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RESUMEN

Debido a que la cianobacteria filamentosa Phormidium animalis es un alimento
natural de larvas de Anopheles albimanus, €sta 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 proteinas
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 transformacion por biobalistica con vectores de clonaciéon'de plantas. Se
obtuvo transformacién con los vectores pWRG1515 y pCAMBIA1301, seleccionando a
éste ultimo por su eficiencia. Posteriormente, se obtuvo una construccién con el gen cry44
de Bti en pCAMBIA1301 y se transformd a la cianobacteria, obteniéndose clones que
portaban una regién del gen cry44, segin se demostré por PCR. Los bioensayos con Aedes
aegypti demostraron actividad larvicida de las cianobacterias, con mortalidades moderadas
(hasta 45.83%).

Se realizd otro experimento de transformacién con dos construcciones de los
genes cry4A y cry4B de Bti, en pCAMBIA1301. Mediante PCR y analisis Southern se
demostré 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 histolégicos de estas larvas mostraron deterioro del intestino medio, en comparacion
a larvas testigos que mantenian las células intactas.

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

agente de control bioldgico de mosquitos.



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 pPCAMBIA1301, selecting the later for further
transformations. Then, a construct of pCAMBIA1301 with the cry44 gene from Bti was
obtained, which was used to transform P. animalis. Some clones carried a fragment of the
cry44 gene, as shown by PCR amplification. Still, bioassays against Aedes aegypti larvae
showed moderate toxicity (up to 45.83;%) of transformants.

Additionally, another construct was obtained with genes cry44 and cry4B from Bti
in pPCAMBIA1301. Many transformants carried both genes, as shown by PCR specific
amplification and Southern 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
control larvae.

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. INTRODUCCION

El paludismo es una de las principales enfermedades transmitidas por insectos
vectores. Esta enfermedad es responsable de 500 millones de casos clinicos y constituye un
problema de salud publica para 2,400 millones de personas, representando mas del 40% de
la poblacién mundial en mas de 90 paises (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 mas del
98% de los casos notificados al afio, 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 (Rodriguez 1994).

Los vectores del paludismo son mosquitos del género Anopheles de los cuales al
menos 20 especies son transmisores de los parasitos del paludismo (Collins y Paskewitz
1995). Los principales vectores de paludismo en México son An. albimanus Wiedemann y
An. pseudopunctipennis Theobald (Rodriguez 1994). An. pseudopunctipennis se encuentra
en casi tres cuartas partes de las areas paludicas, en areas montafiosas con elevaciones de
hasta 2,000 msnm. An. albimanus se localiza en las planicies costeras del Golfo de México,
en la peninsula de Yucatan, en areas selvaticas del sureste del pais y en la mayor parte del
plano costero del Océano Pacifico, hasta altitudes de 600 msnm (Wilkerson y Strickman
1990, Rodriguez 1994).

El panorama actual del paludismo en México refleja un control adecuado en la
mayor parte del area endémica, con focalizacién del problema en zonas que
tradicionalmente han sido de dificil control. Esto es debido a que los esfuerzos de las
campafias antipaludicas han logrado buenos resultados de control con actividades
intensivas, en areas donde las condiciones climaticas y geograficas son menos propicias
para el desarrollo de mosquitos vectores. Desafortunadamente, en el estado de Chiapas, en

la costa del Océano Pacifico 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 areas de multirresistencia a los
insecticidas (como es el caso de gran parte del sur de Chiapas), han presentado dificultades

para su control (Fuentes 1992, Rodriguez 1994).

El programa de control del paludismo en México se ha enfocado principalmente en
controlar las poblaciones de mosquitos con insecticidas quimicos, lo cual incluye
aplicaciones intradomiciliares de DDT para el control de mosquitos adultos, y el
tratamiento de criaderos larvarios, mediante la aplicacion del larvicida quimico Temefos
(Méndez et al. 1984), ademas de la administraciéon de medicamentos antipalidicos
(cloroquina y primaquina). El uso de insecticidas como medida de control de mosquitos
adultos, enfrenta varios problemas. Sin duda, uno de los mas importantes es el desarrollo de
resistencia de los anofelinos a los insecticidas sintéticos, como resultado de su uso en la
agricultura y en programas de salud ptiblica (Knell 1991), ademas de la acumulacion 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

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

Es asi que en el nuevo milenio, el paludismo continlia siendo un importante
problema de salud publica, sin sefiales aparentes de ser abatido, por lo que la situacién
actual del paludismo en el mundo es, probablemente, no mejor de lo que fue hace 30 afios
cuando el énfasis sobre su erradicacion fue reemplazado por un programa de control (Shiff
2002). De tal forma que donde no hace mucho el paludismo habia sido reducido, incluso
casi hasta el punto de la extincion, se han presentado nuevos brotes (Shiff 2002). Otro
aspecto importante a considerar es el impacto del calentamiento global sobre la transmision
del paludismo, ya que los pequefios incrementos de temperatura que se estan presentando
en areas templadas y subtropicales, donde el paludismo es inestable o normalmente
ausente, podria incrementar marcadamente la transmisién, mientras que las areas de
transmision estable serian poco afectadas por un aumento en la temperatura (Lindsay y

Birley 1996).



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 estan desarrollando estrategias que permitan la manipulacién genética de
mosquitos resistentes a la infeccion con' plasmodios (Carlson et al. 1995, Possani et al.
1998). Sin embargo, estas estrategias todavia requieren de mas investigacién basica.
También se ha dado atencién al desarrollo de vacunas antipaliudicas, 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 asi que para un
futuro cercano, los esfuerzos de control continian enfocandose hacia los insecticidas
(Federici et al. 2003). Sin embargo, el uso de los insecticidas quimicos esta restringido en
muchos paises debido a los problemas de resistencia, sus efectos sobre el medioambiente,
sobre organismos no blanco, y especialmente sobre vertebrados a través de la
contaminacion de alimentos y del agua. Como resultado de esto, la Organizacion Mundial
de la Salud (1999) estd promoviendo la sustitucion de estos quimicos por insecticidas
bacterianos. Estos productos han logrado un moderado éxito comercial en paises
desarrollados, pero su uso en paises en desarrollo, como México, es reducido por sus altos

costos (Porter et al. 1993).

Algunas bacterias entomopatogenas 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 disminucién en el uso de estos bioinsecticidas, especificamente en el control de
mosquitos (Hougard y Back 1992, Priest 1992, Porter ef 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 rapidamente 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 asi, estas bacterias poseen muchos atributos

positivos comparados con los insecticidas quimicos, particularmente en términos de su



seguridad ambiental (Porter 1996). Para competir con los insecticidas quimicos, los
inconvenientes de las bacterias mosquitocidas deben ser superados, y una solucién para
esto es el desarrollo de toxinas mosquitocidas en hospederos heter6logos que coexistan en
los cuerpos de agua con las larvas de mosquitos y que ademas sean una fuente probada de

alimento.

La gran diversidad de habitats en donde las fases larvarias de los mosquitos
anofelinos 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, Vazquez-Martinez et al. 1996). Esto amplia 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 habitats
larvarios y son una fuente probada de alimento (Liu et al. 1996, Porter 1996). Es por eso
que se ha propuesto la introducciéon de genes que codifiquen las toxinas de algunas
bacterias en algunos de estos organismos. Las cianobacterias son los candidatos mas
adecuados para este propdsito, ya que son organismos fotoautoétrofos que se encuentran
distribuidos ampliamente en los habitats larvarios de mosquitos dentro de su zona de
alimentacion, y la mayoria de ellas crecen en diferentes condiciones fisicoquimicas
presentes en los cuerpos de agua (Sangthongpitag et al. 1996, Vazquez-Martinez et al.
2002). Ademas, 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, Vazquez-Martinez et al. 2003).

Las cianobacterias ocupan una posicién importante en los cuerpos de agua como
base de las cadenas alimenticias, e incluso especies de tipo filamentoso pueden ser
facilmente 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 habitats larvarios de mosquitos, demostré su
capacidad para crecer bajo condiciones de laboratorio (Vazquez-Martinez et al. 2002).

Ademas, fue usada en pruebas de alimentacion larvaria, en donde se confirmé el potencial



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 alimentacion exclusivamente
basada en P. animalis, obteniéndose mosquitos de tallas similares con respecto a los
obtenidos con una dieta testigo (alimento normal de insectario) (Vazquez-Martinez et al.
2003). El éxito en la cria de mosquitos An. albimanus con una alimentacién basada en P.
animalis, como dieta Unica, 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 introduccion con éxito a los criaderos larvarios como

forma de control bioldgico.



2. ANTECEDENTES
2.1 EL PALUDISMO

El paludismo, malaria o fiebre paludica, son diferentes nombres que se dan para
una misma enfermedad. El nombre de malaria fue dado en Italia en 1847 por Torti, porque
se creia que era causada por un “aire malo” (en italiano, mal aria) que se desprendia de las
aguas estancadas y de los terrenos pantanosos; y el de paludismo o fiebre paludica, porque
las fiebres predominaban entre los pobladores de las zonas cercanas a pantanos, cuyo

nombre en italiano es “palude” y en latin “palus” (Bruce-Chwatt 1988).

Hipdcrates se refiere en sus escritos a las fiebres palidicas (aunque aun no se le
conocian con este nombre) y reconoce la influencia de las estaciones, las lluvias y las aguas
estancadas en la proximidad de los pueblos. Platén, 184 afios A.C., hace referencia del bazo
abultado de los enfermos de malaria. El parasito productor del paludismo fue descubierto
por el médico francés Charles Loﬁis Alphonse Laveran en 1880, quién al principio creyo
que se trataba de un alga a la que llamé Oscillaria malariae, sin embargo rectificé luego
denominando al parasito hematozoario. Laveran se fue a Italia y convencié de su
descubrimiento a los malariélogos Marchiafava y Celli, quienes erigieron el género

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

En 1898 Sir Ronald Ross, médico inglés, demostré el papel del mosquito
intermediario en el ciclo del paludismo en aves (gorriones y alondras). Sin embargo no lo
ubicé taxonémicamente y fue el zodlogo italiano Gian Batista Grassi quien demostro el
papel del mosquito como transmisor del paludismo en humanos, sefialando que el insecto

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

2.1.1 Importancia del paludismo
El paludismo es uno de los problemas de salud publica mas severos y constituye
una de las causas principales de muerte y enfermedad en muchos de los paises en desarrollo

(Malaria Foundation Internacional 2003, http://www.malaria.org). Cerca de un tercio de los



6,000 millones de habitantes en la tierra viven en un riesgo serio de contraer paludismo
(Andénimo 2000), de los cuales los nifios y las mujeres embarazadas son el grupo mas

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

2.1.1.1 El paludismo en el Mundo. La organizaciéon mundial de la salud considera
que el 41% de la poblacion del mundo esta expuesta al paludismo, reportandose mas de 500
millones de infecciones cada afio, y al menos 1 millon de muertes (WHO 2003,
http://rbm.who.int). Se estima que cada dia 3,000 nifios mueren por esta enfermedad
(Anénimo 2000). Aproximadamente el 10% de la poblacién mundial puede sufrir un ataque
clinico de paludismo cada afio. Afortunadamente, la mayoria podra sobrevivir después de
un periodo de enfermedad de 10 a 20 dias, pero durante la enfermedad estaran
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 organizacién Mundial de la Salud dividié en tres categorias la situacion
del paludismo en el mundo: 1) Areas donde la transmisién de paludismo es intensa y las
cuales no han sido afectadas por los programas de control de vectores, tales como Africa
Tropical; 2) La mayoria de los paises de Asia y América, donde los programas de control a
gran escala del vector estdn o estuvieron operando; 3) Areas de rapido desarrollo
econdmico y paises seriamente afectados por problemas sociales, los cuales han ocasionado
perturbaciones ambientales, movimientos de poblacién y la ausencia de infraestructura para
el cuidado de la salud.

El paludismo es una enfermedad focal, la cual difiere en sus caracteristicas de pais
a pais e incluso dentro del mismo pais y existen una variedad de factores que deben
tomarse en cuenta para conocer la situacion del paludismo en cada regién (Phillips 2001):

1) Las caracteristicas bioldgicas, antrOpolégicas, culturales y sociales de la
poblacion,

2) La intensidad y periodicidad de la transmision,



3) Las especies de parasitos de paludismo y su sensibilidad a los medicamentos
antipaludicos,

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 ecoldgicos y caracteristicas conductuales),

5) La presencia de cambios sociales y ecoldgicos, y

6) Las caracteristicas de los servicios de salud existentes.

Aun en el siglo 21 resulta dificil entender como ha ocurrido la distribucién global
del paludismo y cémo ha disminuido durante los pasados 150 afios. Histéricamente, el
paludismo fue reportado de una forma u otra en diferentes partes de Inglaterra, Holanda,
Alemania, otros paises de Europa, la mayor parte de Asia, incluyendo principalmente a
India y China, en casi toda América, y por supuesto en la mayoria de las regiones tropicales
(Bruce-Chwatt 1988). En Norte América la enfermedad existi6 en grandes regiones,
extendiéndose tan al norte como Nueva York e incluso Montreal (Barber 1929). Sin
embargo, la transmisién del paludiSmo ha sido eliminada en muchos paises del mundo,
incluyendo los Estados Unidos y paises del oeste de Europa. Aunque los casos de
paludismo todavia se presentan en estos paises, principalmente en viajeros regresando a sus

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

El paludismo ocurre principalmente en areas pobres de las regiones tropicales. y
subtropicales del mundo. El continente més afectado es Africa, donde se estima un 90% de
muertes debidas al paludismo. En otras areas del mundo el paludismo causa menos
estragos, pero puede causar enfermedades considerables e incapacitacion, especialmente en

areas rurales de algunos paises de Sur América y Sureste de Asia (Suh et al. 2004).

2.1.1.2 El paludismo en México. Durante mas de 30 afios, la Comisiéon Nacional
para la Erradicacion del Paludismo (CNEP) logré abatir el padecimiento y eliminarlo como
una de las principales causas de muerte, habiendo permitido la apertura de vastas areas para
la agricultura, ganaderia, turismo, etc. y facilitando el desarrollo econdmico de regiones

donde era endémico (Rodriguez y Loyola 1989, Rodriguez 1994). Atin asi, la persistencia



de paludismo plantea un serio problema. Los nifios son particularmente vulnerables, lo que
ocasiona desercion en los escolares. La enfermedad origina anemia severa en nifios y
mujeres embarazadas. Afecta sobre todo a los pobres y a los desfavorecidos (areas
marginadas y grupos indigenas); en el adulto merma la productividad ocasionando

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

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

multiples factores, varios atin no explicados, entre los que destacan:

Factores Bioldgico-Ciclicos: se presentan repuntes de la enfermedad en ciclos

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

Factores Parasitoldgicos: el paludismo en la costa estd sujeto al problema de
renovacion del parasito mediante movimientos migratorios internos, regionales y externos
(casos importados de Centroamérica, principalmente), lo cual constituye un serio obstaculo
para el control del area (Thalmann 1984). En México, el Plasmodium vivax es el causante
de casi el 100% de los casos, aunque esporadicamente se reportan casos por P. falciparum

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

Factores Entomoldgicos: los principales vectores involucrados en la transmision
de la enfermedad son Anopheles albimanus y An. pseudopunctipennis. El vector principal
en el plano costero es An. albimanus y sus criaderos tipicos estan en las margenes de los
lagos, lagunas y pequefios arroyos, asi como en zanjas, huellas de animales y pequefias
depresiones dé terreno. La reproduccidn ocurre tanto en aguas salobres de las costas como
en aguas contaminadas; las larvas prefieren areas bien expuestas al sol (Rejmankova et al.
1992, Rejmankova et al. 1996). An. pseudopunctipennis se caracteriza por ser una especie
de areas montafiosas, 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).



Factores Antropologicos: éstos son el reflejo de los factores relacionados en la
ecologia y la etiologia humana. El patrén cultural y los movimientos migratorios hacen
dificil las medidas de ataque. La colonizacion de vastas areas (industria hotelera, apertura
de carreteras, etc.), las diferencias socioeconémicas y los movimientos sociales, mantienen
una constante migraciéon dentro y fuera de la region, contribuyendo no solamente a la
diseminacion del parasito, sino escapando a las medidas protectoras de los programas de
control. Finalmente, es comun que la poblacién 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 transmisién;
agregandose ademas el tipo de ropa utilizada, adecuada al clima pero poco protectora para

evitar la picadura de los vectores (Thalmann 1984).

Factores Climaticos: las condiciones climaticas son particularmente importantes
porque influyen sobre los vectores de la enfermedad, alargando o acortando el ciclo vital y
también sobre el parasito albergado en tales hospederos. El paludismo se transmite con
mayor rapidez durante los meses calidos que coinciden con los de mayor densidad de
mosquitos. Influyen también de manera importante en la transmisién paludica, la

precipitacion 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, reduccion en los

presupuestos del programa, etc. (Rodriguez 1994).

2.1.2 Control de la enfermedad

A pesar de 4 décadas de investigaciéon en vacunas, nuevos medicamentos y
métodos alternativos de control, el paludismo continda causando enfermedad y muerte en
millones de personas que viven en areas del mundo donde es endémico (Roberts et al.
2004). El objetivo del control del paludismo en los paises endémicos es reducir tanto como
sea posible el impacto en la salud de la poblacién, ya que aunque la erradicacién del

paludismo seria lo mas 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 (diagndstico y tratamiento) de pacientes con paludismo
e  Prevencion de la infeccion por medio del control del vector

o Prevencion de la enfermedad por la administraciéon de medicamentos

2.1.2.1 Manejo de Casos. Las personas enfermas de paludismo deben ser tratadas
rapida y adecuadamente dentro de las primeras 24 h del inicio de los sintomas (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 parasito) e interrumpe asi el ciclo de transmision.

