad para los dos 
bioensayos. 

Tabla 5 Cianobacterias bombardeadas con las construcciones p1301-4A-4B- 93 
1 Y p1301-4A-4B-2, número de muestras obtenidas en la selección y 
número de clones positivos por el análisis PCR para la presencia de 
los genes mosquitocidas. 

Tabla 6a Pruebas de susceptibilidad de larvas del mosquito Aedes aegypti a 96 
las cianobacterias que portan los genes cry4A y 4B de Bti. 
Resultados expresados como porcentajes de mortalidad larvaria 
acumulada por día. 

Tabla 6b Pruebas de susceptibilidad de larvas del mosquito Anopheles 96 
albimanus a las cianobacterias que portan los genes cry4A y 4B de 
Bti. Resultados expresados como porcentajes de mortalidad larvaria 
acumulada por día. 
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RESUMEN 

Debido a que la cianobacteria filamentosa Phormidium animalis es un alimento 

natural de larvas de Anopheles albimanus, ésta se constituye en un excelente candidato 

transgénico para el control de mosquitos vectores del paludismo. El objetivo de este trabajo 

fue transformar genéticamente a P. animalis con uno y dos genes que expresen proteínas 

mosquitocidas de Bacillus thuringiensis svar. israelensis, para su uso en el control de 

larvas de An. albimanus. 

Primeramente se obtuvieron cultivos axénicos de la cianobacteria P. animalis que 

se usaron para la transformación por biobalística. con vectores de clonación' de plantas. Se 

obtuvo transformación con los vectores pWRG1515 y pCAMBIA1301, seleccionando a 

éste último por su eficiencia. Posteriormente, se obtuvo una construcción con el gen cry4A 

de Bti en pCAMBIA1301 y se transformó a la cianobacteria, obteniéndose clones que 

portaban una región del gen cry4A, según se demostró por PCR. Los bioensayos con Aedes 

aegypti demostraron actividad 1arvicida de las cianobacterias, con mortalidades moderadas 

(hasta 45.83%). 

Se realizó otro experimento de transformación con dos construcciones de los 

genes cry4A y cry4B de Bti, en pCAMBIA1301. Mediante PCR y análisis Southem se 

demostró que las cianobacterias transgénicas portaban ambos genes. Varias de las cepas 

transformadas mostraron toxicidad del 100% contra larvas de Ae. aegypti y An. albimanus. 

Cortes histológicos de estas larvas mostraron deterioro del intestino medio, en comparación 

a larvas testigos que mantenían las células intactas. 

P. animalis mostró su potencial como un receptor de genes mosquitocidas y un 

agente de control biológico de mosquitos. 
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ABSTRACT 

The filamentous cyanobacterium Phormidium animalis is a natural food source of 

Anopheles albimanus larvae, which makes it a potential transgenic candidate to be used as 

a control agent. During this research, P. animalis was genetically transformed with one and 

two genes from Bacillus thuringiensis svar. israelensis expressing biologically active 

mosquitocidal proteins. 

First, axenic cultures of the cyanobacterium P. animalis were obtained in order to 

be later transformed by particle bombardment, using plant cloning vectors. Transformants 

were obtained with vectors pWRG1515 and pCAMBIA1301, selecting the later for further 

transformations. Then, a construct of pCAMBIA1301 with the cry4A gene from Bti was 

obtained, which was used to transform P. animalis. Sorne clones carried a fragment of the 

cry4A gene, as shown by PCR amplification. Still, bioassays against Aedes aegypti larvae 

showed moderate toxicity (up to 45.83%) oftransformants. 

Additionally, another construct was obtained with genes cry4A and cry4B from Bti 

in pCAMBIA1301. Many transformants carried both genes, as shown by PCR specific 

amplification and Southem blot analysis. When bioassayed, several transformants showed 

100% mortality against Ae. aegypti and An. albimanus larvae. Histopathology analysis of 

midguts showed swelling and burst of epithelial cells, as compared with normal cells of 

controllarvae. 

These results indicate that P. animalis is able to properly express biologically 

active mosquitocidal proteins from Bti, becoming a potential control agent for mosquito 

natural populations. 
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1. INTRODUCCIÓN 

El paludismo es una de las principales enfermedades transmitidas por insectos 

vectores. Esta enfermedad es responsable de 500 millones de casos clínicos y constituye un 

problema de salud pública para 2,400 millones de personas, representando más del 40% de 

la población mundial en más de 90 países (Malaria Foundation Internacional 2003, 

http://www .malaria.org). 

El paludismo es causado por protozoarios del género Plasmodium. En México, el 

principal agente causal de esta enfermedad es Plasmodium vivax, responsable de más del 

98% de los casos notificados al año, mientras que los casos producidos por P. falciparum se 

encuentran principalmente en zonas de los estados de Chiapas y Tabasco que son frontera 

con Guatemala (Rodríguez 1994). 

Los vectores del paludismo son mosquitos del género Anopheles de los cuales al 

menos 20 especies son transmisores de los parásitos del paludismo (Collins y Paskewitz 

1995). Los principales vectores de paludismo en México son An. albimanus Wiedemann y 

An. pseudopunctipennis Theobald (Rodríguez 1994). An. pseudopunctipennis se encuentra 

en casi tres cuartas partes de las áreas palúdicas, en áreas montañosas con elevaciones de 

hasta 2,000 msnm. An. albimanus se localiza en las planicies costeras del Golfo de México, 

en la península de Yucatán, en áreas selváticas del sureste del país yen la mayor parte del 

plano costero del Océano Pacífico, hasta altitudes de 600 msnm (Wi1kerson y Strickman 

1990, Rodríguez 1994). 

El panorama actual del paludismo en México refleja un control adecuado en la 

mayor parte del área endémica, con focalización del problema en zonas que 

tradicionalmente han sido de dificil control. Esto es debido a que los esfuerzos de las 

campañas antipalúdicas han ·logrado buenos resultados de control con actividades 

intensivas, en áreas donde las condiciones climáticas y geográficas son menos propicias 

para el desarrollo de mosquitos vectores. Desafortunadamente, en el estado de Chiapas, en 

la costa del Océano Pacífico cercano a la frontera con Guatemala, se ubican focos 



residuales de gran importancia en donde persisten los mosquitos An. albimanus y An. 

pseudopunctipennis los cuales, por encontrarse en áreas de multirresistencia a los 

insecticidas (como es el caso de gran parte del sur de Chiapas), han presentado dificultades 

para su control (Fuentes 1992, Rodríguez 1994). 

El programa de control del paludismo en México se ha enfocado principalmente en 

controlar las poblaciones de mosquitos con insecticidas químicos, lo cual incluye 

aplicaciones intradomiciliares de DDT para el control de mosquitos adultos, y el 

tratamiento de criaderos larvarios, mediante la aplicación del larvicida químico Temefós 

(Méndez el al. 1984), además de la administración de medicamentos antipalúdicos 

(cloro quina y primaquina). El uso de insecticidas como medida de control de mosquitos . 

adultos, enfrenta varios problemas. Sin duda, uno de los más importantes es el desarrollo de 

resistencia de los ano felinos a los insecticidas sintéticos, como resultado de su uso en la 

agricultura y en programas de salud pública (Knell 1991), además de la acumulación de 

éstos en las cadenas alimenticias y en el ambiente. Aunado a lo anterior, en otras partes del 

mundo, algunas poblaciones de Plasmodium han desarrollado resistencia a las drogas 

antipalúdicas, lo cual dificulta el control de esta enfermedad (Collins y Paskewitz 1995). 

Es así que en el nuevo milenio, el paludismo continúa siendo un importante 

problema de salud pública, sin señales aparentes de ser abatido, por lo que la situación 

actual del paludismo en el mundo es, probablemente, no mejor de lo que fue hace 30 años 

cuando el énfasis sobre su erradicación fue reemplazado por un programa de control (Shiff 

2002). De tal forma que donde no hace mucho el paludismo había sido reducido, incluso 

casi hasta el punto de la extinción, se han presentado nuevos brotes (Shiff 2002). Otro 

aspecto importante a considerar es el impacto del calentamiento global sobre la transmisión 

del paludismo, ya que los pequeños incrementos de temperatura que se están presentando 

en áreas templadas y subtropicales, donde el paludismo es inestable o normalmente 

ausente, podría incrementar marcadamente la transmisión, mientras que las áreas de 

transmisión estable serían poco afectadas por un aumento en la temperatura (Lindsay y 

Birley 1996). 
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En el futuro, el control del paludismo debe lograrse con nuevas herramientas, entre 

las que se incluyen vacunas y mosquitos transgénicos refractarios a la enfermedad. Por 

ejemplo, se están desarrollando estrategias que permitan la manipulación genética de 

mosquitos resistentes a la infección con' plasmodios (Carlson et al. 1995, Possani et al. 

1998). Sin embargo, estas estrategias todavía requieren de más investigación básica. 

También se ha dado atención al desarrollo de vacunas antipalúdicas, pero falta mucho 

tiempo antes de que estas vacunas puedan estar disponibles, ya que las vacunas probadas 

han tenido un efecto protector limitado (Maurice 1995, Shi et al. 2000). Es así que para un 

futuro cercano, los esfuerzos de control continúan enfocándose hacia los insecticidas 

(Federici et al. 2003). Sin embargo, el uso de los insecticidas químicos está restringido en 

muchos países debido a los problemas de resistencia, sus efectos sobre el medioambiente, 

sobre organismos no blanco, y especialmente sobre vertebrados a través de la 

contaminación de alimentos y del agua. Como resultado de esto, la Organización Mundial 

de la Salud (1999) está promoviendo la sustitución de estos químicos por insecticidas 

bacterianos. Estos productos han logrado un moderado éxito comercial en países 

desarrollados, pero su uso en países en desarrollo, como México, es reducido por sus altos 

costos (Porter et al. 1993). 

Algunas bacterias entomopatógenas han alcanzado un importante éxito comercial 

y han demostrado ser altamente eficientes en el control de plagas. Dentro de estos 

productos, aquellos derivados de bacterias como por ejemplo Bacillus sphaericus y B. 

thuringiensis, son los que han presentado un mayor impacto. No obstante, se ha observado 

una disminución en el uso de estos bioinsecticidas, específicamente en el control de 

mosquitos (Hougard y Back 1992, Priest 1992, Porter et al. 1993, Porter 1996). Lo anterior 

es debido, en parte, a que las formulaciones basadas en B. thuringiensis han presentado el 

producto en forma de complejos espora-cristal, como polvos humectables o solubles, los 

cuales al aplicarse en campo provocan que el ingrediente activo del bioinsecticida se 

precipite rápidamente y no sea accesible para el consumo por parte de las larvas de 

mosquitos (Margalit y Ben-Dov 2000), ya que las larvas -de Anopheles se alimentan en las 

capas superficiales de los cuerpos de agua. Aun así, estas bacterias poseen muchos atributos 

positivos comparados con los insecticidas químicos, particularmente en términos de su 
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seguridad ambiental (Porter 1996). Para competir con los insecticidas químicos, los 

inconvenientes de las bacterias mosquitocidas deben ser superados, y una solución para 

esto es el desarrollo de toxinas mosquitocidas en hospederos heterólogos que coexistan en 

los cuerpos de agua con las larvas de mosquitos y que además sean una fuente probada de 

alimento. 

La gran diversidad de hábitats en donde las fases larvarias de los mosquitos 

ano felinos pueden desarrollarse, permite que exista una gran variabilidad de fuentes 

naturales de alimento, tales como cianobacterias, bacterias, algas y protozoarios (Thiery et 

al. 1991, Sangthongpitag et al. 1996, Vázquez-Martínez et al. 1996). Esto amplía la 

posibilidad de usar estas fuentes naturales de alimento para el control larvario de 

mosquitos, ya que tienen la ventaja de propagarse competitivamente en los hábitats 

larvarios y son una fuente probada de alimento (Liu et al. 1996, Porter 1996). Es por eso 

que se ha propuesto la introducción de genes que codifiquen las toxinas de algunas 

bacterias en algunos de estos organismos. Las cianobacterias son los candidatos más 

adecuados para este propósito, ya que son organismos fotoautótrofos que se encuentran 

distribuidos ampliamente en los hábitats larvarios de mosquitos dentro de su zona de 

alimentación, y la mayoría de ellas crecen en diferentes condiciones fisicoquímicas 

presentes en los cuerpos de agua (Sangthongpitag et al. 1996, Vázquez-Martínez et al. 

2002). Además, se ha demostrado tanto la presencia de cianobacterias en contenidos 

intestinales de larvas de mosquitos, como su importancia como fuente de alimento para 

larvas de Aedes, Anopheles, y Culex (Merritt et al. 1992, Vázquez-Martínez et al. 2003). 

Las cianobacterias ocupan una posición importante en los cuerpos de agua como 

base de las cadenas alimenticias, e incluso especies de tipo filamentoso pueden ser 

fácilmente ingeridas y digeridas por las larvas de mosquitos. En muestras de criaderos 

naturales, productores del mosquito An. albimanus en el sur de Chiapas, México, se 

aislaron 19 especies de cianobacterias. Una especie filamentosa, Phormidium animalis 

(Agardh. ex Gomont), encontrada en hábitats larvarios de mosquitos, demostró su 

capacidad para crecer bajo condiciones de laboratorio (Vázquez-Martínez et al. 2002). 

Además, fue usada en pruebas de alimentación larvaria, en donde se confirmó el potencial 
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de esta cianobacteria como fuente de alimento para larvas de este mosquito. Las larvas 

fueron capaces de crecer y alcanzar el estado adulto con una alimentación exclusivamente 

basada en P. animalis, obteniéndose mosquitos de tallas similares con respecto a los 

obtenidos con una dieta testigo (alimento normal de insectario) (Vázquez-Martínez et al. 

2003). El éxito en la cría de mosquitos An. albimanus con una alimentación basada en P. 

animalis, como dieta única, aunado a la presencia de esta cianobacteria en diversos cuerpos 

de crianza larvaria, indican la posibilidad del uso de esta cianobacteria como portadora de 

toxinas mosquitocidas y de su posible introducción con éxito a los criaderos larvarios como 

forma de control biológico. 
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2. ANTECEDENTES 

2.1 EL PALUDISMO 

El paludismo, malaria o fiebre palúdica, son diferentes nombres que se dan para 

una misma enfermedad. El nombre de malaria fue dado en Italia en 1847 por Torti, porque 

se creía que era causada por un "aire malo" (en italiano, mal aria) que se desprendía de las 

aguas estancadas y de los terrenos pantanosos; y el de paludismo o fiebre palúdica, porque 

las fiebres predominaban entre los pobladores de las zonas cercanas a pantanos, cuyo 

nombre en italiano es "palude" y en latín "palus" (Bru~e-Chwatt 1988). 

Hipócrates se refiere en sus escritos a las fiebres palúdicas (aunque aún no se le 

conoCÍan con este nombre) y reconoce la influencia de las estaciones, las lluvias y las aguas 

estancadas en la proximidad de los pueblos. Platón, 184 años A.c., hace referencia del bazo 

abultado de los enfermos de malaria. El parásito productor del paludismo fue descubierto 

por el médico francés Charles Louis Alphonse Laverán en 1880, quién al principio creyó 

que se trataba de un alga a la que llamó Oscillaria malariae, sin embargo rectificó luego 

denominando al parásito hematozoario. Laverán se fue a Italia y convenció de su 

descubrimiento a los malariólogos Marchiafava y Celli, qUIenes erigieron el género 

Plasmodium (Bruce-Chwatt 1988, Carter y Mendis 2002). 

En 1898 Sir Ronald Ross, médico inglés, demostró el papel del mosquito 

intermediario en el ciclo del paludismo en aves (gorriones y alondras). Sin embargo no lo 

ubicó taxonómicamente y fue el zoólogo italiano Gian Batista Grassi quien demostró el 

papel del mosquito como transmisor del paludismo en humanos, señalando que el insecto 

del género Anopheles es el único vector del paludismo (Bruce-Chwatt 1988). 

2.1.1 Importancia del paludismo 

El paludismo es uno de los problemas de salud pública más severos y constituye 

una de las causas principales de muerte y enfermedad en muchos de los países en desarrollo 

(Malaria Foundation Internacional 2003, http://www.malaria.org). Cerca de un tercio de los 
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6,000 millones de habitantes en la tierra viven en un riesgo serio de contraer paludismo 

(Anónimo 2000), de los cuales los niños y las mujeres embarazadas son el grupo más 

afectado (Malaria Foundation Internacional 2003, http://www.malaria.org). 

2.1.1.1 El paludismo en el Mundo. La organización mundial de la salud considera 

que e141 % de la población del mundo está expuesta al paludismo, reportándose más de 500 

millones de infecciones cada año, y al menos 1 millón de muertes (WHO 2003, 

http://rbm.who.int). Se estima que cada día 3,000 niños mueren por esta enfermedad 

(Anónimo 2000). Aproximadamente el 10% de la población mundial puede sufrir un ataque 

clínico de paludismo cada año. Afortunadamente, la mayoría podrá sobrevivir después de 

un período de enfermedad de 10 a 20 días, pero durante la enfermedad estarán 

incapacitados para asistir a la escuela o al trabajo, disminuyendo de esta forma el 

aprovechamiento educacional y la productividad (Malaria Foundation Internacional 2003, 

http://www.malaria.org). 

En 1993 la organización Mundial de la Salud dividió en tres categorías la situación 

del paludismo en el mundo: 1) Áreas donde la transmisión de paludismo es intensa y las 

cuales no han sido afectadas por los programas de control de vectores, tales como África 

Tropical; 2) La mayoría de los países de Asia y América, donde los programas de control a 

gran escala del vector están o estuvieron operando; 3) Áreas de rápido desarrollo 

económico y países seriamente afectados por problemas sociales, los cuales han ocasionado 

perturbaciones ambientales, movimientos de'pobla,ción y la ausencia de infraestructura para 

el cuidado de la salud. 

El paludismo es una enfermedad focal, la cual difiere en sus características de país 

a país e incluso dentro del mismo país y existen una variedad de factores que deben 

tomarse en cuenta para conocer la situación del paludismo en cada región (Phillips 2001): 

1) Las características biológicas, antropológicas, culturales y sociales de la 

población, 

2) La intensidad y periodicidad de la transmisión, 
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3) Las especies de parásitos de paludismo y su sensibilidad a los me~icamentos 

antipalúdicos, 

4) Las especies del mosquito vector, su conducta y su susceptibilidad a los 

insecticidas (casi 70 especies diferentes de mosquitos son capaces de transmitir paludismo, 

cada uno con sus propios requerimientos ecológicos y características conductuales), 

5) La presen~ia de cambios sociales y ecológicos, y 

6) Las características de los servicios de salud existentes. 

Aún en el siglo 21 resulta dificil entender cómo ha ocurrido la distribución global 

del paludismo y cómo ha disminuído durante los pasados 150 años. Históricamente, el 

paludismo fue reportado de una forma u otra en diferentes partes de Inglaterra, Holanda, 

Alemania, otros países de Europa, la mayor parte de Asia, incluyendo principalmente a 

India y China, en casi toda América, y por supuesto en la mayoría de las regiones tropicales 

(Bruce-Chwatt 1988). En Norte América la enfermedad existió en grandes regiones, 

extendiéndose tan al norte como Nueva York e incluso Montrea1 (Barber 1929). Sin 

embargo, la transmisión del paludismo ha sido eliminada en muchos países del mundo, 

incluyendo los Estados Unidos y países del oeste de Europa. Aunque los casos de 

paludismo todavía se presentan en estos países, principalmente en viajeros regresando a sus 

hogares yen inmigrantes (malaria importada) (Carter y Mendis 2002). 

El paludismo ocurre principalmente en áreas pobres de las regiones tropicales. y 

subtropica1es del mundo. El continente más afectado es África, donde se estima un 90% de 

muertes debidas al paludismo. En otras áreas del mundo el paludismo causa menos 

estragos, pero puede causar enfermedades considerables e incapacitación, especialmente en 

áreas rurales de algunos países de Sur América y Sureste de Asia (Suh et al. 2004). 

2.1.1.2 El paludismo en México. Durante más de 30 años, la Comisión Nacional 

para la Erradicación del Paludismo (CNEP) logró abatir el padecimiento y eliminarlo como 

una de las principales causas de muerte, habiendo permitido la apertura de vastas áreas para 

la agricultura, ganadería, turismo, etc. y facilitando el desarrollo económico de regiones 

donde era endémico (Rodríguez y Loyo1a 1989, Rodríguez 1994). Aún así, la persistencia 
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de paludismo plantea un serio problema. Los niños son particularmente vulnerables, lo que 

ocasiona deserción en los escolares. La enfermedad origina anemia severa en niños y 

mujeres embarazadas. Afecta sobre todo a los pobres y a los desfavorecidos (áreas 

marginadas y grupos indígenas); en el adulto merma la productividad ocasionando 

ausentismo laboral. En fin, las consecuencias socio-económicas son enormes. 

El problema fundamental para eliminar la persistencia de la enfermedad obedece a 

múltiples factores, varios aún no explicados, entre los que destacan: 

Factores Biológico-Cíclicos: se presentan repuntes de la enfermedad en ciclos 

paraquinquenales (D.G.E., www.dgepi.salud.gob.mx). 

FactQres Parasitológicos: el paludismo en la costa está sujeto al problema de 

renovación del parásito mediante movimientos migratorios internos, regionales y externos 

(casos importados de Centroamérica, principalmente), lo cual constituye un serio obstáculo 

para el control del área (Thalmann 1984). En México, el Plasmodium vivax es el causante 

de casi el 100% de los casos, aunque esporádicamente se reportan casos por P. falciparum 

(D.G.E., www.dgepi.salud.gob.mx). 

Factores Entomológicos: los principales vectores involucrados en la transmisión 

de la enfermedad son Anopheles albimanus y An. pseudopunctipennis. El vector principal 

en el plano costero es An. albimanus y sus criaderos típicos están en las márgenes de los 

lagos, lagunas y pequeños arroyos, así como en zanjas, huellas de animales y pequeñas 

depresiones de terreno. La reproducción ocurre tanto en aguas salobres de las costas como 

en aguas contaminadas; las larvas prefieren áreas bien expuestas al sol (Rejmankova et al. 

1992, Rejmankova et al. 1996). An. pseudopunctipennis se caracteriza por ser una especie 

de áreas montañosas, por abajo de los 1,800 msnm. Sus criaderos se encuentran en los 

cauces de los arroyos poco profundos, bien expuestos al sol y generalmente asociados a 

algas verdes abundantes; también se les encuentra en charcos (Rejmankova et al. 1991, 

Savage et al. 1990). 
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Factores Antropológicos : éstos son el reflejo de los factores relacionados en la 

ecología y la etiología humana. El patrón cultural y los movimientos migratorios hacen 

dificil las medidas de ataque. La colonización de vastas áreas (industria hotelera, apertura 

de carreteras, etc.), las diferencias socioeconómicas y los movimientos sociales, mantienen 

una constante migración dentro y fuera de la región, contribuyendo no solamente a la 

diseminación del parásito, sino escapando a las medidas protectoras de los programas de 

control. Finalmente, es común que la población rural permanezca durante las primeras 

horas de la noche en el peridomicilio, poco o nada protegido contra los vectores, y cuando 

son horas de mayor actividad de los mosquitos. Esta costumbre favorece la transmisión; 

agregándose además el tipo de ropa utilizada, adecuada al clima pero poco protectora para 

evitar la picadura de los vectores (Thalmann 1984). 

Factores Climáticos: las condiciones climáticas son particularmente importantes 

porque influyen sobre los vectores de la enfermedad, alargando o acortando el ciclo vital y 

también sobre el parásito albergado en tales hospederos. El paludismo se transmite con 

mayor rapidez durante los meses cálidos que coinciden con los de mayor densidad de 

mosquitos. Influyen también de manera importante en la transmisión palúdica, la 

precipitación pluvial y la humedad relativa. 

Otros problemas: los programas de control del paludismo han presentado 

dificultades operacionales relacionadas con actividades de orden técnico que no ,garantizan 

la calidad de las acciones, aunado a las dificultades administrativas, reducción en los 

presupuestos del programa, etc. (Rodríguez 1994). 

2.1.2 Control de la enfermedad 

A pesar de 4 décadas de investigación en vacunas, nuevos medicamentos y 

métodos alternativos de control, el paludismo continúa causando enfermedad y muerte en 

millones de personas que viven en áreas del mundo donde es endémico (Roberts et al. 

2004). El objetivo del control del paludismo en los países endémicos es reducir tanto como 

sea posible el impacto en la salud de la población, ya que aunque la erradicación del 

paludismo sería lo más deseable, no parece ser posible. 
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El control del paludismo es llevado a cabo a través de las siguientes 

intervenciones, las cuales con frecuencia son aplicadas en forma combinada, debido a que 

se ha visto que una estrategia aplicada individualmente, no es suficiente (Carter y Mendis 

2002): 

• Manejo de casos (diagnóstico y tratamiento) de pacientes con paludismo 

• Prevención de la infección por medio del control del vector 

• Prevención de la enfermedad por la administración de medicamentos 

2.1.2.1 Manejo de Casos. Las personas enfermas de paludismo deben ser tratadas 

rápida y adecuadamente dentro de las primeras 24 h del inicio de los síntomas (Nabarro y 

Mendis 2000). El paludismo es con frecuencia una enfermedad debilitante pero cuando es 

causada por P. falciparum, puede ser mortal. El tratamiento de la enfermedad elimina un 

componente esencial del ciclo (el parásito) e interrumpe así el ciclo de transmisión. 

2.1.2.2 Prevención de la Infección. La infección es prevenida cuando se evita que 

el mosquito Anopheles (que lleva los parásitos del paludismo) se acerque a picar a los 

humanos (WHO 1993). Para reducir el contacto entre los mosquitos y los humanos se 

dirigen las medidas hacia el control del vector, lo cual implica acciones (por ejemplo la 

destrucción de los sitios de crianza larvaria y el rociado de insecticida dentro de las casas) 

que requieren de grupos organizados y de recursos que no siempre están disponibles. Una 

medida alternativa que combina el control del vector y la protección personal es el uso de 

pabellones tratados con insecticidas, lo cual proporciona tanto una barrera mecánica como 

repelente (Guillet el al. 2001). Esta medida se lleva a cabo por las mismas comunidades y 

se ha convertido en una de las principales intervenciones en el control del paludismo. 

2.1.2.3 Prevención de la enfermedad. Para prevenir la enfermedad se administran 

medicamentos antipalúdicos a los grupos de población más vulnerables, tales como mujeres 

embarazadas y niños. Estos medicamentos tienen como efecto la eliminación de los 

parásitos que están en la sangre. Entre los medicamentos antipalúdicos utilizados con fines 
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profilácticos están la cloro quina, quinina, mefloquina (Lariam®), doxycyclina, sulfadoxina­

pyrimetamina (Fansidar®), y derivados de artemisina, entre otros. Además, la primaquina 

es administrada contra las formas del parásito latentes en el hígado (hipnozoitos) y previene 

recaídas (Suh et al. 2004). 

En México, debido a un acelerado incremento de la transmisión de la enfermedad, 

las autoridades de salud implementaron, a partir de 1990, el Plan de Acciones Intensivas 

Simultáneas (P.A.I.S.). Para 1998 se registraron 116,238 casos de paludismo en todo el país . 
(D.G.E., www.dgepi.salud.gob.mx). por lo que a partir del segundo semestre de 1998 se 

aprobó el fortalecimiento del programa. El P.A.I.S. fue instalado en las áreas con mayores 

niveles de endemicidad, con miras a detener el crecimiento acelerado del número de casos 

y posteriormente abatir el paludismo hasta lograr el control epidemiológico. El P.A.I.S. se 

puede resumir en trece aspectos fundamentales: selección y capacitación del personal; 

promoción del programa en la comunidad; estudios hidro-entomológicos; promoción de la 

notificación de casos; pesquisa domiciliaria; examen de muestras de sangre (gota gruesa); 

acciones contra el parásito en humanos (tratamientos); acciones contra el vector (rociado 

domiciliario, nebulizaciones, uso de Temefós); investigación epidemiológica de casos; 

control operativo de las acciones; apoyos técnicos y administrativos; análisis de resultados 

y estudios para mejorar el Plan. 

El paludismo en México se encuentra cada vez más focalizado, pero, además, con 

algunas diferencias que permiten establecer adecuaciones a los esquemas de prevención y 

control entre las diferentes regiones del país, épocas climáticas y vectores principales. La 

focalización de áreas de riesgo de paludismo es una prioridad para las autoridades de Salud 

y por este motivo se creó el Programa de Acción de Enfermedades Transmitidas por Vector 

2001-2006. Además, a inicios del 2004 se generó un acuerdo de la Secretaría de Salud con 

fundamento en los artículos 39 de la Ley Orgánica de la Administración Pública Federal y 

de la Ley General de Salud, en el que se propone certificar las localidades donde se ha 

logrado la eliminación de la transmisión de paludismo. El Certificado expedido por el 

Centro Nacional de Vigilancia Epidemiológica y Control de Enfermedades hará constar que 

en un determinado espacio geográfico se han aplicado adecuadamente las estrategias de 
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prevención, vigilancia, monitoreo y control, señaladas por la Secretaría de Salud y que se 

ha confirmado la ausencia, en los tres años previos a la expedición del certificado, de casos 

autóctonos de paludismo en el humano (D.G.E., www.dgepi.salud.gob.mx). 

2.2 MOSQUITOS Anopheles 

Las especies de Anopheles que se encuentran presentes en un área y tiempo dado 

influyen sobre la intensidad de transmisión de la enfermedad. No todas las especies de 

Anopheles son vectores de paludismo, ya que algunas especies son biológicamente 

incapaces de infectarse con los parásitos de paludismo humano, mientras que otras son 

rápidamente infectadas y producen grandes números de esporozoitos (el estado infectivo 

para los humanos). 

Las diferentes espeCIes de Anopheles pueden diferir en sus características 

conductuales 10 cual influye en sus capacidades como vectores de paludismo. En algunas 

especies las hembras prefieren obtener su alimentación de sangre de humanos 

("antropofilicos"), mientras que otros prefieren alimentarse de sangre de animales 

("zoofilicos"). Algunas especies prefieren picar dentro de las casa ("endofágicos") y otros 

prefieren picar fuera ("exofágicos"). De tal manera que las especies antropofilicas y 

endo fágic as, tendrán contactos más frecuentes con los humanos y serán vectores de 

paludismo más efectivos (Sithiprasasna el al. 2003). 

De igual manera, conocer las conductas de reposo que tienen algunas especies de 

mosqu.itos será muy importante y útil al momento de aplicar las medidas de control 

(Hemingway el al. 1997). Algunas especies prefieren reposar en las paredes dentro de las 

casas en donde han obtenido su alimentación de sangre ("endofilicos") mientras que otros 

prefieren reposar fuera ("exofilicos"). Las especies endofilicas tienen mayor probabilidad 

de adquirir dosis letales de insecticidas rociados sobre las paredes de las viviendas 

(Rodríguez el al. 2003, Shililu el al. 2004). 
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Anopheles albimanus es generalmente zoofílico, sólo el 15-20% se alimenta del 

hombre. Pica durante toda la noche, pero su mayor actividad ocurre al anochecer y al 

amanecer. Reposa dentro de la casa después de picar o en el peridomicilio (vegetación) 

(Arredondo-Jiménez el al. 1997). An. pseudopunclipennis es picador intra y 

extradomiciliario; antropofílico en un 50% o más, aunque en muchas áreas los animales son 

los hospederos predilectos. 

2.2.1 Métodos de control más utilizados y su eficiencia 

Las medidas de control más empleadas para el combate de los mosquitos pueden 

ser dirigidas hacia la fase de larvas o de adultos. 

2.2.1.1 Control Larval. Las medidas de control de larvas de mosquitos pueden ser . 
divididas en tres categorías: a) métodos físicos, mecánicos o ambientales; b) métodos 

químicos y c) métodos biológicos (Youdeowei y Service 1983). Estas medidas pueden 

involucrar la eliminación o modificación de los hábitats larvales o pueden involucrar el 

tratamiento del hábitat con insecticidas químicos o biológicos (Borror el al. 1989, Collins y 

Paskewitz 1995). 

a) Control Mecánico: involucra la eliminación o modificación de los hábitats 

naturales de las larvas (Knell 1991), conlleva una alteración del ecosistema y un disturbio 

que repercute en los demás organismos que co-existen en este hábitat, y que incluso puede 

ocasionar la eliminación de algunas especies. Por ejemplo, los estados larvales de la 

mayoría de las especies de mosquitos dependen de la vegetación acuática para su 

protección de enemigos naturales, y para la obtención de organismos que constituyen su 

fuente de alimento. Se ha observado que las poblaciones de mosquitos están relacionadas 

directamente con la presencia de cierta vegetación, incluso, ~n tipo de vegetación puede ser 

indicadora de la productividad larvaria de un cuerpo de agua (V ázquez 1991, Rejmankova 

el al. 1992, Rodríguez el al. 1993). Es así que para el control de las fases larvarias de los 

mosquitos, una de las medidas que se han empleado consiste en eliminar la vegetación y 

dejar libre la superficie de agua, para evitar el establecimiento de poblaciones de mosquitos 

(Metcalf y Metcalf 1994). Con esta medida se destruye el hábitat natural de los mosquitos, 
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y cuando las hembras llegan a oviponer, no encuentran el sitio adecuado para depositar sus 

huevecillos. En el caso que las hembras decidan depositar los huevecillos, éstos son presa 

fácil de depredadores. A pesar de los beneficios que la remoción de la vegetación puede 

tener para controlar las poblaciones de mosquitos y evitar el establecimiento de nuevas 

poblaciones, los efectos perjudiciales pueden ser mayores. Se puede llegar a perder mucha 

de la fauna y flora nativas de este ecosistema, además de que se induce a una sucesión de 

especies (Metcalfy Metcalf 1994). 

Para algunas especies de mosquitos que no se encuentran concentradas en un 

número pequeño de hábitats, no es posible utilizar el control mecánico y para estas especies 

es necesario aplicar insecticidas químicos directamente sobre los cuerpos de agua. 

b) Control Químico: el control tradicional de mosquitos, después de la Segunda 

Guerra Mundial, se realizó principalmente con insecticidas organoclorados y 

organofosforados, los cuales tuvieron éxito en el control de las poblaciones, pero por su 

acción residual generaron problemas de resistencia, contaminación y alteraciones en las 

cadenas tróficas. El método químico usado actualmente se basa en el uso del larvicida 

Temefós para el tratamiento de los cuerpos de agua con larvas de mosquitos. Sin embargo, 

este proceso es ineficiente, ya que mucho menos del 0.1 % de la cantidad aplicada es 

utilizada para matar a los mosquitos. El 99.9% restante ingresa al ambiente, y representa un 

riesgo para la calidad ambiental total en la forma de toxicidad intrínseca para humanos, 

animales domésticos y otros organismos no blanco (Margaletf 1983). Los insecticidas 

pueden ingresar a la dieta humana como residuos sobre los alimentos, como contaminante 

del suelo y de fuentes de agua (Knell 1991, WHO 1982). Los insecticidas tienen muy baja 

solubilidad en el agua y como resultado de esto, se bioconcentran en organismos vivos. Por 

ejemplo, en una aplicación de insecticidas sobre cuerpos de agua, este puede concentrarse 

en los organismos vivos que co-existen junto con las larvas de mosquitos por factores de 

103 a 106 Y pasar a peces y animales terrestres, hasta lo más alto de la cadena alimenticia. 

Los residuos de insecticidas en la dieta humana son absorbidos rápidamente, almacenados 

en los tejidos adiposos de los humanos y secretados en los fluidos tales como la leche y el 

esperma (Metcalf y Metcalf 1994). El uso de métodos químicos para el control de 
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mosquitos, consiste en el uso de moléculas ajenas a los sistemas vivos, no identificadas ni 

asimiladas por la evolución, pero 10 bastante compatibles con la vida para infiltrarse en las 

estructuras orgánicas y muy poco compatibles con ella para perturbar su funcionamiento 

(Marga1etf 1983). 

Otras sustancias químicas usadas para controlar a los mosquitos y que son menos 

perturbadoras del ambiente incluyen, por ejemplo: 

.:. Aceites, los cuales pueden ser aplicados sobre la superficie del agua, y de esta 

manera sofocan a las larvas y pupas. La mayoría de los aceites en uso en la 

actualidad son rápidamente biodegradados . 

• :. Reguladores del crecimiento de insectos, tales como metropreno, el cual afecta 

específicamente a mosquitos y se aplica en la misma forma que los 

insecticidas químicos. 

c) Control biológico: es una herramienta que surgió inicialmente para problemas 

de insectos plagas en la agricultura (Quiroz et al. 2000). Esta estrategia de control ha 

incrementado su uso e importancia en años recientes debido al interés en el desarrollo de 

métodos de control más amigables al medio ambiente. Ejemplo de ésta son los siguientes: 

Entomófagos: Los principales entomófagos acuáticos de larvas de mosquitos son 

insectos, arañas, hidras, p1anarias, copépodos y peces (Lacey y Lacey 1990). Algunos de 

los organismos acuáticos que han sido probados en México, son por ejemplo: 

.:. Peces 1arvívoros. La introducción de peces para el control de larvas de 

mosquitos ha sido usada desde los inicios de 1900. Los guppies Poecilia 

reticulata han sido útiles, especialmente debido a que toleran contaminación 

orgánica, y por tal motivo pueden usarse para el control del mosquito Culex 

quinquefasciatus. La especie de peces más ampliamente usada con fines de 

contro11arvario de mosquitos pertenece al sub grupo Gambusia affinis, la cual 
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ha sido efectiva en controlar mosquitos en grandes cuerpos de agua. Dentro de 

las principales desventajas de los Gambusia es que son agresivos y pueden 

matar a los peces nativos más pequeños ya los estados inmaduros de los peces 

grandes. Gambusia también depreda a una gran variedad de invertebrados 

acuáticos, incluyendo a especies que se alimentan del fitoplancton (Service 

1981, Bence 1988). En México no existen reportes del control de mosquitos 

por peces larvívoros, pero se tiene conocimiento que, de manera empírica, 

varias especies nativas de peces son usadas por los habitantes de algunas 

poblaciones para el control del mosquito Aedes aegypti. Martínez-Ibarra y 

cols. (2002) probaron que cinco especies nativas de peces (Lepisosteus 

tropicus, Astyanax fasciatus, Brycon guatemalensis, Ictalurus meridionalis y 

Poecilia sphenops) pueden ser consideradas como buenos agentes de control 

de Aedes aegypti en el sur de México . 

• :. Copépodos Macrocyclops albidus y Mesocyclops longisetus. Los resultados 

del uso de copépodos son muy inconsistentes en las evaluaciones de su 

capacidad depredadora, ya que esta varía de acuerdo a la disponibilidad de 

alimento en sus etapas juveniles (Lardeux 1992). Estos organismos son 

buenos entomófagos en cuerpos de agua cerrados y reducidos que sirven como 

hábitats para las larvas del mosquito Aedes aegypti y se ha demostrado su 

capacidad para controlar poblaciones de este mosquito (Magallón-Gastelum et 

al. 1997) . 

• :. Nadadores de dorso Buenoa scimitra y Notonecta irrorata. En estudios en 

laboratorio y a pequeña escala se ha observado que poseen una alta capacidad 

de búsqueda, por lo que pueden considerarse como buenos prospectos para su 

uso en el control de mosquitos (Pérez-Sema 1996, Cheesson 1984). 

Eritomopatógenos: Entre los entomopatógenos existen CInCO grupos de 

microorganismos que presentan mayor potencial como agentes de control biológico: virus, 

bacterias, hongos, nemátodos y protozoarios. Muchos de estos microorganismos pueden ser 
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usados para el control de larvas de mosquitos y aplicados en la misma forma que los 

insecticidas químicos. 

Los insecticidas biológicos o microorganismos entomopatógenos penetran en el 

insecto plaga por ingestión, y también por contacto en el caso de los hongos. Entre estos 

entomopatógenos, las toxinas de la bacteria Bacillus thuringiensis svar. israelensis (Bti) 

son las más ampliamente desarrolladas y utilizadas. Otros agentes menos eficientes para el 

control de mosquitos, y que no son tan usados, pueden ser los hongos (Lagenidium 

giganteum) o los nemátodos (Romanomermis culicivorax) . 

• :. Protozoarios. Existen especies con ciclos de vida muy complejos y que pueden 

ser desde comensales hasta patógenos. Hay protozoarios patógenos de 

personas y otros sólo de plantas o insectos. Los microsporidios son los 

protozoarios más numerosos e importantes patógenos de insectos. Pero en 

general, los protozoarios no se emplean mucho en el control de insectos 

debido a su baja virulencia. Sólo hay un producto registrado comercialmente 

(Flexner y Belnavis 2000) . 

• :. Virus. Dentro de los virus entomopatógenos, los más estudiados y utilizados 

como agentes de control se encuentran en cuatro familias: Baculoviridae, 

Poxviridae, Reoviridae e Iridoviridae. Los virus penetran al hospedero 

principalmente por ingestión oral aunque también pueden hacerlo por medio 

de la contaminación de la superficie del huevo (ruta transovum), transmisión 

dentro del huevo (ruta transovárica) y la infección por medio de parasitoides 

durante la oviposición (Granados 1980, Mazzone 1985). Los virus requieren 

de células vivas para replicarse, lo cual implica que para una producción 

masiva se requiera de grandes cantidades de larvas o del desarrollo de 

tecnologías para su producción en cultivos in vitro de células de insecto 

(Tanada y Kaya 1993). Existen registrados más de 20 productos, algunos de 

los cuales ya han sido producidos comercialmente, pero se caracterizan por 

degradarse fácilmente con el sol, por lo que van provistos de protectores 
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solares. Todos los productos son dirigidos hacia plagas forestales y agrícolas 

(Carter 1984, Huber 1986) . 

• :. Nemátodos. Hace más de 60 años que fueron reportados nemátodos 

entomopatógenos, pero no fue SInO hasta los 90 que se produjeron 

masivamente, especialmente los dos géneros de nemátodos más efectivos: 

Steinernema y Heterorhabditis. Los biolarvicidas a base de nemátodos 

parásitos Romanomermis culicivorax y Romanomermis iyengari, se 

caracterizan por ser específicos para larvas de mosquitos y no afectan ni a la 

flora, ni a la fauna, incluyendo al hombre mismo. Otra característica de estos 

biolarvicidas es que se establecen en los criaderos tratados debido a que se 

reciclan, manteniendo un control biológico a mediano plazo. La vida de los 

nemátodos depende de las larvas de mosquitos, ya que como parásitos 

obligados, necesitan encontrar larvas en menos de 72 horas, y si no logran 

hacerlo mueren. Sin embargo, los factores como la salinidad y el pH, son una 

limitante para su uso en los diferentes hábitats en donde se crían los mosquitos 

(Pérez et al. 1998) . 

• :. Hongos. A pesar de que se conocen a más de 750 especies de hongos que 

infectan a insectos, sólo algunas especies han sido desarrolladas 

comercialmente en Estados Unidos, Europa Occidental, América Latina, 

China y Europa Oriental. Normalmente, los hongos son entomopatógenos de 

acción lenta. De los hongos bioinsecticidas, sólo dos géneros de hongos 

acuáticos Lagenidium y Coelomomyces son parásitos de larvas de mosquitos. 

El hongo L. giganteum Couch, ha sido desarrollado comercialmente y es un 

bioinsecticida que está registrado por la Agencia de Protección Ambiental de 

los Estados Unidos para su uso como agente de control de mosquitos (Kerwin 

et al. 1994, Kerwin y Petersen 1997). Actualmente es el único hongo 

disponible en el comercio para el control de mosquitos y está disponible con la 

marca LAGINEX® (AgraQuest, Inc). L. giganteum, además de su 
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especificidad, tiene la capacidad de reciclarse por semanas, meses o incluso 

años, dentro del hábitat en que fue aplicado (Flexner y Belnavis 2000) . 

• :. Bacterias. Varias especIes de bacterias han sido desarrolladas como 

bioinsecticidas para el control de plagas. La bacteria más destacada es Bacillus 

thuringiensis (Bt), cuyo serovar israelensis presenta actividad contra larvas de 

mosquitos y jejenes. Las propiedades bioinsecticidas de Bti son debidas a la 

presencia en la célula de plásmidos extra-cromosómicos que llevan genes 

conocidos como cry. Los genes cry codifican a proteínas que forman cuerpos 

de inclusión cristalinos las cuales son tóxicas a insectos (Crickmore et al. 

1998). Debido a que los cristales tienen que ser ingeridos y luego procesados 

dentro del intestino del insecto, en donde causan la destrucción parcial de 

intestino medio y luego sobreviene una septicemia (!barra y López-Meza 

2000), su acción es lenta (2-48 h) en comparación con los insecticidas 

químicos convencionales. Por la naturaleza patogénica de esta bacteria, el 

control biológico es dirigido a los estados larvales de mosquitos y la 

diversidad de hábitats y hábitos de alimentación es muy importante para 

considerar en la formulación y aplicación del agente de control (Priest 1992). 

Más del 90% de los productos comerciales de bioinsecticidas son a base de 

esta bacteria (!barra y López-Meza 2000). Los productos de Bti han probado 

ser efectivos en el control de mosquitos (Becker y Margalit 1993) y algunos 

ejemplos son Vectobac® (Abbott), Bactimos® (SolvaylDuphar), Teknar® 

(Thermo Triology) y Skeetal® (Abbott). 

2.2.1.2 Control de mosquitos adultos 

a) Rociado residual de casas. Muchos de los vectores de paludismo son endofilicos 

y descansan dentro de las casas después de alimentarse de sangre, lo cual hace a estos 

mosquitos susceptibles para esta estrategia de control. Esta medida involucra el rociado de 

las paredes y otras superficies de la casa con un insecticida residual que permanecerá por 

varios meses matando a los mosquitos que tengan contacto con las superficies rociadas. 

Durante la campaña de erradicación del paludismo (1955-1969) el método de control se 
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basó en el uso de DDT y dieldrín, y aunque no alcanzó su objetivo, logró eliminar el 

paludismo de varias áreas y reducirlo en otras. La resistencia al DDT yal dieldrín, además 

del daño ambiental, propició la introducción de otros insecticidas más caros. Como 

resultado de los altos costos para sostener la campaña y de la publicidad negativa por la 

falla en la erradicación y lo concerniente a los daños ambientales, es que este tipo de 

rociado es poco aplicado actualmente, y sólo se emplea para el control focal (Bouwman et 

al. 1990). 

b) Pabellones tratados con insecticidas. Esta es una forma de protección personal 

que se ha demostrado que reduce significativamente la mortalidad debida al paludismo en 

las regiones endémicas. Esta esttategia ha sido probada en varias comunidades de África y 

demostró que reduce en un 20% la mortalidad, ya que puede matar al mosquito que intente 

picar y tenga contacto con el pabellón, además de funcionar como repelente. Existen varios 

tipos de pabellones disponibles que varían en el tamaño, material y tratamiento. La mayoría 

de los pabellones son de poliéster, pero también hay de algodón, polietileno o 

polipropileno. Actualmente sólo los insecticidas piretroides están aprobados para su uso en 

pabellones por su baja toxicidad a mamíferos, pero alta hacia insectos (Curtis y Mnzava 

2000). 

c) Rociado espacial o nebulización. Esta estrategia es reservada para situaciones de 

emergencia durante epidemias. La nebulización debe aplicarse en el tiempo apropiado que 

coincida con el pico de actividad del mosquito adulto. 

d) Otros tipos de control novedosos: 

.:. Liberación de machos estériles: la técnica se basa en la liberación en la 

naturaleza de machos estériles de la especie que se quiere combatir, con el 

objeto de disminuir su descendencia. Esta técnica ya es utilizada con mucho 

éxito en la lucha contra un buen número de plagas, por ejemplo: la mosca Tsé­

tsé, 'el barrenador del ganado, o en el caso de la mosca mediterránea de la 

fruta. En el control de mosquitos, esta estrategia ha sido exitosamente aplicada 
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en pruebas de campo a pequeña escala. Sin embargo la necesidad de un gran 

número de mosquitos a liberar hace impráctica esta estrategia (Phillips 2001) . 

• :. Modificación genética del mosquito: consiste en desarrollar mosquitos 

moaificados genéticamente y que sean resistentes al parásito del paludismo, 

los cuales serían liberados dentro de poblaciones naturales, para disminuir o 

eliminar la transmisión del paludismo a los seres humanos (Carlson et al. 

1995). Para que esta estrategia pueda ser aplicada en campo todavía faltan 

algunos años de investigación (Phillips 2001), ya que se ha logrado bloquear 

el desarrollo del parásito en el laboratorio, pero quedan muchos problemas que 

tienen que ser resueltos para que esta estrategia pueda ser llevada a campo 

(WHO 2002, www.who.intltdr). 

2.3 Bacillus thuringiensis 

2.3.1 Historia de Bacillus thuringiensis 

El descubrimiento de Bacillus thuringíensis Berliner ocurrió en 1901, por el 

bacteriólogo japonés Shigetane Ishiwata quien aisló el Bacillus de una larva enferma de 

Bombyx morí (L.). Una década después, Emst Berliner aisló a un organismo similar en 

poblaciones de larvas enfermas de Anagasta kuehniella (Zeller) provenientes de Thuringen 

(Thuringia), Alemania (1911). Debido a que Ishiwata no describió formalmente a esta 

bacteria, Berliner tiene el crédito y cuatro años más tarde (1915) nombró a esta bacteria 

como Bacillus thuringiensis (Bt). El aislado de Berliner se perdió, pero en 1927 Mattes re­

aisló este mismo organismo de un hospedero similar y fue de esta cepa que surgieron la 

mayoría de los primeros productos basados en Bt. Debido a que las pruebas en campo con 

Bt eran prometedoras, los laboratorios Libec en Francia, iniciaron la producción comercial 

de Bt y en 1938 se comercializó el primer producto con el nombre de Sporeine (Beegle y 

Yamamoto 1992). 

Durante los primeros 10 años de la producción comercial de Bt, el uso de sus 

productos fue limitado debido a la baj a potencia en las cepas y a 10 inadecuado de las 
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técnicas de estandarización. Hasta antes de 1970, la mayoría de los productos comerciales 

de Bt fueron basados en la subespecie thuringiensis, y fueron productos con baja actividad 

por lo que no pudieron competir con los insecticidas químicos, tanto en eficiencia como en 

costo. En los 70, con el descubrimiento de la subespecie kurstaki se hace posible que los 

productos basados en Bt compitan con los insecticidas químicos en eficacia y costos, ya 

que estas cepas fueron de 20 a 200 veces más potentes que los productos comerciales 

existentes. Es así que en 1970, los laboratorios Abbott sacaron al mercado el producto 

Dipel (Beegle y Yamamoto 1992). 

En 1976, Goldberg y Margalit aislaron, en muestras de suelos colectadas en 

criaderos de mosquitos en Israel, cepas de bacterias con actividad tóxica hacia larvas de 

mosquitos. Uno de los aislados mostró una actividad larvicida extremadamente alta, y fue 

clasificado como B. thuringiensis subsp. israelensis. Goldberg obtuvo la patente sobre este 

organismo y hasta la fecha tanto las compañías de Estados Unidos como de Europa 

producen productos basados en Bt israelensis (Goldberg y Margalit 1997). Posteriormente, 

el hallazgo de Krieg de una nueva subespecie de Bt denominada tenebrionis, y con 

actividad hacia algunos coleópteros, fue el siguiente producto que tuvo éxito comercial 

(Beegle y Yamamoto 1992). 

Los problemas de resistencia a insecticidas derivados de la aplicación del control 

químico, así como el descubrimiento de nuevas cepas de Bt con un diverso rango de acción 

contra insectos, no sólo para lepidópteros, sino también para dípteros y luego para 

coleópteros, propició un renovado interés en el desarrollo comercial de bioinsecticidas 

basados en esta bacteria. 

2.3.2 Aspectos Generales 

Bacillus thuringiensis es una bacteria Gram positiva, patógena de estadios larvales 

de insectos, que durante el proceso de esporulación produce inclusiones parasporales. Las 

inclusiones están compuestas de cristales proteicos que son tóxicos para una amplia 

variedad de insectos (Shieh 1988). Para ser tóxicos, los cristales proteicos deben ser 

ingeridos por el organismo blanco, y no se ha demostrado actividad por contacto. La 
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mayoría de los genes tóxicos de Bt parecen encontrarse en plásmidos cuyo tamaño oscila 

entre 2 Kb Y varios cientos de Kb (González y Carlton 1980). Muchos de estos plásmidos 

parecen ser conjugativos por naturaleza. 

B. thuringiensis es una bacteria cosmopolita, pues sus esporas se han aislado de 

suelo (Meadows et al. 1992), de larvas de insectos enfermos (Kaelin et al. 1994), de 

productos almacenados (Karamanlidou et al. 1991) y hojas de árboles (Meadows et al. 

1992), incluyendo la rizósfera de plantas, aunque es más frecuente aislarla de productos 

almacenados, pues las condiciones ambientales del almacén permiten la persistencia de sus 

esporas (Martínez y Sánchez- y áñez 1998). 

Dentro de las ventajas de Bt se incluye su alta especificidad, lo que hace que sus 

productos comerciales sean de gran importancia ecológica, en comparación con los 

insecticidas químicos. Este rango de actividad estrecho también puede ser una limitante 

para muchas situaciones de control de plagas agrícolas, ya que los cultivos con frecuencia 

tienen varias especies de plagas atacando simultáneamente, por lo que los agricultores 

prefieren usar insecticidas químicos que maten a todos los insectos presentes. Otra 

desventaja es que la mayoría de los productos comerciales emplean preparaciones de 

espora-cristal que son de poca persistencia en campo. La vida media del complejo espora­

cristal sobre la superficie de las hojas es con frecuencia de menos de un día (Beegle et al. 

1981, Ragaei 1999), por lo que se requiere de aplicaciones frecuentes para lograr una 

eficacia aceptable. La corta persistencia en campo es debido a que Bt es susceptible a la 

radiación ultravioleta (UV) (Morris 1983). En el caso de aplicaciones de Bti en cuerpos de 

agua para el control de mosquitos se presenta el mismo problema de persistencia, debido a 

una rápida sedimentación del complejo espora-cristal hacia el fondo de los cuerpos de agua, 

quedando fuera del alcance de las larvas de mosquitos, especialmente ano felinos que se 

alimentan en la superficie de los cuerpos de agua. Para resolver estos problemas, se está 

trabajando en la expresión de los genes tóxicos de Bt en hospederos alternativos, tales 

como plantas (para el control de plagas agrícolas) y otras bacterias (que coexistan en los 

cuerpos de agua para el control de larvas de mosquitos). 
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2.3.3 Proteínas Cry 

La actividad tóxica de Bt se encuentra en el cristal · parasporal, el cual está 

compuesto por endotoxinas denominadas Cry. Se han descrito proteínas Cry que son 

tóxicas a lepidópteros, dípteros, coleópteros, himenópteros y homópteros, así como contra 

ácaros y otros invertebrados como nematelmintos y platelmintos (Feitelson 1993). 

En 1989, H5fte y Whiteley propusieron una clasificación para las proteínas Cry, 

agrupándolas en base a sus propiedades moleculares e insecticidas en 4 clases principales: 

Cry 1, 11, 111 Y IV, Y las citolisinas (Cyt). Las proteínas Cryl son tóxicas a lepidópteros, 

Cryll a lepidópteros y dípteros, Crylll a coleópteros y CryIV a dípteros. Debido al aumento 

en el número de genes cry, surgió la necesidad de una nueva nomenclatura y en 1998 

Crickmore y colaboradores propusieron una nomenclatura basada en la similitud de la 

secuencia primaria de aminoácidos. 

En la más reciente nomenclatura (Crickmore el al. 1998) existen dos tipos de 

endotoxinas: las proteínas Cry y las proteínas Cyt. La definición de proteína Cry es muy 

amplia, ya que incluye a cualquier proteína parasporal de B. Ihuringiensis que muestre un 

efecto tóxico hacia algún organismo, verificable por medio de bioensayos, o cualquier 

proteína que muestre similitud con las actuales proteínas Cry. Las proteínas Cyt representan 

al grupo de proteínas parasporales que muestran actividad hemolítica o tienen similitud con 

la secuencia de las proteínas Cyt (Bravo 2001). Hasta la fecha las proteínas Cry se agrupan 

en 46 grupos y varios subgrupos, y algunas siguen conservando los nombres que recibieron 

en la clasificación de H5fte y Whiteley, cambiando sólo el número romano por un número 

arábigo. 

Si bien las proteínas Cry tienen elevada toxicidad y especificidad, ya que son 

tóxicas a un reducido número de especies de insectos, las proteínas Cyt muestran una 

menor toxicidad y mayor inespecificidad. Es así que en términos de su uso como 

bioinsecticidas, las proteínas Cry son de mayor interés. 
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Las endotoxinas responsables de la toxicidad contra dípteros son los Cry4Aa (134 

kDa), Cry4Ba (128 kDa), Cry10Aa (78 kDa), Cry11Aa (72 kDa), Cyt1Aa (27 kDa) y 

Cyt2Ba (29 kDa) y sus genes se encuentran dentro de un p1ásmido de 137 kb (Ben-Dov et 

al. 1996, 1999). Los genes cyt tienen una alta actividad hemolítica y cito lítica in vitro 

(Thomas y Ellar 1983), y no guardan relación genética con los genes cry. Los genes cyt 

sinergizan la toxicidad frente a mosquitos, ya que las dos toxinas juntas aumentan su 

actividad (Wu y Chang 1985). 

2.3.4 Mecanismo de acción de las proteínas Cry 

El mecanismo de acción de las proteínas Cry de B. thuringiensis involucra la 

solubi1ización del cristal en el intestina. medio del insecto, un procesamiento proteo lítico de 

la protoxina por las proteasas digestivas, adherencia de la toxina activa o ()-endotoxina a 

receptores de intestino, y la inserción de la toxina en la membrana apica1 para crear canales 

o poros de iones. Para que las protoxinas se activen, deben ser ingeridas por un insecto 

susceptible, por lo que la actividad alimenticia es un prerrequisito para su acción insecticida 

(Andrews et al. 1987, Thompson et al. 1995, Schnepf et al. 1998). 

El intestino medio de muchas larvas de insectos tiene un pH alcalino que varía de 

8 a 12, mientras que la hemolinfa tiene un pH cercano a la neutralidad. El pH alcalino del 

intestino solubiliza el cristal parasporal y libera las protoxinas, las cuales son digeridas 

parcialmente a su vez por proteasas del insecto para producir la toxina activa o ()­

endotoxina. Estas toxinas se unen a receptores específicos de la membrana peritrófica de las 

células epiteliales, lo cual provoca un desequilibrio en la integridad de la membrana y se 

forman poros catiónicos, a través de los cuales entran principalmente K+ y Na+. Esto 

desestabiliza el equilibrio osmótico de la célula, por lo que ésta tiende a absorber agua. Las 

células se hinchan hasta que estallan y esto provoca que se formen hoyos en el intestino del 

insecto por donde penetra el contenido neutro de la hemolinfa hacia el mesenterón. A su 

vez, el contenido alcalino del mesenterón pasa a la hemolinfa. Esto último, provoca que al 

incrementarse el pH de la hemolinfa, la conducción nerviosa del insecto cese y el insecto se 

paralice y deje de comer, pudiendo morir de inanición en días posteriores. A su vez, al 
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disminuir el pH del mesenterón, se crea un ambiente propicio para que la bacteria se 

desarrolle y pueda causar una septicemia en el insecto infectado (Tanada y Kaya 1993). 

A nivel citológico, es posible observar la aparición de vacuo las por la distensión 

del retículo endoplásmico y la desintegración de las mitocondrias en las células columnares 

del epitelio intestinal. Después de las primeras cuatro horas de la ingestión del cristal, las 

micro-vellosidades del intestino se destruyen y las células colurnnares y caliciformes se 

deterioran, de esta manera los tejidos epiteliales quedan sujetos a daño mecánico causado 

por el contenido intestinal. Los efectos histológicos parecen estar confinados al epitelio del 

intestino medio. Estos cambios son acompañados por una serie de cambios fisiológicos en 

la larva. Además del daño a las membranas del epitelio del intestino medio, se presenta una 

severa restricción en el transporte de potasio, el cual es el responsable de mantener el pH 

alto en el intestino. Después de varias horas, todos los transportes activos se abaten (Percy 

y Fast 1983). 

La especificidad de las proteínas insecticidas a los organismos susceptibles a B. 

thuringiensis depende, en gran medida, de la interacción específica de la proteína con una 

molécula receptora localizada en la membrana de las células del epitelio intestinal del 

insecto. Hasta el momento se han identificado dos clases de proteínas como receptores para 

las proteínas Cry, .una proteína de 120 kDa que es una aminopeptidasa N, que se une a la 

proteína Cry1Ac, la cual se purificó a partir de vesículas de Manduca sexta, Heliothis 

virescens y Lymantria dispar (Gill et al. 1992, Knight et al. 1994, Valaitis et al. 1995), y 

una glicoproteína de 210 kDa similar a las cadherinas, que se une a la !oxina Cry1Ab 

purificada a partir de membranas de M sexta (Vadlamudi et al. 1995). La unión específica 

involucra dos etapas, una que es reversible y la otra que es irreversible. Investigaciones 

recientes sugieren que la toxicidad se correlaciona con la unión irreversible (Liang et al. 