2.1.2.2 Prevencion de la Infeccion. La infeccidn es prevenida cuando se evita que
el mosquito Anopheles (que lleva los parasitos 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
destruccion 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 estan disponibles. Una
medida alternativa que combina el control del vector y la proteccion personal es el uso de
pabellones tratados con insecticidas, lo cual proporciona tanto una barrera mecanica como
repelente (Guillet ef 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 Prevencioén de la enfermedad. Para prevenir la enfermedad se administran
medicamentos antipaludicos a los grupos de poblacién mas vulnerables, tales como mujeres
embarazadas y nifios. Estos medicamentos tienen como efecto la eliminacién de los

parasitos que estan en la sangre. Entre los medicamentos antipaltidicos utilizados con fines
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profilacticos estan la cloroquina, quinina, mefloquina (Lariam®), doxycyclina, sulfadoxina-
pyrimetamina (Fansidar®), y derivados de artemisina, entre otros. Ademas, la primaquina
es administrada contra las formas del parasito latentes en el higado (hipnozoitos) y previene

recaidas (Suh et al. 2004).

En México, debido a un acelerado incremento de la transmision de la enfermedad,
las autoridades de salud implementaron, a partir de 1990, el Plan de Acciones Intensivas
Simultaneas (P.A.1LS.). Para 1998 se registraron 116,238 casos de paludismo en todo el pais
(D.G.E., www.dgeﬁi.salud. gob.mx), por lo que a partir del segundo semestre de 1998 se
aprob¢ el fortalecimiento del programa. E1 P.A.LS. fue instalado en las 4reas con mayores
niveles de endemicidad, con miras a detener el crecimiento acelerado del nimero de casos
y posteriormente abatir el paludismo hasta lograr el control epidemiolégico. El P.A.LS. se
puede resumir en trece aspectos fundamentales: seleccion y capacitacion del personal;
promocioén del programa en la comunidad; estudios hidro-entomolégicos; promocion de la
notificacion de casos; pesquisa domiciliaria; examen de muestras de sangre (gota gruesa);
acciones contra el parasito en humanos (tratamientos); acciones contra el vector (rociado
domiciliario, nebulizaciones, uso de Temefds); investigacion epidemiolégica de casos;
control operativo de las acciones; apoyos técnicos y administrativos; analisis de resultados

y estudios para mejorar el Plan.

El paludismo en México se encuentra cada vez mas focalizado, pero, ademas, con
algunas diferencias que permiten establecer adecuaciones a los esquemas de prevencion y
control entre las diferentes regiones del pais, épocas climaticas y vectores principales. La
focalizacion de areas de riesgo de paludismo es una prioridad para las autoridades de Salud
y por este motivo se creo6 el Programa de Accion de Enfermedades Transmitidas por Vector
2001-2006. Ademas, a inicios del 2004 se generd un acuerdo de la Secretaria de Salud con
fundamento en los articulos 39 de la Ley Orgénica de la Administracién Publica Federal y
de la Ley General de Salud, en el que se propone certificar las localidades donde se ha
logrado la eliminacidon de la transmision de paludismo. El Certificado expedido por el
Centro Nacional de Vigilancia Epidemioldgica y Control de Enfermedades hara constar que

en un determinado espacio geografico se han aplicado adecuadamente las estrategias de
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prevencidn, vigilancia, monitoreo y control, sefialadas por la Secretaria de Salud y que se
ha confirmado la ausencia, en los tres afios previos a la expedicion del certificado, de casos

autoctonos 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 area y tiempo dado
influyen sobre la intensidad de transmision de la enfermedad. No todas las eépecies de
Anopheles son vectores de paludismo, ya que algunas especies son bioldgicamente
incapaces de infectarse con los parésitos de paludismo humano, mientras que otras son
rapidamente infectadas y producen grandes numeros de esporozoitos (el estado infectivo

para los humanos).

Las diferentes especies de Anopheles pueden diferir en sus caracteristicas
conductuales lo cual influye en sus capacidades como vectores de paludismo. En algunas
especies las hembras prefieren obtener su alimentacion de sangre de humanos
("antropofilicos"), mientras que otros prefieren alimentarse de sangre de animales
("zoofilicos"). Algunas especies prefieren picar dentro de las casa ("endofagicos") y otros
prefieren picar fuera ("exofagicos"). De tal manera que las especies antropofilicas y
endofagicas, tendran contactos mas frecuentes con los humanos y serin vectores de

paludismo mas efectivos (Sithiprasasna et al. 2003).

De igual manera, conocer las conductas de reposo que tienen algunas especies de
mosquitos serd muy importante y util al momento de aplicar las medidas de control
(Hemingway et al. 1997). Algunas especies prefieren reposar en las paredes dentro de las
casas en donde han obtenido su alimentacion 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

(Rodriguez ef al. 2003, Shililu et al. 2004).
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Anopheles albimanus es generalmente zoofilico, sélo 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 (vegetacion)
(Arredondo-Jiménez et al. 1997). An. pseudopunctipennis es picador intra y
extradomiciliario; antropofilico en un 50% o mas, aunque en muchas areas los animales son

los hospederos predilectos.

2.2.1 Métodos de control mas utilizados y su eficiencia
Las medidas de control mas 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 categorias: a) métodos .ﬁsicos, mecanicos o ambientales; b) métodos
quimicos y c) métodos bioldgicos (Youdeowei y Service 1983). Estas medidas pueden
involucrar la eliminacién o modificacién de los habitats larvales o pueden involucrar el
tratamiento del habitat con insecticidas quimicos o bioldgicos (Borror et al. 1989, Collins y

Paskewitz 1995).

a) Control Mecénico: involucra la eliminacion o modificacion de los hébitats
naturales de las larvas (Knell 1991), conlleva una alteracion del ecosistema y un disturbio
que repercute en los demas organismos que co-existen en este habitat, y que incluso puede
ocasionar la eliminacién de algunas especies. Por ejemplo, los estados larvales de la
mayoria de las especies de mosquitos dependen de la vegetaciéon acudtica para su
proteccion de enemigos naturales, y para la obtencidén de organismos que constituyen su
fuente de alimento. Se ha observado que las poblaciones de mosquitos estan relacionadas
directamente con la presencia de cierta vegetacidn, incluso, un tipo de vegetacioén puede ser
indicadora de la productividad larvaria de un cuerpo de agua (Vazquez 1991, Rejmankova
et al. 1992, Rodriguez et al. 1993). Es asi que para el control de las fases larvarias de los
mosquitos, una de las medidas que se han empleado consiste en eliminar la vegetacion 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 habitat 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
facil de depredadores. A pesar de los beneficios que la remocion de la vegetacion 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, ademas de que se induce a una sucesion de

especies (Metcalf y Metcalf 1994).

Para algunas especies de mosquitos que no se encuentran concentradas en un
numero pequefio de habitats, no es posible utilizar el control mecanico y para estas especies

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

b) Control Quimico: el control tradicional de mosquitos, después de la Segunda
Guerra Mundial, se realiz6 principalmente con insecticidas organoclorados y
organofosforados, los cuales tuvieron éxito en el control de las poblaciones, pero por su
accion residual generaron problemas de resistencia, contaminacién y alteraciones en las
cadenas troficas. El método quimico usado actualmente se basa en el uso del larvicida
Temef6s 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 intrinseca 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 aplicacion 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
10% a 10° y pasar a peces y animales terrestres, hasta lo mas alto de la cadena alimenticia.
Los residuos de insecticidas en la dieta humana son absorbidos rapidamente, 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 quimicos 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 evolucién, pero lo bastante compatibles con la vida para infiltrarse en las
estructuras organicas y muy poco compatibles con ella para perturbar su funcionamiento

(Margaletf 1983).

Otras sustancias quimicas 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 mayoria de los aceites en uso en la

actualidad son rapidamente biodegradados.

*
"

Reguladores del crecimiento de insectos, tales como metropreno, el cual afecta
especificamente a mosquitos y se aplica en la misma forma que los

insecticidas quimicos.

¢) Control biolégico: es una herramienta que surgié inicialmente para problemas
de insectos plagas en la agricultura (Quiroz et al. 2000). Esta estrategia de control ha
incrementado su uso € importancia en afios recientes debido al interés en el desarrollo de

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

Entomofagos: Los principales entomoéfagos acuaticos de larvas de mosquitos son
insectos, arafias, hidras, planarias, copépodos y peces (Lacey y Lacey 1990). Algunos de

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

% Peces larvivoros. La introduccién de peces para el control de larvas de
mosquitos ha sido usada desde los inicios de 1900. Los guppies Poecilia
reticulata han sido utiles, especialmente debido a que toleran contaminacién
organica, y por tal motivo pueden usarse para el control del mosquito Culex
quinquefasciatus. La especie de peces mas ampliamente usada con fines de

control larvario de mosquitos pertenece al subgrupo 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 mas pequefios y a los estados inmaduros de los peces
grandes. Gambusia también depreda a una gran variedad de invertebrados
acuaticos, incluyendo a especies que se alimentan del fitoplancton (Service
1981, Bence 1988). En México no existen reportes del control de mosquitos
por peces larvivoros, pero se tiene conocimiento que, de manera empirica,
varias especies nativas de peces son usadas por los habitantes de algunas
poblaciones para el control del mosquito Aedes aegypti. Martinez-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 varia de acuerdo a la disponibilidad de
alimento en sus etapas juveniles (Lardeux 1992). Estos organismos son
buenos entomdfagos en cuerpos de agua cerrados y reducidos que sirven como
habitats para las larvas del mosquito Adedes aegypti y se ha demostrado su
capacidad para controlar poblaciones de este mosquito (Magallén-Gastelum et
al. 1997).

% Nadadores de dorso Buenoa scimitra y Notonecta irrorata. En estudios en
laboratorio y a pequefia escala se ha observado que poseen una alta capacidad
de busqueda, por lo que pueden considerarse como buenos prospectos para su

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

Entomopatégenos: Entre los entomopatdgenos existen cinco grupos de

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

bacterias, hongos, nematodos 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 quimicos.

Los insecticidas biol6gicos o microorganismos entomopatogenos penetran en el

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

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

son las mas 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 nematodos (Romanomermis culicivorax).

L7
0.0

Protozoarios. Existen especies con ciclos de vida muy complejos y que pueden
ser desde comensales hasta patdgenos. Hay protozoarios patdgenos de
personas y otros solo de plantas o insectos. Los microsporidios son los
protozoarios mas numerosos e importantes patogenos de insectos. Pero en
general, los protozoarios no se emplean mucho en el control de insectos
debido a su baja virulencia. S6lo hay un producto registrado comercialmente

(Flexner y Belnavis 2000).

Virus. Dentro de los virus entomopatégenos, los mas estudiados y utilizados
como agentes de control se encuentran en cuatro familias: Baculoviridae,
Poxviridae, Reoviridae e Iridoviridae. Los virus penetran al hospedero
principalmente por ingestion oral aunque también pueden.hacerlo por medio
de la contaminacién de la superficie del huevo (ruta transovum), transmision
dentro del huevo (ruta transovarica) y la infeccién por medio de parasitoides
durante la oviposicion (Granados 1980, Mazzone 1985). Los virus requieren
de células vivas para replicarse, lo cual implica que para una produccion
masiva se requiera de grandes cantidades de larvas o del desarrollo de
tecnologias para su produccion en cultivos in vitro de células de insecto
(Tanada y Kaya 1993). Existen registrados mas de 20 productos, algunos de
los cuales ya han sido producidos comercialmente, pero se caracterizan por

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

(Carter 1984, Huber 1986).

Nematodos. Hace mas de 60 afos que fueron reportados neméatodos
entomopatégenos, pero no fue sino hasta los 90 que se produjeron
masivamente, especialmente los dos géneros de nematodos mas efectivos:
Steinernema y Heterorhabditis. Los biolarvicidas a base de neméatodos
parasitos Romanomermis culicivorax 'y Romanomermis iyengari, se
caracterizan por ser especificos para larvas de mosquitos y no afectan ni a la
flora, ni a la fauna, incluyendo al hombre mismo. Otra caracteristica de estos
biolarvicidas es que se establecen en los criaderos tratados debido a que se
reciclan, manteniendo un control biolégico a mediano plazo. La vida de los
nematodos depende de las larvas de mosquitos, ya que como parasitos
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 héabitats en donde se crian los mosquitos

(Pérez et al. 1998).

Hongos. A pesar de que se conocen a mas de 750 especies de hongos que
infectan a insectos, so6lo algunas especies han sido desarrolladas
comercialmente en Estados Unidos, Europa Occidental, América Latina,
China y Europa Oriental. Normalmente, los hongos son entomopatdgenos de
accion lenta. De los hongos bioinsecticidas, s6lo dos géneros de hongos
acuaticos Lagenidium y Coelomomyces son parasitos de larvas de mosquitos.
El hongo L. giganteum Couch, ha sido desarrollado comercialmente y es un
bioinsecticida que esta registrado por la Agencia de Proteccion Ambiental de
los Estados Unidos para su uso como agente de control de mosquitos iKerwin
et al. 1994, Kerwin y Petersen 1997). Actualmente es el unico hongo
disponible en el comercio para el control de mosquitos y esta disponible con la

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

afios, dentro del habitat 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 mas 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 plasmidos extra-cromosomicos que llevan genes
conocidos como cry. Los genes cry codifican a proteinas que forman cuerpos
de inclusion cristalinos las cuales son toxicas 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 destruccion parcial de
intestino medio y luego sobreviene una septicemia (Ibarra y Loépez-Meza
2000), su accién es lenta (2-48 h) en comparacién con los insecticidas
quimicos convencionales. Por la naturaleza patogénica de esta bacteria, el
control biolégico es dirigido a los estados larvales de mosquitos y la
diversidad de habitats y habitos de alimentacién es muy importante para
considerar en la formulacién y aplicacion del agente de control (Priest 1992).
Mas del 90% de los productos comerciales de bioinsecticidas son a base de
esta bacteria (Ibarra y Lopez-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® (Solvay/Duphar), 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 permanecera por
varios meses matando a los mosquitos que tengan contacto con las superficies rociadas.

Durante la campafia de erradicacion del paludismo (1955-1969) el método de control se
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bas6 en el uso de DDT y dieldrin, y aunque no alcanzé su objetivo, logré eliminar el
paludismo de varias areas y reducirlo en otras. La resistencia al DDT y al dieldrin, ademas
del dafio ambiental, propicié la introduccién de otros insecticidas mas caros. Como
resultado de los altos costos para sostener la campafia y de la publicidad negativa por la
falla en la erradicaciéon y lo concerniente a los dafios ambientales, es que este tipo de
rociado es poco aplicado actualmente, y solo se emplea para el control focal (Bouwman et
al. 1990).

b) Pabellones tratados con insecticidas. Esta es una forma de proteccién personal
que se ha demostrado que reduce significativamente la mortalidad debida al paludismo en
las regiones endémicas. Esta estrategia ha sido probada en varias comunidades de Africa y
demostré que reduce en un 20% la mortalidad, ya que puede matar al mosquito que intente
picar y tenga contacto con el pabellon, ademas de funcionar como repelente. Existen varios
tipos de pabellones disponibles que varian en el tamafio, material y tratamiento. La mayoria
de los pabellones son de poliéster, pero también hay de algoddén, polietileno o
polipropileno. Actualmente sélo los insecticidas piretroides estdn aprobados para su uso en
pabellones por su baja toxicidad a mamiferos, pero alta hacia insectos (Curtis y Mnzava
2000).

c) Rociado espacial o nebulizacién. Esta estrategia es reservada para situaciones de
emergencia durante epidemias. La nebulizacién debe aplicarse en el tiempo apropiado que

coincida con el pico de actividad del mosquito adulto.

d) Otros tipos de control novedosos:

%+ Liberacion de machos estériles: la técnica se basa en la liberacién 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 niimero de plagas, por ejemplo: la mosca Tsé-
tsé, el _ba:renador del ganado, o en el caso de la mosca mediterranea de la

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

numero de mosquitos a liberar hace impractica esta estrategia (Phillips 2001).

% Modificacion genética del mosquito: consiste en desarrollar mosquitos
modificados genéticamente y que sean resistentes al parasito del paludismo,
los cuales serian liberados dentro de poblaciones naturales, para disminuir o
eliminar la transmisién del paludismo a los seres humanos (Carlson et al.
1995). Para que esta estrategia pueda ser aplicada en campo todavia faltan
algunos anos de investigacion (Phillips 2001), ya que se ha logrado bloquear
el desarrollo del parasito 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.int/tdr).

2.3 Bacillus thuringiensis

2.3.1 Historia de Bacillus thuringiensis

El descubrimiento de Bacillus thuringiensis Berliner ocurrié en 1901, por el
bacteriologo japonés Shigetane Ishiwata quien aisld el Bacillus de una larva enferma de
Bombyx mori (L.). Una década después, Ernst Berliner aislé a un organismo similar en
poblaciones de larvas enfermas de Anagasta kuehniella (Zeller) provenientes de Thuringen
(Thuringia), Alemania (1911). Debido a que Ishiwata no describié formalmente a esta
bacteria, Berliner tiene el crédito y cuatro afios mas tarde (1915) nombrd a esta bacteria
como Bacillus thuringiensis (Bt). El aislado de Berliner se perdid, pero en 1927 Mattes re-
aislo este mismo organismo de un hospedero similar y fue de esta cepa que surgieron la
mayoria 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 producciéon comercial
de Bt y en 1938 se comercializ6 el primer producto con el nombre de Sporeine (Beegle y

Yamamoto 1992).

Durante los primeros 10 afios de la produccion comercial de Bt, el uso de sus

productos fue limitado debido a la baja potencia en las cepas y a lo inadecuado de las
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técnicas de estandarizacion. Hasta antes de 1970, la mayoria 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 quimicos, 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 quimicos en eficacia y costos, ya
que estas cepas fueron de 20 a 200 veces mas potentes que los productos comerciales
existentes. Es asi 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 toxica hacia larvas de
mosquitos. Uno de los aislados mostré 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 compaiias 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 coledpteros, fue el siguiente producto que tuvo éxito comercial

(Beegle y Yamamoto 1992).

Los problemas de resistencia a insecticidas derivados de la aplicacion del control
quimico, asi como el descubrimiento de nuevas cepas de Bt con un diverso rango de accién
contra insectos, no sélo para lepidopteros, sino también para dipteros y luego para
coledpteros, propicié 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, patégena de estadios larvales
de insectos, que durante el proceso de esporulacidon produce inclusiones parasporales. Las
inclusiones estan compuestas de cristales proteicos que son toxicos para una amplia
variedad de insectos (Shieh 1988). Para ser toxicos, los cristales proteicos deben ser

ingeridos por el organismo blanco, y no se ha demostrado actividad por contacto. La
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mayoria de los genes toxicos de Bt parecen encontrarse en plasmidos cuyo tamaio oscila
entre 2 Kb y varios cientos de Kb (Gonzalez y Carlton 1980). Muchos de estos plasmidos

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 er al. 1994), de
productos almacenados (Karamanlidou et al. 1991) y hojas de arboles (Meadows et al.
1992), incluyendo la rizésfera de plantas, aunque es mas frecuente aislarla de productos
almacenados, pues las condiciones ambientales del almacén permiten la persistencia de sus

esporas (Martinez y Sanchez- Yafiez 1998).

Dentro de las ventajas de Bt se incluye su alta especificidad, lo que hace que sus
productos comerciales sean de gran importancia ecoldgica, en comparacién con los
insecticidas quimicos. Este rango de actividad estrecho también puede ser una limitante
para muchas situaciones de control de plagas agricolas, ya que los cultivos con frecuencia
tienen varias especies de plagas atacando simultdneamente, por lo que los agricultores
prefieren usar insecticidas quimicos que maten a todos los insectos presentes. Otra
desventaja es que la mayoria 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 dia (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
radiacion 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 rapida sedimentacion del complejo espora-cristal hacia el fondo de los cuerpos de agua,
quedando fuera del alcance de las larvas de mosquitos, especialmente anofelinos que se
alimentan en la superficie de los cuerpos de agua. Para resolver estos problemas, se esta
trabajando en la expresion de los genes toxicos de Bt en hospederos alternativos, tales
como plantas (para el control de plagas agricolas) y otras bacterias (que coexistan en los

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

La actividad téxica de Bt se encuentra en el cristal parasporal, el cual esta
compuesto por endotoxinas denominadas Cry. Se han descrito proteinas Cry que son
toxicas a lepidopteros, dipteros, coledpteros, himendpteros y homopteros, asi como contra

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

En 1989, Hofte y Whiteley propusieron una clasificacion para las proteinas Cry,
agrupandolas en base a sus propiedades moleculares e insecticidas en 4 clases principales:
Cry L, II, III y IV, y las citolisinas (Cyt). Las proteinas Cryl son toxicas a lepidopteros,
Cryll a lepiddpteros y dipteros, Crylll a coledpteros y CrylV a dipteros. Debido al aumento
en el nimero de genes cry, surgid la necesidad de una nueva nomenclatura y en 1998
Crickmore y colaboradores propusieron una nomenclatura basada en la similitud de la

secuencia primaria de aminoacidos.

En la mas reciente nomenclatura (Crickmore et al. 1998) existen dos tipos de
endotoxinas: las proteinas Cry y las proteinas Cyt. La definicion de proteina Cry es muy
amplia, ya que incluye a cualquier proteina parasporal de B. thuringiensis que muestre un
efecto toxico hacia algin organismo, verificable por medio de bioensayos, o cualquier
proteina que muestre similitud con las actuales proteinas Cry. Las proteinas Cyt representan
al grupo de proteinas parasporales que muestran actividad hemolitica o tienen similitud con
la secuencia de las proteinas Cyt (Bravo 2001). Hasta la fecha las proteinas Cry se agrupan
en 46 grupos y varios subgrupos, y algunas siguen conservando los nombres que recibieron
en la clasificacion de Hofte y Whiteley, cambiando s6lo el nimero romano por un nimero

arabigo.

Si bien las proteinas Cry tienen elevada toxicidad y especificidad, ya que son
toxicas a un reducido nimero de especies de insectos, las proteinas Cyt muestran una
menor toxicidad y mayor inespecificidad. Es asi que en términos de su uso como

bioinsecticidas, las proteinas Cry son de mayor interés.
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Las endotoxinas responsables de la toxicidad contra dipteros son los Cry4Aa (134
kDa), Cry4Ba (128 kDa), CrylOAa (78 kDa), Cryl1Aa (72 kDa), CytlAa (27 kDa) y
Cyt2Ba (29 kDa) y sus genes se encuentran dentro de un plasmido de 137 kb (Ben-Dov et
al. 1996, 1999). Los genes cyt tienen una alta actividad hemolitica y citolitica in vitro
(Thomas y Ellar 1983), y no guardan relacion 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 accion de las proteinas Cry

El mecanismo de accidén de las proteinas Cry de B. thuringiensis involucra la
solubilizacidn del cristal en el intestina medio del insecto, un procesamiento proteolitico de
la protoxina por las proteasas digestivas, adherencia de la toxina activa o 8-endotoxina a
receptores de intestino, y la insercién de la toxina en la membrana apical 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 accién 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 varia 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 o-
endotoxina. Estas toxinas se unen a receptores especificos de la membrana peritrofica de las
células epiteliales, lo cual provoca un desequilibrio en la integridad de la membrana y se
forman poros catiénicos, a través de los cuales entran principalmente K™ y Na’. Esto
desestabiliza el equilibrio osmético 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 mesenterén. A su
vez, el contenido alcalino del mesenter6n pasa a la hemolinfa. Esto tltimo, provoca que al
incrementarse el pH de la hemolinfa, la conduccién nerviosa del insecto cese y el insecto se

paralice y deje de comer, pudiendo morir de inanicién en dias posteriores. A su vez, al
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disminuir el pH del mesenterén, 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 citolégico, es posible observar la aparicion de vacuolas por la distension
del reticulo endoplasmico y la desintegracion de las mitocondrias en las células columnares
del epitelio intestinal. Después de las primeras cuatro horas de la ingestion del cristal, las
micro-vellosidades del intestino se destruyen y las células columnares y caliciformes se
deterioran, de esta manera los tejidos epiteliales quedan sujetos a dafio mecanico causado
por el contenido intestinal. Los efectos histologicos parecen estar confinados al epitelio del
intestino medio. Estos cambios son acompaiiados por una série de cambios fisioldgicos en
la larva. Ademas del dafio a las membranas del epitelio del intestino medio, se presenta una
severa restriccion 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 proteinas insecticidas a los organismos susceptibles a B.
thuringiensis depende, en gran medida, de la interaccion especifica de la proteina 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 proteinas como receptores para
las proteinas Cry,.una proteina de 120 kDa que es una aminopeptidasa N, que se une a la
proteina CrylAc, la cual se purificé a partir de vesiculas de Manduca sexta, Heliothis
virescens y Lymantria dispar (Gill et al. 1992, Knight et al. 1994, Valaitis ef al. 1995), y
una glicoproteina de 210 kDa similar a las cadherinas, que se une a la toxina CrylAb
purificada a partir de membranas de M. sexta (Vadlamudi et al. 1995). La union especifica
involucra dos etapas, una que es reversible y la otra que es irreversible. Investigaciones
recientes sugieren que la toxicidad se correlaciona con la unién irreversible (Liang et al.
1995), la cual se basa en la insercién de la toxina dentro de la membrana, pero también
puede ser el reflejo de una unién 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 proteolitico para liberar las toxinas activas. Esta accion es mediada por el
pH alcalino y proteasas del intestino medio del insecto, produciendo un fragmento téxico
de 60-70 kDa resistente a proteasas, derivado a partir de una degradacion proteolitica,
mayoritariamente del extremo carboxi-terminal (H6fte y Whiteley 1989). La estabilidad de
este fragmento toxico o 8-endotoxina varia de acuerdo a la cepa, por ejemplo, el fragmento
resistente a proteasas de Bti es menos estable que el de las toxinas contra lepidopteros
(Chungjatupornchai et al. 1988). Aunque de cualquier manera, todas las toxinas con
procesamiento C-terminal son menos estables que las protoxinas no activadas (Aronson et
al. 1986, Hofte y Whiteley 1989, Tanada y Kaya 1993).

2.3.5 Manipulacion Genética

La manipulacion genética de los genes cry de Bt ofrece un medio para el
mejoramiento de la eficacia y de la relaciéon costos-beneficios de los productos
bioinsecticidas basados en Bt. Se ha reportado que ciertas combinaciones de proteinas Cry
muestran toxicidad sinérgica hacia lepiddpteros y dipteros (Lee et al. 1996, Wu et al.
1994). Ademas, la presencia de esporas también puede tener efecto sinérgico en la
actividad de las proteinas Cry contra ciertos lepidopteros (Tang et al. 1996) y puede
prevenir el desarrollo de resistencia en los insectos a las proteinas Cry (Moar et al.1995).
Es asi 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 ef al. 1999).

Los genes cry estdn casi exclusivamente localizados en plasmidos grandes,
frecuentemente en varios plasmidos, algunos de los cuales pueden ser transferidos de una
cepa de Bt a otra para mejorar sus propiedades insecticidas (Gonzalez et al. 1982). Para
transferir plasmidos de una cepa de Bt donadora a otra hospedera han sido usadas varias
estrategias, como la conjugacion y transformacion (Baum e 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 construccién de Condor y
Cutlas se usé el plasmido que contiene al gen cry/4 de una cepa aizawai que fue

transferida por conjugacion a una cepa kurstaki (Baum et 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 expresion y fue toxica a

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

A pesar del modo de accidn complejo de Bt y a que entre otras cosas, ha limitado
su capacidad de competir con los insecticidas quimicos, la manipulacion genética de Bt y el
mejoramiento en las formulaciones han hecho posible la comercializacion de productos con
mayor eficacia en el campo y que compiten con los insecticidas quimicos, ademas 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 generacion (Cerén 2000). Los productos de primera generacion son aquellos cuya
formulacion incluye como ingrediente activo una mezcla de cristales y esporas de una cepa
nativa de Bt. Estos bioinsecticias son los mas 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® (Solvay/Duphar) y Teknar® (Thermo Trilogy).

Los productos de la segunda generacion 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
conjugacion o transformacion, los genes que codifican para las d-endotoxinas de genes
presentes en varias cepas, y que por lo tanto tienen un espectro de actividad mas amplio
hacia otros insectos plaga. El empleo de varios genes cry con diferentes modos de accidn
puede reducir la posibilidad de desarrollo de resistencia (Tabashnik 1994), ademas de que
ciertas combinaciones exhiben una actividad sinérgica hacia plagas de insectos lepidépteros
(Lee et al. 1996) y dipteros (Crickmore et al. 1995). Estos productos corresponden al 12%

de los producidos por las compaiiias Abbott, Ecogen y Thermo Trilogy Co.
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Los productos de la tercera generacion han sido desarrollados con el proposito de
resolver las limitaciones de una inadecuada aplicacion y de su corta toxicidad residual. Un
ejemplo es la formulacién que contiene bacterias recombinantes muertas de Pseudomonas
fluorescens que han sido transformadas con genes que codifican d-endotoxinas de Bt. Este
sistema se denomina CellCap® y consiste en matar las células transformadas durante la
fase estacionaria de crecimiento y asi utilizar estos microorganismos recombinantes
muertos para encapsular varias toxinas de Bt (Gaertner et al. 1993). Estos productos

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

2.4 LAS CIANOBACTERIAS

Las cianobacterias son un grupo diverso de microorganismos que tienen 2
caracteristicas en comun: son procariotas Gram-negativas y llevan a cabo fotosintesis
oxigénica como las plantas. Las cianobacterias filogenéticamente estan relacionadas con las
bacterias pero ecolégicamente son mas similares a las algas y han sido clasiﬁc;adas también
dentro de las algas verde-azules debido a su apariencia de algas. El hecho de que algunas
clanobacterias sean capaces de fijar nitrégeno hace que la designacion de alga sea menos
apropiada (Rippka er 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 mas tolerantes a los ambientes extremos que las algas, ya
que se les puede encontrar en lagos salinos y aguas 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 afio y que se desarrollan al tener condiciones favorables, como las lluvias de primavera.

La mayoria de las cianobacterias contienen elementos extracromosémicos de
DNA. En la mayoria de las cepas examinadas se han encontrado secuencias que codifican
para endonucleasas especificas, por lo que al trabajar con cianobacterias es importante

evitar la restriccion del DNA cuando se introduce hacia cepas heterélogas.
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Las cianobacterias han sido sujetas a diversos estudios fisioldgicos, bioquimicos,
dinamicas de crecimiento, de nutrientes y fotosintesis. Recientemente se han desarrollado
una serie de herramientas moleculares para la manipulacién genética de estos procariontes
fotosintéticos, lo cual podria rendir importantes beneficios cientificos y tecnoldgicos
(Koksharova y Wolk 2002).

2.4.1 Manipulacion genética

En los pasados 50 afios, el estudio de las cianobacterias se ha incrementado
gradualmente (Koksharova y Wolk 2002), siendo estos estudios principalmente dirigidos
hacia el aprovechamiento biotecnoldgico de estos microorganismos (Deng y Coleman
1999, Toyomizu et al. 2001, Shao et al. 2002). La disponibilidad de técnicas genéticas
permite el mejoramiento biotecnolégico de las cianobacterias para producir productos
especificos (como pigmentos fotosintéticos), para su uso en la biodegradacion de
contaminantes organicos en la superficie del agua, para la expresion del factor de
crecimiento epidérmico humano (Koksharova y Wolk 2002, Dai ef al. 2001) y para muchos
otros propositos. En fechas recientes se ha dirigido la atencion hacia las cianobacterias que
coexisten en los cuerpos de agua junto con las larvas de mosquitos, con el objeto de usarlas
como vehiculos para la liberacion prolongada de toxinas insecticidas en la zona de
alimentacién larvaria de mosquitos (Tandeau de Marsac et al. 1987, Angsuthanasombat y

Panyim 1989, Chungjatupornchai 1990, Murphy y Stevens Jr 1992, Xudong et al. 1993).

2.4.1.1 Vectores de clonacion.Un vector es una molécula de DNA con un origen
de replicacién auténomo del DNA cromosémico y que posee zonas en su genoma que no
son esenciales para su manipulacién y que pueden usarse para introducir trozos de DNA
exogeno. Los vectores funcionan como portadores de DNA y permiten la replicacion de
éste en forma de una molécula hibrida vector - DNA del inserto, dentro de la célula
hospedera. Las caracteristicas que debe presentar un buen vector son: que sea de facil
manipulacion en E. coli, que tenga alta eficiencia de transformacién y que se mantenga de
forma estable en la cianobacteria. Se ha encontrado en muchas cianobacterias plasmidos

que tienen un rango de tamaiio de 2.3 a mas de 100 kb (Kuhlemeier y van Arkel 1987).
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Debido a que ninguno de estos plasmidos enddgenos parecen codificar para alguna funcion
comun en un pldsmido, como por ejemplo la resistencia a un antibidtico, se han tenido que
desarrollar vectores de clonacion para aquellas cepas que son capaces de recibir DNA ya

sea por transformacién o por conjugacion. Algunos ejemplos son enlistados en la tabla 1

(Houmard y Tandeau de Marsac 1988):

Tabla 1. Algunos vectores de clonacion 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 pDE30
Synechococcus sp. PCC7002 pAQI1 pBR322 pAQEl y2
Synechococcus sp. PCC7942 pUCI1 pACYC184 pUC104, 105
pUC13 pACYC184 pUC303
pUH24 pBR328 pSGl111
pANS pDPL13 pPLANBI1 y 2
Synechocystis sp. PCC6803 pUGI pACYC177 pUF3
Plectonema sp. PCC6306 pGL3 pBR328 pGLS5
Nostoc sp. PCC6705 pGL2 pBR328 pGL4
Nostoc sp. PCC7107 pDU1 pBR322 pRL5 y 6
Nostoc sp. PCC7524 pDUI1 pBR322 pVWI

Estos plasmidos hibridos contienen tanto un origen de replicacién para
cianobacterias, asi como para E. coli. Adicionalmente, Anacystis nidulans R2 contiene 2
plasmidos endégenos (pUH24 y pUH25), de los cuales el plasmido pequefio pUH24
(7,845pb) se ha secuenciado y usado para la construccion de la mayoria de los vectores
hibridos. Este plasmido parece no ser esencial para la célula, ya que se le ha curado sin que
presente algun efecto. En el caso del plasmido 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 plasmidos pDU1 (6.3kb) de Nostoc PCC7524 y del plasmido pBR322 de E.
coli, que pueden replicarse en varias cepas de cianobacterias que pertenecen a la seceidn 11

y IV, segin la clasificacién de Rippka y cols. (1979). No hay reportes de que puedan
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replicarse en cepas de la seccion I (Koksharova y Wolk 2002). Se ha observado una pobre
transferencia en cepas de Anabaena y Nostoc, lo cual puede ser debido a la restriccion del
plasmido por endonucleasas especificas del hospedero. Ademas, este vector puede fallar

para replicarse o incluso que no se exprese la resistencia a los antibiéticos de seleccion.

Los plasmidos derivados de RSF1010 (un plasmido pequefio 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 RSF1010 son capaces de replicarse en Synechocystis
(Marraccini et al. 1993) asi 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 numero de vectores para la transformaciéon 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
manipulacion genética (Elhai et al. 1997, Moser et al. 1993) y a la fecha se desconoce por

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

Si consideramos a las cianobacterias como un ancestro de los cloroplastos y que
son procariontes que llevan a cabo fotosintesis oxigénica, similar a los cloroplastos en las
plantas superiores (Wallace ef al. 1989); se podria pensar que las cianobacterias tengan una
maquinaria molecular similar a la de las plantas superiores, por lo que se podrian probar
para su transformacion los vectores de clonacién 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 podrian 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,

ademas de plantas (http:/profiler.bgu.ac.il/site/public_site/Show_User.cfm?user_id=698).
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2.4.1.2 Métodos de transformacién. La transferencia genética puede llevarse a
cabo de tres formas: Conjugacién, Transformacion, y Transduccién. Sin embargo, en el
caso de las cianobacterias, los trabajos publicados a la fecha plantean que el inico método
practico para la transferencia de genes en estas procariotas ha sido el de transformacion
(Grigorieva y Shestakok 1982, Koksharova y Wolk 2002, Kuhlemeier y van Arkel 1987).
De cualquier manera, las herramientas de ingenieria genética disponibles s6lo han probado
ser reproducibles en cianobacterias unicelulares, y casi no existen para llevar a cabo la
transformacién genética de cianobacterias filamentosas. Una de las razones podrian 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 transformacion pueden necesitar mas de un paso de seleccién para
obtener transformantes estables, como ocurre con algunos cereales y otras

monocotiledoneas (Gordon-Kamm et al. 1990).

a) Conjugacion. Es la transferencia directa de DNA entre dos bacterias que han
tenido contacto fisico -temporal. La transferencia de DNA durante la conjugacion es
unidireccional, s6lo 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 conjugacion (Old y Primrose 1994).