1995), la cual se basa en la inserción de la toxina dentro de la membrana, pero también 

puede ser el reflejo de una unión muy fuerte de la toxina con el receptor (Rajamohan et al. 

1995). 
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Las protoxinas de Bt de aproximadamente 130-140 kDa reqUIeren de un 

procesamiento proteolítico para liberar las toxinas activas. Esta acción es mediada por el 

pH alcalino y proteasas del intestino medio del insecto, produciendo un fragmento tóxico 

de 60-70 kDa resistente a proteasas, derivado a partir de una degradación proteo lítica, 

mayoritariamente del extremo carboxi-terminal (Hofte y Whiteley 1989). La estabilidad de 

este fragmento tóxico o 8-endotoxina varía de acuerdo a la cepa, por ejemplo, el fragmento 

resistente a proteasas de Bti es menos estable que el de las toxinas contra lepidópteros 

(Chungjatupornchai el al. 1988). Aunque de cualquier manera, todas las toxinas con 

procesamiento C-terminal son menos estables que las protoxinas no activadas (Aronson el 

al. 1986, Hofte y Whiteley 1989, Tanada y Kaya 1993). 

2.3.5 Manipulación Genética 

La manipulación genética de los genes cry de Bt ofrece un medio para el 

mejoramiento de la eficacia y de la relación costos-beneficios de los productos 

bioinsecticidas basados en Bt. Se ha reportado que ciertas combinaciones de proteínas Cry 

muestran toxicidad sinérgica hacia lepidópteros y dípteros (Lee el al. 1996, Wu el al. 

1994). Además, la presencia de esporas también puede tener efecto sinérgico en la 

actividad de las proteínas Cry contra ciertos lepidópteros (Tang el al. 1996) y puede 

prevenir el desarrollo de resistencia en los insectos a las proteínas Cry (Moar el al. 1995). 

Es así que se pueden usar algunos factores para contribuir al mejoramiento de la toxicidad 

de Bt, ya sea eliminando o modificando genes presentes en Bt (Baum el al. 1999). 

Los genes cry están casi exclusivamente localizados en plásmidos grandes, 

frecuentemente en varios plásmidos, algunos de los cuales pueden ser transferidos de una 

cepa de Bl a otra para mejorar sus propiedades insecticidas (González el al. 1982). Para 

transferir plásmidos de una cepa de Bt donadora a otra hospedera han sido usadas varias 

estrategias, como la conjugación y transformación (Baum el al. 1999). Se han elaborado 

varios bioinsecticidas basados en cepas que fueron modificadas genéticamente como 

Agree®, Condor®, Cutlas®, Design® y Foil®. Por ejemplo, para la construcción de Condor y 

Cutlas se usó el plásmido que contiene al gen crylA de una cepa aizawai que fue 

transferida por conjugación a una cepa kurslaki (Baum el al. 1999). Por otro lado, para el 
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control de mosquitos se insertaron los genes cry de Bt svar. israelensis en el cromosoma de 

B. sphaericus. La bacteria recombinante produjo altos niveles de expresión y fue tóxica a 

larvas de Aedes, Culex y Anopheles (Bar et al. 1998). 

A pesar del modo de acción complejo de Bt y a que entre otras cosas, ha limitado 

su capacidad de competir con los insecticidas químicos, la manipulación genética de Bt y el 

mejoramiento en las formulaciones han hecho posible la comercialización de productos con 

mayor eficacia en el campo y que compiten con los insecticidas químicos, además de ser el 

método de control elegido en muchas partes de Norte América por su eficacia y 

compatibilidad ambiental (Baum et al. 1999). 

2.3.6 Desarrollo industrial . 
Los productos bioinsecticidas a base de Bt pueden ser de primera, segunda o 

tercera generación (Cerón 2000). Los productos de primera generación son aquellos cuya 

formulación incluye como ingrediente activo una mezcla de cristales y esporas de una cepa 

nativa de Bt. Estos bioinsecticias son los más producidos y corresponden al 84% de los 

productos comerciales registrados. Los productos que utilizan Bt svar. israelensis para el 

control de mosquitos y jejenes son por ejemplo: Vectobac® y Skeetal® (Abbott), 

Bactimos® (SolvaylDuphar) y Teknar® (Thermo Trilogy). 

Los productos de la segunda generación son aquellos formulados a partir de una 

mezcla de esporas y cristales provenientes de una cepa de Bt a la cual se le introdujo, por 

conjugación o transformación, los genes que codifican para las D-endotoxinas de genes 

presentes en varias cepas, y que por lo tanto tienen un espectro de actividad más amplio 

hacia otros insectos plaga. El empleo de varios genes cry con diferentes modos de acción 

puede reducir la posibilidad de desarrollo de resistencia (Tabashnik 1994), además de que 

ciertas combinaciones exhiben una actividad sinérgica hacia plagas de insectos lepidópteros 

(Lee et al. 1996) y dípteros (Crickmore et al. 1995). Estos productos corresponden al 12% 

de los producidos por las compañías Abbott, Ecogen y Thermo Trilogy Co. 
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Los productos de la tercera generación han sido desarrollados con el propósito de 

resolver las limitaciones de una inadecuada aplicación y de su corta toxicidad residual. Un 

ejemplo es la formulación que contiene bacterias recombinantes muertas de Pseudomonas 

jluorescens que han sido transformadas con genes que codifican o-endotoxinas de Bt. Este 

sistema se denomina CellCap® y consiste en matar las células transformadas durante la 

fase estacionaria de crecimiento y así utilizar estos microorganismos recombinantes 

muertos para encapsular varias toxinas de Bt (Gaertner et al. 1993). Estos productos 

representan el 4% del total de la producción y son elaborados por la empresa Mycogen. 

2.4 LAS CIANOBACTERIAS 

Las cianobacterias son un grupo diverso de microorganismos que tienen 2 

características en común: son procariotas Gram-negativas y llevan a cabo fotosíntesis 

oxigénica como las plantas. Las cianobacterias filo genéticamente están relacionadas con las 

bacterias pero eco lógicamente son más similares a las algas y han sido clasificadas también 

dentro de las algas verde-azules debido a su apariencia de algas. El hecho de que algunas 

cianobacterias sean capaces de fijar nitrógeno hace que la designación de alga sea menos 

apropiada (Rippka et al. 1979). Las cianobacterias presentan muchas variaciones, 

principalmente en cuanto a estructura y desarrollo, ejemplo de esto es que existen formas 

unicelulares y filamentosas, especies que habitan aguas dulces o saladas, etc. (Kuhlemeier y 

van Arkel 1987). En general, son más tolerantes a los ambientes extremos que las algas, ya 

que se les puede encontrar en lagos salinos yaguas termales, en la superficie de rocas y 

suelos. Es posible observar en los desiertos algunas capas secas de cianobacterias sobre la 

superficie del suelo, que son especies que permanecen en latencia durante la mayor parte 

del año y que se desarrollan al tener condiciones favorables, como las lluvias de primavera. 

La mayoría de las cianobacterias contienen elementos extracromosómicos de 

DNA. En la mayoría de las cepas examinadas se han encontrado secuencias que codifican 

para endonucleasas específicas, por lo que al trabajar con cianobacterias es importante 

evitar la restricción del DNA cuando se introduce hacia cepas heterólogas. 
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Las cianobacterias han sido sujetas a diversos estudios fisiológicos, bioquímicos, 

dinámicas de crecimiento, de nutrientes y fotosíntesis. Recientemente se han desarrollado 

una serie de herramientas moleculares para la manipulación genética de estos procariontes 

fotosintéticos, 10 cual podría rendir importantes beneficios científicos y tecnológicos 

(Koksharova y Wolk 2002). 

2.4.1 Manipulación genética 

En los pasados 50 años, el estudio de las cianobacterias se ha incrementado 

gradualmente (Koksharova y Wolk 2002), siendo estos estudios principalmente dirigidos 

hacia el aprovechamiento biotecnológico de estos microorganismos (Deng y Coleman 

1999, Toyomizu el al. 2001, Shao el al. 2002). La disponibilidad de técnicas genéticas 

permite el mejoramiento biotecnológico de las cianobacterias para producir productos 

específicos (como pigmentos fotosintéticos), para su uso en la biodegradación de 

contaminantes orgánicos en la superficie del agua, para la expresión del factor de 

crecimiento epidérmico humano (Koksharova y Wolk 2002, Dai el al. 2001) y para muchos 

otros propósitos. En fechas recientes se ha dirigido la atención hacia las cianobacterias que 

coexisten en los cuerpos de agua junto con las larvas de mosquitos, con el objeto de usarlas 

como vehículos para la liberación prolongada de toxinas insecticidas en la zona de 

alimentación larvaria de mosquitos (Tandeau de Marsac el al. 1987, Angsuthanasombat y 

Panyim 1989, Chungjatupornchai 1990, Murphy Y Stevens Jr 1992, Xudong el al. 1993). 

2.4.1.1 Vectores de clonación.Un vector es una molécula de DNA con un origen 

de replicación autónomo del DNA cromosómico y que posee zonas en su genoma que no 

son esenciales para su manipulación y que pueden usarse para introducir trozos de DNA 

exógeno. Los vectores funcionan como portadores de DNA y permiten la replicación de 

éste en forma de una molécula híbrida vector - DNA del inserto, dentro de la célula 

hospedera. Las características que debe presentar un buen vector son: que sea de fácil 

manipulación en E. coli, que tenga alta eficiencia de transformación y que se mantenga de 

forma estable en la cianobacteria. Se ha encontrado en muchas cianobacterias plásmidos 

que tienen un rango de tamaño de 2.3 a más de 100 kb (Kuhlemeier y van Arkel 1987). 
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Debido a que ninguno de estos plásmidos endógenos parecen codificar para alguna función 

común en un plásmido, como por ejemplo la resistencia a un antibiótico, se han tenido que 

desarrollar vectores de clonación para aquellas cepas que son capaces de recibir DNA ya 

sea por transformación o por conjugación. Algunos ejemplos son enlistados en la tabla 1 

(Houmard y Tandeau de Marsac 1988): 

Tabla 1. Algunos vectores de clonación para cianobacterias, desarrollados a la fecha. 

Origen de rep. Origen de rep. 
Cianobacteria Cianobacterial E. coli Vector 
Synechococcus sp. PCC6301 pBAI pBR322 pBAS18 
Synechococcus sp. PCC6311 pDF3 pBR325 pDF30 
Synechococcus sp. PCC7002 pAQ1 pBR322 pAQE1y2 
Synechococcus sp. PCC7942 pUC1 pACYC184 pUC104, 105 

pUC13 pACYC184 pUC303 
pUH24 pBR328 pSGll1 
pANS pDPL13 pPLANB1 y2 

Synechocystis sp. PCC6803 pUG1 pACYC177 pUF3 
Plectonema sp. PCC6306 pGL3 pBR328 pGL5 
Nostoc sp. PCC6705 pGL2 pBR328 pGL4 
Nostoc sp. PCC7107 pDU1 pBR322 pRL5 y6 
Nostoc sp. PCC7524 pDU1 pBR322 _pyW1 

Estos plásmidos híbridos contienen tanto un ongen de replicación para 

cianobacterias, así como para E. coli. Adicionalmente, Anacystis nidulans R2 contiene 2 

plásmidos endógenos (pUH24 y pUH25), de los cuales el plásmido pequeño pUH24 

(7 ,845pb) se ha secuenciado y usado para la construcción de la mayoría de los vectores 

híbridos. Este plásmido parece no ser esencial para la célula, ya que se le ha curado sin que 

presente algún efecto. En el caso del plásmido grande, pUH25 (50kb), han fallado todos los 

intentos para curar a la cepa. 

También se han construido vectores para ciertas cepas de Anabaena y Nostoc a 

partir de los plásmidos pDU1 (6.3kb) de Nostoc PCC7524 y del plásmido pBR322 de E. 

coli, que pueden replicarse en varias cepas de cianobacterias que pertenecen a la sección II 

y IV, según la clasificación de Rippka y cols. (1979). No hay reportes de que puedan 
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replicarse en cepas de la sección 1 (Koksharova y Wolk 2002). Se ha observado una pobre 

transferencia en cepas de Anabaena y Nostoc, lo cual puede ser debido a la restricción del 

plásmido por endonucleasas específicas del hospedero. Además, este vector puede fallar 

para replicarse o incluso que no se exprese la resistencia a los antibióticos de selección. 

Los plásmidos derivados de RSFI0I0 (un plásmido pequeño del grupo de 

Incompatibilidad Q) tienen la propiedad de replicarse en una amplia variedad de bacterias 

Gram-negativas e incluso Gram-positivas, como los actinomicetos (Gormley y Davies 

1991). Los vectores basados en RSFI0I0 son capaces de replicarse en Synechocystis 

(Marraccini et al. 1993) así como en Anabaena 7120 (Thiel 1994), Synechococcus y 

Pseudanabaena (Sode et al. 1992). 

A la fecha, se han desarrollado varios vectores para cianobacterias unicelulares 

(Buzby et al. 1983, Gendel et al. 1983, Golden y Sherman 1983, Kuhlemeier 1983, Yang y 

McFadden 1993), sin embargo, el número de vectores para la transformación de 

cianobacterias filamentosas es muy limitado (Kuhlemeier et al. 1981, Yang y McFadden 

1993), principalmente debido a que las cianobacterias filamentosas son recalcitrantes a la 

manipulación genética (Elhai et al. 1997, Moser et al. 1993) y a la fecha se desconoce por 

qué no es posible llevar a cabo una transformación genética estable. 

Si consideramos a las cianobacterias como un ancestro de los cloroplastos y que 

son procariontes que llevan a cabo fotosíntesis oxigénica, similar a los cloroplastos en las 

plantas superiores (Wallace et al. 1989); se podría pensar que las cianobacterias tengan una 

maquinaria molecular similar a la de las plantas superiores, por lo que se podrían probar 

para su transformación los vectores de clonación que han sido eficientemente expresados en 

plantas (Cabrera-Ponce et al. 1997, Hunold et al. 1994, Kohli et al. 1998). Los problemas 

de la disponibilidad de vectores para cianobacterias podrían ser superados si se emplean 

con éxito a vectores de plantas que lleven al promotor 35S del virus del mosaico de la 

coliflor (CaMV), el cual se sabe que es funcional en una gran diversidad de organismos, 

además de plantas (http://profiler.bgu.ac.illsite/public_site/Show _ User.cfm?user _ id=698). 
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2.4.1.2 Métodos de transformación. La transferencia genética puede llevarse a 

cabo de tres formas: Conjugación, Transformación, y Transducción. Sin embargo, en el 

caso de las cianobacterias, los trabajos publicados a la fecha plantean que el único método 

práctico para la transferencia de genes en estas procariotas ha sido el de . transformación 

(Grigorieva y Shestakok 1982, Koksharova y Wolk 2002, Kuhlemeier y van Arkel 1987). 

De cualquier manera, las herramientas de ingeniería genética disponibles sólo han probado 

ser reproducibles en cianobacterias unicelulares, y casi no existen para llevar a cabo la 

transformación genética de cianobacterias filamentosas. Una de las razones podrían ser las 

nucleasas extracelulares que se encuentran frecuentemente en especies filamentosas que 

forman heterocistos (Wolk y Kraus 1982). Otra posibilidad es que las especies 

recalcitrantes para la transformación pueden necesitar más de un paso de selección para 

obtener transformantes estables, como ocurre con algunos cereales y otras 

monocotiledoneas (Gordon-Kamm et al. 1990). 

a) Conjugación. Es la transferencia directa de DNA entre dos bacterias que han 

tenido contacto fisico temporal. La transferencia de DNA durante la conjugación es 

unidireccional, sólo se realiza de la bacteria donante hacia la receptora. Como esta clase de 

transferencia genética requiere un contacto fisico entre las bacterias participantes, el 

proceso es conocido como conjugación (Old y Prirnrose 1994). 

En la conjugación, parece ser que el medio más adecuado para introducir DNA de 

E. coli hacia las cianobacterias, es usando el aparato conjugativo de rango amplio de 

hospederos de un plásmido del grupo P de incompatibilidad (Inc-P), como RP4 (Thomas y 

Smith 1987). Este plásmido fue aislado de Pseudomonas y se ha demostrado que puede 

transferir DNA hacia un rango amplio de hospederos incluyendo organismos tan distantes 

como mixobacterias, thiobacilos, y cianobacterias unicelulares y filamentosas. Esta 

estrategia se basa en las propiedades conjugativas y las funciones de transferencia de 

plásmidos de ayuda. Es decir, se transfieren genes mediante vectores acarreadores de E. 

coli, aprovechando las propiedades conjugativas de amplio rango del plásmido RP-4 

(Thomas y Smith 1987). 
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Muchas bacterias Gram-negativas pueden recibir plásmidos con rango amplio de 

hospederos que pertenecen al grupo P de incompatibilidad, por medio de la conjugación. La 

capacidad de recibir un plásmido conjugativo probablemente depende sólo de la estructura 

de la membrana celular exterior, la cual es muy similar entre las bacterias Gram-negativas. 

El mantenimiento de un plásmido requiere tanto de que el plásmido escape de la 

restricción por endonucleasas en el nuevo hospedero como de que sea capaz de replicarse 

en ese hospedero. Si esta estrategia no funcionara, la alternativa puede ser el construir un 

plásmido quimérico. Un plásmido quimérico debe contener secuencias que son necesarias 

para la replicación en diferentes hospederos, esto es, que sean derivados de plásmidos 

endógenos de estos hospederos. El vector debe llevar uno o más marcadores que permitan 

la selección del plásmido en el hospedero de interés (Thomas y Smith 1987). 

Se han construido vectores para ciertas cepas de Anabaena y Nostoe a partir de 

plásmidos pDU1 de Nostoe PCC7524 y del plásmido pBR322 de E. eoli, pero se ha 

observado una pobre transferencia por conjugación en cepas de Anabaena y Nostoe, lo cual 

puede ser debido a la restricción del plásmido por endonucleasas específicas del hospedero. 

Además, este vector puede fallar en replicarse o incluso no expresar la resistencia a los 

antibióticos de selección. 

b) Transformación. Es el proceso de transferencia genética mediante el cual una 

bacteria (receptora) incorpora un fragmento de DNA desnudo que se encuentra en el medio 

exterior en solución. Este fragmento se puede recombinar con el cromosoma receptor de 

una forma heredable mediante zonas de homología. Es un proceso aleatorio y puede 

transferirse cualquier porción del genoma entre bacterias. Se denomina transformación 

debido a que las células bacteriales son convertidas de un tipo a otro, por ejemplo células 

sensibles a la penicilina que se transforman a células resistentes a este antibiótico (Old y 

Primrose 1994). 

Las bacterias capaces de incorporar fragmentos de DNA se denominan 

competentes. En estas células el DNA parece incorporarse en la bacteria por zonas en las 
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que se está sintetizando la pared celular (por lo que se dice que el DNA está desnudo). Es 

así que este proceso es dependiente de tratamientos que afecten a la pared celular. 

Tras la transformación, la célula que ha recibido el DNA se suele denominar 

transformante. En cianobacterias se ha reportado tanto la transformación cromosómica 

como la plasmídica. La transformación cromosómica involucra la recombinación del DNA 

cromosómico de la cepa donadora con el DNA cromosómico en regiones homólogas en la 

cepa receptora. En el caso de la transformación plasmídica, ésta involucra la introducción 

de un plásmido replicativo en la célula receptora (Porter 1988). Algunas cianobacterias son 

naturalmente transformables por DNA exógeno, aunque los detalles moleculares de esta 

transformación no han sido aclarados. Las cepas de tipo silvestre de Anacystis nidulans R2 

han mostrado que son naturalmente competentes y que pueden tomar DNA cromosómico 

aislado de mutantes que son resistentes a eritromicina y estreptomicina. Además de la 

transformación de A. nidulans R2, se conoce de trabajos de transformación de otras cepas 

unicelulares como Synechococcus PCC6301 y PCC7002, y Synechocystis PCC6308, 

PCC6714 y PCC6803. Algunas técnicas de transformación son las siguientes: 

• Electroporación (Electrotransformación). Este es un método de 

transformación artificial. Por este método es posible introducir DNA en 

bacterias, células animales y también en vegetales. La electroporación 

consiste en la introducción de DNA foráneo a las bacterias sometiendo la 

mezcla de células y DNA a un pulso eléctrico intenso (12,000 volts/cm) 

pero muy breve (milisegundos). Este pulso convierte a la membrana 

celular en momentáneamente permeable, permitiendo la incorporación 

del DNA foráneo al interior de la bacteria. Esta técnica ha sido usada 

para transformar diversas cianobacterias (Boussiba et al. 2000). Para su 

uso con células animales y vegetales se deben de usar condiciones más 

suaves del campo eléctrico, además de que las células vegetales 

requieren de un tratamiento previo para convertirlas en protoplastos sin 

pared. 
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• Biobalística. La técnica de biobalística es una de las más exitosas para 

transformar células vegetales (Hami1ton et al. 1992), y podría funcionar 

en las cianobacterias debido a varias razones; tales como: a) la técnica 

tiene un rango ilimitado de hospederos; b) no existe restricción de tejido 

o tipo de células para transformar; y c) ésta es la única técnica disponible 

donde la pared celular no es un obstáculo para la transformación 

(Hami1ton et al. 1992). La biobalística o bombardeo con micropartícu1as 

es un proceso que permite introducir DNA a casi cualquier tipo de célula 

por medio de partículas microscópicas (tungsteno u oro) impulsadas por 

una descarga de helio a alta presión. Este método ha sido utilizado con 

éxito para producir plantas transgénicas a partir de una gran variedad de 

tejidos vegetales, entre los que se incluyen hojas, meristemos, embriones 

en desarrollo, embriones maduros, callos embriogénicos, suspensiones 

celulares, etc. Los principales logros en la obtención de plantas 

transgénicas por medio de este método, incluyen especies de gran interés 

económico como son la soya, el maíz, el arroz, el sorgo, la papaya, la 

caña de azúcar, el tabaco, el trigo y el espárrago (Spencer et al. 1990, 

Kohli et al. 1998, Cabrera-Ponce et al. 1997, K1ein et al. 1988, McCabe 

et al. 1988). La biobalística también se ha utilizado para transformar 

microorganismos como levaduras, hongos y el alga unicelular 

Chlamydomonas, (Gomes et al. 1998, Bai1ey et al. 1993, Takahashi et 

al. 1991). La biobalística parece ser, en el presente, el único medio de 

transformar de modo reproducible organe10s celulares, como 

mitocondrias, y clorop1astos; y podría considerarse 10 más cercano a un 

mecanismo "universal" de transferencia de genes, ya que por su 

naturaleza totalmente física, es independiente del tipo de célula blanco. 

c) Trasducción. Este es un método de transferencia genética basado en un virus 

bacteriano (baderiófago). El DNA bacteriano que se transfiere constituye una parte o todo 

el DNA contenido en el fago, el cual actúa como un vector genético (Old y Primrose 1994). 
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Aunque muchos cianófagos han sido aislados (Sanna y Kaur 1997), la 

transducción no ha sido reportada en cianobacterias (Thiel y Wolk 1987, Koksharova y 

Wolk 2002). 

2.4.1.3 Ejemplos de cianobacterias transgénicas: 

• Anacyslis nidulans R2 fue manipulada genéticamente para conferirle 

resistencia a los herbicidas y prevenir la aniquilación de especies nativas por 

una alta aplicación de herbicidas en campos de arroz (Golden y Haselkom 

1985). 

• También se han transfonnado genéticamente a cianobacterias para su empleo 

en la degradación de insecticidas residuales en cuerpos de agua (Kuritz y 

Wolk 1995). 

• Mejoramiento de la resistencia a metales pesados en las cianobacterias 

Anabaena sp. PCC7120, Synechocystis sp. PCC6803 y Synechococcus sp. 

PCC7942 para su uso en la eliminación de metales pesados de aguas 

contaminadas (Chen el al. 1999). 

• Sobre-expresión del gen phrA (principal factor de resistencia a la luz 

ultravioleta) en la cianobacteria Synechocyslis sp. PCC6803 (Ng el al. 

2000). 

• Transferencia de genes para la tolerancia a la desecación en la cianobacteria 

Chroococcidiopsis (Billi el al. 200 1). 

• Expresión en Synechococcus sp PCC 7002 y Anabaena sp. PCC7120 del 

factor de crecimiento epidénnico humano para estimular la proliferación de 

muchos tipos de células, principalmente de tejido epidénnico y epitelial (Dai 

el al. 2001). 
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• Cianobacterias como sistemas para la liberación de genes que expresen 

toxinas mosquitocidas de Bacillus thuringiensis svar. israelensis para su uso 

en el control de mosquitos. 

2.4.2 Cianobacterias transgénicas con genes cry 

La expresión de genes bacterianos que codifican toxinas mosquitocidas de varias 

especies de Bacillus ha sido realizada tanto en especies de cianobacterias unicelulares como 

filamentosas. Inicialmente, los reportes sobre cianobacterias recombinantes fueron 

limitados a especies unicelulares tales como, Anacyslis nidulans R2 y Agmenellum 

quadruplicalum PR-6 (Synechococcus PCC7002); y posteriormente se empezó a trabajar 

con una cianobacteria filamentosa, Anabaena PCC7120. En los experimentos realizados 

con estas cianobacterias recombinantes, se ha reportado la obtención de diferentes niveles 

de toxicidad contra larvas de Aedes aegypti y Culex pipiens (Tandeau de Marsac el al. 

1987, Angsuthanasombat y Panyim 1989, Murphy y Stevens Jr 1992, Soltes-Rak el al. 

1993), pero no hay reportes de que hayan sido probadas contra mosquitos del género 

Anopheles, que son los vectores de paludismo. 

La obtención de cianobacterias recombinantes expresando genes que codifiquen 

para las proteínas mosquitocidas de B. lhuringiensis svar. israelensis, se inició mediante la 

transformación genética de las mismas con un sólo gen mosquitocida (Angsuthanasombat y 

Panyim 1989, Murphy y Stevens Jr 1992, Soltes-Rak el al. 1993, Stevens Jr el al. 1994, 

Soltes-Rak el al. 1995, Murphy y Stevens Jr 1995). En estos trabajos, la expresión 

individual de genes mosquitocidas ha tenido cierto éxito; sin embargo, las células 

transformantes obtenidas han presentado niveles de actividad larvicida por debajo de los 

requeridos para su uso como bioinsecticidas. 

En trabajos más recientes se ha comprobado la influencia que la exposición a una 

toxina individual, a diferencia de usar las toxinas múltiples de B. thuringiensis, puede tener 

sobre el desarrollo de resistencia en los mosqui.tos. Se ha demostrado que cuando se utilizan 

genes múltiples que codifican para diferentes ()-endotoxinas se disminuye el riesgo de 

generar resistencia en mosquitos, e incluso se obtienen niveles de toxicidad mucho más 
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elevados que los reportados previamente para cianobacterias transgénicas (Georghiou y 

Wirth 1997, Wu et al. 1997, Lluisma et al. 2001). El único reporte de transformación de 

una cianobacteria con una combinación de genes mosquitocidas de Bti es el de la 

cianobacteria Anabaena PCC7120, la cual demostró una actividad 1arvicida alta, producto 

del sinergismo entre los genes cry4A y CryllAa (Wu et al. 1997). Esto nos indica la 

necesidad de usar una combinación de genes mosquitocidas para ser introducidos en 

cianobacterias, con la intención de retardar el posible desarrollo de resistencia y obtener 

niveles de toxicidad adecuados. 

2.4.2.1 Ventajas. Con la clonación de los genes mosquitocidas de Bti en 

cianobacterias se resolverían los problemas que limitan el uso de esta bacteria para el 

control de mosquitos, principalmente el que se refiere a la poca persistencia en los hábitats 

naturales de larvas de mosquitos. Estas cianobacterias tienen la ventaja de que son 

abundantes en la naturaleza, resisten un rango amplio de condiciones ambientales y algunas 

especies se ubican en las capas superficiales de los cuerpos de agua (Boussiba y Wu 1995, 

Vázquez-Martínez et al. 2002). Además, con ellas se resolvería el problema de la 

susceptibilidad a la radiación ultravioleta (UV) del complejo espora cristal, ya que los 

genes mosquitocidas estarían protegidos dentro de un hospedero. En el aspe~to de 

seguridad, como los insecticidas de Bti no tienen un amplio espectro de actividad, esto es, 

que sólo tienen actividad sobre organismos específicos, no se afectaría a otros organismos 

que puedan alimentarse de las cianobacterias, ya que esta bacteria es inocua para 

organismos no blanco, incluyendo otros insectos, peces, ranas, crustáceos, y mamíferos 

(Marga1it y Ben-Dov 2000). De igual manera, no se han reportado efectos dañinos para la 

cianobacteria por la expresión de genes mosquitocidas (Wu et al. 1997, Lluisma et al. 

2001). Además, las cianobacterias permiten la posibilidad de hacer distintas 

manipulaciones para lograr formulaciones más potentes. 

2.4.2.2 Desventajas. La principal desventaja de las cianobacterias transgénicas es 

que todos los trabajos de inserción de genes mosquitocidas han sido realizados usando 

cepas de cianobacterias adaptadas a laboratorio como Agmenellum quadruplicatum PR-6, 

Synechococcus PCC7942, Synechocystis PCC6301, y Anabaena PCC7120 (Murphy y 
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Stevens Jr 1992, Sangthongpitang et al. 1997, Xudong et al. 1993); las cuales no están 

adaptadas a ambientes naturales y al pretender liberarlas al campo no serían exitosas debido 

a que su capacidad adaptativa es baja comparada con las cepas silvestres (Wu et al. 1997). 

Para lograr la liberación al medio de cepas portadoras de Bt la solución sería la re­

introducción de especies silvestres recombinantes a sus hábitats naturales (Boussiba et al. 

2000). Lo anterior plantea también varios problemas ya que en primer lugar, las cepas 

silvestres (aisladas de sus hábitats naturales) son extremadamente dificiles de manipular y 

los problemas inician desde el aislamiento de los cultivos axénicos (Connell y Cattolico 

1996, Bolch y Blackbum 1996, Choi et al. 2002, Cho et al. 2002), el establecimiento de 

una estrategia para la transformación, y la elección de los vectores de clonación adecuados 

que escapen de las actividades de las endonucleasas de restricción que se presentan de 

forma abundante en las cianobacterias y que son un fuerte obstáculo para lograr la 

transformación con varios vectores (Wolk y Kraus 1982, Koksharova y Wolk 2002). Una 

vez lograda la transformación, otro inconveniente a superar es que tendrá que demostrarse 

que las cepas de cianobacterias transgénicas serán adecuadas para un cultivo masivo y a 

largo plazo, sin que pierdan los genes cry o disminuya su toxicidad (Lluisma et al. 2001). 