En la conjugacion, parece ser que el medio mas adecuado para introducir DNA de
E. coli hacia las cianobacterias, es usando el aparato conjugativo de rango amplio de
hospederos de un plasmido del grupo P de incompatibilidad (Inc-P), como RP4 (Thomas y
Smith 1987). Este plasmido 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
plasmidos de ayuda. Es decir, se transfieren genes mediante vectores acarreadores de E.
coli, aprovechando las propiedades conjugativas de amplio rango del plasmido RP-4

(Thomas y Smith 1987).

34



Muchas bacterias Gram-negativas pueden recibir plasmidos con rango amplio de
hospederos que pertenecen al grupo P de incompatibilidad, por medio de la conjugacién. La
capacidad de recibir un plasmido conjugativo probablemente depende sélo de la estructura

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

El mantenimiento de un plasmido requiere tanto de que el plasmido escape de la
restriccion 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
plasmido quimérico. Un plasmido quimérico debe contener secuencias que son necesarias
para la replicacion en diferentes hospederos, esto es, que sean derivados de plasmidos
endogenos de estos hospederos. El vector debe llevar uno o mas marcadores que permitan

la seleccion del plasmido en el hospedero de interés (Thomas y Smith 1987).

Se han construido vectores para ciertas cepas de Anabaena y Nostoc a partir de
plasmidos pDU1 de Nostoc PCC7524 y del plasmido pBR322 de E. coli, pero se ha
observado una pobre transferencia por conjugacion en cepas de Anabaena y Nostoc, lo cual
puede ser debido a la restriccion del plasmido por endonucleasas especificas del hospedero.
Ademas, este vector puede fallar en replicarse o incluso no expresar la resistencia a los

antibioticos de seleccion.

b) Transformacién. 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 solucién. Este fragmento se puede recombinar con el cromosoma receptor de
una forma heredable mediante zonas de homologia. Es un proceso aleatorio y puede
transferirse cualquier porcién del genoma entre bacterias. Se denomina transformacion
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 antibiotico (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 esta sintetizando la pared celular (por lo que se dice que el DNA esta desnudo). Es

asi que este proceso es dependiente de tratamientos que afecten a la pared celular.

Tras la transformacion, la célula que ha recibido el DNA se suele denominar
transformante. En cianobacterias se ha reportado tanto la transformacion cromosémica
como la plasmidica. La transformacién cromosdmica involucra la recombinacion del DNA
cromosomico de la cepa donadora con el DNA cromosémico en regiones homélogas en la
cepa receptora. En el caso de la transformacion plasmidica, ésta involucra la introduccién
de un plasmido replicativo en la célula receptora (Porter 1988). Algunas cianobacterias son
naturalmente transformables por DNA exé6geno, aunque los detalles moleculares de esta
transformacioén no han sido aclarados. Las cepas de tipo silvestre de Anacystis nidulans R2
han mostrado que son naturalmente competentes y que pueden tomar DNA cromosémico
aislado de mutantes que son resistentes a eritromicina y estreptomicina. Ademas de la
transformacién de A. nidulans R2, se conoce de trabajos de transformacion de otras cepas
unicelulares como Synechococcus PCC6301 y PCC7002, y Synechocystis PCC6308,
PCC6714 y PCC6803. Algunas técnicas de transformacion son las siguientes:

= Electroporacion (Electrotransformacion). Este es un método de
transformacioén artificial. Por este método es posible introducir DNA en
bacterias, células animales y también en vegetales. La electroporacion
consiste en la introduccion de DNA foraneo 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 momentdneamente permeable, permitiendo la incorporacién
del DNA foraneo 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 mas
suaves del campo eléctrico, ademéas de que las células vegetales
requieren de un tratamiento previo para convertirlas en protoplastos sin

pared.
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= Biobalistica. La técnica de biobalistica es una de las mas exitosas para
transformar células vegetales (Hamilton ef al. 1992), y podria funcionar
en las cianobacterias debido a varias razones, tales como: a) la técnica
tiene un rango ilimitado de hospederos; b) no existe restriccion de tejido
o tipo de células para transformar; y c) ésta es la tinica técnica disponible
donde la pared celular no es un obstaculo para la transformacion
(Hamilton ef al. 1992). La biobalistica 0 bombardeo con microparticulas
es un proceso que permite introducir DNA a casi cualquier tipo de célula
por medio de particulas microscopicas (tungsteno u oro) impulsadas por
una descarga de helio a alta presion. 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 obtencién de plantas
transgénicas por medio de este método, incluyen especies de gran interés
econdmico como son la soya, el maiz, el arroz, el sorgo, la papaya, la
cafia de azucar, el tabaco, el trigo y el esparrago (Spencer et al. 1990,
Kohli et al. 1998, Cabrera-Ponce et al. 1997, Klein et al. 1988, McCabe
et al. 1988). La biobalistica también se ha utilizado para transformar
microorganismos como levaduras, hongos y el alga unicelular
Chlamydomonas, (Gomes et al. 1998, Bailey et al. 1993, Takahashi et
al. 1991). La biobalistica parece ser, en el presente, el unico medio de
transformar de modo reproducible organelos celulares, como
mitocondrias, y cloroplastos; y podria considerarse lo mas cercano a un
mecanismo "universal" de transferencia de genes, ya que por su

naturaleza totalmente fisica, es independiente del tipo de célula blanco.
¢) Trasduccion. Este es un método de transferencia genética basado en un virus

bacteriano (bacteriéfago). El DNA bacteriano que se transfiere constituye una parte o todo

el DNA contenido en el fago, el cual actia como un vector genético (Old y Primrose 1994).

37



Aunque muchos cianéfagos han sido aislados (Sarma y Kaur 1997), la
transduccion no ha sido reportada en cianobacterias (Thiel y Wolk 1987, Koksharova y
Wolk 2002).

2.4.1.3 Ejemplos de cianobacterias transgénicas:
e Anacystis nidulans R2 fue manipulada genéticamente para conferirle
resistencia a los herbicidas y prevenir la aniquilacién de especies nativas por
una alta aplicacion de herbicidas en campos de arroz (Golden y Haselkorn

1985).

e También se han transformado genéticamente a cianobacterias para su empleo
en la degradacion de insecticidas residuales en cuerpos de agua (Kuritz y
Wolk 1995).

e 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 eliminacion de metales pesados de aguas

contaminadas (Chen et al. 1999).

e Sobre-expresion del gen phrA (principal factor de resistencia a la luz
ultravioleta) en la cianobacteria Synechocystis sp. PCC6803 (Ng et al.
2000).

e Transferencia de genes para la tolerancia a la desecacién en la cianobacteria
Chroococcidiopsis (Billi et al.2001).

e Expresion en Synechococcus sp PCC 7002 y Anabaena sp. PCC7120 del
factor de crecimiento epidérmico humano para estimular la proliferacion de
muchos tipos de células, principalmente de tejido epidérmico y epitelial (Dai

et al. 2001).
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e (Cianobacterias como sistemas para la liberacion 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 expresion 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, Anacystis nidulans R2 y Agmenellum
quadruplicatum PR-6 (Synechococcus PCC7002); y posteriormente se empez6 a trabajar
con una cianobacteria filamentosa, Anabaena PCC7120. En los experimentos realizados
con estas cianobacterias recombinantes, se ha reportado la obtencién de diferentes niveles
de toxicidad contra larvas de Aedes aegypti y Culex pipiens (Tandeau de Marsac et al.
1987, Angsuthanasombat y Panyim 1989, Murphy y Stevens Jr 1992, Soltes-Rak et al.
1993), pero no hay reportes de que hayan sido probadas contra mosquitos del género

Anopheles, que son los vectores de paludismo.

La obtencién de cianobacterias recombinantes expresando genes que codifiquen
para las proteinas mosquitocidas de B. thuringiensis svar. israelensis, se inicié mediante la
transformacion genética de las mismas con un sélo gen niosquitocida (Angsuthanasombat y
Panyim 1989, Murphy y Stevens Jr 1992, Soltes-Rak et al. 1993, Stevens Jr et al. 1994,
Soltes-Rak et al. 1995, Murphy y Stevens Jr 1995). En estos trabajos, la expresion
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 mas recientes se ha comprobado la influencia que la exposicién a una
toxina individual, a diferencia de usar las toxinas multiples de B. thuringiensis, puede tener
sobre el desarrollo de resistencia en los mosquitos. Se ha demostrado que cuando se utilizan
genes multiples que codifican para diferentes d-endotoxinas se disminuye el riesgo de

generar resistencia en mosquitos, e incluso se obtienen niveles de toxicidad mucho mas
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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 tnico reporte de transformacion de
una cianobacteria con una combinacién de genes mosquitocidas de Bti es el de la
cianobacteria Anabaena PCC7120, la cual demostré una actividad larvicida alta, producto
del sinergismo entre los genes cry44 y CryllAa (Wu et al. 1997). Esto nos indica la
necesidad de usar una combinacion de genes mosquitocidas para ser introducidos en
cianobacterias, con la intencién de retardar el posible desarrollo de resistencia y obtener

niveles de toxicidad adecuados.

2.42.1 Ventajas. Con la clonacién de los genes mosquitocidas de Bti en
cianobacterias se resolverian 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 habitats
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,
Vazquez-Martinez et al. 2002). Ademas, con ellas se resolveria el problema de la
susceptibilidad a la radiacion ultravioleta (UV) del complejo espora cristal, ya que los
genes mosquitocidas estarian protegidos dentro de un hospedero. En el aspecto de
seguridad, como los insecticidas de Bti no tienen un amplio espectro de actividad, esto es,
que sélo tienen actividad sobre organismos especificos, no se afectaria a otros organismos
que puedan alimentarse de las cianobacterias, ya que esta bacteria es inocua para
organismos no blanco, incluyendo otros insectos, peces, ranas, crustaceos, y mamiferos
(Margalit y Ben-Dov 2000). De igual manera, no se han reportado efectos dafiinos para la
cianobacteria por la expresion de genes mosquitocidas (Wu et al. 1997, Lluisma et al.
2001). Ademas, las cianobacterias permiten la posibilidad de hacer distintas

manipulaciones para lograr formulaciones mas potentes.

2.4.2.2 Desventajas. La principal desventaja de las cianobacterias transgénicas es
que todos los trabajos de insercién 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); lgs cuales no estan
adaptadas a ambientes naturales y al pretender liberarlas al campo no serian exitosas debido
a que su capacidad adaptativa es baja comparada con las cepas silvestres (Wu et al. 1997).
Para lograr la liberacion al medio de cepas portadoras de Bt la soluciéon seria la re-
introduccidén de especies silvestres recombinantes a sus habitats naturales (Boussiba ef al.
2000). Lo anterior plantea también varios problemas ya que en primer lugar, las cepas
silvestres (aisladas de sus habitats naturales) son extremadamente dificiles de manipular y
los problemas inician desde el aislamiento de los cultivos axénicos (Connell y Cattolico
1996, Bolch y Blackburn 1996, Choi et al. 2002, Cho et al. 2002), el establecimiento de
una estrategia para la transformacion, y la eleccion de los vectores de clonacidon adecuados
que escapen de las actividades de las endonucleasas de restriccion que se presentan de
forma abundante en las cianobacterias y que son un fuerte obsticulo para lograr la
transformacién con varios vectores (Wolk y Kraus 1982, Koksharova y Wolk 2002). Una
vez lograda la transformacion, otro inconveniente a superar es que tendra que demostrarse
que las cepas de cianobacterias transgénicas seran 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 seleccion de antibidticos en cultivos a gran escala, sera
esencial obtener cepas que continuen siendo larvicidas en ausencia de seleccion, problema
que ya se ha presentado con varias cianobacterias entre éstas, Anabaena, la cual perdié su

toxicidad cuando se cultivé sin seleccién (Lluisma et al. 2001).

2.4.3 Phormidium animalis

2.4.3.1 Taxonomia. La filogenia de las cianobacterias es pobremente entendida. La
mayoria de los esquemas de clasificacién se basan en las formas de las células o de las
colonias. Bourrely en 1970, clasific6 al género Phormidium dentro de la Familia
Oscillatoriaceae, y luego en la clasificacion de Stainer (1977), Phormidium también qued6
comprendido dentro del sub-grupo de las Oscilatoriales. Rippka y cols. (1979) dividieron a
las cianobacterias en cinco secciones. Las secciones I y II son unicelulares, células
individuales o formando agregados coloniales. Las secciones III a la V, son descritas como.
filamentosas, que forman un tricoma (cadena de células) el cual crece por division celular

intercalada. En este esquema, P. animalis se encuentra ubicado dentro de la Seccién III:
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cianobacterias filamentosas que no forman heterocistos y que se dividen por fision 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 homologas
basindose en andlisis genéticos y bioquimicos
(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 tifie,
ficocianina. La ficocianina es un pigmento azul natural, adherido a la membrana
fotosintética. Se le encuentra en cantidades de més del 20% de las proteinas de las
cianobacterias y es una molécula de almacenamiento de nitrogeno. También contienen
clorofila A, el mismo pigmento fotosintético que usan las plantas superiores. De hecho, el
cloroplasto en las plantas es como una cianobacteria simbiética. 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 absorcion de energia 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 proteinas constituyentes de las membranas. Los ficobilisomas estan unidos
hacia la parte exterior de la membrana y actian en la transferencia de energia hacia el

centro de reaccion.

2.4.3.3 Morfologia. Una caracteristica de las cianobacterias de este género es la
estructura compleja de su envoltura formada por multiples capas, la cual se compone,

iniciando desde dentro, de la membrana citoplasmica (aproximadamente de 6 nm) la cual
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esta cubierta por una capa de peptidoglicanos de grosor variable (mas de 35 nm en
Phormidium uncinatum) y una membrana exterior (cerca de 6 nm). La envoltura celular
combina caracteristicas Gram-positivas (capa de peptidoglicanos), asi 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 mas de 0.3 pum (Hoiczyk 1998). Mientras se mueven,
los filamentos secretan una mucosidad que parece ser un prerrequisito para este tipo
especifico de movilidad. La mucosidad esta compuesta de fibras de carbohidratos. Las
cianobacterias filamentosas forman agregados muy apretados de los cuales no es facil
obtener filamentos individuales y esto dificulta la reduccién 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 particulas adheridas al mucus (Knudsen ef 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 habitats permanentes de mosquitos 4An. albimanus, tales como canales de
irrigacion, estuarios, y lagunas de mangle (Vazquez-Martinez et al. 2002). Phormidium
animalis ha sido encontrada no sélo coexistiendo con las larvas de uno de los principales
vectores de paludismo en México (Vazquez-Martinez et al. 2002), sino que también
constituye una fuente de alimento para el desarrollo larval de este mosquito (Vazquez-
Martinez et al. 2003). Lo anterior hace a esta cianobacteria un candidato excelente para
manipularla y probar su eficiencia como un posible agente de biocontrol de mosquitos

vectores de paludismo.
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3. HIPOTESIS

La cianobacteria Phormidium animalis se encuentra presente en diversos criaderos
de mosquitos constituyendo una fuente comin de alimentacion para las larvas de Anopheles
albimanus. Ademas, el éxito reportado en la cria de mosquitos An. albimanus con una
alimentacion a base de P. animalis como dieta inica, permite generar la hipédtesis de que es
factible usar a .esta cianobacteria silvestre como portadora de genes mosquitocidas, y
emplearla como agente biocontrolador de mosquitos. Debido a que la técnica de
biobalistica ha sido exitosa para transformar a diversos organismos, es posible emplearla
para introducir en el genoma de la cianobacteria P. animalis una combinacion de genes de
B. thuringiensis svar. israelensis con el proposito de obtener una cianobacteria
recombinante con un alto potencial mosquitocida en comparacién 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
introduccién de uno y dos genes que expresen proteinas mosquitocidas de Bacillus
thuringiensis svar. israelensis, para su uso en el control de larvas de Anopheles albimanus

Wiedemann.
4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
» Elaborar una estrategia para la obtencién de cultivos axénicos de muestras de campo

de la cianobacteria Phormidium animalis.

» Probar la eficiencia de transformacion y la estabilidad de algunos vectores en pruebas

de transformacion 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 transformacion de las construcciones desarrolladas y su

estabilidad en P. animalis.

» Realizar pruebas de transformacion 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 expresion 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. METODOLOGIA
5.1 CONDICIONES DE CULTIVO DE LA CIANOBACTERIA P. animalis

Las muestras de P. animalis fueron colectadas en habitats larvarios de An.
albimanus ubicados sobre el plano costero del sureste del estado de Chiapas, México
(Vazquez-Martinez et. al. 2002). Los filamentos de P. animalis fueron cultivados en medio
ASN-10 (Ronald 1993), el cual se compone de una combinacién del medio BG-11 (usado
para el crecimiento de un rango amplio de cianobacterias del suelo y de aguas
dulceacuicolas, Rippka et al. 1979) y del medio ASN-III (usado para el mantenimiento de
cianobacterias de habitats marinos y ambientes alcalinos, Ronald 1993) (Anexo 1). Los
cultivos de la cianobacteria fueron mantenidos en un cuarto de crecimiento con exposicion

a luz fluorescente y a una temperatura de 28+2°C y bajo un fotoperiodo de 12:12 h.
5.2 OBTENCION DE CULTIVOS AXENICOS DE LA CIANOBACTERIA

5.2.1 Eliminacion de contaminantes por medio de lavados por centrifugacion

Para la eliminacién preliminar de contaminantes se usaron una serie de lavados por
medio de centrifugacion. Los filamentos de la cianobacteria que se cultivaron sobre placas
de medio ASN-10 sdlido, se colectaron y transfirieron a tubos para centrifuga de 30 ml. Los
filamentos colectados se resuspendieron en medio liquido ASN-10 con ayuda de un vortex
y posteriormente fueron sometidos a un proceso de centrifugacion de 10 min a una
velocidad de 10,000 rpm (Biofuge Stratos Heraeus, rotor # 3335). La pastilla de filamentos
fue resuspendida en medio liquido y el procedimiento de lavado fue repetido de 3 a 6 veces,

hasta que el sobrenadante estuvo limpio a la vista.