Debido a que no es posible usar selección de antibióticos en · cultivos a gran escala, será 

esencial obtener cepas que continúen siendo larvicidas en ausencia de selección, problema 

que ya se ha presentado con varias cianobacterias entre éstas, Anabaena, la cual perdió su 

toxicidad cuando se cultivó sin selección (Lluisma et al. 2001). 

2.4.3 Phormidium animalis 

2.4.3.1 Taxonomía. La filo genia de las cianobacterias es pobremente entendida. La 

mayoría de los esquemas de clasificación se basan en las formas de las células o de las 

colonias. Bourrely en 1970, clasificó al género Phormidium dentro de la Familia 

Oscillatoriaceae, y luego en la clasificación de Stainer (1977), Phormidium también quedó 

comprendido dentro del sub-grupo de las Oscilatoriales. Rippka y cols. (1979) dividieron a 

las cianobacterias en cinco secciones. Las secciones I y n son unicelulares, células 

individuales o formando agregados coloniales. Las secciones nI a la V, son descritas como . 

filamentosas, que forman un tricoma (cadena de células) el cual crece por división celular 

intercalada. En este esquema, P. animalis se encuentra ubicado dentro de la Sección nI: 
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cianobacterias filamentosas que no forman heterocistos y que se dividen por fisión binaria 

en un plano (Fig. 1). 

Fig. 1 Cianobacterias del grupo LPP, con vaina 
mucilaginosa marcada y tricomas rectos. Comprende 
los géneros Lyngbya, Plectonema y Phormidium, y 
son identificadas como espeCIes homólogas 
basándose en análisis genéticos y bioquímicos 
(Rippka y cols. 1979). 

2.4.3.2 Pigmentos. En general, las cianobacterias contienen los pigmentos 

ficocianina y aloficocianina organizados en complejos proteicos llamados ficobilisomas. 

Las cianobacterias o algas verde-azules deben su nombre al pigmento que las tiñe, 

ficocianina. La ficocianina es un pigmento azul natural, adherido a la membrana 

fotosintética. Se le encuentra en cantidades de más del 20% de las proteínas de las 

cianobacterias y es una molécula de almacenamiento de nitrógeno. También contienen 

clorofila A, el mismo pigmento fotosintético que usan las plantas superiores. De hecho, el 

cloroplasto en las plantas es como una cianobacteria simbiótica. Sin embargo no todas las 

algas verde-azules son azules, algunas formas son rojas o rosas, debido a que muchas 

cianobacterias también producen un tercer pigmento, rojo, la ficoeritrina. 

La absorción de energía radiante en el aparato fotosintético de las cianobacterias se 

hace a través de las moléculas de clorofila A y a los ficobilisomas. La clorofila se encuentra 

asociada a las proteínas constituyentes de las membranas. Los ficobilisomas están unidos 

hacia la parte .exterior de la membrana y actúan en la transferencia de energía hacia el 

centro de reacción. 

2.4.3.3 Morfología. Una característica de las cianobacterias de este género es la 

estructura compleja de su envoltura formada por múltiples capas, la cual se compone, 

iniciando desde dentro, de la membrana citoplásmica (aproximadamente de 6 nm) la cual 
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está cubierta por una capa de peptidoglicanos de grosor variable (más de 35 nm en 

Phormidium uncinatum) y una membrana exterior (cerca de 6 nm). La envoltura celular 

combina características Gram-positivas (capa de peptidoglicanos), así como Gram­

negativas (membrana exterior) (Hoiczyk y Baumeister 1995). Adherida a la compleja pared 

extracelular se encuentra la vaina, la cual consiste de una capa individual de un fino 

material fibrilar con un grosor total de más de 0.3 ¡..Lm (Hoiczyk 1998). Mientras se mueven, 

los filamentos secretan una mucosidad que parece ser un prerrequisito para este tipo 

específico de movilidad. La mucosidad está compuesta de fibras de carbohidratos. Las 

cianobacterias filamentosas forman agregados muy apretados de los cuales no es fácil 

obtener filamentos individuales y esto dificulta la reducción del acarreo de bacterias 

contaminantes que pueden estar firmemente adheridas a la mucosidad secretada por los 

filamentos . Las propiedades adhesivas temporales que tiene esta mucosidad han sido 

demostradas a partir de aislados de Flexibacter y también puede explicar los movimientos 

observados de partículas adheridas al mucus (Knudsen et al. 1999). 

2.4.3.4 Potencial como agente de control. La cianobacteria filamentosa P. animalis 

es una cianobacteria silvestre que fue aislada en el sureste de Chiapas, México; de cuerpos 

de agua que son hábitats permanentes de mosquitos An. albimanus, tales como canales de 

irrigación, estuarios, y lagunas de mangle (Vázquez-Martínez et al. 2002). Phormidium 

animalis ha sido encontrada no sólo coexistiendo con las larvas de uno de los principales 

vectores de paludismo en México (Vázquez-Martínez et al. 2002), sino que también 

constituye una fuente de alimento para el desarrollo larval de este mosquito (Vázquez­

Martínez et al. 2003). Lo anterior hace a esta cianobacteria un candidato excelente PCVa 

manipularla y probar su eficiencia como un posible agente de biocontrol de mosquitos 

vectores de paludismo. 
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3. HIPÓTESIS 

La cianobacteria Phormidium animalis se encuentra presente en diversos criaderos . 
de mosquitos constituyendo una fuente común de alimentación para las larvas de Anopheles 

albimanus. Además, el éxito reportado en la cría de mosquitos An. albimanus con una 

alimentación a base de P. animalis como dieta única, permite generar la hipótesis de que es 

factible usar a .esta cia~obacteria silvestre como portadora de genes mosquitocidas, y 

emplearla como agente biocontrolador de mosquitos. Debido a que la técnica de 

biobalística ha sido exitosa para transformar a diversos organismos, es posible emplearla 

para introducir en el genoma de la cianobacteria P. animalis una combinación de genes de 

B. thuringiensis svar. israelensis con el propósito de obtener una cianobacteria 

recombinante con un alto potencial mosquitocida en comparación a una cianobacteria que 

lleve un solo gen mosquitocida. 
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4. OBJETIVOS 

4.1 OBJETIVO GENERAL 

Transformar genéticamente a la cianobacteria Phormidium animalis mediante la 

introducción de uno y dos genes que expresen proteínas mosquitocidas de Bacillus 

thuringiensis svar. israelensis, para su uso en el control de larvas de Anopheles albimanus 

Wiedemann. 

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICaS 

~ Elaborar una estrategia para la obtención de cultivos axénicos de muestras de campo 

de la cianobacteria Phormidium animalis. 

~ Probar la eficiencia de transformación y la estabilidad de algunos vectores en pruebas 

de transformación de la cianobacteria filamentosa P. animalis. 

~ Elaborar construcciones genéticas que contengan uno y dos genes que codifiquen a 

toxinas de B. thuringiensis svar. israelensis. 

~ Evaluar la capacidad de transformación de las construcciones desarrolladas y su 

estabilidad en P. anima lis. 

~ Realizar pruebas de transformación de la cianobacteria, bajo diferentes condiciones. 

~ Determinar la capacidad de la cianobacteria P. animalis como un receptor de genes 

de toxinas mosquitocidas de B. thuringiensis svar. israelensis. 

~ Demostrar la expresión de los genes mosquitocidas en la cianobacteria. 

~ Evaluar la actividad larvicida de las cianobacterias transgénicas, bajo condiciones de 

laboratorio, en larvas de Aedes aegypti y Anopheles albimanus. 
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5. METODOLOGÍA 

5.1 CONDICIONES DE CULTIVO DE LA CIANOBACTERIA P. animalis 

Las muestras de P. animalis fueron colectadas en hábitats larvarios de An. 

albimanus ubicados sobre el plano costero del sureste del estado de Chiapas, México 

(Vázquez-Martínez et. al. 2002). Los filamentos de P. animalis fueron cultivados en medio 

ASN-I0 (Ronald 1993), el cual se compone de una combinación del medio BG-ll (usado 

para el crecimiento de un rango amplio de cianobacterias del suelo y de aguas 

dulceacuícolas, Rippka et al. 1979) y del medio ASN-I11 (usado para el mantenimiento de 

cianobacterias de hábitats marinos y ambientes alcalinos, Ronald 1993) (Anexo 1). Los 

cultivos de la cianobacteria fueron mantenidos en un cuarto de crecimiento con exposición 

a luz fluorescente y a una temperatura de 28±2°C y bajo un fotoperiodo de 12: 12 h. 

5.2 OBTENCIÓN DE CULTIVOS AXÉNICOS DE LA CIANOBACTERIA 

5.2.1 Eliminación de contaminantes por medio de lavados por centrifugación 

Para la eliminación preliminar de contaminantes se usaron una serie de lavados por 

medio de centrifugación. Los filamentos de la cianobacteria que se cultivaron sobre placas 

de medio ASN-l O sólido, se colectaron y transfirieron a tubos para centrifuga de 30 mI. Los 

filamentos colectados se resuspendieron en medio líquido ASN-I0 con ayuda de un vórtex 

y posteriormente fueron sometidos a un proceso de centrifugación de 10 min a una 

velocidad de 10,000 rpm (Biofuge Stratos Heraeus, rotor # 3335). La pastilla de filamentos 

fue resuspendida en medio líquido y el procedimiento de lavado fue repetido de 3 a 6 veces, 

hasta que el sobrenadante estuvo limpio a la vista. 

5.2.2 Fragmentación de los filamentos por sonicación 

Debido a que el aislamiento de filamentos cianobacteriales largos es sumamente 

dificil, se desarrolló un procedimiento para fragmentar los filamentos en pedazos cortos y 

más manejables. Una vez que se lavaron los filamentos, se llevaron a cabo ensayos de 

fragmentación en donde se probaron diferentes intensidades y tiempos de sonicación, así 
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como la frecuencia del proceso, con el objeto de obtener los fragmentos más cortos con el 

mínimo daño posible. Suspensiones de 5 mI de filamentos de la cianobacteria, se 

transfirieron a vasos de precipitado de 125 mI que contenían 45 mI de medio líquido ASN-

10. Los vasos con los filamentos se conservaron sobre hielo y sobre los filamentos se aplicó 

un sonicador de pistilo (Lab-line Ultratip, Labsonic Systems). La eficiencia de cada ensayo 

fue constatada primero, por medio de observaciones al microscopio, para conocer el tamaño 

del filamento fragmentado; y segundo, por medio de la inoculación sobre placas de ASN-

10, para verificar la viabilidad de los fragmentos. Una vez obtenidas las condiciones de 

fragmentación adecuadas, se realizaron varias repeticiones de esta prueba para constatar 

que la fragmentación de los filamentos se repetía en igual número y sin daño al tejido. 

5.2.3 Limpieza por filtración de los filamentos fragmentados 

Los filamentos fragmentados por sonicación se sometieron a una serie de lavados 

en un equipo de filtración (Millipore). Alícuotas de 5, 10 ó 15 mI de fragmentos de la 

cianobacteria se filtraron al vacío a través de filtros Millipore estériles (tamaño de poro de 

8.0 /lm, White SCWP, 47 mm). 

Para la filtración se usaron varios litros de agua desionizada estéril, los cuales se 

hicieron pasar por la muestra a través de la membrana. Los filamentos lavados se 

resuspendieron en 5 mI de medio ASN-1 O y el procedimiento se repitió al menos dos veces 

más, ~on cambios constantes de filtro. La suspensión de filamentos recuperada al final, se 

transfirió a matraces Erlenmeyer de 250 mI con 100 mI de medio líquido ASN-10. 

5.2.4 Tratamiento con antibióticos 

Los últimos contaminantes que todavía permanecían adheridos a los filamentos se 

sometieron a un tratamiento con antibióticos. Primero, un cultivo líquido de cianobacterias 

se expuso a un periodo de "ayuno" (mantenido en la oscuridad) por 24 h para que las 

células consumieran sus reservas de carbón endógeno. Luego, se llevaron a cabo una serie 

de pruebas de susceptibilidad de la cianobacteria P. animalis a 5 diferentes antibióticos: 

carbenicilina (Cb), cloramfenicol (Cm), eritromicina (Ery), kanamicina (Km) y 

estreptomicina (Sm). Cada antibiótico se agregó a cajas con medio sólido ASN-10 en las 
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siguientes concentraciones: 10,25,50, 100, 150 Y 300 ~glml. Las pruebas se realizaron por 

triplicado y se compararon contra un grupo testigo (placas con medio ASN-lO SIn 

antibiótico). Los resultados se expresaron como el porcentaje de crecimiento de los 

filamentos sobre la placa de medio de cultivo. El registro del crecimiento se inició 

aproximadamente a los 3 días post-inoculación, cuando se detectó el crecimiento de los 

filamentos. Los registros se concluyeron cuando el testigo negativo cubrió la placa (21 días 

post-inoculación). Los antibióticos que produjeron la mayor inhibición del crecimiento de 

la cianobacteria se descartaron y sólo los antibióticos más inocuos se usaron para el 

siguiente tratamiento. 

Cada antibiótico se agregó en serie a manera de "cascada" (Connell y Cattolico 

1996) a 100 mI de un cultivo líquido de filamentos (previamente procesados de la manera 

ya descrita en 5.2.1, 5.2.2 Y 5.2.3). El tratamiento se inició con el antibiótico que produjo 

una inhibición media del crecimiento de la cianobacteria y se finalizó con el menos 

inhibitorio. 

Los filamentos de la cianobacteria se expusieron por 24 h a cada antibiótico, y se 

incubaron bajo las condiciones ya descritas. Posteriormente, los fragmentos fueron 

concentrados por centrifugación, limpiados por filtración, y resuspendidos en 100 mI de 

medio líquido ASN-10 complementado con el siguiente antibiótico. Este procedimiento se 

repitió para cada antibiótico y al final del tratamiento los fragmentos se dejaron libres de 

antibióticos por medio de lavados por filtración, y luego se resuspendieron en medio 

líquido ASN-10. 

5.2.5 Aislamiento de fragmentos individuales 

Una muestra de filamentos tratados con antibióticos fue usada para realizar 

diluciones seriadas (1:19,1:9,1:3,1:1 y 3:1), y éstas se agregaron a cada pozo de una caja 

de microtitulación de 96 pozos, a un volumen final de 200 ~l. Las cajas se incubaron bajo 

las condiciones ya descritas, y el crecimiento cianobacterial se monitoreó bajo un 

microscopio invertido. Los pozos con crecimiento cianobacterial se examinaron 

microscópicamente para detectar la presencia de contaminación. De los pozos sin 
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contaminación visible se tomaron alícuotas de 20 ¡..tI para inocular a placas con medio 

Luria-Bertani (LB) GIBCO BRL (25 g de LBIl 1 de agua desionizada) y se incubaron toda 

la noche a 37°C. El medio LB mostró el crecimiento de una mayor diversidad de . 
contaminantes, en comparación a otros medios que se usaron en pruebas preliminares. El 

contenido de los pozos que no mostraron contaminación por estas revisiones se inoculó en 

matraces de 50 mI con medio líquido ASN-10 y se incubaron por varios días hasta que el 

desarrollo de la cianobacteria fue notorio. Se realizaron, nuevamente, pruebas de 

contaminación a estos cultivos y los que se encontraron axénicos se transfirieron a matraces 

de 250 mI con medio líquido, para permitir el desarrollo de la cianobacteria. 

5.3. TRANSFORMACIÓN POR BIOBALÍSTICA DE P. animalis CON VECTORES 

DE CLONACIÓN DE PLANTAS 

5.3.1 Preparación del cultivo de cianobacterias para el bombardeo 

Un cultivo axénico de la cianobacteria P. animalis mantenido en medio ASN-10 

líquido se utilizó para las pruebas de transformación. Cinco días antes de la transformación, 

alícuotas de 5 mI del cultivo se colocaron sobre filtros estériles de 8.0 ¡..tm de tamaño de 

poro (White SCWP, 47 mm, Millipore), en un equipo de filtración. Los filtros con 

cianobacterias se colocaron sobre placas con medio ASN-10, y se incubaron bajo las 

condiciones ya descritas, para que se estableciera el crecimiento sobre los filtros. 

5.3.2 Vectores de expresión 

Los siguientes vectores de expresión de plantas se usaron para la transformación 

genética de la cianobacteria: pBarGus (Monsanto), un plásmido conteniendo como 

marcador de selección al gen bar, el cual confiere resistencia a la fosfinotricina (PPT) (la 

molécula activa en el herbicida Basta); pWRG1515 (Agracetus) y pCAMBIA1301 

(Cambia, Camberra Act), ambos plásmidos llevan como marcador de selección el gen hptIl 

que codifica para la higromicina fosfotransferasa que confiere resistencia a la higromicina; 

y pB1426 (Datla et al. 1991), un plásmido conteniendo el gen nptll (gen de la neomicina 

fosfotransferasa tipo 11) que confiere resistencia a varios antibióticos I aminoglicosados 
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como la kanamicina, paromomicina, etc. Todos los vectores contienen el promotor 35S del 

virus del mosaico de la coliflor (CaMV) y al gen reportero de la ~-glucoronidasa (gusA). 

5.3.3 Preparación de las micropartículas de tungsteno 

. 5.3.3 .1 Limpieza de las micropartículas. La preparación de las micropartículas de 

. tungsteno siguió básicamente la metodología reportada por Tomes y cols. (1995). Las 

micropartículas de tungsteno (60 g) se colocaron en tubos Córex de vidrio con 2 mI de 

ácido nítrico 0.1 N. Las micropartículas se limpiaron sonicando por 20-30 min en un 

sonicador de baño de agua, moviendo constantemente. El contenido del tubo se transfirió a 

2 tubos Eppendorf de 2 mI y se centrifugó a 14,000 rpm por 30 seg. El sobrenadante se 

eliminó y se agregó 1 mI de etanol absoluto, mezclando el contenido por sonicación durante 

5 seg. Se centrifugó de nuevo por 30 seg y el sobrenadante se eliminó. La pastilla final se 

resuspendió en 1 mI de agua desionizada estéril con ayuda de un vórtex y se sonicó por 5 

seg. El contenido de un tubo eppendorf se dividió en 4 tubos en cantidades iguales y el 

volumen de cada tubo se ajustó a 1 mI, con agua desionizada estéril. 

5.3.3.2 Recubrimiento de las micropartículas con DNA. Dos tamaños de 

micropartículas de tungsteno se probaron para el bombardeo: micropartículas M-5 de 0.4 

flm y micropartículas M-lO de 0.7 flm. El DNA plasmídico de los vectores de 

transformación se usó para recubrir las micropartículas, para lo cual se siguió el protocolo 

descrito por Valdez y cols. (1998). La mezcla de precipitación se preparó en un tubo 

Eppendorf y constituyó de: 50 fll de la suspensión de micropartículas, 5 fll de la solución de 

DNA (a una concentración de 1 flglfll), 50 fll de CaCb 2.5 M estéril y 20 fll de espermidina 

0.1 M. Posteriormente, la mezcla se sonicó por pulsos hasta homogeneizar (5-10 seg). Se 

centrifugó 10 seg a 10,000 rpm y se descartó el sobrenadante. La pastilla se re suspendió en 

70 fll de etanol absoluto. 

5.3.4 Bombardeo de micropartículas 

Para el proceso de transformación de P. animalis por medio de bombardeo con 

micropartículas, se siguió la metodología propuesta por Tomes y cols. (1995) y modificada 

por Cabrera-Ponce y cols. (1997). Los filtros con el crecimiento cianobacterial se 
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bombardearon usando el sistema PDS-1000He de Bio-Rad (Sanford et al. 1991). Sobre el 

área del centro de cada uno de los discos o membranas (macroacarreadores), se colocaron 

10 , . .tI de la mezcla DNA-tungsteno. El sistema de bombardeo se preparó limpiándolo muy 

bien con etanol, luego se colocaron todos los accesorios del sistema y finalmente, la caja 

petri con medio ASN-10 llevando un filtro con la cianobacteria, se introdujo al sistema. El 

disparo se realizó hasta obtener la ruptura de las membranas bajo una presión de helio de 

800 psi, un vacío parcial de 0.07 atm y una distancia al blanco de 5.8 cm. La caja petri con 

el blanco de disparo se removió del sistema y el procedimiento se repitió con las siguientes 

muestras. 

El experimento se realizó probando 2 tamaños de micropartículas para cada uno de 

los vectores y con 4 repeticiones para cada combinación. En cada estrategia de bombardeo 

se manejaron 3 placas testigo. 

5.3.5 Pruebas de Selección de los transformantes 

Después del bombardeo, las membranas con los filamentos se incubaron sobre 

placas de ASN-10 durante 2 días, y bajo las condiciones de cultivo ya descritas. Las 

pruebas de selección se iniciaron a los dos días del bombardeo, cambiando los filtros de las 

placas con medio ASN-I0 a placas con medio complementado con el antibiótico 

correspondiente. La selección se realizó en medio ASN-10 complementado con PPT a una 

concentración de 5 ¡...tglml para el vector pBarGus, para los vectores pCAMBIA1301 y 

p WRG 1515 se usó higromicina a 25 ¡...tglml; y paromomicina a 150 ¡...tglml para el vector 

pB1426. Las membranas se transfirieron cada semana hacia placas con medio fresco. 

5.3.6 Ensayo de la expresión transitoria de j3-glucoronidasa (gusA) 

El ensayo se realizó a las 72 h después del experimento de transformación. Para 

esto, se colectó una muestra de 5-10 filamentos de cada uno de los filtros bombardeados y 

se transfirió a pozos de cajas de microtitulación (96 pozos) conteniendo 200 ¡...tI de X-GLUC 

(ácido 5-bromo-4-cloro-3-indolil-j3-D-glucuronido, US Biological, Swampscott, MA). Las 

cajas de microtitulación se incubaron a 37°C por 24 h para observar si aparecía el 

precipitado azul producido por la j3-g1ucoronidasa en presencia del X-GLUC. 
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5.3.7 Aislamiento del DNA genómico de P. animalis 

El aislamiento del DNA genómico de P. animalis se llevó a cabo usando el kit 

Plant DNAzol® (Invitrogen). Para la extracción se usó 0.1 g de tejido (peso fresco) de la 

cianobacteria, el cual se congeló en nitrógeno líquido y se pulverizó usando un mortero y 

pistilo. El polvo congelado se transfirió a un tubo para microcentrífuga de 2 mI con 0.3 mI 

de Plant DNAzol® Reagent, y mezclado por inversión varias veces. La mezcla se incubó a 

25°C con agitación por 5 min, y luego se agregó 0.3 mI de cloroformo, mezclando 

vigorosamente. Se incubó a 25°C con agitación por 5 mino El extracto se centrifugó a 

12,000 rpm por 10 min y la fase acuosa se recuperó en un tubo nuevo. Para precipitar el 

DNA, la fase acuosa se mezcló con 0.225 mI. de etanol absoluto, y se almacenó a 

temperatura ambiente por 5 mino El DNA precipitado se sedimentó por centrifugación a 

5,000 rpm por 4 mino El sobrenadante se descartó y la pastilla se lavó, mezclándola con 

ayuda de un vórtex con solución de lavado compuesta de 1 volumen de Plant DNAzol® 

Reagent y 0.75 volúmenes de etanol absoluto. La muestra se almacenó por 5 min y luego, 

se centrifugó a 5,000 rpm por 4 mino La solución de lavado se descartó y la pastilla se 

mezcló vigorosamente con 0.3 mI de etanol al 70%. Después se centrifugó a 5,000 rpm por 

4 mino Se descartó el etanol por decantación y la pastilla se secó al aire, y luego se disolvió 

en 70 , . .tI de amortiguador TE (lO mM Tris-RCl, O.lmM EDTA, pR 8). 

5.3.8 Análisis de restricción del DNA 

Los protocolos para la manipulación del DNA se segUleron de acuerdo a 

Sambrook y Russell (2001). Las enzimas de restricción provenían de los laboratorios 

Invitrogen y se usaron acorde a las recomendaciones de la compañía. La electroforesis para 

el DNA se llevó a cabo en geles de agarosa al1 % en amortiguador TAE, mientras que los 

plásmidos de Bti se observaron en geles de agarosa al 0.6% y utilizando amortiguador TBE 

0.5%. 

5.3.9 Análisis del DNA mediante PCR 

La transformación e integración de los vectores en el genoma de P. animalis se 

monitoreó por la detección por PCR del gen de la P-glucoronidasa (gusA). Los DNA de los 
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transfonnantes putativos se sujetaron a la amplificación empleando un equipo para PCR 

(DNA thennal cycler. Perkin Elmer, Gene Amp PCR System 2400) y un kit para la 

amplificación de DNA con Taq polimerasa (Invitrogen). La mezcla de reacción (volumen 

de 25 111) se preparó con: 100 ng de DNA, 200 11M dNTP's, 5 mM. MgCh, 100 ng de cad~ 

primer, y 3 U de Taq polimerasa. El programa de PCR consistió de un paso de 

desnaturalización inicial de 94°C por 5 min, seguido de 25 ciclos que incluían 

desnaturalización a 94°C por 30 seg, alineamiento a 59°C por 30 seg y síntesis a 72°C por 

30 seg, y se finalizó con un paso de extensión de 7 min a 72°C. Los iniciadores que se 

emplearon para la amplificación del gen gusA fueron: iniciador directo 5'-

GGTGGGAAAGCGCGTTACAA- 3' e iniciador reverso 5'-

GTTT ACGCGTTGCTTCCGCCA - 3'. El producto de amplificación esperado fue un 

fragmento de 1,200 pb. 

5.3.10 Análisis del DNA mediante la técnica del Southern blot 

El DNA genómico (100 Ilg) se digirió con la enzima XhoI, se fraccionó por 

electroforesis en un gel de agarosa al 1 % Y se transfirió a una membrana de nylon Hybond­

W (Amersham Phannacia biotech) usando amortiguador 2X SSC (20X SSC: 3M NaCl, 

300rnM NaCi pH 7) (Southem 1975). La transferencia se llevó a cabo durante 48 h por 

absorción capilar, dejando transferir el DNA del gel a la membrana mediante el flujo del 

amortiguador de transferencia, el cual se generó por cúmulos de papel filtro seco colocados 

sobre la membrana. El DNA se fijó a la membrana por medio de un Stratalinker 

(Stratalinker® 1800 UV Crosslinker, 100V. Stratagene). La hibridación se llevó a a cabo 

usando un método de detección no-radio activo DIG DNA Labeling and Detection Kit 

(Roche Applied Science), y siguiendo las instrucciones de la compañía. La membrana se 

pre-hibridó a 45°C en la solución DIG Easy Hyb por 30 min con agitación suave. La 

hibridación de la membrana se realizó por aproximadamente 12 h a 45°C, con un fragmento 

XhoI de 1,094 pb del vector pCAMBIA1301, conteniendo el gen hptIl, usado como sonda. 

La membrana se lavó, primero con 2X SSC, 0.1 % SDS, dos veces por 5 min a 25°C bajo 

agitación constante; y segundo con 0.5X SSC, 0.1 % SDS, dos veces por 5 min y con 

agitación. Posterionnente, la membrana se lavó por 5 min en amortiguador de lavado (ácido 

maléico 0.1 M, NaCl 0.15 M; pH 7.5; Tween 20 0.3% [v/v]), luego se incubó 30 min en 
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solución de bloqueo (agente de bloqueo 10%, botella 10 del kit de Detección Roche, [w/v] 

en ácido maléico), y 30 min en solución de anticuerpo (Anti-Digoxigenina-AP, vial 8 del 

kit Roche, 1:5000 [150mU/ml] en solución de bloqueo) y dos veces en amortiguador de 

lavado (15 min). La membrana se expuso a la reacción en un sustrato de color, que produjo 

señal en las zonas de hibridación de la sonda. Finalmente, se fotografió la membrana. 

5.4 TRANSFORMACIÓN DE P. animalis CON EL GEN MOSQUITOCIDA CRY4A 

5.4.1 Plásmido pHT606 

El gen cry4A se obtuvo de la cepa 4Q2-81 (plásmido pHT606), con el gen en un 

fragmento SstI-SphI de 4.3 kb insertado en el vector pHT315 (Delécluse et al. 1993). El 

plásmido pHT606 se sembró en placas de agar para métodos estándares BD Bioxon (23.5g 

de medio/1 litro de agua desionizada) complementadas con eritromicina (25 ¡.tg/ml) , que 

fue el antibiótico de selección para este plásmido. 

5.4.2 Aislamiento de plásmidos de Bti 

Para el aislamiento de plásmidos de las cepas de B. thuringiensis, se siguió 

básicamente el método de Jensen y cols. (1995). En 100 mI de medio Spizizen, 

complementado con glucosa y extracto de levadura (Anexo 2), se sembró un inóculo muy 

pequeño de las colonias del plásmido pHT606. Se dejó incubando durante la noche por 

aproximadamente 12 h a 30°C y con agitación de 340 rpm. Al día siguiente, el cultivo se 

monitoreó hasta alcanzar una D.O'
600 

de 0.8 - 1, Y luego se concentró por centrifugación a 

4,500 rpm durante 30 min a 4°C (Biofuge Stratos Heraeus). La pastilla se resuspendió en 2 

mI de TES frío (Tris base 30 mM, EDTA 5 mM, NaCl 50 mM pH 8.0) y se centrifugó 10 

min a 13,000 rpm a 4°C. La pastilla se resuspendió en 2 mI de TES-sacarosa-lisozima 

(sacarosa 20% en TES y 1 mg/ml de lisozima) y 1 ¡.tl/ml de RNAsa, y se incubó a 37°C 

hasta observar esferoplastos en el microscopio, y luego se dejó 10 min en hielo. Luego se 

adicionaron 4 mI de la solución 11 (SDS 1%, NaOH 0.2 N) y se mezcló por inversión del 

tubo hasta obtener una solución clara. Se incubó por 5 min en hielo. Transcurrido este 
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tiempo, se le adicionaron 3 mI de solución III (acetato de sodio 3 M pH 4.8), se mezcló 

suavemente y se incubó por 20 min a -20°C. 