5.2.2 Fragmentacion de los filamentos por sonicacién

Debido a que el aislamiento de filamentos cianobacteriales largos es sumamente
dificil, se desarroll6 un procedimiento para fragmentar los filamentos en pedazos cortos y
mas manejables. Una vez que se lavaron los filamentos, se llevaron a cabo ensayos de

fragmentacion en donde se probaron diferentes intensidades y tiempos de sonicacidn, asi
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como la frecuencia del proceso, con el objeto de obtener los fragmentos mas cortos con el
minimo dafio posible. Suspensiones de 5 ml de filamentos de la cianobacteria, se
transfirieron a vasos de precipitado de 125 ml que contenian 45 ml de medio liquido ASN-
10. Los vasos con los filamentos se conservaron sobre hielo y sobre los filamentos se aplicd
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 tamafio
del filamento fragmentado; y segundo, por medio de la inoculacién sobre placas de ASN-
10, para verificar la viabilidad de los fragmentos. Una vez obtenidas las condiciones de
fragmentacién adecuadas, se realizaron varias repeticiones de esta prueba para constatar

que la fragmentacion de los filamentos se repetia en igual nimero y sin dafio al tejido.

5.2.3 Limpieza por filtracion de los filamentos fragmentados

Los filamentos fragmentados por sonicacién se sometieron a una serie de lavados
en un equipo de filtracion (Millipore). Alicuotas de 5, 10 6 15 ml de fragmentos de la
cianobacteria se filtraron al vacio a través de filtros Millipore estériles (tamafio de poro de

8.0 pm, White SCWP, 47 mm).

Para la filtracién 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 ml de medio ASN-10 y el procedimiento se repitié al menos dos veces
mas, con cambios constantes de filtro. La suspension de filamentos recuperada al final, se

transfirié a matraces Erlenmeyer de 250 ml con 100 ml de medio liquido ASN-10.

5.2.4 Tratamiento con antibi6ticos

Los ultimos contaminantes que todavia permanecian adheridos a los filamentos se
sometieron a un tratamiento con antibidticos. Primero, un cultivo liquido de cianobacterias
se expuso a un periodo de “ayuno” (mantenido en la oscuridad) por 24 h para que las
células consumieran sus reservas de carbon endoégeno. Luego, se llevaron a cabo una serie
de pruebas de susceptibilidad de la cianobacteria P. animalis a 5 diferentes antibidticos:
carbenicilina (Cb), cloramfenicol (Cm), eritromicina (Ery), kanamicina (Km) vy

estreptomicina (Sm). Cada antibitico se agregd a cajas con medio s6lido ASN-10 en las
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siguientes concentraciones: 10, 25, 50, 100, 150 y 300 pg/ml. Las pruebas se realizaron por
triplicado y se compararon contra un grupo testigo (placas con medio ASN-10 sin
antibidtico). Los resultados se expresaron como el porcentaje de crecimiento de los
filamentos sobre la placa de medio de cultivo. El registro del crecimiento se inicid
aproximadamente a los 3 dias post-inoculacion, cuando se detect6 el crecimiento de los
filamentos. Los registros se concluyeron cuando el testigo negativo cubri6 la placa (21 dias
post-inoculacién). Los antibidticos que produjeron la mayor inhibicion del crecimiento de
la cianobacteria se descartaron y solo los antibiéticos més inocuos se usaron para el

siguiente tratamiento.

Cada antibidtico se agregd en serie a manera de “cascada” (Connell y Cattolico
1996) a 100 ml de un cultivo liquido de filamentos (previamente procesados de la manera
ya descrita en 5.2.1, 5.2.2 y 5.2.3). El tratamiento se inici6 con el antibiético que produjo
una inhibicién media del crecimiento de la cianobacteria y se finalizé con el menos

inhibitorio.

Los filamentos de la cianobacteria se expusieron por 24 h a cada antibidtico, y se
incubaron bajo las condiciones ya descritas. Posteriormente, los fragmentos fueron
concentrados por centrifugacion, limpiados por filtracion, y resuspendidos en 100 ml de
medio liquido ASN-10 complementado con el siguiente antibidtico. Este procedimiento se
repitié para cada antibidtico y al final del tratamiento los fragmentos se dejaron libres de
antibioticos por medio de lavados por filtracién, y luego se resuspendieron en medio

liquido ASN-10.

5.2.5 Aislamiento de fragmentos individuales

Una muestra de filamentos tratados con antibidticos 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 microtitulacion de 96 pozos, a un volumen final de 200 pl. Las cajas se incubaron bajo
las condiciones ya descritas, y el crecimiento cianobacterial se monitored bajo un
microscopio invertido. Los pozos con crecimiento cianobacterial se examinaron

microscopicamente para detectar la presencia de contaminaciéon. De los pozos sin
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contaminacion visible se tomaron alicuotas de 20 pl para inocular a placas con medio
Luria-Bertani (LB) GIBCO BRL (25 g de LB/1 1 de agua desionizada) y se incubaron toda
la noche a 37°C. El medio LB mostré el c.recimiento de una mayor diversidad de
contaminantes, en comparacion a otros medios que se usaron en pruebas preliminares. El
contenido de los pozos que no mostraron contaminacién por estas revisiones se inoculd en
matraces de 50 ml con medio liquido ASN-10 y se incubaron por varios dias hasta que el
desarrollo de la cianobacteria fue notorio. Se realizaron, nuevamente, pruebas de
contaminacion a estos cultivos y los que se encontraron axénicos se transfirieron a matraces

de 250 ml con medio liquido, para permitir el desarrollo de la cianobacteria.

5.3. TRANSFORMACION POR BIOBALISTICA DE P. animalis CON VECTORES
DE CLONACION DE PLANTAS

5.3.1 Preparacion del cultivo de cianobacterias para el bombardeo

Un cultivo axénico de la cianobacteria P. animalis mantenido en medio ASN-10
liquido se utilizé para las pruebas de transformacion. Cinco dias antes de la transformacion,
alicuotas de 5 ml del cultivo se colocaron sobre filtros estériles de 8.0 pm de tamafio de
poro (White SCWP, 47 mm, Millipore), en un equipo de filtraciéon. 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 expresion

Los siguientes vectores de expresion de plantas se usaron para la transformacion
genética de la cianobacteria: pBarGus (Monsanto), un plasmido conteniendo como
marcador de seleccion 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 plasmidos llevan como marcador de seleccion el gen ApIl
que codifica para la higromicina fosfotransferasa que confiere resistencia a la higromicina;
y pB1426 (Datla et al. 1991), un plasmido conteniendo el gen nptIl (gen de la neomicina

fosfotransferasa tipo II) que confiere resistencia a varios antibidticos 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 B-glucoronidasa (gusA).

5.3.3 Preparacion de las microparticulas de tungsteno

- 5.3.3.1 Limpieza de las microparticulas. La preparacion de las microparticulas de
. tungsteno siguid basicamente la metodologia reportada por Tomes y cols. (1995). Las
microparticulas de tungsteno (60 g) se colocaron en tubos Corex de vidrio con 2 ml de
acido nitrico 0.1 N. Las microparticulas se limpiaron sonicando por 20-30 min en un
sonicador de bafio de agua, moviendo constantemente. El contenido del tubo se transfiri6 a
2 tubos Eppendorf de 2 ml y se centrifugé a 14,000 rpm por 30 seg. El sobrenadante se
eliming y se agrego 1 ml de etanol absoluto, mezclando el contenido por sonicacién durante
5 seg. Se centrifugd de nuevo por 30 seg y el sobrenadante se eliminé. La pastilla final se
resuspendié en 1 ml de agua desionizada estéril con ayuda de un vértex y se sonicé por 5
seg. El contenido de un tubo eppendorf se dividié en 4 tubos en cantidades iguales y el

volumen de cada tubo se ajust6 a 1 ml, con agua desionizada estéril.

5.3.3.2 Recubrimiento de las microparticulas con DNA. Dos tamafios de
microparticulas de tungsteno se probaron para el bombardeo: microparticulas M-5 de 0.4
pum y microparticulas M-10 de 0.7 um. El DNA plasmidico de los vectores de
transformacion se usé para recubrir las microparticulas, para lo cual se siguié el protocolo
descrito por Valdez y cols. (1998). La mezcla de precipitacién se preparé en un tubo
Eppendorf y constituyé de: 50 pl de la suspensién de microparticulas, 5 pl de la solucion de
DNA (a una concentracion de 1 pg/ul), 50 pl de CaCl, 2.5 M estéril y 20 pl de espermidina
0.1 M. Posteriormente, la mezcla se sonicd por pulsos hasta homogeneizar (5-10 seg). Se
centrifugd 10 seg a 10,000 rpm y se descart6 el sobrenadante. La pastilla se resuspendié en

70 pl de etanol absoluto.

5.3.4 Bombardeo de microparticulas
Para el proceso de transformacion de P. animalis por medio de bombardeo con
microparticulas, se sigui¢ la metodologia 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
area del centro de cada uno de los discos o0 membranas (macroacarreadores), se colocaron
10 pl de la mezcla DNA-tungsteno. El sistema de bombardeo se preparé limpiandolo 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 realiz6 hasta obtener la ruptura de las membranas bajo una presion de helio de
800 psi, un vacio parcial de 0.07 atm y una distancia al blanco de 5.8 cm. La caja petri con
el blanco de disparo se removié del sistema y el procedimiento se repitié con las siguientes

muestras.

El experimento se realizé probando 2 tamafios de microparticulas para cada uno de
los vectores y con 4 repeticiones para cada combinacion. En cada estrategia de bombardeo

se manejaron 3 placas testigo.

5.3.5 Pruebas de Seleccion de los transformantes

Después del bombardeo, las membranas con los filamentos se incubaron sobre
placas de ASN-10 durante 2 dias, y bajo las condiciones de cultivo ya descritas. Las
pruebas de seleccion se iniciaron a los dos dias del bombardeo, cambiando los filtros de las
placas con medio ASN-10 a placas con medio complementado con el antibidtico
correspondiente. La seleccion se realizé en medio ASN-10 complementado con PPT a una
concentraciéon de 5 pg/ml para el vector pBarGus, para los vectores pCAMBIA1301 y
pWRGI1515 se usé higromicina a 25 pg/ml; y paromomicina a 150 pg/ml para el vector

pB1426. Las membranas se transfirieron cada semana hacia placas con medio fresco.

5.3.6 Ensayo de la expresion transitoria de B-glucoronidasa (gusA)

El ensayo se realiz6 a las 72 h después del experimento de transformacion. Para
esto, se colectdé una muestra de 5-10 filamentos de cada uno de los filtros bombardeados y
se transfiri6 a pozos de cajas de microtitulacién (96 pozos) conteniendo 200 pul de X-GLUC
(4cido 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-glucuronido, US Biological, Swampscott, MA). Las
cajas de microtitulacién se incubaron a 37°C por 24 h para observar si aparecia el

precipitado azul producido por la B-glucoronidasa en presencia del X-GLUC.
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5.3.7 Aislamiento del DNA genémico de P. animalis

El aislamiento del DNA genémico de P. animalis se llevé a cabo usando el kit
Plant DNAzol® (Invitrogen). Para la extraccion se usé 0.1 g de tejido (peso fresco) de la
cianobacteria, el cual se congel6 en nitrégeno liquido y se pulverizé usando un mortero y
pistilo. El polvo congelado se transfirié a un tubo para microcentrifuga de 2 ml con 0.3 ml
de Plant DNAzol® Reagent, y mezclado por inversidn varias veces. La mezcla se incub6 a
25°C con agitaciéon por 5 min, y luego se agregd 0.3 ml de cloroformo, mezclando
vigorosamente. Se incub6 a 25°C con agitaciéon por 5 min. El extracto se centrifugd a
12,000 rpm por 10 min y la fase acuosa se recuper6 en un tubo nuevo. Para precipitar el
DNA, la fase acuosa se mezclé con 0.225 ml de etanol absoluto, y se almacené a
temperatura ambiente por 5 min. E1 DNA precipitado se sedimenté por centrifugacién a
5,000 rpm por 4 min. El sobrenadante se descartd y la pastilla se lavd, mezclandola con
ayuda de un vdrtex con solucion de lavado compuesta de 1 volumen de Plant DNAzol®
Reagent y 0.75 volumenes de etanol absoluto. La muestra se almacend por 5 min y luego,
se centrifugd a 5,000 rpm por 4 min. La solucién de lavado se descartd y la pastilla se
mezclé vigorosamente con 0.3 ml de etanol al 70%. Después se centrifugd a 5,000 rpm por
4 min. Se descarto el etanol por decantacion y la pastilla se secé al aire, y luego se disolvio

en 70 pl de amortiguador TE (10 mM Tris-HCL, 0.1mM EDTA, pH 8).

5.3.8 Analisis de restriccion del DNA

Los protocolos para la manipulacion del DNA se seguieron de acuerdo a
Sambrook y Russell (2001). Las enzimas de restriccion provenian de los laboratorios
Invitrogen y se usaron acorde a las recomendaciones de la compaiiia. La electroforesis para
el DNA se llevé a cabo en geles de agarosa al 1% en amortiguador TAE, mientras que los
plasmidos de Bti se observaron en geles de agarosa al 0.6% y utilizando amortiguador TBE
0.5%.

5.3.9 Analisis del DNA mediante PCR
La transformacion e integracion de los vectores en el genoma de P. animalis se

monitoreo por la deteccion por PCR del gen de la B-glucoronidasa (gusA). Los DNA de los
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transformantes putativos se sujetaron a la amplificacion empleando un equipo para PCR
(DNA thermal cycler. Perkin Elmer, Gene Amp PCR System 2400) y un kit para la
amplificaciéon de DNA con Taq polimerasa (Invitrogen). La mezcla de reaccion (volumen
de 25 pl) se prepard con: 100 ng de DNA, 200 uM dNTP’s, 5 mM MgCl,, 100 ng de cada
primer, y 3 U de Taq polimerasa. El programa de PCR consistid0 de un paso de
desnaturalizacion inicial de 94°C por 5 min, seguido de 25 ciclos que incluian
desnaturalizacion a 94°C por 30 seg, alineamiento a 59°C por 30 seg y sintesis a 72°C por
30 seg, y se finalizé con un paso de extensién de 7 min a 72°C. Los iniciadores que se
emplearon para la amplificacion del gen gusA fueron: iniciador directo 5°-
GGTGGGAAAGCGCGTTACAA- 3’ e iniciador TEVerso 5-
GTTTACGCGTTGCTTCCGCCA - 3'. El producto de amplificacion esperado fue un
fragmento de 1,200 pb.

5.3.10 Analisis del DNA mediante la técnica del Southern blot

El DNA genémico (100 pg) se digirié con la enzima Xhol, se fracciond por
electroforesis en un gel de agarosa al 1% y se transfirié a una membrana de nylon Hybond-
N* (Amersham Pharmacia biotech) usando amortiguador 2X SSC (20X SSC: 3M NaCl,
300mM NaCi pH 7) (Southern 1975). La transferencia se llevo a cabo durante 48 h por
absorcion capilar, dejando transferir el DNA del gel a la membrana mediante el flujo del
amortiguador de transferencia, el cual se gener6 por ciimulos de papel filtro seco colocados
sobre la membrana. El DNA se fij6 a la membrana por medio de un Stratalinker
(Stratalinker® 1800 UV Crosslinker, 100V. Stratagene). La hibridaciéon se llevo a a cabo
usando un método de deteccién no-radioactivo DIG DNA Labeling and Detection Kit
(Roche Applied Science), y siguiendo las instrucciones de la compaiiia. La membrana se
pre-hibridé a 45°C en la solucion DIG Easy Hyb por 30 min con agitacion suave. La
hibridaciéon de la membrana se realizé por aproximadamente 12 h a 45°C, con un fragmento
Xhol de 1,094 pb del vector pPCAMBIA1301, conteniendo el gen /prll, usado como sonda.
La membrana se lavo, primero con 2X SSC, 0.1% SDS, dos veces por 5 min a 25°C bajo
agitacion constante; y segundo con 0.5X SSC, 0.1% SDS, dos veces por 5 min y con
agitacion. Posteriormente, la membrana se lavé por 5 min en amortiguador de lavado (4cido

maléico 0.1 M, NaCl 0.15 M; pH 7.5; Tween 20 0.3% [v/v]), luego se incub6é 30 min en
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solucion de bloqueo (agente de bloqueo 10%, botella 10 del kit de Deteccion Roche, [w/v]
en acido maléico), y 30 min en solucion de anticuerpo (Anti-Digoxigenina-AP, vial 8 del
kit Roche, 1:5000 [150mU/ml] en solucién de bloqueo) y dos veces en amortiguador de
lavado (15 min). La membrana se expuso a la reaccion en un sustrato de color, que produjo

sefial en las zonas de hibridacion de la sonda. Finalmente, se fotografié la membrana.

5.4 TRANSFORMACION DE P. animalis CON EL GEN MOSQUITOCIDA CRY4A

5.4.1 Plasmido pHT606

El gen cry4A se obtuvo de la cepa 4Q2-81 (plasmido pHT606), con el gen en un
fragmento SstI-Sphl de 4.3 kb insertado en el vector pHT315 (Delécluse et al. 1993). El
plasmido pHT606 se sembré en placas de agar para métodos estandares BD Bioxon (23.5g
de medio/1 litro de agua desionizada) complementadas con eritromicina (25 pg/ml), que

fue el antibidtico de seleccion para este plasmido.

5.4.2 Aislamiento de plasmidos de Bti

Para el aislamiento de plasmidos de las cepas de B. thuringiensis, se siguid
basicamente el método de Jensen y cols. (1995). En 100 ml de medio Spizizen,
complementado con glucosa y extracto de levadura (Anexo 2), se sembré un indculo muy
pequefio de las colonias del plasmido pHT606. Se dejoé incubando durante la noche por
aproximadamente 12 h a 30°C y coﬁ agitacion de 340 rpm. Al dia siguiente, el cultivo se

monitored hasta alcanzar una D.O. . de 0.8 - 1, y luego se concentré por centrifugacion a

4,500 rpm durante 30 min a 4°C (Biofuge Stratos Heraeus). La pastilla se resuspendid en 2
ml de TES frio (Tris base 30 mM, EDTA 5 mM, NaCl 50 mM pH 8.0) y se centrifugé 10
min a 13,000 rpm a 4°C. La pastilla se resuspendié en 2 ml de TES-sacarosa-lisozima
(sacarosa 20% en TES y 1 mg/ml de lisozima) y 1 pl/ml de RNAsa, y se incubd a 37°C
hasta observar esferoplastos en el microscopio, y luego se dejé 10 min en hielo. Luego se
adicionaron 4 ml de la solucién II (SDS 1%, NaOH 0.2 N) y se mezclé por inversion del

tubo hasta obtener una solucién clara. Se incubdé por 5 min en hielo. Transcurrido este
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tiempo, se le adicionaron 3 ml de solucién III (acetato de sodio 3 M pH 4.8), se mezcld

suavemente y se incubd por 20 min a —20°C.

Posteriormente se centrifugd a 13,000 rpm por 15 min y el sobrenadante se filtré y
se recuper6 en un tubo limpio. Se adicionaron dos volimenes de etanol absoluto frio y se
dejo incubar por 30 min a —70°C. Nuevamente se centrifugé a 13,000 rpm por 15 min, se
elimind el sobrenadante y se enjuagé una vez con etanol al 70%. La pastilla se secé al aire
por 30 min y posteriormente se resuspendié en 375 pul de agua, se le agregaron 225 pl de
acetato de amonio 7.5 M, y se mezcld bien. Se adicionaron 10 pl de bromuro de etidio (10
mg/ml), y se mezclo bien. Luego se agregaron 600 pl de fenol/cloroformo/alcohol
isoamilico (25:24:1) y se mezcld con agitaciones muy suaves. Se centrifugé por 5 min a
12,000 rpm y recolectd el sobrenadante. Se realizé una extraccion con cloroformo/alcohol
isoamilico (24:1), y se centrifugd de nuevo a 12,000 rpm por 5 min y al final, se recupero el
sobrenadante. E1 DNA se precipité con dos volimenes de etanol absoluto, y se coloco a
—70°C por 30 min. Se centrifugd a 12,000 rpm por 5 min, se lavo la pastilla con etanol al
70% y se dejo secar. La pastilla se resuspendié en un volumen de 400 pl de agua y se le
adiciond 0.1 volumen de NaCl 5 M. Se precipit6é con 2 volumenes de etanol y se dejo 30
min a —70°C. Se centrifugé y se lavo la pastilla con etanol al 70%. Finalmente, la pastilla
se resuspendi6 en 50 pl de amortiguador TE. Los plasmidos 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 Clonacion del gen mosquitocida cry4A4 en el vector pCAMBIA1301

Una vez que se eligié a pCAMBIA1301 (Fig. 2) como un vector eficiente para la
transformacién de la cianobacteria P. animalis, se procedio a la clonacién del gen que
expresa la proteina mosquitocida Cry4A de B. thuringiensis, en este vector. El gen cry44
fue obtenido del plasmido pHT606 (Delécluse ef al. 1993).
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Fig. 2 Vector de transformacion para plantas pPCAMBIA1301, desarrollado por el Centro
para la Aplicacion de Biologia Molecular para la Agricultura Internacional (CAMBIA).
Contiene el gen gusA como reportero para conocer la eficiencia de transformacion, el gen
que codifica para la resistencia a kanamicina para su amplificacion en bacterias, el gen que
codifica para la resistencia a higromicina para su seleccion en plantas y una region de
clonacion multiple para los sitios EcoRI, Sacl, Kpnl, Smal, BamHI, Xbal, Sall, Pstl y
HindIIL.. www.cambia.org/main/r_et_1300_1301_b.htm

Se llevé a cabo una clonacion direccional hacia el plasmido vector, para lo cual el
DNA del vector (p.CAMBIA1301, Fig. 2) y el inserto (gen cry44 en pHT606, Fig. 3) se
digirieron con dos enzimas de restriccion que reconocen secuencias en ambas moléculas. El
gen mosquitocida se inserto en el sitio multiple de clonacion del vector pPCAMBIA1301, en
los sitios Sstl — Pstl. Para lograr lo anterior, el plasmido pHT606 se cort6 con las enzimas
de restriccion Sstl — Pstl, para obtener un fragmento de aproximadamente 4.3 kb que
codifica para el gen cry44, bajo el control de su propio promotor. Posteriormente la
digestion del DNA del inserto se purifico por extraccion con fenol: cloroformo y

precipitacion con etanol. El DNA del vector digerido con las enzimas Sstl — Pstl fue
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purificado por centrifugacion en columnas MICROCON (Centrifugal Filtres Devices.
Millipore), siguiendo las indicaciones de la compafiia. La reaccion de ligacion se prepar6
en una relacion 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 reaccion se incub6 por aproximadamente

12ha16°C.

Sstl EcoRlI Xbal  Sall, Pstl, Sphl

pUCI8
promotor

pHT315

Fig. 3 Fragmento del mapa de restriccion del plasmido pHT606 que contiene al gen cry44,
en un fragmento Sstl-Sphl de 4.3 kb (Delécluse et al. 1993).

5.4.4 Transformacion por electroporacion de E. coli con la ligacion 1301-4A

Una vez que se obtuvo el DNA recombinante in vitro, se transfiri6 a células de E.
coli para que pudiera replicarse, por lo que se realizo una electrotransformacion de 50 pl de
células competentes de E. coli cepa DHSa con 2 pl de la reaccion de ligacion, con el
proposito de amplificar al plasmido transformante. Las células electrocompetentes de E.
coli se descongelaron, colocandose sobre hielo. Se tomaron 50 pl de células en suspensién
y se transfirieron a una celda para electroporacién de 0.2 cm (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, Calif.), inmediatamente se agregaron 2 pl de la reaccion de ligacion 1301-4A. La
celda se tapd y se colocé en la camara. La electroporacion se llevo a cabo en un

Electroporador Gene Pulser II with Pulse Controller Plus (Bio-Rad Laboratories) a 25 pF,

57



2.5 kV, 200 ohms. Antes de llevar a cabo la electroporacion de las células, fue necesario
descargar el electroporador sobre una celda blanco. La electroporacion se realizo por
duplicado usando una celda como testigo negativo (agua en lugar de DNA) y otra celda con
el DNA plasmidico. Después de la descarga, la celda se removié y a la suspension de
células se adicion6 1 ml de medio LB (Broth Base. Gibco) sin antiobidtico. La mezcla se
transfirié a un tubo de polipropileno estéril de 15 ml y se incubd a 37°C con una agitacién
de 225 rpm durante 1 h. Posteriormente, se plaquearon muestras de 50 y 100 pl de la
mezcla de electroporacién en medio LB con 50 pg/ml de kanamicina. Las cajas se
incubaron a 37°C por aproximadamente 12 h. Las colonias que crecieron en las placas se
sembraron en medio liquido LB complementado con Km (50 pg/ml) y luego se aislé el
DNA plasmidico (seccion 5.4.4.1).

Las células electrotransformadas se analizaron para detectar la presencia de los
genes recombinantes, mediante la determinacién de su tamafio y por los patrones de
restriccién (Sambrook y Russell 2001). Para corroborar la presencia del plasmido se usé
una técnica rapida de extraccion de DNA y para el andlisis de restriccion de los

recombinantes se realizé una minipreparacion de plasmidos (ver mas adelante).

5.44.1 Extraccion de DNA de células recombinantes de E. coli. La
minipreparacion de plasmidos de E. coli siguié esencialmente la metodologia de Zhou
(1990). De un cultivo que fue dejado en crecimiento durante la noche (12 h
aproximadamente), se colectdé una muestra de 1.5 ml, que se centrifugé a 14,000 rpm por
10 seg. El sobrenadante se decanto, conservando 50-100 pl, y la pastilla se resuspendio por
agitacion en vortex. Se agregaron 300 pl de amortiguador TENS (amortiguador TE, NaOH
10M, SDS 10%) y se agit6 en vortex hasta que la muestra se torné viscosa. Inmediatamente
se coloco en hielo para evitar la degradacion del DNA cromosomico. Se agregaron 50 pl de
acetato de sodio 3 M, pH 4.8 y se agitd en vortex hasta homogeneizar. Se centrifugd a
14,000 rpm por 5 min para precipitar los restos de células y DNA cromosoémico. El
sobrenadante se transfirio a un tubo Eppendorf estéril, y se agregaron 2 volimenes de

etanol absoluto. Se incubé a —20°C por 20 min y posteriormente, se centrifugé a 14,000
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rpm por 10 min. Se decantd el sobrenadante y la pastilla se lavo 2 veces con etanol frio al

70%. La pastilla se seco al aire y se resuspendié en 50 ul de amortiguador TE.

5.4.4.2 Analisis de restriccion y electroforético del DNA de células recombinantes
de E. coli. E1 DNA de las colonias obtenidas por selecciéon se sujetdé a un analisis de
restriccion. El DNA plasmidico del recombinante se digirié con diferentes enzimas, de tal
forma que se obtuviera un patrén de restriccion esperado para los sitios conocidos. Se
usaron las enzimas Sstl y Pstl que sirvieron para obtener el fragmento de aprox. 4.3 kb que
codifica para el gen cry44 de la construcciéon pHT606. Ademas, se usé la enzima Xhol,
para demostrar que los recombinantes presentaban el fragmento de 1,094 pb que codifica
para la resistencia a higromicina, dicha region estd 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 hptll y cry4A.

5.4.4.3 Identificacion de células recombinantes de E. coli por analisis PCR. La
corroboracién de la transformacién se llevo a cabo también por PCR, usando iniciadores
especificos para las secuencias de plasmidos que contenian al gen gusA y al gen cry4A. Los

detalles del método de PCR se describieron en la seccion 5.3.9.

El programa de PCR para la amplificacion del gen gusA consistié de un paso de
desnaturalizacion inicial de 94°C por 5 min, seguido de 25 ciclos que incluyeron la
desnaturalizacién a 94°C por 30 seg, el alineamiento a 59°C por 30 seg y la sintesis a 72°C
por 30 seg, y se finaliz6 con un paso de extensiéon de 7 min a 72°C. Los iniciadores
empleados para la amplificacion del gen gusA fueron: iniciador directo 5'-
GGTGGGAAAGCGCGTTACAA- 3 e iniciador reverso 5'-
GTTTACGCGTTGCTTCCGCCA - 3'. El producto de amplificacién esperado fue un
fragmento de 1,200 pb.

El analisis de PCR para comprobar que las colonias portaran el gen mosquitocida

se realiz6 usando oligonucledtidos iniciadores para la deteccion del gen cry44 (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 consisti6 de un paso de desnaturalizacién inicial de 94°C
por 5 min, seguido de 25 ciclos que incluyeron la desnaturalizacion a 94°C por 30 seg, el
alineamiento a 56°C por 30 seg y la sintesis a 72°C por 30 seg, y se finaliz6é con un paso de

extension de 7 min a 72°C.

5.4.4.4 Midi-preparacién de plasmidos de células recombinantes de E. coli. Una
vez identificadas las colonias recombinantes, se realizé una midi-preparacion de plasmidos
empleando el Kit Plasmid Midi-Kit (QIAGEN). Una colonia de un cultivo selectivo en
placa se inoculé en 25 ml de medio liquido LB complementado con Km (50 pg/ml) y se
cultivé toda la noche (12 h aprox.) a 37°C, con una agitacion de 300 rpm. El cultivo se
centrifugd a 6,000 rpm durante 15 min a 4°C. El sobrenadante se elimind y la pastilla se
resuspendié en 4 ml de amortiguador P1 del kit con la ayuda de un voértex. Luego se
agregaron 4 ml de amortiguador P2 y se mezcl6 invirtiendo 4-6 veces. Se incub6 5 min a
temperatura ambiente, se le agregaron 4 ml de amortiguador P3 (enfriado a 4°C) y se
mezclo invirtiendo. Posteriormente se incubd 15 min en hielo. Se centrifugd a 12,000 rpm,
a 4°C por 30 min y se colectd el sobrenadante. Se centrifugé el sobrenadante a 12,000 rpm
por 15 min a 4°C, y luego, se colecté el sobrenadante. Mientras tanto, una columna
QIAGEN se equilibré con 4 ml de amortiguador QBT. El sobrenadante se agregé a la
columna y se lavé 2 veces con 10 ml de amortiguador QC. El DNA se obtuvo agregando 5
ml de amortiguador QF a la columna y colectando el filtrado en un tubo limpio. Se
precipitd el DNA al agregar 3.5 ml de isopropanol (a temperatura ambiente). Se mezcld y
se centrifugé a 10,000 rpm por 30 min y a 4°C. La pastilla se lavé con 2 ml de etanol al
70% (a temperatura ambiente), luego se centrifugé a 10,000 rpm durante 10 min a 4°C. La

pastilla se sec6 al aire por 5-10 min y se disolvié en 200 pl de amortiguador TE.
La construccién del vector pPCAMBIA1301 conteniendo el gen cry44, con la cual

fue realizado el experimento de biobalistica, fue nombrada como construccion p1301-4A, y

tiene un peso molecular de aproximadamente 16.104 kb.
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5.4.5 Transformacién por Biobalistica de P. animalis con la construcciéon p1301-4A
5.4.5.1 Bombardeo con microparticulas. La transformacién por biobalistica se
llevo a cabo de acuerdo a la técnica de Tomes y cols. (1995) y utilizando los parametros
estandarizados por Cabrera-Ponce y cols. (1997). Para el bombardeo se aplicé una presion
de Helio de 800 psi, un vacio parcial de 0.07 atm dentro de la cdmara, y una distancia al
blanco de 5.8 cm en el sistema biobalistico de helio PDS1000 de alta presién. En esta
ocasion se usaron sélo microparticulas de tungsteno M-5, ya que en el experimento anterior

se comprobd que no hubo diferencia aparente con respecto a las microparticulas M-10.

Se bombardearon 22 placas con cultivo de la cianobacteria P. animalis sobre
filtros millipore; 16 de estas placas se bombardearon con la construccién p1301-4A, y 6
placas se bombardearon sélo con el vector pPCAMBIA1301, que representd 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 selecciéon de la cianobacteria bombardeada. Las pruebas de
seleccion se iniciaron a los dos dias después del bombardeo, transfiriendo los filtros
millipore de las placas con medio ASN-10 a placas con medio complementado con
higromicina a 25 pg/ml. Las membranas se sub-cultivaron cada semana en placas nuevas.
La segunda etapa de seleccion en medio liquido se inici6 hasta que los testigos negativos

(cianobacteria silvestre) se murieron en la primera etapa de seleccién en medio solido.

5.4.5.3 Aislamiento de DNA gendmico de la cianobacteria bombardeada. El DNA
gendmico de la cianobacteria se aisl6 con el kit Plant DNAzol® Reagent de Invitrogen, y
siguiendo detalladamente las instrucciones de la compaiiia. El aislamiento se basé en tres
pasos principales, 1) una extracciéon con 0.3 ml de Plant DNAzol® Reagent, 2) una
precipitacion de DNA con 0.225 ml de etanol absoluto, y 3) un lavado de la pastilla final de

DNA con una solucion de lavado compuesta de 1 volumen de Plant DNAzol® Reagent y
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0.75 volimenes de etanol absoluto. La pastilla final de DNA se resuspendid en un volumen

de 70 pl de amortiguador TE.

5.4.5.4 Identificacién de las cianobacterias transgénicas por analisis PCR. Para
comprobar la transformacion de las cianobacterias con la construccion p1301-4A se utilizo
un analisis por PCR con los siguientes oligonucledtidos iniciadores especificos para la
deteccion del gen cry44  (Zeigler 1999): EE-4A (d) directo 5'-
GGGTATGGCACTCAACCCCACTT- 37 y Un-4 (r) reverso 5'-
GCGTGACATACCCATTTCCAGGTCC - 3" que amplifican un producto de 1,529 pb. El
programa de PCR consistié de un paso de desnaturalizacion inicial de 94°C por 5 min,
seguido de 25 ciclos que incluyeron una desnaturalizacién a 94°C por 30 seg, un
alineamiento a 56°C por 30 seg y una sintesis a 72°C por 30 seg, y finalizando con un paso

de extension de 7 min a 72°C.

También se realiz6 un analisis por PCR, usando oligonucleétidos iniciadores
especificos para amplificar el gen de la B-glucoronidasa (gen gusA), presente en el vector
pCAMBIA1301. El programa de PCR vy los iniciadores, ya fueron descritos anteriormente.

La técnica de PCR se detallé en seccion 5.3.9.

5.4.5.5 Pruebas de toxicidad de la cianobacteria con el gen cry44

a) Experimento de ventana bioldgica. Debido a que no se conocia la concentracion
de toxina contenida en la cianobacteria transgénica, no fue posible determinar las
cantidades a usar en el bioensayo, por lo que se realiz6 un experimento de ventana
bioldgica para elegir la dosis a emplear. Se probaron varias dosis entre las que se selecciond
la mas adecuada. Se aplicaron volimenes de 0.5, 1.0, 2.0, y 5.0 ml de un cultivo liquido de
la cianobacteria transgénica en recipientes con 20 larvas de III estadio de Ae. aegypti,
ajustando a un volumen final de 100 ml de agua. Transcurridas 24 h de iniciado el

experimento, la mortalidad larvaria fue medida en los volimenes 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 compar6 contra testigos en donde se usé el
cultivo silvestre de la cianobacteria. Los filamentos de la cianobacteria se agregaron a
recipientes desechables de plastico conteniendo un volumen total de 100 ml de agua
destilada y, transcurridos 20 min, se agregaron las larvas de mosquitos. La mortalidad se
determiné después de las 24 h (WHO 1970).