Posteriormente se centrifugó a 13,000 rpm por 15 min y el sobrenadante se filtró y 

se recuperó en un tubo limpio. Se adicionaron dos volúmenes de etanol absoluto frío y se 

dejó incubar por 30 min a -70°C. Nuevamente se centrifugó a 13,000 rpm por 15 min, se 

eliminó el sobrenadante y se enjuagó una vez con etanol al 70%. La pastilla se secó al aire 

por 30 min y posteriormente se resuspendió en 375 ) . .tI de agua, se le agregaron 225 ).11 de 

acetato de amonio 7.5 M, Y se mezcló bien. Se adicionaron 10 ).11 de bromuro de etidio (10 

mg/ml), y se mezcló bien. Luego se agregaron 600 ).11 de fenoVcloroformo/alcohol 

iso amílico (25:24:1) y se mezcló con agitaciones muy suaves. Se centrifugó por 5 min a 

12,000 rpm y recolectó el sobrenadante. Se realizó una extracción con cloroformo/alcohol 

isoamílico (24:1), y se centrifugó de nuevo a 12,000 rpm por 5 min y al final, se recuperó el 

sobrenadante. El DNA se precipitó con dos volúmenes de etanol absoluto, y se colocó a 

-70°C por 30 mino Se centrifugó a 12,000 rpm por 5 min, se lavó la pastilla con etanol al 

70% y se dejó secar. La pastilla se resuspendió en un volumen de 400 ).11 de agua y se le 

adicionó 0.1 volumen de NaCl 5 M. Se precipitó con 2 volúmenes de etanol y se dejó 30 

min a -70°C. Se centrifugó y se lavó la pastilla con etanol al 70%. Finalmente, la pastilla 

se resuspendió en 50 ).11 de amortiguador TE. Los plásmidos se visualizaron en un gel de 

agarosa 0.6% mediante electroforesis, utilizando amortiguador TBE 0.5% (Invitrogen), y 

dejando migrar las muestras por aproximadamente 12 h a 20 Volts. 

5.4.3 Clonación del gen mosquitocida cry4A en el vector pCAMBIA1301 

Una vez que se eligió a pCAMBIA1301 (Fig. 2) como un vector eficiente para la 

transformación de la cianobacteria P. animalis, se procedió a la clonación del gen que 

expresa la proteína mosquitocida Cry4A de B. thuringiensis, en este vector. El gen cry4A 

fue obtenido del plásmido pHT606 (Delécluse et al. 1993). 
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Fig. 2 Vector de transformación para plantas pCAMBIA1301 , desarrollado por el Centro 
para la Aplicación de Biología Molecular para la Agricultura Internacional (CAMBIA). 
Contiene el gen gusA como repQrtero para conocer la eficiencia de transformación, el gen 
que codifica para la resistencia a kanamicina para su amplificación en bacterias, el gen que 
codifica para la resistencia a higromicina para su selección en plantas y una región de 
clonación múltiple para los sitios EcoRI, SacI, KpnI, SmaI, BamHI, XbaI, SalI, Pstl y 
HindIlL www.cambia.org/main/r_et_1300_1301_b.htm 

Se llevó a cabo una clonación direccional hacia el plásmido vector, para lo cual el 

DNA del vector (pCAMBIA1301 , Fig. 2) Y el inserto (gen cry4A en pHT606, Fig. 3) se 

digirieron con dos enzimas de restricción que reconocen secuencias en ambas moléculas. El 

gen mosquitocida se insertó en el sitio múltiple de clonación del vector pCAMBIA 130 1, en 

los sitios SstI - PstL Para lograr lo anterior, el plásmido pHT606 se cortó con las enzimas 

de restricción Sstl - Pstl, para obtener un fragmento de aproximadamente 4.3 kb que 

codifica para el gen cry4A, bajo el control de su propio promotor. Posteriormente la 

digestión del DNA del inserto se purificó por extracción con fenol: cloroformo y 

precipitación con etanoL El DNA del vector digerido con las enzimas Sstl - Pstl fue 
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purificado por centrifugación en columnas MICROCON (Centrifugal Filtres Devices. 

Millipore), siguiendo las indicaciones de la compañía. La reacción de ligación se preparó 

en una relación de 3:1 con respecto al DNA del inserto y del vector, esto es, se usaron 750 

ng del inserto y 250 ng del vector. La mezcla de reacción se incubó por aproximadamente 

12 h a 16°C. 

Sstl EcoRI BgllI EcoRI Clal 

cry4A 

promotor 

pHT315 

Fig. 3 Fragmento del mapa de restricción del plásmido pHT606 que contiene al gen cry4A , 
en un fragmento Sstl-SphI de 4.3 kb (Delécluse et al. 1993). 

5.4.4 Transformación por electroporación de E. coli con la ligación 1301-4A 

Una vez que se obtuvo el DNA recombinante in vitro , se. transfirió a células de E. 

coli para que pudiera replicarse, por lo que se realizó una electrotransformación de 50 111 de 

células competentes de E. coli cepa DH5a con 2 111 de la reacción de ligación, con el 

propósito de amplificar al plásmido transformante. Las células electrocompetentes de E. 

coli se descongelaron, colocándose sobre hielo. Se tomaron 50 111 de células en suspensión 

y se transfirieron a una celda para electroporación de 0.2 cm (Bio-Rad Laboratories, 

Hercules, Calif.), inmediatamente se agregaron 2 Jll de la reacción de ligación 1301-4A. La 

celda se tapó y se colocó en la cámara. La electroporación se llevó a cabo en un 

Electroporador Gene Pul ser 11 with Pulse .Controller Plus (Bio-Rad Laboratories) a 25 JlF , 
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2.5 kV, 200 ohms. Antes de llevar a cabo la electroporación de las células, fue necesario 

descargar el electroporador sobre una celda blanco. La electroporación se realizó por 

duplicado usando una celda como testigo negativo (agua en lugar de DNA) y otra celda con 

el DNA plasmídico. Después de la descarga, la celda se removió y a la suspensión de 

células se adicionó 1 mI de medio LB (Broth Base. Gibco) sin antiobiótico. La mezcla se 

transfirió a un tubo de polipropileno estéril de 15 mI y se incubó a 37°e con una agitación 

de 225 rpm durante 1 h. Posteriormente, se plaquearon muestras de 50 y 1 00 ~l de la 

mezcla de electroporación en medio LB con 50 f.lglml de kanamicina. Las cajas se 

incubaron a 37°e por aproximadamente 12 h. Las colonias que crecieron en las placas se 

sembraron en medio líquido LB complementado con Km (50 ~glml) y luego se aisló el 

DNA plasmídico (sección 5.4.4.1). 

Las células electrotransformadas se analizaron para detectar la presencia de los 

genes recombinantes, mediante la determinación de su tamaño y por los patrones de 

restricción (Sambrook y Russell 2001). Para corroborar la presencia del plásmido se usó 

una técnica rápida de extracción de DNA y para el análisis de restricción de los 

recombinantes se realizó una minipreparación de plásmidos (ver más adelante). 

5.4.4.1 Extracción de DNA de células recombinantes de E. eolio La 

minipreparación de plásmidos de E. eoli siguió esencialmente la metodología de Zhou 

(1990). De un cultivo que fue dejado en crecimiento durante la noche (12 h 

aproximadamente), se colectó una !lluestra de 1.5 mI, que se centrifugó a 14,000 rpm por 

10 seg. El sobrenadante se decantó, conservando 50-100 f.ll, Y la pastilla se resuspendió por 

agitación en vórtex. Se agregaron 300 ~l de amortiguador TENS (amortiguador TE, NaOH 

10M, SDS 10%) y se agitó en vórtex hasta que la muestra se tomó viscosa. Inmediatamente 

se colocó en hielo para evitar la degradación del DNA cromosómico. Se agregaron 50 ~l de 

acetato de sodio 3 M, pH 4.8 Y se agitó en vórtex hasta homogeneizar. Se centrifugó a 

14,000 rpm por 5 min para precipitar los restos de células y DNA cromosómico. El 

sobrenadante se transfirió a un tubo Eppendorf estéril, y se agregaron 2 volúmenes de 

etanol absoluto. Se incubó a -20oe por 20 min y posteriormente, se centrifugó a 14,000 
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rpm 'por 10 mino Se decantó el sobrenadante y la pastilla se lavó 2 veces con etanol frío al 

70%. La pastilla se secó al aire y se resuspendió en 50 ¡.tI de amortiguador TE. 

5.4.4.2 Análisis de restricción y electroforético del DNA de células recombinantes 

de E. eolio El DNA de las colonias obtenidas por selección se sujetó a un análisis de 

restricción. El DNA plasmídico del recombinante se digirió con diferentes enzimas, de tal 

forma que se obtuviera un patrón de restricción esperado para los sitios conocidos. Se 

usaron las enzimas SstI y PstI que sirvieron para obtener el fragmento de aprox. 4.3 kb que 

codifica para el gen ery4A de la construcción pHT606. Además, se usó la enzima XhoI, 

para demostrar que los recombinantes presentaban el fragmento de 1,094 pb que codifica 

para la resistencia a higromicina, dicha región está flanqueada a sus extremos por sitios 

Xhol. Los resultados de las digestiones se visualizaron en geles de agarosa al 1 %, para 

comprobar la presencia de los genes hptII yery4A. 

5.4.4.3 Identificación de células recombinantes de E. eoli por análisis PCR. La 

corroboración de la transformación se llevó a cabo también por PCR, usando iniciadores 

específicos para las secuen?ias de plásmidos que contenían al gen gusA y al gen .ery4A. Los 

detalles del método de PCR se describieron en la sección 5.3.9. 

El programa de PCR para la amplificación del gen gusA consistió de un paso de 

desnaturalización inicial de 94°C por 5 min, seguido de 25 ciclos que incluyeron la 

desnaturalización a 94°C por 30 seg, el alineamiento a 59°C por 30 seg y la síntesis a 72°C 

por 30 seg, y se finalizó con un paso de extensión de 7 min a 72°C. Los iniciadores 

empleados para la amplificación del gen gusA fueron: iniciador directo 5' -

GGTGGGAAAGCGCGTTACAA- 3' e iniciador reverso 5'-

GTTT ACGCGTTGCTTCCGCCA - 3'. El producto de amplificación esperado fue un 

fragmento de 1,200 pb. 

El análisis de PCR para comprobar que las colonias portaran el gen mosquitocida 

se realizó usando oligonucleótidos iniciadores para la detección del gen ery4A (Zeigler 

1999). Iniciador EE-4A (d) directo 5'- GGGTATGGCACTCAACCCCACTT- 3' y Un-4 
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(r) reverso 5'- GCGTGACATACCCATTTCCAGGTCC - 3' que amplificaron un producto 

de 1,529 pb. El programa de PCR consistió de un paso de desnaturalización inicial de 94°C 

por 5 min, seguido de 25 ciclos que incluyeron la desnaturalización a 94°C por 30 seg, el 

alineamiento a 56°C por 30 seg y la síntesis a 72°C por 30 seg, y se finalizó con un paso de 

extensión de 7 min a 72°C. 

5.4.4.4 Midi-preparación de plásmidos de células recombinantes de E. eolio Una 

vez identificadas las colonias recombinantes, se realizó una midi-preparación de plásmidos 

empleando el Kit Plasmid Midi-Kit (QIAGEN). Una colonia de un cultivo selectivo en 

placa se inoculó en 25 mI de medio líquido LB complementado con Km (50 ¡..tglml) y ·se 

cultivó toda la noche (12 h aprox.) a 37°C, con una agitación de 300 rpm. El cultivo se 

centrifugó a 6,000 rpm durante 15 min a 4°C. El sobrenadante se eliminó y la pastilla se 

resuspendió en 4 mI de amortiguador PI del kit con la ayuda de un vórtex. Luego se 

agregaron 4 mI de amortiguador P2 y se mezcló invirtiendo 4-6 veces. Se incubó 5 min a 

temperatura ambiente, se le agregaron 4 mI de amortiguador P3 (enfriado a 4°C) y se 

mezcló invirtiendo. Posteriormente se incubó 15 min en hielo. Se centrifugó a 12,000 rpm, 

a 4°C por 30 min y se colectó el sobrenadante. Se centrifugó el sobrenadante a 12,000 rpm 

por 15 min a 4°C, y luego, se colectó el sobrenadante. Mientras tanto, una columna 

QIAGEN se equilibró con 4 mI de amortiguador QBT. El sobrenadante se agregó a la 

columna y se lavó 2 veces con 10 mI de amortiguador QC. El DNA se obtuvo agregando 5 

mI de amortiguador QF a la columna y colectando el filtrado en un tubo limpio. Se 

precipitó el DNA al agregar 3.5 mI de isopropanol (a temperatura ambiente). Se mezcló y 

se centrifugó a 10,000 rpm por 30 min y a 4°C. La pastilla se lavó con 2 mI de etanol al 

70% (a temperatura ambiente), luego se centrifugó a 10,000 rpm durante 10 min a 4°C. La 

pastilla se secó al aire por 5-10 min y se disolvió en 200 ¡..tI de amortiguador TE. 

La construcción del vector pCAMBIA1301 conteniendo el gen ery4A, con la cual 

fue realizado el experimento de biobalística, fue nombrada como construcción p1301-4A, y 

tiene un peso molecular de aproximadamente 16.104 kb. 
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5.4.5 Transformación por Biobalística de P. animalis con la construcción p1301-4A 

5.4.5.1 Bombardeo con micropartículas. La transformación por biobalística se 

llevó a cabo de acuerdo a la técnica de Tomes y cols. (1995) y utilizando los parámetros 

estandarizados por Cabrera-Ponce y cols. (1997). Para el bombardeo se aplicó una presión 

de Helio de 800 psi, un vaCÍo parcial de 0.07 atm dentro de la cámara, y una distancia al 

blanco de 5.8 cm en el sistema biobalístico de helio PDS1000 de alta presión. En esta 

ocasión se usaron sólo micropartículas de tungsteno M-S, ya que en el experimento anterior 

se comprobó que no hubo diferencia aparente con respecto a las micropartículas M-lO. 

Se bombardearon 22 placas con cultivo de la cianobacteria P. animalis sobre 

filtros millipore; 16 de estas placas se bombardearon con la construcción p1301-4A, y 6 

placas se bombardearon sólo con el vector pCAMBIA1301, que representó un testigo 

positivo. Seis placas de cultivo se usaron como testigo negativo, y se dejaron sin 

transformar. Durante el experimento se usaron 3 diferentes niveles de crecimiento de la 

cianobacteria: placas con poco crecimiento, mediano crecimiento y un abundante 

crecimiento de la cianobacteria. 

5.4.5.2 Pruebas de selección de la cianobacteria bombardeada. Las pruebas de 

selección se iniciaron a los dos días después del bombardeo, transfiriendo los filtros 

millipore de las placas con medio ASN-10 a placas con medio complementado con 

higromicina a 25 Ilg/ml. Las membranas se sub-cultivaron cada semana en placas nuevas. 

La segunda etapa de selección en medio líquido se inició hasta que los testigos negativos 

(cianobacteria, silvestre) se murieron en la primera etapa de selección en medio sólido. 

5.4.5.3 Aislamiento de DNA genómico de la cianobacteria bombardeada. El DNA 

genómico de la cianobacteria se aisló con el kit Plant DNAzol® Reagent de Invitrogen, y 

siguiendo detalladamente las instrucciones de la compañía. El aislamiento se basó en tres 

pasos principales, 1) una extracción con 0.3 mi de Plant DNAzol® Reagent, 2) una 

precipitación de DNA con 0.225 mi de etanol absoluto, y 3) un lavado de la pastilla final de 

DNA con una solución de lavado compuesta de 1 volumen de Plant DNAzol® Reagent y 
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0.75 volúmenes de etanol absoluto. La pastilla final de DNA se resuspendió en un volumen 

de 70 ¡.tI de amortiguador TE. 

5.4.5.4 Identificación de las cianobacterias transgénicas por análisis PCR. Para 

comprobar la transformación de las cianobacterias con la construcción p1301-4A se utilizó 

un análisis por PCR con los siguientes oligonucleótidos iniciadores específicos para la 

detección del gen cry4A (Zeigler 1999): EE-4A (d) directo 5'-

GGGTATGGCACTCAACCCCACTT- 3' y Un-4 (r) reverso 5'-

GCGTGACATACCCATTTCCAGGTCC - 3' que amplifican un producto de 1,529 pb. El 

programa de PCR consistió de un paso de desnaturalización inicial de 94°C por 5 min, 

seguido de 25 ciclos que incluyeron una desnaturalización a 94°C por 30 seg, un 

alineamiento a 56°C por 30 seg y una síntesis a 72°C por 30 seg, y finalizando con un paso 

de extensión de 7 min a 72°C. 

También se realizó un análisis por PCR, usando oligonucleótidos iniciadores 

específicos para amplificar el gen de la P-glucoronidasa (gen gusA), presente en el vector 

pCAMBIA1301. El programa de PCR y los iniciadores, ya fueron descritos anteriormente. 

La técnica de PCR se detalló en sección 5.3.9. 

5.4.5.5 Pruebas de toxicidad de la cianobacteria con el gen cry4A 

a) Experimento de ventana biológica. Debido a que no se conocía la concentración 

de toxina contenida en la cianobacteria transgénica, no fue posible deteqninar las 

cantidades a usar en el bioensayo, por lo que se realizó un experimento de ventana 

biológica para elegir la dosis a emplear. Se probaron varias dosis entre las que se seleccionó 

la más adecuada. Se aplicaron volúmenes de 0.5, 1.0,2.0, Y 5.0 mI de un cultivo líquido de 

la cianobacteria transgénica en recipientes con 20 larvas de III estadio de Ae. aegypti, 

ajustando a un volumen final de 100 mI de agua. Transcurridas 24 h de iniciado el 

experimento, la mortalidad larvaria fue medida en los volúmenes probados. 

b) Pruebas de susceptibilidad con larvas de Aedes aegypti .. Se realizaron pruebas 

de la toxicidad del cultivo transgénico de P. animalis sobre grupos de 20 larvas de II 
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estadio de Ae. aegypti. La mortalidad larval se comparó contra testigos en donde se usó el 

cultivo silvestre de la cianobacteria. Los filamentos de la cianobacteria se agregaron a 

recipientes desechables de plástico conteniendo un volumen total de 100 mI de agua 

destilada y, transcurridos 20 min, se agregaron las larvas de mosquitos. La mortalidad se 

determinó después de las 24 h (WHO 1970). 

5.5 TRANSFORMACIÓN DE P. animalis CON LOS GENES MOSQUITOCIDAS 

cry4A Y cry4B 

5.5.1 plásmido pHT652 

Los genes cry4A y cry4B están en un fragmento Sstl-SphI de 8.4 kb insertado 

originalmente en el vector pHT315 (Fig. 4) Y que dieron origen a la construcción pHT652, 

cepa 4Q2-81 , (Delécluse et al. 1993). La cepa se cultivó en placas de agar para métodos 

estándar complementadas con eritromicina (25 J.lg/ml) que es el antibiótico de selección 

para este plásmido. 

Sstl EcoRI BarnHI EcoRI Clal Xbal 

cry4A cry4B 

pHT315 

Fig. 4 Fragmento del mapa de restricción del plásmido pHT652 el cual contiene un 
fragmento de 4.3 kb que contiene al gen cry4A , y un fragmento de 4.1 kb que contiene al 
gen cry4B (Delécluse et al. 1993). 
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5.5.2 Pruebas de viabilidad y toxicidad de pHT652 

Una vez obtenido el crecimiento de la cepa pHT652, se realizaron pruebas de 

susceptibilidad con larvas de mosquitos Ae. aegypti para comprobar la viabilidad y 

toxicidad de la cepa. Los bioensayos se llevaron a cabo con 20 larvas de III estadio de Ae. 

aegypti y el porcentaje de mortalidad se determinó a las 2 h de aplicado el tratamiento. 

5.5.3 Aislamiento de plásmidos 

Las colonias de Bti se cultivaron en medio líquido Spizizen (complementado con 

glucosa, extracto de levadura y eritromicina a una concentración de 25 /!g/mI) y de este 

cultivo se realizó el aislamiento de los plásmidos de Bti (técnica ya descrita anteriormente). 

5.5.4 Clonación de los genes mosquitocidas cry4A y cry4B en el vector pCAMBIA1301 

Para este experimento se diseñó una construcción que llevara 2 genes 

mosquitocidas de Bti, para ser insertados en el vector pCAMBIA1301. Los genes 

mosquitocidas se insertaron en el vector pCAMBIA1301, por medio de una estrategia de 

clonación direccional en el plásmido vector, cortando el DNA del vector (pCAMBIA1301) 

y del inserto (fragmento cry4A-4B en pHT652) con dos enzimas de restricción que 

reconocen secuencias en ambos DNA (ver más adelante). 

Posteriormente se purificaron las digestiones, del DNA del inserto por extracción 

con fenol: cloroformo y precipitación con etanol, y del vector por centrifugación con 

columnas de MICROCON (Centrifugal Filtres Devices. Millipore). La mezcla de la 

reacción de ligación se preparó con una relación 3:1 con respecto al DNA del inserto y del 

vector (750 ng del inserto y 250 ng del vector) y se incubó a 16°C durante 12 h. 

De las diversas estrategias probadas, se obtuvieron dos construcciones que 

produjeron colonias recombinantes, y que son las únicas que a continuación se describen: 
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Construcción 1. SstI-Sphl 

La construcción 1 se realizó utilizando el plásmido pCAMBIA1301 al que se le 

insertó un fragmento SstI-Sphl de 8.4 kb de la construcción pHT652, que codifica para los 

genes cry4A y cry4B, bajo el control de su propio promotor. Se diseñó una construcción 

cuyo marcador de selección para bacterias es kanamicina y para plantas es higromicina. 

Construcción 2. SstI-HindIlI 

La construcción 2 se realizó utilizando el plásmido pCAMBIA1301 al que se le 

insertó un fragmento SstI - HindIlI de aproximadamente 8.4 kb de la construcción pHT652 

que codifica para los genes cry4A y cry4B, bajo el control de su propio promotor. Se diseñó 

una construcción que tiene como marcador de selección a la kanamicina en bacterias, e 

higromicina para plantas. 

5.5.5 Transformación por electroporación' de E. coli con la ligación 1301-4A-4B 

Se electroporaron 50 ¡..tI de células electrocompetentes de E. coli cepa DH5a con 2 

¡..tI de la reacción de ligación 1301-4A-4B. La electroporación se realizó por duplicado para 

cada construcción, usando una celda como testigo negativo (agua. en lugar de DNA) y otra 

celda con el DNA de la construcción. Las colonias transformadas que crecieron en las 

placas se sembraron en medio líquido LB complementado con Km (50 /lg/ml) para luego 

aislar el DNA plasmídico. Las cepas electrotransformadas se analizaron para detectar la 

presencia de los genes recombinantes, mediante la caracterización del tamaño del plásmido 

y sus patrones de restricción (Sambrook y Russell2001). 

5.5.5.1 Extracción de DNA de células recombinantes de E. coli. Para la extracción 

de DNA se empleó una técnica rápida de minipreparación de plásmidos (TENS, descrita 

anteriormente) de las células de E. coli transformantes que crecieron bajo la selección. 

5.5.5.2 Análisis de restricción. El plásmido de las células de E. coli transformantes 

se sujetó a un análisis de restricción, para 10 cual el DNA de E. coli fue digerido con la 

enzima Xhol para comprobar que la construcción llevara el fragmento que codifica para la 

resistencia a higromicina (antibiótico usado para la selección después del bombardeo). 
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5.5.5.3 Análisis por PCR para el escrutinio de las construcciones. Para comprobar 

que las construcciones contuvieran los genes cry4A y cry4B se utilizó un análisis por PCR 

(método detallado anteriormente en sección 5.3 .9). Para lo anterior se usaron los siguientes 

oligonucleótidos iniciadores para la detección de cada gen: 

• gen cry4B: EE-4B (d) directo y Un-4 (r) reverso que amplifica un producto 

de 1,951 pb 

• gen cry4A: EE-4A (d) directo y Un-4 (r) reverso que amplifica un producto 

de 1,529 pb 

La secuencia de los iniciadores para la detección del gen cry4B (Zeigler 1999) es 

la siguiente: EE-4B (d) directo 5'- GAGAACACACCTAATCAACCAACT- 3' y Un-4 (r) 

reverso 5'- GCGTGACATACCCATTTCCAGGTCC .:. 3'. 

El programa de PCR consistió de un paso de desnaturalización inicial de 94°C por 

5 min, seguido de 25 ciclos que incluyeron una desnaturalización a 94°C por 30 seg, un 

alineamiento a 66°C por 30 seg y una síntesis a 72°C por 30 seg, y finalizando con un paso 

de extensión de 7 min a 72°C. Los datos del PCR para amplificar el gen cry4A, ya fueron 

proporcionados anteriormente en el texto. 

La visualización del resultado del PCR se realizó por electroforesis en geles de 

agarosa al 1 %. Las muestras empleadas como testigos fueron DNA de una muestra de agua, 

y una muestra de E. coli transformada sólo con el vector pCAMBIA 1301. 

5.5.5.4 Midi-preps del recombinante. La midi-preparación de plásmidos se realizó 

con el Kit Plasmid Midi-Kit de QIAGEN, cuya técnica se describió anteriormente. 
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5.5.6 Transformación por biobalÍstica de P. animalis con la construcción p1301-4A-4B 

5.5.6.1 Bombardeo con micropartículas. Se bombardearon 30 placas con cultivo de 

la cianobacteria P. animalis creciendo sobre filtros Millipore además de 10 placas usadas 

como testigo negativo. Se usaron 3 estrategias para el bombardeo de la cianobacteria, 

destinándose 10 placas para cada estrategia de transformación. En todas se utilizó el 

Sistema Biobalístico de Helio, PDS 1 000 de alta presión. 

Estrategia 1. 

Se bombardearon 10 placas con el DNA de la construcción 1, obtenida al insertar 

los genes mosquitocidas en los sitios SstI-SphI de pCAMBIA1301. 

Estrategia 2 

Se bombardearon 10 placas con el DNA de la construcción 2, obtenida al insertar 

los genes mosquitocidas en los sitios HindIII - SstI de pCAMBIA1301. 

Estrategia 3 

3.1 Se bombardearon 5 placas con una mezcla del DNA de la construcción 1 más 

el plásmido pHT652. 

3.2 Se bombardearon 5 placas con una mezcla del DNA de la construcción 2 más 

el plásmido pHT652. 

5.5.6.2 Pruebas de selección de los transformantes. Las pruebas de selección de las 

cianobacterias transformantes se iniciaron a los dos días después del bombardeo, 

cambiando los filtros Millipore de las placas con medio ASN-10 a placas con medio 

complementado con el antibiótico para la selección (higromicina a 25 Ilg/ml). Las 

membranas se subcultivaron semanalmente en placas nuevas. Los filamentos que 

demostraban tener un· mejor crecimiento, y que podían considerarse posibles clones 

transgénicos, se transfirieron individualmente a placas por separado. Luego de la etapa de 

selección en medio sólido, los cultivos más destacados en crecimiento se pasaron a la etapa 

de selección en medio líquido. 
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Para acelerar la obtención de clones transgénicos y la mortalidad de todo el 

material no transformado, se incrementó la presión de selección, probando diferentes 

concentraciones de higromicina (50 )l g/m 1 , 100 )l g/m 1 , 150 )lg/ml y 300 )lg/ml) en uno de 

los posibles clones que mejor respondió a la primera etapa de selección. Una vez que se 

comprobó que los clones fueron capaces de sobrevivir a una mayor presión de selección, se 

transfirieron todas las cianobacterias que fueron bombardeadas a una mayor concentración 

de antibiótico. 

5.5.6.3 Aislamiento de DNA genómico. El DNA genómico de las cianobacterias 

transformadas se aisló con el kit Plant DNAzol® Reagent de Invitrogen, de acuerdo al 

protocolo descrito anteriormente. 

5.5.6.4 Identificación de los clones transgénicos por análisis PCR. Para comprobar 

que las cianobacterias bombardeadas que sobrevivieron a la etapa de selección contenían 

los genes mosquitocidas cry4A y cry4B, se llevó a cabo un análisis por PCR, usando los 

iniciadores y las condiciones de amplificación antes mencionadas y siguiendo el método 

descrito en sección 5.3.9. 

5.5.6.5 Análisis tipo "Southem blot". El DNA genómico (lOO )lg) de las 

cianobacterias bombardeadas se digirió con las enzimas SstI-HindllI, las enzimas que 

flanquean el fragmento que codifica para los genes mosquitocidas cry4A y cry4B. El 

producto de la digestión se fraccionó en un gel de agarosa al 1 % y luego se transfirió a una 

membrana de nylon Hybond-W (Amersham Pharmacia biotech) usando amortiguador 2X 

SSC (20X SSC: 3M NaCl, 300mM NaCi pH 7) (Southem 1975). La transferencia, 

hibridación, revelado y registro de la imagen del patrón de hibridación se realizaron 

siguiendo el protocolo descrito en la sección 5.3.10. 

5.5.6.6 Pruebas de toxicidad con larvas de Ae. aegypti. La cianobacteria 

transformante con ambos genes mosquitocidas se sujetó a bioensayos con larvas de 11 

estadio de Ae. aegypti las cuales se agregaron a recipientes desechables de plástico 

conteniendo agua destilada en un volumen total de 100 mI. El cultivo de P. animalis 
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recombinante se usó a una D.O.6oo de 1.6 células en promedio para los cultivos probados. 

Los bioensayos se realizaron por triplicado, usando como testigos negativos un grupo 

alimentado con la cianobacteria silvestre y otro grupo alimentado con la cianobacteria que 

lleva sólo al vector pCAMBIA1301. La mortalidad se determinó cada 24 h. 

5.5.6.7 Pruebas de susceptibilidad con larvas de Anopheles albimanus. Una prueba 

definitiva de la expresión de las proteínas tóxicas en las cianobacterias recombinantes, fue 

la realización de bioensayos con larvas del mosquito An. albimanus. Para esto, se realizaron 

pruebas con grupos de 20 larvas de 11 estadio de An. albimanus con el cultivo de P. 

animalis recombinante y se comparó la mortalidad larval contra dos testigos negativos, el 

cultivo silvestre de P. animalis y el cultivo de P. animalis que lleva el vector 

pCAMBIA1301. La cianobacteria se usó a una D.O.6oo de 1.6 células en promedio, y 

transcurridos 20 min, se adicionaron a recipientes desechables de plástico con agua 

destilada a un volumen total de 100 mI. La mortalidad se determinó cada 24 h. 

5.5.6.8 Cortes histológicos con larvas de mosquitos. Con el objeto de corroborar el 

efecto que la cianobacteria conteniendo los genes mosquitocidas cry4A y cry4B de Bti 

causó sobre el intestino medio de las larvas, se colectaron larvas de Ae. aegypti que fueron 

expuestas a la cianobacteria transgénica en las pruebas de susceptibilidad, así como larvas 

testigos (del insectario y sin exposición a la cianobacteria mosquitocida). Las larvas se 

colocaron en el líquido fijador AFATD (75 mI de etanol al 96%, 10 mI de formaldehído, 5 

mI de ácido acético, 10 mI de dimetilsulfóxido, y 1 g de ácido tricloroacético). La duración 

de la fijación fue de 24 a 72 h, al término de la fijación, el fijador se eliminó con varios 

lavados en etanol al 70%. Las larvas se lavaron dos veces en etanol al 96% por 30 min cada 

lavado, luego tres veces en etanol absoluto por 30 min cada uno. Posteriormente, las larvas 

se transfirieron a una solución compuesta de 2/3 de etanol absoluto y 1/3 de Hemo-De por 

30 min, luego a una solución de 1/3 de etanol absoluto y 2/3 de Hemo-De por 30 min, y 

finalmente a Hemo-De por 24 h. Al finalizar se realizó la inclusión en parafina. 

La inclusión en parafina consistió de tres cambios de parafina del mismo punto de 

fusión (de 58° a 60°C) de una hora cada uno, en una estufa a 60°C. Posteriormente se 
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realizó la inclusión, orientando cada larva de forma horizontal en moldes pequeños de 

microscopía electrónica conteniendo parafina del mismo punto de fusión, caliente y limpi~. 

Este procedimiento se efectuó fuera de la estufa y con la ayuda de un microscopio 

estereoscópico. Los moldes con las larvas se transfirieron a los bloques con parafina 

caliente, y luego de enfriarse, se guardaron a 4°C para solidificarla. 

Con un microtomo se realizaron cortes histológicos seriados, de diferentes 

grosores (20, 15, 12 )lm). Los cortes histológicos se colocaron extendidos sobre un 

portaobjetos, después se desparafinaron en Remo-De por 1 h, para al final ser montados en 

un portaobjetos con solución cytosil. Las observaciones se realizaron en un microscopio 

(Mod. DMRE, Marca Leika) y se tomaron fotos en contraste diferencial de interferencia 

(Nomarski) y contraste de fases a 20X y 40X. 
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6. RESULTADOS 

6.1 OBTENCIÓN DE CULTIVOS AXÉNICOS 

6.1.1 Eliminación de contaminantes 

La estrategia de obtención de cultivos axénicos inició con una separación de los 

principales contaminantes del cultivo por medio de lavados por centrifugación. En una serie 

de pruebas preliminares se observó que a bajas fuerzas de centrifugación se formó una 

pastilla muy suave de filamentos, dificil de aislar por decantación. En cambio cuando se 

aplicó una fuerza mayor de centrifugación se precipitaron la mayoría de los contaminantes 

y se facilitó separar sólo los filamentos. Es así que las condiciones óptimas de 

centrifugación se establecieron a 10,000 rpm (11,963 g) por 10 mino Este procedimiento 

eliminó la mayoría de los contaminantes que no se encontraron suspendidos en el cultivo de 

la cianobacteria, cuando se repitió varias veces hasta que el sobrenadante apareció 

transparente. El proceso también ayudó a concentrar los cultivos para el siguiente paso. 

6.1.2 Pruebas de fragmentación de los filamentos 

Para fragmentar los filamentos de la cianobacteria se probó una sene de 

procedimientos dentro de los que se incluyen, la aplicación de vórtex a un cultivo 

adicionado con perlas de vidrio, aspersión con alta presión, gradientes de Percoll, 

sonicación en baño de agua, entre otros. El uso de un sonicador de pistilo resultó ser la 

técnica más eficiente para fragmentar los filamentos cianobacteriales. Con el sonicador de 

pistilo se probaron diferentes combinaciones de potencias, números de ciclos, longitudes de 

sonicación y periodos de descanso. Las condiciones de sonicación óptimas elegidas fueron 

aquellas en las que la mayoría de los filamentos mostraron de 1 a 3 células y sin que se 

presentara daño al filamento. La fragmentación por sonicación se estableció a un poder de 

40 watts por dos periodos consecutivos de 30 seg, y con un intervalo intermedio de 10 seg. 

Durante todo el proceso de sonicación las muestras fueron mantenidas sobre hielo. Los 

fragmentos que fueron inoculados en medio ASN-IO sólido desarrollaron filamentos 

normales. 
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6.1.3 Lavados por filtración de los filamentos fragmentados 

La mayoría de los contaminantes que estuvieron fuertemente adheridos a la 

envoltura de los filamentos, se eliminaron al realizar la filtración al vacío a través de filtros 

millipore de 8 /lm de poro y pasando un exceso de agua desionizada estéril a través de la 

membrana. Aunque todavía se presentó contaminación en la muestra, el monitoreo de 

crecimiento bacterial en medio LB, indicó una reducción substancial de las bacterias 

asociadas. 

6.1.4 Tratamiento con antibióticos 

Los cultivos se sometieron a un tratamiento con antibióticos para eliminar los 

contaminantes que aún permanecían en los filamentos. De los S antibióticos probados, 

eritromicina causó la mayor inhibición de crecimiento de la cianobacteria, y kanamicina el 

más bajo (Fig. S). La mayoría de los antibióticos mostró una relación inversa entre 

crecimiento y concentración de antibióticos (Fig. ·S), observándose una decoloración de los 

filamentos (amarillamiento) en las 2 concentraciones más altas. De acuerdo a estos 

resultados, se llevó a cabo una estrategia de tratamiento serial con los antibióticos, de la 

cual se excluyó a la eritromicina. El tratamiento inició con una aplicación de carbenicilina 

(lOO /lg/ml), seguida por estreptomicina (100 /l g/mi) , luego cloranfenicol (100 /lg/ml) y 

por último kanamicina (ISO /lg/ml). Cada antibiótico se dejó actuar por 24 h y luego se 

eliminó por filtración. 

6.1.5 Aislamiento de fragmentos individuales 

Después de seguir todos los procedimientos descritos anteriormente, los filamentos 

fragmentados aún mostraron una mínima presencia de contaminación bacterial. Por lo 

anterior, de una muestra tratada de la forma ya descrita, se tomaron fragmentos individuales 

(o los mínimos posibles), los cuales se aislaron por dilución serial y se cultivaron 

separadamente en pozos de cajas de microtitulación (96 pozos). Los mini-cultivos de las 

cajas de microtitulación se monitorearon y se encontró a casi la mitad de las muestras con 

contaminación bacterial visible por observación al microscopio de contraste de fases o por 

crecimiento bacterial en medio LB. Los filamentos de los pozos que se desarrollaron libres 

de bacterias se transfirieron a medio líquido ASN-10 y se monitoreó por 10 días para 
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detectar cualquier posible contaminación. Los cultivos axénicos obtenidos se mantuvieron 

creciendo bajo condiciones asépticas. 

ERITROMICINA CARBENICILlNA 
100 100 

80 80 

60 60 

40 40 

20 20 

o 
o 10 15 20 25 o 10 15 20 25 

ESTREPTOMICINA CLORANFENICOL 
100 100 

80 80 

60 60 

40 40 

20 20 

o o 
o 10 15 20 25 o 10 15 20 25 

, 
DIAS 

KANAMICINA 
100 

--+- O IJgim I 
60 

---- 1 O IJglm I 
60 ---+- 25 IJglm I 

~501J1m1 
40 

----&- 1 00 IJItn I 
20 ---a- 19:1 IJIm I 

o ----Q- 3m IJIm I 
o 5 10 15 20 25 

DÍAS 

Fig. 5 Pruebas de susceptibilidad de Phormidium animalis al tratamiento con cinco 
antibióticos. Cultivos mantenidos en medio ASN-IO sólido durante un periodo de 22 días. 
El crecimiento fue registrado como el porcentaje de cobertura de los filamentos sobre la 
superficie de la caja petri. 
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Cultivo Silvestre 
Phormidium animalis 

medio ASN-lO 
28±2°C, 12 h luz- 12 h obscuridad 

I 

3 - 6 Lavados por ... centrifugación 
10 min a 10,000 rpm 

I 

Fragmentación por sonicación a 40 ... Watts, dos veces de 30 seg con un 
intermedio de 10 seg de reposo 

I 

Limpieza por filtración en filtros - de 47 mm y poro de 8.0 ¡.Lm 

I 

Tratamiento en "cascada" de antibióticos: ... Cb a 100 ¡.Lglml, Sm a 100 ¡.Lglml, Cm a 
100 ¡.Lglml y Km a 150 ¡.Lglml 

I 

Aislamiento de fragmentos individuales 
... diluciones seriales (1: 19, 1:9, 1 :3, 1: I y 3: 1) 

a cajas de microtitulación (96 pozos) 

Fig. 6 Estrategia de aislamiento para la obtención de cultivos axénicos de P. animalis. 
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6.2 TRANSFORMACIÓN BIOBALÍSTICA DE P. animalis CON VECTORES DE 

CLONACIÓN DE PLANTAS 

6.2.1 Transformación y selección de los recombinantes 

A los 4 meses de la selección en placas de las transformantes, se observó un 

crecimiento notable de los cultivos bombardeados con los vectores pCAMBIA1301 y 

p WRG 1515, resistentes a higromicina. No se observó crecimiento en los filamentos 

bombardeados con los vectores pBarGus y pB 1426, ni tampoco en los cultivos de la 

cianobacteria silvestre usados como testigos (Fig. 7). Cuando los filamentos resistentes a 

higromicina se diferenciaron de la colonia original, varios de estos se seleccionaron 

individualmente y se cultivaron por separado en placas con medio ASN-I0 complementado 

con antibiótico. Después de 12 a 14 subcultivos semanales se obtuvieron 60 colonias 

resistentes a la higromicina, las cuales se transfirieron a medio líquido con antibiótico para 

incrementar la población de la cianobacteria recombinante. La etapa de selección en medio 

líquido se mantuvo por un periodo de 2 meses (8 sub-cultivos) observándose que solamente 

29 colonias bombardeadas sobrevivieron a esta selección adicional. 

a) b) 

Fig. 7 Cultivo transformado y testigo negativo de P. animalis. a) cultivo transformado con 
pCAMBIA1301 , usando micropartículas de tungsteno M-S ; b) cultivo silvestre 
bombardeado con micro partículas M-S sin el vector. Ambos fueron seleccionados en 25 
mg/l higromicina. 
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Se detectó una diferencia con respecto al número de clones resistentes obtenidos 

entre los vectores pCAMBIA130l y pWRG15l5 (Tabla 2). Durante la primera etapa de 

selección en placa se obtuvieron 36 y 24 clones de los filamentos bombardeados con 

pCAMBIA130l y pWRG15l5, respectivamente. Para la segunda etapa de selección en 

medio líquido, sobrevivieron 22 clones del pCAMBIA130l y 7 clones del pWRG15l5. A 

pesar de estas diferencias obvias entre los vectores, no fue posible calcular la eficiencia de 

transformación, debido a que esta cianobacteria no forma colonias individuales definidas. 

Tabla 2. Cianobacterias transformadas por biobalística con los plásmidos pCAMBIA130l y 
pWRG15l5, Y número de muestras positivas por el análisis de PCR a la presencia del gen 
gusA. 

Placa Tamaño de Muestras PCR 
bombardeada Vector micropartícula en selección positivas 

1 pWRG15l5 M-5 3 3 
2 pWRG15l5 M-5 3 O 
3 pWRG15l5 M-5 2 O 
4 pWRG15l5 M-5 3 X 
5 pWRG15l5 M-lO 4 4 
6 pWRG15l5 M-lO 3 X 
7 pWRG15l5 M-lO 3 O 
8 pWRG15l5 M-lO 3 O 

TOTAL 24 7 
17 pCAMBIA130l M-5 5 3 
18 pCAMBIA13 O 1 M-5 3 2 
19 pCAMBIA 13 O 1 M-5 5 5 
20 pCAMBIA130l M-5 3 X 
21 pCAMBIA130l M-lO 3 2 
22 pCAMBIA130l M-lO 3 2 
23 pCAMBIA130l M-lO 10 4 
24 pCAMBIA130l M-lO 4 4 

TOTAL 36 22 
TOTAL GENERAL 60 29 

Nota: X = eliminadas durante la selección 
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Con respecto al tipo de micropartículas de tungsteno usadas, no se observó 

diferencia entre los vectores y el tamaño de la micropartícula empleada, ya que con ambas 

se obtuvo un número similar de clones resistentes a la selección. 

6.2.2 Análisis por PCR de las cianobacterias recombinantes 

Este análisis se usó para monitorear durante el proceso de selección la presencia 

del plásmido. En la primera etapa de selección se obtuvo el DNA de 51 clones que se 

bombardearon con los vectores pCAMBIA1301 y pWRG1515, con el propósito de detectar 

la presencia del gen gusA por PCR. La electroforesis en gel de agarosa al 1 % de la mezcla 

de reacción demostró la presencia de una banda a lá altura esperada de 1,200 pb en 29 de 

los clones (Fig. 8). No se observó amplificación en la muestra de DNA de la cianobacteria 

silvestre usada como testigo. 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

bp 

1,636 

1,018 

Fig. 8 Producto de la amplificación por PCR del gen gusA utilizando como molde DNA 
proveniente de clones transformados con pCAMBIA 13 O 1. Carril 1, plásmido 
pCAMBIA1301 (testigo positivo); carriles 2 a 7, clones transgénicos; carril 8, testigo 
negativo (cepa silvestre); carril 9, testigo negativo (agua); y carrillO, Marcador de peso 
molecular 1 Kb (lnvitrogen). 
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El análisis por PCR mostró amplificaciones positivas en 7 muestras bombardeadas 

con el vector pWRG15l5 y en 22 bombardeadas con pCAMBIA130l (Tabla 2). 

Concordantemente, todas las cianobacterias cuyas muestras de DNA no amplificaron por el 

análisis de PCR, fueron gradualmente perdidas durante la segunda etapa de selección. Los 

clones positivos por PCR mostraron un crecimiento estable y continuo bajo presión de 

selección. 

La eficiencia de transformación en P. animalis no se pudo calcular, ya que la 

cianobacteria no forma colonias definidas, además, debido a que es una cianobacteria de 

tipo filamentoso, el número de células transformadas por filamento puede variar 

significativamente. Para propósitos prácticos, la eficiencia de transformación fue estimada 

en base al número de clones transgénicos estables derivados de una placa bombardeada 

(filamentos resistentes, aislados en medio selectivo, y olones positivos al escrutinio por 

PCR). Cuando se usó el vector pCAMBIA130l se obtuvieron 2.5 y 3 clones por placa con 

micropartículas M-5 y M-lO, respectivamente. Mientras que cuando se usó pWRG15l5 

sólo se otuvieron 0.75 y 1 clon/caja para las micropartículas M-5 y M-10, respectivamente. 

No se observó una diferencia significativa entre las micropartículas M-5 y M-10, ya que 

ambas produjeron números similares de clones resistentes. 

6.2.3 Análisis tipo Southern de las cianobacterias recombinantes 

El análisis tipo Southem blot se realizó con el DNA de las cianobacterias 

bombardeadas con el vector pCAMBIA130l, debido a que este fue el vector que produjo el 

mayor número de eventos de transformación estables. Como sonda se usó un fragmento 

obtenido del vector que codifica para la resistencia a higromicina (gen hptII). La digestión 

del DNA se realizó con la enzima XhoI, que está flanqueando los extremos de la región 

HigromicinaR
. La hibridación produjo una banda de 1,094 pb en las cianobacterias 

transformadas; sin embargo, algunos clones mostraron poca (Fig. 9, carril 7) o ninguna 

señal (Fig. 9, carril 5). No se detectó hibridación con el DNA de la cianobacteria silvestre 

usada como testigo negativo (Fig. 9). Todas las muestras que produjeron hibridación con el 

gen hptII, también mostraron una amplificación positiva con el gen gusA. 
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a) b) 

Fig. 9 Análisis tipo Southem blot de cepas de P. animalis transformadas con el plásmido 
pCAMBIA1301, usando como sonda el gen hptII (HigR). a) Electroforesis en gel de 
agarosa del DNA genómico digerido con XhoI; b) análisis Southem conteniendo el 
fragmento de 1,094 pb del gen hptIl. Carriles 1 a 5 y 7, colonias transformadas; carril 6, 
DNA de la cepa silvestre (testigo negativo); carrril 8, pCAMBIA1301 digerido con XhoI 
(testigo positivo). 

6.3 TRANSFORMACIÓN BIOBALÍSTICA DE P. animalis CON EL GEN 

MOSQUITOCIDA cry4A 

6.3.1 Transformación y selección de las células recombinantes de E. coli 

Se diseñó una construcción de 16,104 pb utilizando el plásmido pCAMBIA1301 al 

que se le insertó un fragmento SstI - PstI de 4.3 kb que incluye al gen cry4A, bajo el 

control de su propio promotor (Fig. 10). 
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XhoI 
EcoRI, SstI PstI , SphI, Hind III 

SphI 

CaMV35S Lac Z alpha 
CaMV35S 

Fig. 10 Fragmento del mapa simplificado de la construcción p 130 1-4A de 16.1 04 kb, 
conteniendo el fragmento Sstl-Pstl de 4.3 kb que codifica para el gen ery4A insertado en 
pCAMBIA1301. 

La amplificación de la construcción p1301-4A se realizó en células de E. eolio El 

DNA plasmídico, aislado de las células recombinantes que sobrevivieron a la selección, se 

sujetó a un análisis de restricción para verificar que el fragmento que codifica para el gen 

ery4A se insertó en el vector, y que además llevara el fragmento que codifica para la 

resistencia a higromicina, proveniente del vector. Se comprobó la presencia del fragmento 

que codifica para la resistencia a higromicina al digerir el DNA con la enzima Xhol y la 

presencia del gen ery4A al digerir con las enzimas Sstl - Pst!. El análisis de restricción de 

los plásmidos de las células recombinantes de E. eoli se observó en un gel de agarosa al 1 % 

Y se corroboró la presencia de bandas a la altura de 1,094 pb que corresponde al gen hptII 

(resistencia a higromicina) y de 4.3 kb correspondiente al gen ery4A. 

Adicionalmente, por medio de un análisis por PCR se corroboró que la 

construcción llevara el gen ery4A. En un gel de agarosa al 1 % se demostró la amplificación 

de esta región (1 ,529 pb) en la construcción p1301-4A (Fig. 11), comprobando así que el 
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plásmido pCAMBIA1301 lleva el gen mosquitocida. Con esta construcción se llevó a cabo 

la transformación por biobalística de la cianobacteria. 

2 3 4 5 6 

1,529pb 

Fig. 11 Análisis por PCR de la construcción p1301-4A con iniciadores para el gen cry4A , 
mostrando amplificación a la altura de 1,529 pb. Carril 1, pI301-4A; carril 2, testigo 
negativo (cepa silvestre); carriles 3-4, pHT606 (testigo positivo); carril 5, testigo negativo 
(agua); y carril 6, Marcador de peso molecular 1 Kb (Invitrogen). 

6.3.2 Transformación por biobalística de P. animalis con la construcción p1301-4A 

Para la transformación se probaron tres diferentes niveles de crecimiento del . 

cultivo de la cianobacteria sobre los filtros: ligero, medio y abundante. Los filtros con las 

cianobacterias bombardeadas se transfirieron a los dos días del disparo a medio selectivo 

ASN-I0 complementado con higromicina (25 ¡..t.g1ml). Los testigos negativos que no 

llevaban la construcción y por lo tanto no contenían el gen de resistencia a higromicina, se 

eliminaron en la primera etapa de selección en medio sólido. Las cianobacterias que se 

bombardearon con la construcción p1301-4A, y con el vector pCAMBIA1301 (testigo 

positivo), crecieron favorablemente en la selección en placa. 
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Conforme aumentó el crecimiento de las cianobacterias en selección, se aislaron y 

cultivaron de manera individual aquellos filamentos que demostraron tener un mejor 

crecimiento y que podían considerarse posibles clones transgénicos. Durante la etapa de 

selección en placa se obtuvieron 40 poblaciones que sobrevivieron al antibiótico. Se 

observó que entre mayor fue el crecimiento de la cianobacteria en el momento del 

bombardeo (ligero, medio y abundante), se obtuvo mayor sobrevivencia al antibiótico en 

las pruebas de selección con 10, 13 Y 17 placas, respectivamente (Tabla 2). A los cultivos 

de las poblaciones que destacaron en la selección en placa, se les identificó como una 

población nueva y se pasaron a la etapa de selección en medio líquido en donde, al final, 

sólo sobrevivieron algunas de las cianobacterias que tuvieron un mayor crecimiento al 

momento del bombardeo. 

6.3.3 Identificación de las cianobacterias transgénicas por PCR 

Se llevó a cabo un escrutinio por PCR de las cianobacterias que se bombardearon 

con la construcción p1301-4A, y que sobrevivieron a la etapa de selección. El análisis por 

PCR con iniciadores específicos para la detección del gen cry4A, debe amplificar un 

producto de 1,529 pb. La visualización en geles de agarosa al 1% del resultado del PCR 

mostró, que las muestras analizadas de la cianobacteria P. animalis produjeron una 

amplificación pero no a la altura esperarla, sino menor, aproximadamente de 750 pb (Fig. 

12). No se produjo amplificación en las muestras que se usaron como testigos (DNA de 

cianobacterias silvestres sin transformar, una muestra de agua, y una muestra de DNA de 

una cianobacteria transformada sólo con el plásmido pCAMBIA1301), por 10 que los 

oligonucleótidos amplificaron sólo en aquellas muestras que llevan al gen cry4A. 
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1,529 

.. . ········ ···· ·· ···1,018 

~750 
517 

Fig. 12 Análisis por PCR con iniciadores para el gen cry4A en colonias transformadas de P. 
animalis. El carril 1, construcción p1301-4A (testigo positivo) mostró amplificación a la 
altura esperada de 1,529 pb. Los carriles 2-6, clones transformados con p1301-4A, 
amplificaron aproximadamente a los 750 pb. Carril 7, testigo negativo (cepa silvestre); 
carril 8, testigo negativo (agua); carril 9 testigo negativo (pCAMBIA1301), y carrillO, 
Marcador de peso molecular 1 Kb (Invitrogen). 

Al realizar la corroboración de la transformación por PCR de las 16 muestras 

originalmente bombardeadas con la construcción p 130 1-4A, se observaron resultados 

diferentes a los obtenidos con las primeras poblaciones seleccionadas, ya que no se obtuvo 

amplificación en ninguna de las muestras analizadas. 

Fue notorio que las cajas con un crecimiento abundante de filamentos fueron las 

más exitosas en la transformación por biobalística y en las pruebas de selección, ya que el 

análisis por PCR mostró amplificación para el gen cry4A en 8 de las colonias analizadas, a 

diferencia de las cajas que tenían un crecimiento moderado y ligero de filamentos al 

momento del bombardeo, que tuvieron 3 y 1 colonias positivas por PCR, respectivamente 

(Tabla 3). La eficiencia de transformación en la cianobacteria con el gen mosquitocida 
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cry4A fue menor (0.75 clones/caja) que cuando se bombardeó a la cianobacteria sólo con el 

vector pCAMBIA1301 (2.5 clones/caja). 

Tabla 3. Cianobacterias bombardeadas por el método de biobalística con la construcción 
p1301 -4A. Resultados del número de muestras obtenidas en la selección, y número de 
clones positivos por el análisis de PCR para la presencia del gen cry4A . 

Placa Nivel de Muestras PCR 
bombardeada Crecimiento en selección positivas 

7 Poco crecimiento 2 O 
8 Poco 1 O 
9 Poco 2 O 
10 Poco 2 O 
11 Poco 3 1 

TOTAL 10 1 
12 Medio 2 O 
13 Medio 2 O 
14 Medio 3 1 
15 Medio 2 1 
16 Medio 2 1 
17 Medio 2 O 

TOTAL 13 3 
18 Abundante 3 1 
19 Abundante 3 1 
20 Abundante 4 2 
21 Abundante 4 3 
22 Abundante 3 1 

TOTAL 17 8 
TOTAL GENERAL 40 12 

NOTA: Los números de placas 1 a 6, correspondieron a los testigos positivos 
transformados con pCAMBIA1301, y por 10 tanto, no se efectuó PCR para identificar el 
gen cry. Las placas 23 a 28 fueron testigos negativos que murieron durante el proceso de 
selección. Todas estas placas fueron omitidas en la tabla. 

6.3.4 Pruebas de toxicidad de la cianobacteria transgénica contra larvas de Ae. aegypti 

Se realizó un experimento de ventana biológica con larvas de Ae. aegypti de III 

estadio a las cuales se les alimentó con diferentes volúmenes (0.5, 1.0, 2.0, Y 5.0 mI) de un 

cultivo de la cianobacteria bombardeada. Después de una hora de exposición al cultivo, no 

se detectó ningún efecto sobre las larvas en ninguno de los volúmenes usados. Se repitió el 
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bioensayo con la cianobacteria, comparándolo contra un testigo positivo en el que se aplicó 

una muestra de Cry4A (cristal puro de la proteína a una concentración de 4 J.lg/J.ll). No se 

reportó mortalidad en ninguno de los tratamientos probados, y contrario a lo esperado, . 

tampoco hubo mortalidad en el testigo positivo en el que se aplicó la proteína 

mosquitocida. Por lo anterior, se decidió llevar a cabo las pruebas de susceptibilidad con 

larvas de estadios tempranos y no maduros, y además usando un volumen de 5 mI del 

cultivo de la cianobacteria, que fue el volumen más alto en el experimento antes 

mencionado. 

Las pruebas de susceptibilidad se realizaron con larvas de II estadio de mosquitos 

Ae. aegypti a las cuales se les permitió alimentarse con 0.20 g de peso húmedo de las 

cianobacterias bombardeadas que se adicionaron a un volumen total de 100 mI de agua 

destilada. El bioensayo mostró una baja toxicidad para las cepas probadas de la 

cianobacteria, obteniéndose un promedio de 15% de mortalidad larvaria para los clones 

probados (Tabla 4). 

Debido a la poca toxicidad de la cianobacteria transgénica contra larvas de 

mosquitos, se decidió incrementar la presión de selección a los cultivos de las 

cianobacterias. Para lo anterior, se incrementó la concentración del antibiótico con el objeto 

de acelerar la selección total de los clones transgénicos y asegurar la eliminación (muerte) 

de todo el material no transformado. Esto es, que si en un filamento se encontraban varias 

células que no se transformaron, éstas se murieran y sólo quedaran las células 

transformadas y con actividad mosquitocida. Se realizaron de nuevo las pruebas de 

susceptibilidad, pero ahora con el material que sobrevivió a la etapa de mayor presión de 

selección. Los resultados obtenidos en este segundo bioensayo mostraron porcentajes de 

mortalidad larvaria más elevados que en el primer experimento, aún así, los porcentajes de 

mortalidad no fueron del 100%, sino de un promedio de 45.83% en los clones probados. No 

se observó mortalidad en los testigos que fueron alimentados con la cianobacteria silvestre, 

ni en los testigos alimentados con la cianobacteria que llevaba sólo al vector 

pCAMBIA 13 O 1 , por lo que la mortalidad reportada durante los bioensayos sólo puede 

atribuirse a la presencia de la toxina Cry4A en las cianobacterias bombardeadas. 
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Tabla 4. Pruebas de susceptibilidad de larvas de mosquitos Aedes aegypti a las 
cianobacterias que portan el gen cry4A de Bti. Se muestran los tratamientos aplicados y los 
porcentajes de mortalidad para los dos bioensayos. 

Tratamiento Bioensayo No. 1 Bioensayo No. 2 

Cianobacteria silvestre 0.00 0.00 
Cianobacteria -13 O 1 0.00 0.00 
Transgénica 11 13.33 40.00 
Transgénica 15 20.00 43.33 
Transgénica 16 20.00 40.00 
Transgénica 18 10.00 46.67 
Transgénica 19 20.00 56.67 
Transgénica 20 10.00 53.33 
Transgénica 21 16.67 50.00 
Transgénica 22 10.00 36.67 

PROMEDIO 15.00% 45.83% 

6.4 TRANSFORMACIÓN DE P. animalis CON LOS GENES cry4A y cry4B 

6.4.1 Pruebas de viabilidad y toxicidad de pHT652 

Con el objeto de comprobar la viabilidad y toxicidad de la cepa QHT -81 de Bti 

que lleva los genes cry4A y cry4B, se realizaron bioensayos con larvas de Ae. aegypti. Los 

bioensayos se llevaron a cabo con 20 larvas de III estadio de Ae. aegypti y se determinó el 

porcentaje de mortalidad a las 2 h de aplicado el tratamiento, encontrándose un 30% de 

mortalidad larvaria. EllOO% de mortalidad se obtuvo a las 12 h de aplicado el tratamiento. 

Una vez verificada la toxicidad de la cepa, se trabajó con ella. Las colonias de Bti se 

cultivaron en medio líquido Spizizen (complementado con dextrosa al 50% y eritromicina a 

una concentración de 25 Ilg/ml) y de este cultivo se realizó el aislamiento de los plásmidos 

de Bti. 

6.4.2 Clonación de los genes cry4A y cry4B en el vector pCAMBIA1301 

Anteriormente, los genes mosquitocidas cry4A y cry4B fueron subc1onados en el 

vector pHT315, originando la construcción pHT652 (Deléc1use et al. 1993). El gen cry4A 
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corresponde a un fragmento de 4.3 kb Y el gen cry4B a un fragmento de 4.1 kb. Los genes 

cry4A y cry4B se insertaron como un solo fragmento, de aproximadamente 8.4 kb en el 

vector pCAMBIA 130 1, Y como sitios de corte se usaron enzimas ubicadas a los extremos 

de este fragmento y que también se encontraron presentes en el vector. 

Xhol EcoRI, Sstl Sphl, Hind 111 

cry4A-4B (8.4. Kb) 
pYSl sta 

CaMY35S 

Fig. 13 Fragmento del mapa de la construcción pI301-4A-4B de 16.98 kb, conteniendo el 
fragmento SstI-Sphl de 8.4 kb que codifica para el gen cry4A y 4B insertado en 
pCAMBIA1301. 

CaMV35S 

XhoI 
EcoRI , SstI Hind III 

Gus 

CaMV35S Lac Z alpha 

Fig. 14 Fragmento del mapa de la construcción p1301-4A-4B de 20.19 kb, conteniendo el 
fragmento HindIlI-SstI de 8.4 kb que codifica para el gen cry4A y 4B insertado en 
pCAMBIA1301. 
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De las diversas estrategias probadas para diseñar la construcción con los dos genes 

mosquitocidas de Bti, se obtuvieron dos construcciones que produjeron colonias 

recombinantes. La construcción 1 (p1301-4A-4B-1 , Fig. 13) se obtuvo cortando el 

fragmento cry4A-4B con las enzimas Sstl-SphI y ligándolo en los mismos sitios del vector 

pCAMBIA1301. La construcción 2 (p1301-4A-4B-2, Fig. 14) se obtuvo insertando el 

fragmento que contiene los dos genes mosquitocidas entre los sitios HindIII - Sstl del sitio 

múltiple de clonación del vector pCAMBIAI301. 

Las células de E. coli que se transformaron con el producto de la ligación se 

seleccionaron en Km. Posteriormente, se verificó que el fragmento que confiere la 

resistencia a higromicina se encontrara contenido en las construcciones, por medio de un 

análisis de restricción con el DNA plasmídico aislado de las células recombinantes que 

sobrevivieron a la selección. El patrón de bandeo de la digestión reveló una banda a la 

altura de 1,094 pb que corresponde al fragmento de resistencia a higromicina (Fig. 15). 