5.5 TRANSFORMACION DE P. animalis CON LOS GENES MOSQUITOCIDAS
cry4A Y cry4B

5.5.1 plasmido pHT652

Los genes cry44 y cry4B estan en un fragmento Sstl-Sphl de 8.4 kb insertado
originalmente en el vector pHT315 (Fig. 4) y que dieron origen a la construccion pHT652,
cepa 4Q2-81, (Delécluse ef al. 1993). La cepa se cultivé en placas de agar para métodos
estandar complementadas con eritromicina (25 pg/ml) que es el antibidtico de seleccion

para este plasmido.

Setl EcoRl BamHI EcoRI Clal Xbal Clal xpal Sphl

pUCI8

pHT315

Fig. 4 Fragmento del mapa de restriccion del pldsmido pHT652 el cual contiene un
fragmento de 4.3 kb que contiene al gen cry44, 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 determind a las 2 h de aplicado el tratamiento.

5.5.3 Aislamiento de plasmidos
Las colonias de Bti se cultivaron en medio liquido Spizizen (complementado con
glucosa, extracto de levadura y eritromicina a una concentraciéon de 25 pg/ml) y de este

cultivo se realizd el aislamiento de los plasmidos de Bti (técnica ya descrita anteriormente).

5.5.4 Clonacion de los genes mosquitocidas cry44 y cry4B en el vector pCAMBIA1301
Para este experimento se disefi6 una construccion que llevara 2 genes
mosquitocidas de Bri, para ser insertados en el vector pCAMBIA1301. Los genes
mosquitocidas se insertaron en el vector pPCAMBIA1301, por medio de una estrategia de
clonacioén direccional en el plasmido vector, cortando el DNA del vector (pCAMBIA1301)
y del inserto (fragmento cry4A4-4B en pHT652) con dos enzimas de restriccion que

reconocen secuencias en ambos DNA (ver mas adelante).

Posteriormente se purificaron las digestiones, del DNA del inserto por extraccion
con fenol: cloroformo y precipitacion con etanol, y del vector por centrifugacion con
columnas de MICROCON (Centrifugal Filtres Devices. Millipore). La mezcla de la
reaccion de ligacion se prepard con una relacioén 3:1 con respecto al DNA del inserto y del

vector (750 ng del inserto y 250 ng del vector) y se incub6 a 16°C durante 12 h.

De las diversas estrategias probadas, se obtuvieron dos construcciones que

produjeron colonias recombinantes, y que son las tinicas que a continuacion se describen:
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Construccion 1. SstI-Sphl

La construccion 1 se realizo utilizando el plasmido pCAMBIA1301 al que se le
inserté un fragmento SstI-Sphl de 8.4 kb de la construccion pHT652, que codifica para los
genes cry4A y cry4B, bajo el control de su propio promotor. Se disefié una construccion

cuyo marcador de seleccidn para bacterias es kanamicina y para plantas es higromicina.

Construccion 2. SstI-HindIII

La construcciéon 2 se realizo utilizando el plasmido pCAMBIA1301 al que se le
insertd un fragmento Sstl — HindIII de aproximadamente 8.4 kb de la construccién pHT652
que codifica para los genes cry4A y cry4B, bajo el control de su propio promotor. Se disefié
una construccion que tiene como marcador de seleccion a la kanamicina en bacterias, e

higromicina para plantas.

5.5.5 Transformacion por electroporacion de E. coli con la ligacion 1301-4A-4B

Se electroporaron 50 pl de células electrocompetentes de E. coli cepa DH5a con 2
ul de la reaccion de ligacion 1301-4A-4B. La electroporacion se realizé por duplicado para
cada construccion, usando una celda como testigo negativo (agua en lugar de DNA) y otra
celda con el DNA de la construccién. Las colonias transformadas que crecieron en las
placas se sembraron en medio liquido LB complementado con Km (50 pg/ml) para luego
aislar el DNA plasmidico. Las cepas electrotransformadas se analizaron para detectar la
presencia de los genes recombinantes, mediante la caracterizacion del tamafio del plasmido

y sus patrones de restriccion (Sambrook y Russell 2001).

5.5.5.1 Extracciéon de DNA de células recombinantes de E. coli. Para la extraccion
de DNA se empled una técnica rapida de minipreparacion de plasmidos (TENS, descrita

anteriormente) de las células de E. coli transformantes que crecieron bajo la seleccion.

5.5.5.2 Analisis de restriccion. El plasmido de las células de E. coli transformantes
se sujetd a un analisis de restriccion, para lo cual el DNA de E. coli fue digerido con la
enzima Xhol para comprobar que la construccion llevara el fi’agmento que codifica para la

resistencia a higromicina (antibidtico usado para la seleccidon después del bombardeo).
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5.5.5.3 Andlisis por PCR para el escrutinio de las construcciones. Para comprobar
que las construcciones contuvieran los genes cry44 y cry4B se utilizé un analisis por PCR
(método detallado anteriormente en seccion 5.3.9). Para lo anterior se usaron los siguientes

oligonucledtidos iniciadores para la deteccion 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 detecciéon 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 consistié de un paso de desnaturalizacion inicial de 94°C por
5 min, seguido de 25 ciclos que incluyeron una desnaturalizacién a 94°C por 30 seg, un
alineamiento a 66°C por 30 seg y una sintesis a 72°C por 30 seg, y finalizando con un paso
de extensién de 7 min a 72°C. Los datos del PCR para amplificar el gen cry44, ya fueron

proporcionados anteriormente en el texto.
La visualizacién del resultado del PCR se realizd 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 sé6lo con el vector pPCAMBIA1301.

5.5.5.4 Midi-preps del recombinante. La midi-preparacién de plasmidos se realizé

con el Kit Plasmid Midi-Kit de QIAGEN, cuya técnica se describié anteriormente.

66



5.5.6 Transformacién por biobalistica de P. animalis con la construccion p1301-4A-4B

5.5.6.1 Bombardeo con microparticulas. Se bombardearon 30 placas con cultivo de
la cianobacteria P. animalis creciendo sobre filtros Millipore ademas de 10 placas usadas
como testigo negativo. Se usaron 3 estrategias para el bombardeo de la cianobacteria,
destinandose 10 placas para cada estrategia de transformacion. En todas se utilizd el

Sistema Biobalistico de Helio, PDS1000 de alta presién.

Estrategia 1.
Se bombardearon 10 placas con el DNA de la construccion 1, obtenida al insertar

los genes mosquitocidas en los sitios SstI-Sphl de pPCAMBIA1301.

Estrategia 2
Se bombardearon 10 placas con el DNA de la construccion 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 construccion 1 mas
el plasmido pHT652.

3.2 Se bombardearon 5 placas con una mezcla del DNA de la construccion 2 mas
el plasmido pHT652.

5.5.6.2 Pruebas de seleccion de los transformantes. Las pruebas de seleccion de las
cianobacterias transformantes se iniciaron a los dos dias después del bombardeo,
cambiando los filtros Millipore de las placas con medio ASN-10 a placas con medio
complementado con el antibiético para la seleccion (higromicina a 25 pg/ml). Las
membranas se subcultivaron semanalmente en placas nuevas. Los filamentos que
demostraban tener un mejor crecimiento, y que podian considerarse posibles clones
transgénicos, se transfirieron individualmente a placas por separado. Luego de la etapa de
seleccion en medio sélido, los cultivos mas destacados en crecimiento se pasaron a la etapa

de seleccion en medio liquido.
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Para acelerar la obtencion de clones transgénicos y la mortalidad de todo el
material no transformado, se incrementd la presion de seleccién, probando diferentes
concentraciones de higromicina (50 pg/ml, 100 pg/ml, 150 pg/ml y 300 pg/ml) en uno de
los posibles clones que mejor respondid a la primera etapa de seleccion. Una vez que se
comprobo que los clones fueron capaces de sobrevivir a una mayor presion de seleccion, se
transfirieron todas las cianobacterias que fueron bombardeadas a una mayor concentraciéon

de antibiotico.

5.5.6.3 Aislamiento de DNA genémico. El DNA gendémico de las cianobacterias
transformadas se aislé con el kit Plant DNAzol® Reagent de Invitrogen, de acuerdo al

protocolo descrito anteriormente.

5.5.6.4 Identificacién de los clones transgénicos por analisis PCR. Para comprobar
que las cianobacterias bombardeadas que sobrevivieron a la etapa de seleccion contenian
los genes mosquitocidas cry4A4 y cry4B, se llevo a cabo un analisis por PCR, usando los
iniciadores y las condiciones de amplificacion antes mencionadas y siguiendo el método

descrito en seccion 5.3.9.

5.5.6.5 Analisis tipo “Southern blot”. El DNA genémico (100 pg) de las
cianobacterias bombardeadas se digirié con las enzimas SstI-HindlIIl, las enzimas que
flanquean el fragmento que codifica para los genes mosquitocidas cry44 y cry4B. El
producto de la digestion se fracciond en un gel de agarosa al 1% y luego se transfirié a una
membrana de nylon Hybond-N" (Amersham Pharmacia biotech) usando amortiguador 2X
SSC (20X SSC: 3M NaCl, 300mM NaCi pH 7) (Southern 1975). La transferencia,
hibridacién, fevelado y registro de la imagen del patréon de hibridacién se realizaron

siguiendo el protocolo descrito en la seccién 5.3.10.

5.5.6.6 Pruebas de toxicidad con larvas de Ae. aegypti. La cianobacteria
transformante con ambos genes mosquitocidas se sujeté a bioensayos con larvas de II
estadio de Ae. aegypti las cuales se agregaron a recipientes desechables de plastico

conteniendo agua destilada en un volumen total de 100 ml. El cultivo de P. animalis
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recombinante se usé a una D.O. . 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 s6lo al vector pPCAMBIA1301. La mortalidad se determiné cada 24 h.

5.5.6.7 Pruebas de susceptibilidad con larvas de Anopheles albimanus. Una prueba
definitiva de la expresion de las proteinas toxicas en las cianobacterias recombinantes, fue
la realizacion de bioensayos con larvas del mosquito An. albimanus. Para esto, se realizaron
pruebas con grupos de 20 larvas de II estadio de An. albimanus con el cultivo de P.
animalis recombinante y se compard 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 usé a una D.O. ., de 1.6 células en promedio, y

transcurridos 20 min, se adicionaron a recipientes desechables de plastico con agua

destilada a un volumen total de 100 ml. La mortalidad se determiné cada 24 h.

5.5.6.8 Cortes histoldgicos con larvas de mosquitos. Con el objeto de corroborar €l
efecto que la cianobacteria conteniendo los genes mosquitocidas cry44 y cry4B de Bti
causoé 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, asi como larvas
testigos (del insectario y sin exposicién a la cianobacteria mosquitocida). Las larvas se
colocaron en el liquido fijador AFATD (75 ml de etanol al 96%, 10 ml de formaldehido, 5
ml de acido acético, 10 ml de dimetilsulféxido, y 1g de acido tricloroacético). La duracién
de la fijacion fue de 24 a 72 h, al término de la fijacién, el fijador se elimind 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 soluciéon compuesta de 2/3 de etanol absoluto y 1/3 de Hemo-De por
30 min, luego a una solucién 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 realizé la inclusién en parafina.

La inclusién en parafina consistié de tres cambios de parafina del mismo punto de

fusién (de 58° a 60°C) de una hora cada uno, en una estufa a 60°C. Posteriormente se
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realizé la inclusion, orientando cada larva de forma horizontal en moldes pequefios de
microscopia electronica conteniendo parafina del mismo punto de fusion, caliente y limpia.
Este procedimiento se efectué fuera de la estufa y con la ayuda de un microscopio
estereoscopico. 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 histologicos seriadbs, de diferentes
grosores (20, 15, 12 um). Los cortes histolégicos se colocaron extendidos sobre un
portaobjetos, después se desparafinaron en Hemo-De por 1 h, para al final ser montados en
un portaobjetos con solucion 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 OBTENCION DE CULTIVOS AXENICOS

6.1.1 Eliminacion de contaminantes

La estrategia de obtencion de cultivos axénicos inicié con una separacion de los
principales contaminantes del cultivo por medio de lavados por centrifugacion. En una serie
de pruebas preliminares se observo que a bajas fuerzas de centrifugacion se formé una
pastilla muy suave de filamentos, dificil de aislar por decantaciéon. En cambio cuando se
aplic6 una fuerza mayor de centrifugacion se precipitaron la mayoria de los contaminantes
y se facilitdé separar sélo los filamentos. Es asi que las condiciones O&ptimas de
centrifugacion se establecieron a 10,000 rpm (11,963 g) por 10 min. Este procedimiento
elimind la mayoria de los contaminantes que no se encontraron suspendidos en el cultivo de
la cianobacteria, cuando se repitid varias veces hasta que el sobrenadante aparecid

transparente. El proceso también ayudo a concentrar los cultivos para el siguiente paso.

6.1.2 Pruebas de fragmentacion de los filamentos

Para fragmentar los filamentos de la cianobacteria se probé una serie de
procedimientos dentro de los que se incluyen, la aplicacién de vortex a un cultivo
adicionado con perlas de vidrio, aspersién con alta presion, gradientes de Percoll,
sonicacion en bafio de agua, entre otros. El uso de un sonicador de pistilo resulté ser la
técnica mas eficiente para fragmentar los filamentos cianobacteriales. Con el sonicador de
pistilo se probaron diferentes combinaciones de potencias, nimeros de ciclos, longitudes de
sonicacion y periodos de descanso. Las condiciones de sonicacién éptimas elegidas fueron
aquellas en las que la mayoria de los filamentos mostraron de 1 a 3 células y sin que se
presentara dafio al filamento. La fragmentacién por sonicacion se establecié 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 sonicacidn las muestras fueron mantenidas sobre hielo. Los
fragmentos que fueron inoculados en medio ASN-10 sélido desarrollaron filamentos

normales.

71



6.1.3 Lavados por filtracion de los filamentos fragmentados

La mayoria de los contaminantes que estuvieron fuertemente adheridos a la
envoltura de los filamentos, se eliminaron al realizar la filtracion al vacio a través de filtros
millipore de 8 pm de poro y pasando un exceso de agua desionizada estéril a través de la
membrana. Aunque todavia se presentd contaminacién en la muestra, el monitoreo de
crecimiento bacterial en medio LB, indicé una reduccién substancial de las bacterias

asociadas.

6.1.4 Tratamiento con antibiéticos

Los cultivos se sometieron a un tratamiento con antibidticos para eliminar los
contaminantes que aun permanecian en los filamentos. De los 5 antibidticos probados,
eritromicina causé la mayor inhibicion de crecimiento de la cianobacteria, y kanamicina el
mas bajo (Fig. 5). La mayoria de los antibiéticos mostré una relacién inversa entre
crecimiento y concentracion de antibidticos (Fig. 5), observandose una decoloracion de los
filamentos (amarillamiento) en las 2 concentraciones mdas altas. De acuerdo a estos
resultados, se llevéd a cabo una estrategia de tratamiento serial con los antibidticos, de la
cual se excluyé a la eritromicina. El tratamiento inicié con una aplicacion de carbenicilina
(100 pg/ml), seguida por estreptomicina (100 pg/ml), luego cloranfenicol (100 pg/ml) y
por ultimo kanamicina (150 pg/ml). Cada antibiético se dejoé actuar por 24 h y luego se

elimind por filtracion.

6.1.5 Aislamiento de fragmentos individuales

Después de seguir todos los procedimientos descritos anteriormente, los filamentos
fragmentados ain mostraron una minima presencia de contaminacién bacterial. Por lo
anterior, de una muestra tratada de la forma ya descrita, se tomaron fragmentos individuales
(o los minimos posibles), los cuales se aislaron por dilucién serial y se cultivaron
separadamente en pozos de cajas de microtitulacion (96 pozos). Los mini-cultivos de las
cajas de microtitulaciéon se monitorearon y se encontrd a casi la mitad de las muestras con
contaminacion bacterial visible por observacion 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 liquido ASN-10 y se monitoreé por 10 dias para
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CRECIMIENTO CIANOBACTERIAL

detectar cualquier posible contaminacién. Los cultivos axénicos obtenidos se mantuvieron

creciendo bajo condiciones asépticas.

ERITROMICINA

ESTREPTOMICINA

5 10 15 20 25

KANAMICINA

CARBENICILINA

5 10 15 20 25

CLORANFENICOL

5 10 15 20 25

DIAS

—¢— 0 pgiml

—&— 10 pgiml
—&— 25 pgiml
—6— 50 p/ml

—24— 100 pinl
—B—130 pinl
—&— 300 pinl

Fig. 5 Pruebas de susceptibilidad de Phormidium animalis al tratamiento con cinco
antibidticos. Cultivos mantenidos en medio ASN-10 s6lido durante un periodo de 22 dias.
El crecimiento fue registrado como el porcentaje de cobertura de los filamentos sobre la
superficie de la caja petri.
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a Cultivo Silvestre

Phormidium animalis
medio ASN-10

Y 28+2°C, 12 h luz- 12 h obscuridad

3 - 6 Lavados por
centrifugacion
10 min a 10,000 rpm

~
L Fragmentacion por sonicacién a 40
Watts, dos veces de 30 seg con un
intermedio de 10 seg de reposo

Limpieza por filtracién en filtros
de 47 mm y poro de 8.0 pm

Tratamiento en “cascada” de antibidticos:
Cba 100 pg/ml, Sma 100 pg/ml, Cm a
100 pg/ml y Km a 150 pg/ml

Aislamiento de fragmentos individuales
diluciones seriales (1:19, 1:9, 1:3, 1:1 y 3:1)
a cajas de microtitulacion (96 pozos)

Fig. 6 Estrategia de aislamiento para la obtencion de cultivos axénicos de P. animalis.
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6.2 TRANSFORMACION BIOBALISTICA DE P. animalis CON VECTORES DE
CLONACION DE PLANTAS

6.2.1 Transformacién y seleccion de los recombinantes

A los 4 meses de la seleccion en placas de las transformantes, se observé un
crecimiento notable de los cultivos bombardeados con los vectores pCAMBIA1301 y
pWRGI1515, resistentes a higromicina. No se observo crecimiento en los filamentos
bombardeados con los vectores pBarGus y pB1426, 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-10 complementado
con antibidtico. Después de 12 a 14 subcultivos semanales se obtuvieron 60 colonias
resistentes a la higromicina, las cuales se transfirieron a medio liquido con antibidtico para
incrementar la poblacion de la cianobacteria recombinante. La etapa de seleccion en medio
liquido se mantuvo por un periodo de 2 meses (8 sub-cultivos) observandose que solamente

29 colonias bombardeadas sobrevivieron a esta seleccion adicional.

a) b)

Fig. 7 Cultivo transformado y testigo negativo de P. animalis. a) cultivo transformado con
pCAMBIA1301, usando microparticulas de tungsteno M-5; b) cultivo silvestre
bombardeado con microparticulas M-5 sin el vector. Ambos fueron seleccionados en 25
mg/1 higromicina.
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Se detect6 una diferencia con respecto al nimero de clones resistentes obtenidos
entre los vectores pPCAMBIA1301 y pWRG1515 (Tabla 2). Durante la primera etapa de

seleccién en placa se obtuvieron 36 y 24 clones de los filamentos bombardeados con

pCAMBIA1301 y pWRGI1515, respectivamente. Para la segunda etapa de seleccion en
medio liquido, sobrevivieron 22 clones del pPCAMBIA1301 y 7 clones del pWRG1515. A

pesar de estas diferencias obvias entre los vectores, no fue posible calcular la eficiencia de

transformacion, debido a que esta cianobacteria no forma colonias individuales definidas.