2 3 

I,094pb 

Fig. 15 Análisis de restricción de las células recombinantes de E. coli con la enzima XhoI. 
Carril 1, colonia recombinante que lleva la construcción 1 (p1301-4A-4B-l); Carril 2, 
colonia recombinante que lleva la construcción 2 (p1301-4A-4B-2); ambas construcciones 
muestran la presencia del fragmento de 1,094 pb que codifica para la resistencia a 
higromicina. Carril 3, Marcador de peso molecular 1 Kb (Invitrogen). 
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1,636 pb 

Fig. 16 Análisis por PCR de las construcciones 1 (p1301-4A-4B-1) Y 2 (p1301-4A-4B-2). 
Carril 1, construcción 1 y carril 2, construcción 2; ambos muestran amplificación a la altura 
de 1,529 pb con los iniciadores específicos para el gen cry4A. C(UTil 3, construcción 1 y 
carril 4, construcción 2; mostrando amplificación con los iniciadores específicos para el gen 
cry4B a la altura de 1,951 pb. Carril 5, Marcador de peso molecular 1 Kb (lnvitrogen). 

La visualización en geles de agarosa al 1 % del resultado del PCR, efectuado a las 

construcciones con la combinación de genes mosquitocidas, nos indicó que las muestras de 

DNA de las construcciones analizadas portan los genes cry4A y cry4B (Fig. 16). 

6.4.3 Transformación por biobalística de P. animalis con la construcción p1301-4A-4B 

Debido a que no se podía conocer cuál de las dos construcciones sería más 

eficiente para transformar a la cianobacteria, se realizó el bombardeo de la cianobacteria 

con las dos construcciones que llevan los genes cry4A y cry4B. Se planearon 3 estrategias 

para el bombardeo de la cianobacteria con las construcciones que portan los genes 

mosquitocidas, destinándose 10 placas para cada estrategia de transformación y 10 placas 

se usaron como testigo negativo. 

Estrategia 1 

Se bombardearon 10 placas con el DNA de la construcción p1301-4A-4B-l, 

obtenida al insertar los genes mosquitocidas en los sitios SstI-SphI de pCAMBIA1301. 
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Estrategia 2 

Se bombardean;m 10 placas con el DNA de la construcción p130l-4A-4B-2, 

obtenida al insertar los genes mosquitocidas en los sitios HindllI-SstI de pCAMBIA1301. 

Estrategia 3 

Estrategia 3.1. Se bombardearon 5 placas con una mezcla del DNA de la 

construcción p130l-4A-4B-l más el DNA del plásmido pHT652. 

Estrategia 3.2. Se bombardearon 5 placas con una mezcla del DNA de la 

construcción p130l-4A-4B-2 más el DNA del plásmido pHT652. 

Las pruebas de selección se iniciaron a los dos días después del bombardeo, 

cambiando los filtros Millipore de las placas con medio ASN-lO a placas con medio 

complementado con higromicina a una concentración de 25 ¡..tglm1. Los filamentos que 

demostraron tener un mejor crecimiento y que podían considerarse posibles clones 

transgénicos, se transfirieron a placas por separado. 

A las cuatro semanas de iniciadas las pruebas de selección, lós filamentos 

bombardeados con las construcciones se encontraron creciendo favorablemente en el medio 

selectivo, 10 cual indicó que la construcción se insertó en la cianobacteria y que sobrevivió 

en el antibiótico por llevar el gen de resistencia que le confiere el vector pCAMBIA1301. 

Contrariamente, las muestras testigo empezaron a decolorarse por su exposición al 

antibiótico. 

Se apreció cierta diferencia en crecimiento entre las cianobacterias que se 

bombardearon con las tres diferentes estrategias, siendo las cianobacterias de la estrategia 3 

las que demostraron mejor crecimiento durante la selección en placa, con 62 cianobacterias 

bombardeadas que sobrevivieron a la selección, en contraste con 28 de la estrategia 2 y 26 

de la estrategia 1. 
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Para acelerar la selección de clones transgénicos y la eliminación de todo el 

material no transformado, se pasó a la etapa de selección en medio líquido, pero con un 

incremento en la presión de selección, probando diferentes concentraciones de higromicina 

(50 Ilg/ml, 100 Ilg/ml, 150 Ilg/ml y 300 Ilg/ml) en uno de los clones transgénicos que mejor 

respondió a la primera etapa de selección. Debido a que la transformante probada respondió 

favorablemente al incremento de selección, se decidió incrementar la concentración de 

higromicina a 100 Ilg/ml para los clones que mejor respondieron a la selección, que son las 

No. 21,22,25,26,29 Y 30. Es necesario recalcar que estas son clones que se bombardearon 

con la estrategia 3, esto es, que se bombardearon con una combinación de la construcción 

p1301-4A-4B más la construcción pHT652. 

Después de comprobar que los clones transgénicos, producto de la estrategia 3, 

sobrevivieron eficientemente a una alta concentración de higromicina, se incrementó a 

todos los cultivos en selección la concentración de higromicina a 100 Ilg/ml, para 

incrementar la presión de selección. En esta etapa de selección se reportó la muerte de los 

testigos negativos (cianobacteria silvestre), por lo que se esperaba que las cianobacterias 

que continuaron creciendo en selección llevaran la construcción que se les bombardeó. 

6.4.4 Identificación de los clones transgénicos por PCR 

Los clones transgénicos se analizaron por PCR para comprobar que contuvieran 

los genes mosquitocidas cry4A y cry4B. Se observó que en 81 de los clones putativos se 

amplificó la región que codifica para los genes mosquitocidas cry4B y cry4A, de éstos, 17 

correspondieron a los transformados con la estrategia 1, 15 con la estrategia 2 y, 49 con la 

estrategia 3 (Tabla 5). Lo anterior significa que en el experimento de biobalística se 

transformó con éxito a la cianobacteria P. animalis. 

La confirmación de la presencia de los genes mosquitocidas en la cianobacteria P. 

animalis se demostró por PCR con el DNA de un clon de la estrategia 3.2. La figura 17 

muestra el resultado del PCR, con el cual se obtuvo amplificación en el DNA del clon con 

los iniciadores específicos para el gen gusA a la altura de 1,200 pb, otro producto de 

amplificación de 1,529 pb con los iniciadores específicos para el gen cry4A y, otro 
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producto de amplificación de 1,951 pb con los iniciadores específicos para el gen cry4B. 

Las muestras que se usaron en el PCR como testigos negativos fueron: DNA de una 

cianobacteria silvestre y DNA de la cianobacteria que porta el vector pCAMBIA 130 1. No 

se observó amplificación en ningún testigo negativo cuando se usaron los iniciadores para 

los genes cry . En el DNA de la cianobacteria transformada con el vector pCAMBIA1301 se 

observó amplificación sólo con los iniciadores para el gen gusA. Como un testigo positivo 

se usó el DNA de la construcción p1301-4A-4B, el c.ual produjo una amplificación similar 

que el DNA de la cianobacteria bombardeada con la estrategia 3.2. 

La eficiencia de transformación de la cianobacteria con una combinación de genes 

mosquitocidas (cry4A y cry4B) fue estimada en 2.7 clones/placa, lo cual es mayor que la 

eficiencia obtenida con la contrucción p1301-4A (0.75 clones/placa) y también mayor que 

cuando se bombardeó a la cianobacteria sólo con el vector pCAMBIA 130 1 (2.5 

clones/placa). 

12 kb 2 3 4 

pb 

1,951 

1,529 

1,200 

Fig. 17 Análisis por PCR de un clon transgénico en el que se demuestra la amplificación 
para el gen gusA (1 ,200 pb), la amplificación para el gen cry4A (1 ,529 pb) y, amplificación 
para el gen cry4B (1 ,951 pb). Carril 1, DNA de la construcción pI301-4A-4B-2 (testigo 
positivo). Carril 2, DNA de la cianobacteria bombardeada con la estrategia 3.2. Los testigos 
negativos fueron: carril 3, DNA de la cianobacteria que porta el vector pCAMBIA1301 y 
carril 4, DNA de una cianobacteria silvestre. 
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Tabla 5. Cianobacterias bombardeadas con las construcciones p 130 1-4A-4B-l Y P 130 1-4A-
4B-2, número de 'muestras obtenidas en la selección y número de clones positivos por el 
análisis PCR para la presencia de los genes mosquitocidas. 

Placa Construcción Muestras en PCR 
bombardeada bombardeada selección Positivas 

1 p1301-4A-4B 1 2 O 
2 p1301-4A-4B 1 2 1 
3 p1301-4A-4B 1 2 2 
4 p1301-4A-4B 1 2 O 
5 p1301-4A-4B 1 5 4 

6 p1301-4A-4B 1 2 1 
7 p1301-4A-4B 1 2 1 
8 p1301-4A-4B 1 4 4 
9 p1301-4A-4B 1 4 4 

10 p1301-4A-4B 1 1 O 
TOTAL 26 17 

11 p1301-4A-4B 2 2 O 
12 p1301-4A-4B 2 2 O 
13 p1301-4A-4B 2 3 1 
14 p1301-4A-4B 2 2 1 
15 p1301-4A-4B 2 2 1 
16 p1301-4A-4B 2 2 1 
17 pI301-4A-4B 2 3 1 
18 p1301-4A-4B 2 6 6 
19 p1301-4A-4B 2 3 3 
20 p1301-4A-4B 2 3 1 

TOTAL 28 15 
21 pHT652+ p1301 -4A-4B 1 5 5 
22 pHT652+ p1301-4A-4B 1 5 4 
23 pHT652+ p1301 -4A-4B 1 2 O 
24 pHT652+ p1301-4A-4B 1 2 O 
25 pHT652+ p1301-4A-4B 1 8 6 
26 pHT652+ p1301-4A-4B 2 4 3 
27 pHT652+ pI301-4A-4B 2 5 4 
28 pHT652+ p1301-4A-4B 2 3 2 
29 pHT652+ pI301-4A-4B 2 6 3 
30 pHT652+ pI301-4A-4B 2 22 22 

TOTAL 62 49 

TOTAL GENERAL 116 81 

NOTA: Las placas 31 a 40 fueron los testigos negativos y debido a que se eliminaron 
durante la selección, no son incluídos en la tabla. 
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6.4.5 Análisis tipo Southern blot 

Se realizó un análisis Southem con el DNA de las cianobacterias que produjeron 

un mayor número de clones positivos por el análisis de PCR (cianobacterias que se 

bombardearon con la estrategia 3.2). En la membrana se observó señal en el carril del 

testigo positivo (construcción p1301-4A-4B) y en los carriles con DNA de las 

cianobacterias bombardeadas. No se observó señal en el carril con el DNA de la 

cianobacteria silvestre que se usó como testigo negativo, por lo que la sonda (productos de 

amplificación por PCR de los genes cry4A y cry4B) sólo mostró hibridación con el DNA de 

las cianobacterias que se bombardearon con los genes mosquitocidas (Fig. 18). 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

1,951 pb 
1,529 pb 

Fig. 18 Análisis tipo Southem blot de P. animalis transformados, usando como sonda los 
productos de amplificación para los genes cry4A y cry4B. Carril 1, cianobacteria silvestre. 
Carriles 2 a 8, colonias transformadas. Carril 9, DNA de la construcción p1301-4A-4B 
(testigo positivo). 

El patrón de hibridación mostró un bandeo similar para el testigo positivo como 

para las cianobacterias transgénicas, con dos bandas inferiores cercanas entre sí que 

corresponden a los productos de amplificación del gen cry4A (1 ,529 pb) y, al gen cry4B 

(1 ,951 pb). Además se presentó una banda tenue ubicada por arriba de los 4 kb. 
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6.4.6 Pruebas de toxicidad con larvas de mosquitos Aedes aegypti y Anopheles 

albimanus 

Con el objeto de determinar si las cianobacterias que contenían a los genes cry4A y 

cry4B son tóxicas, se llevaron a cabo pruebas de toxicidad con larvas de los mosquitos Ae. 

aegypti y An. albimanus, como se describió en la metodología. Durante los bioensayos se 

observó que las larvas alimentadas con las cianobacterias mosquitocidas presentaron 

pérdida de movilidad y cambio de coloración, tornándose más obscuras entre las 24 y 48 h 

de exposición (Fig. 19). Todas las larvas de Ae. aegypti murieron a los 3 ó 4 días de 

iniciado el bioensayo (Tabla 6a), y las larvas de An. albimanus entre el 4° y 6° día de 

exposición (Tabla 6b). En contraste, las larvas testigo (alimentadas con la cianobacteria 

silvestre y con P. animalis-1301) permanecieron vivas, con movimiento continuo y 

vigoroso, y manteniendo su patrón de alimentación normal. Se permitió que las larvas 

testigo llegaran hasta el estado de pupa. Por medio del bioensayo se demostró la toxicidad 

de varias de las cepas transgénicas de la cianobacteria P. animalis que portaban los genes 

cry4A y cry4B, tanto sobre larvas de mosquitos Ae. aegypti (Tabla 6a) como con An. 

albimanus (Tabla 6b), reportándose el 100% de mortalidad durante los bioensayos. 

Fig. 19 Larvas de Aedes aegypti durante las pruebas de susceptibilidad y expuestas por 24 h 
a la cianobacteria transgénica 1301-4A-4B. 
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Tabla 6a. Pruebas de susceptibilidad de larvas del mosquito Aedes aegypti a las 
cianobacterias que portan los genes cry4A y 4B de Bti. Resultados expresados como 
porcentajes de mortalidad larvaria acumulada por día, 

P. animalis Mortalidad (%) 

Día 1 Día2 Día3 Día 4 

Silvestre O O O O 

P.animalis-1301 O O O O 

Clon 30-3 61.67 78.33 100 

Clon 30 23.33 60.00 100 

Clon 30 (1-2) 28.33 60.00 90.00 100 

Clon 26 28.33 48.33 100 

Clon 25 1.67 20.00 63.33 100 

Clon 22(2-1) 11.67 35.00 70.00 100 

Clon 16 15.00 60.00 90.00 100 

Clon 13 1.67 35.00 81.67 100 

Clon3 20.00 45.00 80.00 100 

Clon2 13.33 33.33 83.33 100 

Tabla 6b. Pruebas de susceptibilidad de larvas del mosquito Anopheles albimanus a las 
cianobacterias que portan los genes cry4A y 4B de Bti. Resultados expresados como 
porcentaj es de mortalidad larvaria por día. 

P. animalis Mortalidad (%) 

Día 1 Día2 Día3 Día 4 Día5 

Silvestre O O O O 

P. animalis-130 1 O O O O 

Clon 30-3 28.33 81.67 96.67 100 

Clon 30 35.00 95.00 100 

Clon 30 (1-2) 16.67 35.00 86.67 100 

Clon 26 11.67 53.33 100 

Clon 25 1.67 28.33 73.33 96.67 100 

Clon 22(2-1) 16.67 48.33 98.33 100 

Clon 16 1.67 23.33 93.33 100 

Clon 13 3.33 70.00 100 

Clon 3 8.33 35.00 81.67 98.33 100 

Clon2 8.33 33.33 93.33 100 
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6.4.7 Histopatología de las larvas afectadas por P. animalis transgénica 

En la figura 20 se muestra el aspecto del intestino medio de una larva sana, en la 

que es posible observar a las células columnares normales y con microvellosidades. En 

cortes de larvas de Ae. aegypti colectadas vivas, a las 12 horas de iniciado el bioensayo con 

la cianobacteria mosquitocida, se apreció el efecto de las toxinas recombinantes. El daño en 

el intestino medio de la larva se inició con un ensanchamiento de la célula, la cual se 

observó con forma de "pera" (Fig. 21). Conforme se avanzó en el tiempo de exposición de 

las larvas a la cianobacteria mosquitocida, se apreció que las células del intestino 

presentaron mayor tamaño, incluso con núcleos muy grandes (Fig. 22). En cortes de larvas 

moribundas se observó que algunas secciones del intestino presentaron células hinchadas y 

sin microvellosidades (Fig. 23), Y en cortes de larvas muertas se apreció a las células 

reventadas y con el epitelio semidestruído (Fig. 24). 

Los cortes histológicos de larvas usadas en las pruebas de susceptibilidad, y 

colectadas en diferentes tiempos de exposición a la cianobacteria mosquitocida, permitieron 

corroborar el efecto que la cianobacteria conteniendo los genes mosquitocidas cry4A y 

cry4B de Bti causó sobre el intestino medio al ser ingerida por las larvas. Se observó un 

deterioro progresivo de la región del intestino medio de las larvas que se alimentaron de las 

cianobacterias mosquitocidas, en comparación con lo observado en cortes de larvas testigo 

que mantuvieron las células en estado normal con las microvellosidades intactas (Fig. 20). 
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Células 
columnares 

M icrovellosidades 

Fig. 20 Corte transversal del intestino medio de una larva de Aedes aegypti sana. Se 
observa a las células columnares de tamaño normal y las microvellosidades intactas. 

Célula hinchada 

alimento 

Fig. 21 Corte transversal de una larva de Aedes aegypti alimentada con la cianobacteria 
transgénica. Se observan células epiteliales del intestino, grandes y algunas hinchadas. 
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Células columnares 

Fig. 22 Corte transversal del intestino medio de una larva de Aedes aegypti alimentada de la 
cianobacteria transgénica. Se observan las células hinchadas con núcleos grandes. 

Células columnares 

Fig. 23 Células colurnnares hinchadas y sin microvellosidades 
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aestrozadas 

Fig. 24 Larva de Aedes aegypti colectada muerta de las pruebas de susceptibilidad con la 
cianobacteria 1301-4A-4B. Se observa el intestino medio muy dañado, con células 
columnares destrozadas. 
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7. DISCUSIÓN 

En este trabajo se desarrolló, inicialmente, una estrategia eficiente para obtener 

cultivos axénicos a partir de muestras colectadas en campo de la cianobacteria P. animalis. 

Los cultivos axénicos de la cianobacteria se transformaron por medio de biobalística y 

usando vectores de clonación que normalmente han sido empleados para la transformación 

genética de plantas (pBarGus, pWRG1515, pCAMBIA1301, y pBI426). La transformación 

más exitosa de la cianobacteria se logró con el vector pCAMBIA1301, por 10 que se 

diseñaron en este vector las construcciones con uno y dos genes mosquitocidas 

provenientes de la bacteria B. thuringiensis. Las cianobacterias transformadas con la 

construcción p1301-4A demostraron poca actividad larvicida, con un porcentaje de 

mortalidad promedio de 45.83%, en bioensayos con larvas de Ae. aegypti. En otro 

experimento de transformación con construcciones que llevaban los genes cry4A y cry4B, 

se observó que varias de las cepas transgénicas de la cianobacteria P. animalis fueron 

tóxicas tanto contra larvas de mosquitos Ae. aegypti como de An. albimanus, observándose 

el 100% de mortalidad. Con este trabajo se demostró el potencial de la cianobacteria 

silvestre P. animalis como un receptor de genes de toxinas de Bti y como agente de control 

de mosquitos. 

Inicialmente, los cultivos de la cianobacteria P. animalis colectados en el campo 

presentaban altos niveles de contaminación con bacterias, protozoarios, levaduras, rotíferos, 

y otros microorganismos; incluso, en los cultivos in vitro de la cianobacteria en medio 

ASN-I0, se desarrollaron pequeñas comunidades de microorganismos. Por 10 anterior, se 

hizo necesario (aunque laborioso) obtener cultivos axénicos de la cianobacteria con los 

cuales trabajar en los experimentos de transformación. Los primeros intentos para obtener 

cultivos axénicos se basaron en experimentar con varios procedimientos ya establecidos 

para diferentes algas (Cottrell y Suttle 1993, Connell y Cattolico 1996, Kim et al. 1999), 

pero no se lograron resultados favorables con ninguno, por lo que se desarrolló una 

estrategia para obtener cultivos axénicos de la cianobacteria. 
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Algunos métodos reportados para obtener cultivos axénicos se han basado en el 

uso de una técnica individual que elimine a los microorganismos asociados a las algas 

(Rippka 1988a, Sevecke el al. 1997); sin embargo, el aislamiento de filamentos 

individuales de P. animalis requirió de una combinación de técnicas, así como el desarrollo 

de nuevas estrategias. Por ejemplo, la eliminación de microorganismos contaminantes por 

medio de lavados por centrifugación es uno de los métodos más comunes que eliminan la 

mayoría de los protozoarios y algunas bacterias, además de otras algas; pero en el caso de 

P. animalis, al emplearse este método, permanecieron en el cultivo muchas de las bacterias 

asociadas a los filamentos. 

P. animalis presentó dos principales obstáculos para la eliminación de las bacterias 

asociadas: 1) sus filamentos largos hacían prácticamente imposible eliminar a todas las 

bacterias asociadas a 10 largo de toda la extensión del filamento, y 2) la envoltura 

~uci1aginosa de los filamentos, específicamente el mucus que secreta esta cianobacteria 

durante su movimiento, mantenía · fuertemente adheridas a las bacterias (Lange 1976, 

Humphrey el al. 1979). Estos problemas se superaron cuando se llevó a cabo la 

fragmentación de los filamentos por medio de sonicación, y con una combinación de 

lavados por filtración y tratamiento con antibióticos. La fragmentación en baño de agua se 

empleó previamente para fragmentar los filamentos de la cianobacteria Anabaena varia bilis 

(Currier el al. 1977); sin embargo, no fue efectiva para P. animalis, incluso cuando se 

sometió el cultivo a periodos de sonicación de hasta 15 min de duración. El sonicador de 

pistilo, aunque severo, fue muy eficiente para fragmentar los filamentos con un mínimo de 

daño celular. Necesariamente, los periodos de sonicación tuvieron que ser adecuados, 

restringiendo el tiempo de sonicación a sólo 30 seg, ya que periodos más prolongados 

destruían prácticamente todo el filamento. 

Una vez que se obtuvieron filamentos pequeños y más manejables, se aplicó la 

fuerza del agua para remover las bacterias asociadas. Esto es, los filamentos fragmentados 

fueron depositados en un equipo de filtración al vacío y se pasó agua a través de los 

filamentos colocados sobre una membrana Millipore. La fuerza del agua removió la 

mayoría del mucus de los filamentos y con éste se llevó a las bacterias adheridas. Se 
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observó una reducción significante de las bacterias asociadas a los filamentos, cuando se 

inocularon muestras del cultivo ya filtrado en medio LB. 

El uso de antibióticos para eliminar a las bacterias asociadas a cianobacterias ha 

sido ampliamente reportado (Cottrell y Suttle 1993, Bolch y Blackbum 1996, Kim et al. 

1999, Cho el al. 2002, Choi et al. 2002). Sin embargo, en este trabajo fue necesario realizar 

pruebas de susceptibilidad, ya que no existía información disponible acerca de la 

sensibilidad de P. animalis a los antibióticos. Estas pruebas indicaron que la eritromicina 

fue muy perjudicial para la cianobacteria, por lo que no se incluyó en el tratamiento, 

usándose sólo los antibióticos menos dañinos para la cianobacteria. Se siguió una estrategia 

reportada por Connell y Cattolico (1996), que se basó en la aplicación en "cascada" de los 

antibióticos. De acuerdo a los resultados preliminares, se inició con la aplicación del 

antibiótico en el que la cianobacteria reportó una susceptibilidad media (carbenicilina) y se 

finalizó con el antibiótico al que la cianobacteria fue menos susceptible (kanamicina). Esta 

estrategia no sólo logró optimizar el efecto de los antibióticos sobre las bacterias 

contaminantes, sino que también minimizó el efecto dañino de los antibióticos sobre la 

cianobacteria, en comparación al uso de un "cocktel" de antibióticos que en pruebas 

preliminares resultó ser muy nocivo para la cianobacteria. 

Los cultivos axénicos se obtuvieron finalmente, después de diluciones seriales e 

incubaciones individuales de los filamentos tratados (Vázquez-Martínez et al. 2004). Esta 

estrategia, aunque laboriosa, probó ser eficiente y puede ser de utilidad para obtener 

cultivos axénicos de otras especies de cianobacterias, especialmente de cepas del grupo 

LPP (Lyngbya, Plectonema y Phormidium) (Rippka 1988b), que comparten características 

morfológicas, genéticas y bioquímicas (Tominaga el al. 1993). 

Previo a la transformación de P. animalis, se vió la necesidad de conocer la 

presencia de plásmidos endógenos en la cianobacteria, que pudieran ser usados para la 

eventual construcción de un vector. Varios estudios han demostrado que muchas cepas de 

cianobacterias, genéticamente relacionadas, poseen plásmidos idénticos en tamaño, patrón 

de digestión y homología del DNA (Lau y Doolittle 1979, Lau et al. 1980, Felkner y 
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Barnum 1988). De hecho, se sabe que las cianobacterias filamentosas Phormidium 

foveolarum, Plectonema boryanum y Lyngbya sp., integrantes del grupo LPP, contienen 

dos plásmidos comunes de 1.5 y 17 Kb (Tominaga et al. 1993).·El plásmido críptico de 

1,509 pb de P. foveolarum presenta una homología del 97.8% en su secuencia nuc1eotídica 

con la del plásmido pequeño de P. boryanum, lo cual sugiere que tales plásmidos pequeños 

pueden ser estables y transferibles entre el grupo LPP de cianobacterias. A pesar de los 

esfuerzos que se realizaron con las técnicas probadas previamente (Kuhlemeier y van Arkel 

1987, Porter 1987, Shure et al. 1983, Tominaga et al. 1993) y al tiempo consumido en esta 

labor, no se logró encontrar plásmidos endógenos en P. animalis. Esto indica que P. 

animalis no posee plásmidos, lo cual no sería el primer caso reportado, ya que a la fecha en 

Phormidium lapideum tampoco se han encontrdo. Para la transfonnación de esta última 

cianobacteria se construyó un vector a partir de pPF1 de una cianobacteria y pBR322 de E. 

coli (Tominaga et al. 1993), por lo que una opción en este trabajo era la de conseguir éste o 

algún otro vector similar, para la transfonnación de P. animalis. Desafortunadamente no 

fue posible conseguir ningún vector cianobacterial para comprobar su funcionalidad en P. 

animalis. Es así que, con el objeto de obtener resultados más rápidamente, fue necesario 

iniciar con los preparativos requeridos para llevar a cabo la transfonnación de la 

cianobacteria por una estrategia alternativa: el empleo del Sistema Biobalístico de Helio 

PDS 1 000 de alta presión. 

En este trabajo se describen, por primera vez, los métodos para la transfonnación 

de la cianobacteria filamentosa P. animalis, para lo cual fue necesario ajustar varios 

parámetros. Primero y lo más importante, fue la elección de los vectores de transfonnación 

adecuados. A continuación se necesitó elegir el tipo y la concentración de antibióticos 

necesarios para la selección de los transfonnantes, el sistema de entrega del material 

genético por medio de biobalística y, una vez hecha esta elección, se debieron probar 

micropartículas de varios tamaños para seleccionar el más apropiado para el bombardeo. 

Debido a la posible similitud en"la maquinaria celular entre las cianobacterias y organismos 

fotosintéticos, para la transfonnación de P. animalis se eligieron cuatro vectores que se han 

usado con éxito para transfonnar plantas por medio del bombardeo de micropartículas (De 

Block et al. 1987, Desfeux el al. 2000, Hunold et al. 1994), y además han sido exitosos 

104 



para transfonnar otros organismos tales como los hongos (Bailey et al. 1993). En estos 

vectores se aprovecha la conocida funcionalidad del poderoso promotor CaMV35S, aislado 

del virus del mosaico de la coliflor, en una variedad de organismos que varían desde 

metazoarios complejos como ranas y células humanas (BaIlas et al. 1989, Burke et al. 

1990), eucariotes unicelulares tales como dinoflagelados y levaduras (Lohuis y Miller 

1998, Hirt et al. 1990) y, principalmente para nuestro caso, en una serie de procariotes 

(Assaad y Signer 1990, Lewin .et al. 1998, Jacob et al. 2002). Sin embargo, hasta ahora, no 

se había mostrado evidencia de la funcionalidad de este promotor en cianobacterias. 

Con respecto a la concentración de antibióticos que se usó en el medio ASN-I0, 

ésta se basó en experiencias previas con transfonnaciones estables de plantas 

(http://www.cambia.orglmainlr_et_camvec.htm). en donde la concentración de higromicina 

varió entre plantas como maíz (50 /lglml) y tabaco (25 /lglml), por lo que para P. animalis 

se usó la concentración más baja. 

La primer evidencia de la transfonnación exitosa de P. animalis fue el desarrollo 

de filamentos sobre medio ASN-I0 complementado con higromicina en los filtros que se 

bombardearon con los vectores pWRG1515 y pCAMBIA1301. No se obtuvieron 

transfonnantes cuando se usaron para el bombardeo los vectores pB 1426 Y pBarGus, pero 

el éxito observado con pWRG1515 y pCAMBIA1301 indicó que el bombardeo resultó 

efectivo para introducir vectores genéticos hacia la cianobacteria filamentosa P. animalis. 

Aún cuando el desarrollo de los transfonnantes en la etapa de selección en medio sólido se 

llevó alrededor de cuatro meses para observar un desarrollo notable de los filamentos; la 

selección fue efectiva y consistente. No es posible realizar una comparación del tiempo que 

se requirió para la obtención de transfonnantes estables, ya que no hay trabajos similares en 

cianobacterias, pero en el caso de otros organismos como por ejemplo espárrago, se 

requirió de tres meses de selección para visualizar a los transfonnantes (Cabrera-Ponce et 

al. 1997), y para líneas celulares embriogénicas del pasto Bouteloua gracilis se mantuvo en 

selección por ocho meses antes de pasar al medio de regeneración (Aguado-Santacruz et al. 

2002). El procedimiento de selección seguido con la cianobacteria P. animalis se basó en la 
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selección gradual de los transformantes, y aunque tomó cuatro meses para la obtención de 

éstos, el procedimiento fue exitoso. 

El desarrollo de la cianobacteria varió significativamente entre los filamentos que 

fueron cultivados en forma individual. Esta variación pudo deberse tanto al número de 

vectores integrados en el genoma de la cianobacteria, como al número de células . 

transformadas en cada filamento, o a ambos factores. Lo anterior puede explicar que 

algunos de los filamentos que se aislaron en las etapas iniciales de selección se perdieron 

gradualmente en la selección posterior, pasando por una pérdida de color, el amarillamiento 

del filamento, hasta la muerte. Por otra parte, algunos filamentos transformados sujetos a 

una selección posterior mantuvieron un crecimiento estable, incluso a una mayor presión de 

selección (1 00 ~glml de higromicina). 

Posteriormente, se obtuvieron evidencias de la transformación de P. animalis 

mediante los análisis por PCR y por Southem blot. Debido a que no se tenía experiencia 

previa sobre el tiempo y el número de subcultivos requeridos para obtener transformantes 

estables, se monitoreó el procedimiento de selección durante la primera etapa, amplificando 

por PCR un fragmento conteniendo el gen gusA en los DNAs de las cianobacterias 

bombardeadas. Concordantemente, los DNAs analizados que no mostraron amplificación 

correspondieron a cultivos que eventualmente se perdieron en la selección posterior. 

Aunado a esto, la hibridación con el gen htpII se usó para corroborar que los transformantes 

exitosos a la selección (positivos por PCR), llevaran el gen originalmente contenido en los 

vectores. 

El monitoreo de la expresión transitoria del gen gusA fue intentado en filamentos 

bombardeados con los vectores pWRG1515 y pCAMBIA1301, lamentablemente, el color 

natural de P. animalis (así como el de muchas otras cianobacterias) enmascaró la detección 

de la reacción de color esperada de la ~-glucoronidasa con el sustrato X-Gluc. El color 

característico de las algas verde-azules (cuyo nombre se debe precisamente a esta 

característica) es dado por la clorofila A y del pigmento azul ficocianina, el cual es 

producido por las especies de Phormidium en concentraciones significativas (Sekar y 
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Subramanian 1998). Los niveles normalmente altos de ficocianina en P. animalis hicieron 

que se tuvieran lecturas erróneas, positivas y negativas, en la reacción GUS. 

Debido a que no se pudieron identificar colonias individuales en esta 

cianobacteria, no fue posible precisar la eficiencia de transformación de cada vector. Aún 

así, tomando en cuenta el número de placas bombardeadas y la cantidad de clones 

obtenidos por cada placa, fue posible tener una idea de la eficiencia de transformación de la 

cianobacteria. En la transformación de P. animalis con el vector pCAMBIA1301 se 

obtuvieron 2.5 y 3 clones por placa con micropartícu1as M-5 y M-ID, respectivamente; 

mientras que cuando se usó pWRG1515 sólo se obtuvieron 0.75 y 1 clon por placa con 

micropartícu1as M-5 y M-ID, respectivamente. La eficiencia de transformación del vector 

pCAMBIA1301 fue mayor que la obtenida en la transformación por biobalística del pasto 

Lolium perenne en la que se obtuvo 1.2 y 1.4 clones resistentes a higromicina por placa 

bombardeada (Spagenberg et al. 1995). Esta eficiencia en la cianobacteria fue similar a la 

observada con algunas especies de gramíneas y algunas otras monocotiledóneas (Gordon­

Karnm et al. 1990). No es posible realizar una comparación de eficiencia de transformación 

con respecto a bacterias, donde la eficiencia en las transformaciones documentadas es 

mucho más alta. Sin embargo nuestros resultados son reproducibles y la técnica es 

eficiente para obtener transformantes estables. De cualquier manera, la transformación con 

pWRG1515 produjo varios recombinantes estables, por 10 que no debería ser un problema 

el uso de este vector en el futuro, especialmente si se adecúan las condiciones de 

transformación para mejorar su eficiencia. 

Por otra parte, el tamaño de micropartícu1a a emplear en el bombardeo fue un 

aspecto importante, ya que Phormidium tiene una pared celular compleja, formada por 

.varias capas (Hoiczyk y Baumeister 1995, Hoiczyk 1998). Sin embargo, ambos tipos de 

micropartícu1as lograron penetrar la pared celular. Debido a que no se detectó gran 

diferencia en la eficiencia de transformación entre micropartícu1as de tipo M-5 y M-ID, se 

decidió usar micropartícu1as de tungsteno M-5, ya que por su tamaño causan menos daño a 

las células que las micropartícu1as M -10, que son más grandes. 
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La transfonnación por biobalística de la cianobacteria, tuvo éxito en la 

transfonnación de una cianobacteria filamentosa de tipo silvestre por medio del bombardeo 

de micropartículas y con vectores de clonación que nonnalmente han sido empleados para 

la transfonnación de plantas. En base a estos resultados, el trabajo se enfocó en el uso del 

vector pCAMBIA1301 para portar los genes mosquitocidas de la bacteria B. thuringiensis 

svar. israelensis e introducirse a la cianobacteria P. animalis por medio de este método. 

Con el objeto de analizar las diferencias en toxicidad entre el uso de un solo gen y una 

combinación de genes de Bti, se realizó una primera construcción que portaba un solo gen 

mosquitocida, el cry4A. 

En la transfonnación de P. animalis con la construcción p1301-4A se usaron las 

condiciones ya estandarizadas para la transfonnación con el vector pCAMBIA1301. El 

bombardeo produjo clones resistentes a la selección que portaron la región que codifica 

para la resistencia a higromicina, según se demostró mediante un análisis de PCR. Durante 

la etapa de selección no se apreció ninguna diferencia en crecimiento entre un cultivo 

transgénico que porta solamente al vector pCAMBIA1301 y las cianobacterias transgénicas 

con la construcción p1301-4A. Sin embargo, la eficiencia de transfonnación en este 

experimento fue menor (0.75 clones/placa) que cuando se bombardeó a la cianobacteria 

sólo con el vector (2.5 clones/placa). 

En las primeras pruebas de actividad larvicida, de las cianobacterias transfonnadas 

con un gen mosquitocida, los niveles de toxicidad sobre larvas de Ae. aegypti fueron bajos. 

En el bioensayo con larvas alimentadas con la cianobacteria bombardeada con la 

construcción p1301-4A se reportaron mortalidades promedio del 15%. Para mejorar el 

rendimiento se recurrió a elevar la concentración del antibiótico para aumentar la presión 

de selección del material y asegurar la muerte de todas las células no transfonnadas que 

podían estar ocasionando una disminución de la toxicidad de la población de 

cianobacterias. Los resultados de un segundo bioensayo con la cianobacteria 1301-4A 

demostraron una mayor toxicidad (45.83% de mortalidad larvaria) que en el primer 

bioensayo, aunque no la suficiente para su pretendido uso como control de mosquitos. Aún 

así, la toxicidad de los clones 1301-4A fue mayor que la reportada en otros trabajos en 
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donde, por ejemplo, se realizó la transformación de Synechocystis PCC6803 con el gen 

cry4B sin que se obtuvieran células mosquitocidas (Chungjatuporchai et al. 1990). Cuando 

se transformó a la cianobacteria Agmenellum quadruplicatum con el gen cry4B hubo la 

necesidad de realizar las pruebas de susceptibilidad con células sonicadas para obtener 

mortalidades del 45%, ya que en células intactas no se pudo observar toxicidad 

(Angsuthanasombat y Panyim 1989). En nuestro trabajo, la cianobacteria P. animalis 

expresando el gen cry4A se usó completa en las pruebas de susceptibilidad, demostrando 

que se presentó actividad mosquitocida sin necesidad de sonicar las células como lo 

efectuado en trabajos previos (Angsuthanasombat y Panyim 1989, Chungjatupomchai 

1990). Sin embargo, debido al nivel relativamente bajo de toxicidad de la cianobacteria, y a 

que en los análisis de PCR no se obtuvo una amplificación a la altura esperada para el gen 

cry4A, podría pensarse que la expresión del gen consistió en una proteína incompleta y por 

lo mismo la actividad tóxica fue menor a la esperada. En los dos estudios citados 

anteriormente de expresión del gen cry4B, los autores atribuyeron los resultados similares 

de baja toxicidad a una degradación in vivo de las proteínas mosquitocidas. De cualquier 

forma, la cianobacteria P. animalis 1301-4A, no tendría aplicación primaria como agente 

de control, sino sólo como agente complementario. Sin embargo, la estrategia de 

transformación fue exitosa, por lo que se bombardeó nuevamente a P. animalis pero en esta 

ocasión con una combinación de genes mosquitocidas con el objeto de obtener niveles de 

toxicidad más elevados. 

La transformación por biobalística de la cianobacteria con construcciones llevando 

dos genes mosquitocidas generó el desarrollo y crecimiento de varios clones creciendo bajo 

selección en medio sólido. Al igual que lo observado en las transformantes con un solo gen 

mosquitocida y las que portaban sólo al vector, la selección resultó relativamente lenta, ya 

que al mes de selección aún no se reportaba la muerte de los testigos negativos. Como se 

tenía la experiencia previa que las cianobacterias transgénicas resistieron una presión de 

selección mayor, se aumentó la concentración a 100 /lg/ml de higromicina. Los cambios se 

empezaron a observar a la semana de que se aumentó la presión de selección, ya que los 

testigos negativos iniciaron a decolorarse, y en menos de un mes todos los testigos 

negativos habían sido eliminados. El tiempo que se requirió para la obtención de 
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transformantes estables fue menor que para las anteriores transformaciones, ya que en este 

caso tomó dos meses para definir a los' clones transgénicos en la etapa de selección en 

placa. La transformación de la cianobacteria fue comprobada, primeramente, por medio de 

análisis PCR y luego, por análisis Southem, mostrándose con estas evidencias la presencia 

de los genes mosquitocidas. 

La transformación de P. animalis con los genes cry4A y cry4B mostró un alto 

nivel de transformación, con 81 cepas positivas por el análisis de PCR, en comparación con 

los resultados obtenidos con un sólo gen mosquitocida. La comparación de la eficiencia de 

transformación obtenida entre la cianobacteria con un gen mosquitocida (0.75 clones/placa) 

y la cianobacteria que portaba dos genes mosquitocidas (2.7 clones/placa), demostró una 

mayor eficiencia de transformación en la cianobacteria con dos genes, la cual incluso fue 

mayor que la obtenida con la cianobacteria que sólo contenía al vector (2.5 clones/placa). 

Al igual que la eficiencia de transformación, la toxicidad de la cianobacteria 1301-4A-4B 

fue mayor que la cianobacteria 1301-4A. 

La evidencia más significativa de la transformación fueron las pruebas de 

toxicidad en donde se reportaron altos niveles de mortalidad COI) las cepas transgénicas 

hacia larvas de los mosquitos Ae. aegypti y An. albimanus, con el 100% de mortalidad 

larvaria. De acuerdo a lo esperado, las larvas de Ae. aegypti fueron más susceptibles a la 

cianobacteria mosquitocida, que las larvas de An. albimanus; ya que se sabe que las 

proteínas mosquito cid as de Bti son más activas contra Aedes y menos tóxicas contra 

Anopheles (Aronson et al. 1986). 

La actividad larvicida de las cianobacterias transgénicas fue comprobada no sólo 

por medio de las pruebas de toxicidad con larvas de mosquitos, sino que además se 

demostró el sitio de acción de las toxinas de Bti y el daño ocasionado sobre el intestino de 

las larvas por medio de cortes histológicos. Las preparaciones de cortes de larvas de Ae. 

aegypti alimentadas con las cianobacterias transgénicas, en donde las larvas fueron 

colectadas a diferentes tiempos de exposición a la cianobacteria (larvas vivas, moribundas y 

muertas), permitieron apreciar el efecto de la toxina y el sitio del daño en el intestino medio 
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de la larva. Las células dañadas pasaron por una etapa de agrandamiento, aumento de 

tamaño de los núcleos, pérdida de las microvellosidades y por último la lisis celu~ar y 

destrucción del epitelio. La mayor parte de la información sobre la acción de las proteínas 

de Bt ha sido estudiada en larvas de lepidópteros (Schnepf el al. 1998), por lo que no es 

posible compararlo con nuestro trabajo ya que muchas características podrían ser 

específicas de este orden. Sin embargo, existen muchas semejanzas en lepidópteros, como 

que las microvellosidades desaparecen, las células se vacuolizan, se hinchan y finalmente 

se lisan (Bauer y Pankratz 1992). En las observaciones microscópicas entre las células de 

dípteros y las células de lepidópteros, se observa que por acción de las toxinas ambas van 

perdiendo su estructura progresivamente. 

Los altos niveles de toxicidad encontrados en la cianobacteria P. animalis 

portando una combinación de genes en comparación con la cianobacteria que sólo lleva el 

gen cry4A, puede ser producto de una interacción sinérgica entre los genes cry (Ben-Dov el 

al. 1995). Este sinergismo fue observado por Poncet y cols. (1995) en clones que llevan los 

genes cry4A y cryllA que tuvieron mayor toxicidad que los clones expresando sólo al gen 

cry4A, y también fue reportado en la transformación de Anabaena sp con una combinación 

de genes mosquitocidas (Wu el al. 1997). Además del sinergismo, la alta toxicidad 

obtenida puede deberse a varios factores, como la estrategia de bombardear con una 

combinación de construcciones y al uso de dos promotores eficientes. 

Al transformar a la cianobacteria con una combinación de genes mosquitocidas, 

los genes cry4A y cry4B en pCAMBIA1301 se insertaron llevando su propio promotor, 

además de que el vector contenía el promotor CaMV35S. Si bien no se determinó la 

actividad específica de ambos tipos de promotores por separado, los resultados de esta 

transformación y las anteriores con el gen de higromicina indicaron que el promotor 

CaMV35S contenido en pCAMBIA1301 funciona eficientemente en P. animalis. La 

eficiencia de este promotor se ha demostrado en una gran diversidad de organismos como 

ranas, dinoflagelados y levadur.as, entre otros (Ballas el al. 1989, Burke el al. 1990, Lohuis 

y Miller 1998, Hirt el al. 1990, Assaad y Signer 1990, Lewin el al. 1998, Jacob el al. 2002) 

y ahora con este trabajo se demostró también su funcionalidad en una cianobacteria. Se 
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podría sugerir que en este trabajo la adición de un promotor incrementó la expresión de los 

genes cry, tal como 10 sugieren otros estudios. Por ejemplo, cuando se transformó a la 

cianobacteria Synechococcus con una combinación de promotores (el promotor lacZ de E. 

coli y el promotor endógeno de Bacillus), se logró un incremento en la expresión del gen 

cry4B (Soltes-Rak et al. 1993). Por el contrario, con el uso de un promotor, la expresión 

obtenida ha sido baja, como en las transformaciones de Agmenellum quadruplicatum con el 

gen cry4B con un vector conteniendo el promotor de la ficocianina (Angsuthanasombat y 

Panyim 1989), y con Synechocystis sp. en donde se integró el gen cry4B bajo el control del 

promotor psbA de tabaco (Chugjatupornchai 1990). 

Es interesante que la estrategia ' de bombardear a la cianobacteria con una 

combinación de genes fue más exitosa para producir clones recombinantes y con mayor 

nivel de toxicidad que las bombardeadas con la construcción que contenía sólo un gen. Sin 

embargo, la capacidad de crecimiento de las cianobacterias transformadas con la 

combinación de genes mosquitocidas no presentó cambios comparativos con las 

transformadas con un solo gen, ni con respecto a la cianobacteria silvestre. Esto contrasta 

con 10 observado por Stevens Jr y co1s. (1994) con Synechococcus PCC7002, en donde las 

células que contenían al gen cryllAa crecieron más lentamente que las células que 

contenían sólo al vector. La capacidad de las cepas transformadas de P. animalis 

(cultivadas en la presencia de higromicina) para crecer sin cambio aparente que la cepa de 

tipo silvestre (cultivada sin antibiótico) es otro indicio de que esta cianobacteria tiene una 

gran capacidad para su explotación biotecno1ógica. 

Se ha sugerido que la alta toxicidad reportada para la cianobacteria Anabaena 

hacia larvas de Ae. aegypti, es debida al carácter multice1u1ar de su forma filamentosa 

(Boussiba et al. 2000), ya que al comparar la transformación de Anabaena (Xudong et al. 

1993) con la de Anacystis (Tandeau de Marsac et al. 1987), se hace notoria la mayor 

toxicidad reportada en Anabaena. En los dos trabajos se usaron estrategias similares para 

insertar los genes que codifican para la toxina binaria de B. sphaericus 2297, pero la mayor 

toxicidad en los bioensayos con mosquitos se obtuvo con la cianobacteria filamentosa 

Anabaena y no en la unicelular Anacystis. Esta hipótesis es reforzada por los resultados de 
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alta toxicidad encontrados cuando se encapsuló Bti en el protozoario ciliado Tetrahymena 

pyriformis (Manasherob et al. 1994), en donde cada célula del protozoario formó más de 30 

vacuo las alimenticias las cuales a su vez contuvieron un promedio de 8 esporas de Bti, 

entre 180 y 240 esporas y sus cristales asociados por célula (Manasherob et al. 1996). En el 

caso de una cianobacteria filamentosa, esta alta toxicidad se atribuye a que un filamento 

lleva muchas células que expresan a su vez mayor número de genes mosquitocidas y que 

por lo tanto causan mayor daño a las larvas que lo ingieren. Lo cual sería el caso también 

para P. animalis que es una cianobacteria filamentosa. 

Una de las aportaciones más relevantes del presente trabajo es que, hasta la fecha, 

todos los trabajos de transformación de cianobacterias con genes mosquitocidas se han 

realizado en cepas de laboratorio (Tandeau de Marsac et al. 1987, Angsuthanasombat y 

Panyim 1989, Chungjatupornchai 1990, Murphy y Stevens Jr 1992, Xudong et al. 1993, 

Soltes-Rak et al. 1993, Stevens Jr et al. 1994, Soltes-Rak et al. 1995, Murphy y Stevens Jr 

1995, Wu et al. 1997), por lo que tendrían éxito limitado al tratar de liberarlas a campo, ya 

que sus valores adaptativos son bajos en comparación al de una cepa silvestre (Wu et al. 

1997). Por ello, P. animalis lleva una ventaja sobre todos los trabajos anteriores, por su 

naturaleza silvestre. 

A pesar de la demostración de la transformación y expresión de genes en P. 

animalis, y de comprobar la toxicidad de la cianobacteria sobre larvas de mosquitos, los 

volúmenes usados de cultivo en los bioensayos fueron grandes por lo que la toxicidad de la 

cianobacteria transgénica puede considerarse muy baja para ser efectiva en la naturaleza. 

Por lo anterior, es necesario sugerir modificaciones a la estrategia de clonación, con el 

propósito de mejorar los clones en trabajos futuros. 

En investigaciones realizadas con E. coli se han demostrado las posibles 

combinaciones sinérgicas que se presentan entre las toxinas de Bti (Ben-Dov et al. 1995, 

Vadim et al. 2001), por lo que se puede hacer uso de este conocimiento para mejorar 

substancialmente a la cianobacteria transgénica. Por ejemplo, se sabe que cuando más de un 

gen es usado para generar actividad larvicida, se disminuye · el problema del posible 
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desarrollo de resistencia por parte de los mosquitos (Wu et al. 1997). Otro aspecto 

importante es la existencia de la proteína P20, que actúa como chaperona, elevando los 

niveles de expresión y la estabilidad de las toxinas Cyt1Aa, Cry11Aa y Cry4A (Yoshiue et 

al. 1992). Cuando la P20 es co-expresada con la Cyt1Aa, protege a las bacterias 

transgénicas de ser eliminadas por la acción de la Cyt que expresada separadamente 

presenta actividad citolítica para una gran variedad de cultivos celulares tanto de 

invertebrados como de vertebrados (Wu y Federici 1993, Manasherob et al. 2001, Thomas 

y Ellar 1983). La Cyt1Aa es menos tóxica que las proteínas Cry, pero es más sinérgica que 

cualquier combinación de las proteínas Cry (Wu et al. 1994, Crickmore et al. 1995). 

Además, se ha sugerido que la Cyt1Aa juega un papel importante al suprimir la resistencia 

a las toxinas Cry (Federici y Bauer 1998, Wirth et al. 2000). Tomando en cuenta todo 10 

anterior, una estrategia para un trabajo futuro podría basarse en la clonación de 

combinaciones de P20, Cyt1Aa y dos o tres proteínas Cry en P. animalis, tratando de 

superar de esa forma a las construcciones existentes. 

Con el advenimiento de los organismos transgénicos, ya sean microorganismos, 

plantas o animales, una de las inquietudes en general es el peligro de la liberación de 

nuevos genes al medio ambiente. La comunidad científica, las agencias reguladoras y los 

grupos ambientalistas están enfocando la atención al impacto ecológico de la introducción 

de organismos modificados al ambiente. 

En 10 que respecta a B. thuringiensis svar. israelensis (Bti), esta es una bacteria 

entomocida que ofrece un método de control de insectos bastante seguro, teniendo muchos 

atributos positivos comparados con los insecticidas químicos, particularmente en términos 

de su seguridad ambiental (Porter 1996). Bti ha sido usada ampliamente por más de 30 años 

para el control de insectos en los Estados Unidos, Canadá y otras partes del mundo, sin 

tener ningún efecto nocivo y ha sido aprobada satisfactoriamente por la Agencia para la 

Proteccion Ambiental (EPA). 

Bti presenta una alternativa de control biológico al uso indiscriminado de los 

insecticidas químicos que no altera el balance ecológico (Margalit y Ben-Dov 2000), ya que 
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es altamente específico y por lo tanto su rango de acción es muy limitado, por lo que los 

insectos benéficos no mueren por la aplicación de la toxina. Esto incluye a los enemigos 

naturales de los mosquitos (depredadores y parásitos), así como organismos benéficos 

polinizadores como las abejas. Quizás la mayor ventaja es que Bti no es tóxico para los 

humanos (WHO 1999). 

Bti está siendo usada en ambientes acuáticos para el control de larvas de 

mosquitos y jejenes, para sustituir las aplicaciones de insecticidas químicos, que resultaban 

en la muerte de muchos organismos no blanco e incluso en su biomagnificación en las 

cadenas alimenticias (WHO 1999). La seguridad de Bti sobre una gran mayoría de insectos 

no blanco, otros invertebrados y vertebrados incluyendo a varios mamíferos, ha sido bien 

demostrada (Margalit y Ben-Dov 2000). El mecanismo por el cual actúa la bacteria, es a 

través de una proteína que provoca toxicidad en las larvas de los insectos blanco, 

(lepidópteros, coleópteros y dípteros) debido al pH alcalino que presentan en su intestino 

(Schnepf el al. 1998). Este pH alcalino es específico de estos organismos ya que ni los 

humanos ni otros animales lo presentan. 

Las presentaciones comerciales de Bti han sido formuladas para usarse sobre 

larvas de mosquitos en sus hábitats acuáticos y aunque Bti es un organismo cosmopolita 

que se presenta de forma natural en muchos suelos de diferentes partes de mundo, no se le 

conoce como una bacteria acuática, por lo que no se espera que prolifere en hábitats 

acuáticos. 

Una de las limitaciones de utilizar una preparación comercial de Bti es que tiene 

un tiempo de acción limitado. De ahí que una de las ventajas de utilizar los genes de Bt 

introducidos mediante biobalística en un organismo hospedero, es evitar la degradación de 

la toxina. En este trabajo, a la cianobacteria se introdujeron genes de Bti que no han sido 

alterados, por lo que su uso no debería ocasionar ningún efecto inocuo. No obstante, uno de 

los propósitos futuros será el evaluar la toxicidad de la cianobacteria transformada con el 

gen tóxico de Bti, sobre especies no blanco, antes de proponer el llevar a cabo una 

liberación de este microorganismo al ambiente. 
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La cianobacteria transgénica que se obtuvo no puede considerarse aún como una 

opción para llevarse a campo, debido a que su toxicidad se considera muy baja para ser 

efectiva en la naturaleza. En base a esto, se propone una continuación de este trabajo en el 

cual se mejore a las construcciones existentes por medio de la clonación de combinaciones 

de P20, CytlAa y dos o tres proteínas Cry (detallado anterionnente). 

De cualquier manera, si en trabajos futuros se pretende liberar la cianobacteria al 

ambiente, es necesario realizar una evaluación del posible riesgo ecológico que implicaría 

el uso de este organismo en programas de control. La evaluación de riesgo ecológico 

comprendería evaluaciones experimentales del destino y la supervivencia de la 

cianobacteria transgénica y los posibles efectos sobre las comunidades bióticas. Para 10 

anterior, es necesario probar primeramente su potencial de supervivencia y proliferación 

bajo condiciones controladas de laboratorio, usando un ecosistema simulado 

(microcosmos) que represente el ambiente al que se enfrentará la cianobacteria al 

introducirla a los hábitats naturales. Además se deben realizar evaluaciones del efecto que 

tendrá la cianobacteria transgénica en organismos no blanco (p. ej. insectos acuáticos y 

peces) que sean parte importante de las cadenas alimenticias presentes en los hábitas 

larvarios de mosquitos, e incluso se debe evaluar la capacidad competitiva de la 

cianobacteria transgénica y su posible efecto sobre la micro flora nativa. Por último, se 

deben realizar pruebas para demostrar la inocuidad de esta cianobacteria hacia los 

mamíferos (p. ej. roedores). Una vez cumplidas satisfactoriamente las pruebas de 

laboratorio, el segundo paso debe incluir la realización de pruebas de campo a pequeña 

escala, usando para tal efecto, contenedores experimentales en donde se debe simular las 

condiciones naturales de un hábitat de mosquito, y se dejará que se establezcan poblaciones 

naturales de larvas sobre las cuales se deba evaluar a la cepa transgénica de P. animalis. Lo 

más importante es que P. animalis es una cianobacteria muy prometedora para su uso en el 

control de mosquitos, ya que es una cianobacteria silvestre que ha sido colectada de 

criaderos de mosquitos (Vázquez-Martínez et al. 2002), por 10 que su re-introducción a los 

cuerpos de agua no debe causar ninguna alteración. 
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Este trabajo constituye el primer reporte de la transformación de una cianobacteria 

silvestre de tipo filamentoso con una combinación de genes mosquitocidas (cry4A y cry4B) 

que presentó alta actividad larvicida (100% mortalidad) tanto para larvas de Ae. aegypti 

como para el vector del paludismo An. albimanus. Este trabajo es el primero en lograr la 

transformación de una cianobacteria de tipo silvestre y de mostrar su potencial como 

portadora de genes mosquitocidas para su uso en el control de mosquitos. Aunado a 10 

anterior, P. animalis es una cianobacteria de tipo filamentoso, de la cual no existían 

reportes de transformación. La técnica de biobalística usada en este trabajo probó su 

efectividad para la transformación de una cianobacteria de tipo filamentoso, y resuelve 

también el problema de la falta de vectores adecuados, al demostrar que vectores para 

plantas pueden expresarse en cianobacterias. La aplicación de este procedimiento abre un 

rango amplio de posibilidades para el estudio de este importante grupo de organismos. 

117 



8. CONCLUSIONES 

1. Este trabajo reporta la transfonnación exitosa por medio de biobalística de la 

cianobacteria P. animalis mediante la introducción de genes que expresan 

proteínas mosquitocidas de Bacillus thuringiensis svar. israelensis, para su 

uso en el control de larvas de Anopheles albimanus Wiedemann. 

2. Para la realización del trabajo se diseñó una estrategia con la cual se 

obtuvieron cultivos axénicos de la cianobacteria silvestre P. animalis, y con 

los cuales se llevaron a cabo los experimentos de transfonnación. 

3. Se implementó satisfactoriamente la técnica de biobalística para el bombardeo 

de vectores de transfonnación de plantas con resultados exitosos para 

transfonnar a P. animalis, y se probó la eficiencia de transfonnación de dos 

vectores: pWRG15l5 y pCAMBIA130l, obteniéndose mayor número de 

clones transgénicos con el vector pCAMBIA130l. 

4. Se elaboraron construcciones genéticas con el vector pCAMBIA130l que 

contienen al gen cry4A y otras que llevan una combinación de dos genes 

(cry4A y cry4B) de Bti. Las construcCiones se bombardearon en la 

cianobacteria y demostraron su capacidad de transfonnación en P. animalis. 

5. Se obtuvieron varios clones transgénicos de la cianobacteria que portan los 

genes cry4A y cry4B, y que se encuentran creciendo en fonna estable. Los 

clones transgénicos de la cianobacteria P. animalis llevando una combinación 

de genes mosquitocidas mostraron altos niveles de toxicidad contra larvas de 

los mosquitos Ae. aegyti y An. albimanus, en pruebas de susceptibilidad. Con 

10 anterior, se demostró el potencial de la cianobacteria, P. animalis como un 

receptor de genes de toxinas de Bti. 
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6. La transformación exitosa de la cianobacteria filamentosa P. animalis con 

vectores de clonación de plantas y mediante el uso de biobalística plantea la 

posibilidad de usar a una cianobacteria silvestre como portadora de genes 

mosquitocidas de B. thuringiensis svar. israelensis y usarla para el control 

biológico de mosquitos. Es una importante contribución al campo del control 

de insectos vectores de enfermedades, además de que los procedimientos 

desarrollados durante esta tesis abren un rango amplio de posibilidades para su 

uso en estudios genéticos básicos, y con enfoques biotecnológicos de este 

diverso grupo de bacterias. 
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10. ANEXOS 

Anexol Composición de los medios de cultivo para cianobacterias 

Medio ASN-lO 
A base de medio BG-11 complementado con 10% de medio ASN-III (vVvl): 

a) Medio BG-11, pH 7.1± 0.2 
Composición por litro: 
Agar bacteriológico al 1 % 
NaN03 
MgS04 ·7H20 
K 2HP04 

CaClz·2H20 
Na2C03 .10H20 
Acido cítrico 
Citrato amoniacal férrico 
EDTA Sal disódica 
Mezcla A5 trazas de metales 

b) Medio ASN 111, pH 7.3± 0.2 
Composición por litro: 
NaCI 
MgS04 ·7H20 
MgClz·6H20 
NaN03 
K 2HP04 • 3H20 
CaClz·2H20 
KCl 
Na2C03 

Acido cítrico 
Citrato amoniacal férrico 
MgEDTA 
Vit. B12 
Sol. Agar 
Mezcla A5 trazas de metales 

10.0 g 
1.5 g 
0.075 g 
0.04 g 
0.036 g 
0.02 g 
6.0mg 
6.0mg 
1.0mg 
1.0 mI 

25.0 g 
3.5 g 
2.0 g 
0.75 g 
0.75 g 
0.5 g 
0.5 g 
0.02 g 
3.0mg 
3.0mg 
0.5mg 
10.0 ~g 
100 mI 
1.0 mI 
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e) Mezcla A5 trazas de metales 
Composición por litro: 
H3B03 

MnCb·4H20 
Na2Mo04 • 2H20 
ZnS04· 7H20 
CuS04· 5H20 
CO(N03)2 • 6H20 

2.860 g 
1.810 g 
0.390 g 
0.222 g 
0.079 g 
0.0494 g 

Anexo 2 Caldo Spizizen para el cultivo de Bti (SCVG) 

Composición por litro: 
Sulfato de Amonio 
K2HP04 
KH22P04 
Citrato de sodio 
MgS04 * 7 H20 
Extracto de levadura 
Casaminoácidos 
Glucosa 

NOTA: 

2.00 g 
14.00 g 
6.00 g 
1.00 g 
0.20g 
0.10 g 
1.00 g 
5.00 g* 

Alicuotat en matraces de 500 mI con 100 mI de medio en e/matraz 
*Preparar un Stock de Glucosa al 50 %, y esterilizar 
Una vez esterilizado el medio agregar 1 mI de Glucosa a e/matraz 
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