Tabla 2. Cianobacterias transformadas por biobalistica con los plasmidos pPCAMBIA1301 y
pWRGI1515, y nimero de muestras positivas por el analisis de PCR a la presencia del gen

gusA.
Placa Tamaiio de Muestras PCR
bombardeada Vector microparticula | en seleccion | positivas
1 pWRGI1515 M-5 3 3
2 pWRGI1515 M-5 3 0
3 pWRGI1515 M-5 2 0
4 pWRG1515 M-5 3 X
5 pWRGI1515 M-10 4 4
6 pWRG1515 M-10 3 X
7 pWRG1515 M-10 3 0
8 pWRGI1515 M-10 3 0
TOTAL 24 7
17 pCAMBIA1301 M-5 5 3
18 pCAMBIA1301 M-5 3 2
19 pCAMBIA1301 M-5 5 5
20 pCAMBIA1301 M-5 3 X
21 pCAMBIA1301 M-10 3 2
22 pCAMBIA1301 M-10 3 2
23 pCAMBIA1301 M-10 10 4
24 pCAMBIA1301 M-10 -+ L
TOTAL 36 22
TOTAL GENERAL 60 29

Nota: X = eliminadas durante la seleccion
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Con respecto al tipo de microparticulas de tungsteno usadas, no se observo
diferencia entre los vectores y el tamafio de la microparticula empleada, ya que con ambas

se obtuvo un nimero similar de clones resistentes a la seleccion.

6.2.2 Analisis por PCR de las cianobacterias recombinantes

Este andlisis se us6 para monitorear durante el proceso de seleccion la presencia
del plasmido. En la primera etapa de seleccion se obtuvo el DNA de 51 clones que se
bombardearon con los vectores pCAMBIA1301 y pWRG1515, con el proposito de detectar
la presencia del gen gusA por PCR. La electroforesis en gel de agarosa al 1% de la mezcla
de reacciéon demostro la presencia de una banda a la altura esperada de 1,200 pb en 29 de
los clones (Fig. 8). No se observé amplificacion en la muestra de DNA de la cianobacteria

silvestre usada como testigo.

bp

1,636

1,018

Fig. 8 Producto de la amplificacion por PCR del gen gusA utilizando como molde DNA
proveniente de clones transformados con pCAMBIA1301. Carril 1, plasmido
pCAMBIA1301 (testigo positivo); carriles 2 a 7, clones transgénicos; carril 8, testigo
negativo (cepa silvestre); carril 9, testigo negativo (agua); y carril 10, Marcador de peso
molecular 1 Kb (Invitrogen).
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El analisis por PCR mostré amplificaciones positivas en 7 muestras bombardeadas
con el vector pWRGI515 y en 22 bombardeadas con pCAMBIA1301 (Tabla 2).
Concordantemente, todas las cianobacterias cuyas muestras de DNA no amplificaron por el
analisis de PCR, fueron gradualmente perdidas durante la segunda etapa de seleccion. Los
clones positivos por PCR mostraron un crecimiento estable y continuo bajo presion de

seleccion.

La eficiencia de transformacién en P. animalis no se pudo calcular, ya que la
cianobacteria no forma colonias definidas, ademas, debido a que es una cianobacteria de
tipo filamentoso, el nimero de células transformadas por filamento puede variar
significativamente. Para propdsitos practicos, la eficiencia de transformacién fue estimada
en base al nimero de clones transgénicos estables derivados de una placa bombardeada
(filamentos resistentes, aislados en medio selectivo, y clones positivos al escrutinio por
PCR). Cuando se usé el vector PCAMBIA1301 se obtuvieron 2.5 y 3 clones por placa con
microparticulas M-5 y M-10, respectivamente. Mientras que cuando se us6 pWRGI1515
so6lo se otuvieron 0.75 y 1 clon/caja para las microparticulas M-5 y M-10, respectivamente.
No se observo una diferencia significativa entre las microparticulas M-5 y M-10, ya que

ambas produjeron numeros similares de clones resistentes.

6.2.3 Analisis tipo Southern de las cianobacterias recombinantes

El analisis tipo Southern blot se realizé con el DNA de las cianobacterias
bombardeadas con el vector pPCAMBIA1301, debido a que este fue el vector que produjo el
mayor nimero de eventos de transformacidn estables. Como sonda se usé un fragmento
obtenido del vector que codifica para la resistencia a higromicina (gen AptII). La digestién
del DNA se realizé con la enzima Xhol, que esta flanqueando los extremos de la regién
Higromicina®. La hibridacién produjo una banda de 1,094 pb en las cianobacterias
transformadas; sin embargo, algunos clones mostraron poca (Fig. 9, carril 7) o ninguna
sefial (Fig. 9, carril 5). No se detectd hibridacion con el DNA de la cianobacteria silvestre
usada como testigo negativo (Fig. 9). Todas las muestras que produjeron hibridacion con el

gen hptll, también mostraron una amplificacion positiva con el gen gusA.
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Fig. 9 Andlisis tipo Southern blot de cepas de P. animalis transformadas con el pldsmido
pCAMBIA1301, usando como sonda el gen Aprll (HigR). a) Electroforesis en gel de
agarosa del DNA genémico digerido con Xhol; b) andlisis Southern conteniendo el
fragmento de 1,094 pb del gen Aprll. Carriles 1 a 5 y 7, colonias transformadas; carril 6,
DNA de la cepa silvestre (testigo negativo); carrril 8, pPCAMBIA1301 digerido con Xhol
(testigo positivo).

6.3 TRANSFORMACION BIOBALISTICA DE P. animalis CON EL GEN
MOSQUITOCIDA cry4A4

6.3.1 Transformacién y seleccién de las células recombinantes de E. coli

Se disefi6 una construccién de 16,104 pb utilizando el plasmido pPCAMBIA1301 al
que se le insert6 un fragmento Sstl — Pstl de 4.3 kb que incluye al gen cry44, bajo el
control de su propio promotor (Fig. 10).
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EcoRlI, Sstl Pstl, Sphl, Hind III
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Cry4A (4.3 kb) .
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Fig. 10 Fragmento del mapa simplificado de la construccion p1301-4A de 16.104 kb,
conteniendo el fragmento Sstl-Pstl de 4.3 kb que codifica para el gen cry44 insertado en
pCAMBIA1301.

La amplificacion de la construccion pl1301-4A se realizo en células de E. coli. El
DNA plasmidico, aislado de las células recombinantes que sobrevivieron a la seleccion, se
sujetd a un andlisis de restriccion para verificar que el fragmento que codifica para el gen
cry44 se insert6 en el vector, y que ademas llevara el fragmento que codifica para la
resistencia a higromicina, proveniente del vector. Se comprobo6 la presencia del fragmento
que codifica para la resistencia a higromicina al digerir el DNA con la enzima Xhol y la
presencia del gen cry4A4 al digerir con las enzimas Sstl — Pstl. El analisis de restriccion de
los plasmidos de las células recombinantes de E. coli se observd en un gel de agarosa al 1%
y se corrobor¢ la presencia de bandas a la altura de 1,094 pb que corresponde al gen Aprll

(resistencia a higromicina) y de 4.3 kb correspondiente al gen cry4A4.
Adicionalmente, por medio de un analisis por PCR se corrobord que la

construccion llevara el gen cry4A4. En un gel de agarosa al 1% se demostré la amplificacién

de esta region (1,529 pb) en la construccion p1301-4A (Fig. 11), comprobando asi que el

80

Sphl



plasmido pPCAMBIA1301 lleva el gen mosquitocida. Con esta construccion se llevo a cabo

la transformacion por biobalistica de la cianobacteria.

1.529pb

Fig. 11 Analisis por PCR de la construccion p1301-4A con iniciadores para el gen cry44,
mostrando amplificacion a la altura de 1,529 pb. Carril 1, p1301-4A; 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 Transformacion por biobalistica de P. animalis con la construccién p1301-4A
Para la transformacion 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 dias del disparo a medio selectivo
ASN-10 complementado con higromicina (25 pg/ml). Los testigos negativos que no
llevaban la construccion y por lo tanto no contenian el gen de resistencia a higromicina, se
eliminaron en la primera etapa de seleccion en medio solido. Las cianobacterias que se
bombardearon con la construccion pl1301-4A, y con el vector pPCAMBIA1301 (testigo

positivo), crecieron favorablemente en la seleccion en placa.
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Conforme aumenté el crecimiento de las cianobacterias en seleccion, se aislaron y
cultivaron de manera individual aquellos filamentos que demostraron tener un mejor
crecimiento y que podian considerarse posibles clones transgénicos. Durante la etapa de
seleccion en placa se obtuvieron 40 poblaciones que sobrevivieron al antibidtico. Se
observé que entre mayor fue el crecimiento de la cianobacteria en el momento del
bombardeo (ligero, medio y abundante), se obtuvo mayor sobrevivencia al antibiotico en
las pruebas de seleccion con 10, 13 y 17 placas, respectivamente (Tabla 2). A los cultivos
de las poblaciones que destacaron en la seleccion en placa, se les identifico6 como una
poblacién nueva y se pasaron a la etapa de seleccion en medio liquido en donde, al final,
s6lo sobrevivieron algunas de las cianobacterias que tuvieron un mayor crecimiento al

momento del bombardeo.

6.3.3 Identificacién de las cianobacterias transgénicas por PCR

Se llevé a cabo un escrutinio por PCR de las cianobacterias que se bombardearon
con la construccion p1301-4A, y que sobrevivieron a la etapa de seleccion. El analisis por
PCR con iniciadores especificos para la deteccion del gen cry4A4, debe amplificar un
producto de 1,529 pb. La visualizacién en geles de agarosa al 1% del resultado del PCR
~ mostrd, que las muestras analizadas de la cianobacteria P. animalis produjeron una
amplificacion pero no a la altura esperada, sino menor, aproximadamente de 750 pb (Fig.
12). No se produjo amplificacion 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 sélo con el plasmido pCAMBIA1301), por lo que los

oligonucledtidos amplificaron sélo en aquellas muestras que llevan al gen cry44.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Fig. 12 Analisis por PCR con iniciadores para el gen cry44 en colonias transformadas de P.
animalis. El carril 1, construccion p1301-4A (testigo positivo) mostré amplificacion a la
altura esperada de 1,529 pb. Los carriles 2-6, clones transformados con pl1301-4A,
amplificaron aproximadamente a los 750 pb. Carril 7, testigo negativo (cepa silvestre);
carril 8, testigo negativo (agua); carril 9 testigo negativo (pPCAMBIA1301), y carril 10,
Marcador de peso molecular 1 Kb (Invitrogen).

Al realizar la corroboracion de la transformaciéon por PCR de las 16 muestras
originalmente bombardeadas con la construccion p1301-4A, se observaron resultados
diferentes a los obtenidos con las primeras poblaciones seleccionadas, ya que no se obtuvo

amplificacion en ninguna de las muestras analizadas.

Fue notorio que las cajas con un crecimiento abundante de filamentos fueron las
mas exitosas en la transformacion por biobalistica y en las pruebas de seleccion, ya que el
analisis por PCR mostré amplificacion para el gen cry44 en 8 de las colonias analizadas, a
diferencia de las cajas que tenian 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 transformacion en la cianobacteria con el gen mosquitocida
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cry4A fue menor (0.75 clones/caja) que cuando se bombarded a la cianobacteria sélo con el

vector pPCAMBIA1301 (2.5 clones/caja).

Tabla 3. Cianobacterias bombardeadas por el método de biobalistica con la construccion
p1301-4A. Resultados del numero de muestras obtenidas en la seleccién, y nimero de
clones positivos por el analisis de PCR para la presencia del gen cry44.

Placa Nivel de Muestras PCR
bombardeada Crecimiento en seleccion | positivas

7 Poco crecimiento 2 0
8 Poco 1 0
9 Poco 2 0
10 Poco 2 0
11 Poco 3 1
TOTAL 10 1

12 Medio 2 0
13 Medio 2 0
14 Medio 3 1
15 Medio 2 1
16 Medio 2 1
17 Medio 2 0
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 numeros de placas 1 a 6, correspondieron a los testigos positivos
transformados con pCAMBIA1301, y por lo tanto, no se efectué PCR para identificar el
gen cry. Las placas 23 a 28 fueron testigos negativos que murieron durante el proceso de
seleccion. Todas estas placas fueron omitidas en la tabla.

6.3.4 Pruebas de toxicidad de la cianobacteria transgénica contra larvas de Ae. aegypti

Se realizé un experimento de ventana bioldgica con larvas de Ae. aegypti de III
estadio a las cuales se les aliment6 con diferentes volimenes (0.5, 1.0, 2.0, y 5.0 ml) de un
cultivo de la cianobacteria bombardeada. Después de una hora de exposicion al cultivo, no

se detectd ningun efecto sobre las larvas en ninguno de los volumenes usados. Se repitié el
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bioensayo con la cianobacteria, comparandolo contra un testigo positivo en el que se aplico
una muestra de Cry4A (cristal puro de la proteina a una concentraciéon de 4 pg/ul). No se
report6 mortalidad en ninguno de los tratamientos probados, y contrario a lo esperado,
tampoco hubo mortalidad en el testigo positivo en el que se aplico la proteina
mosquitocida. Por lo anterior, se decidi6 llevar a cabo las pruebas de susceptibilidad con
larvas de estadios tempranos y no maduros, y ademas usando un volumen de 5 ml del
cultivo de la cianobacteria, que fue el volumen mas 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 permitié alimentarse con 0.20 g de peso humedo de las
cianobacterias bombardeadas que se adicionaron a un volumen total de 100 ml de agua
destilada. El bioensayo mostré 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 decidio incrementar la presién de seleccion a los cultivos de las
cianobacterias. Para lo anterior, se increment6 la concentracion del antibi6tico con el objeto
de acelerar la seleccion total de los clones transgénicos y asegurar la eliminacion (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 sélo quedaran las células
transformadas y con actividad mosquitocida. Se realizaron de nuevo las pruebas de
susceptibilidad, pero ahora con el material que sobrevivié a la etapa de mayor presion de
seleccion. Los resultados obtenidos en este segundo bioensayo mostraron porcentajes de
mortalidad larvaria mas elevados que en el primer experimento, atn asi, los porcentajes de
mortalidad no fueron del 100%, sino de un promedio de 45.83% en los clones probados. No
se observo mortalidad en los testigos que fueron alimentados con la cianobacteria silvestre,
ni en los testigos alimentados con la cianobacteria que llevaba s6lo al vector
pCAMBIA1301, por lo que la mortalidad reportada durante los bioensayos sélo 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 cry44 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-1301 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 TRANSFORMACION DE P. animalis CON LOS GENES cry44 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 cry4A4 y cry4B, se realizaron bioensayos con larvas de Ae. aegypti. Los
bioensayos se llevaron a cabo con 20 larvas de TII estadio de Ae. aegypti y se determiné el
porcentaje de mortalidad a las 2 h de aplicado el tratamiento, encontrandose un 30% de
mortalidad larvaria. E1 100% de mortalidad se obtuvo a las 12 h de aplicado el tratamiento.
Una vez verificada la toxicidad de la cepa, se trabajo con ella. Las colonias de Bti se
cultivaron en medio liquido Spizizen (complementado con dextrosa al 50% y eritromicina a
una concentracion de 25 pg/ml) y de este cultivo se realizo el aislamiento de los plasmidos

de Bti.

6.4.2 Clonacion de los genes cry4A y cry4B en el vector pCAMBIA1301
Anteriormente, los genes mosquitocidas cry44 y cry4B fueron subclonados en el

vector pHT315, originando la construccion pHT652 (Delécluse et al. 1993). El gen cry44
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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 pPCAMBIA1301, 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 EcoRlI, Sstl Sphl, Hind III

/

-

Hig"

SR

cry4A-4B (8.4 Kb) pVS! sta

CaMV35S

Fig. 13 Fragmento del mapa de la construccion p1301-4A-4B de 16.98 kb, conteniendo el
fragmento Sstl-Sphl de 8.4 kb que codifica para el gen cry44 y 4B insertado en
pCAMBIA1301.

CaMV35S
Xhol EcoRlI, Sstl Hind 11 Gus
Sphl
/ N/ |
[ 4
cry4A-4B (8.4 Kb)
Hig"
CaMV35S Lac Z alpha

Fig. 14 Fragmento del mapa de la construccion p1301-4A-4B de 20.19 kb, conteniendo el
fragmento HindIII-Sstl de 8.4 kb que codifica para el gen cry44 y 4B insertado en
pCAMBIA1301.
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De las diversas estrategias probadas para disefar la construccion con los dos genes
mosquitocidas de Bti, se obtuvieron dos construcciones que produjeron colonias
recombinantes. La construccion 1 (p1301-4A-4B-1, Fig. 13) se obtuvo cortando el
fragmento cry4A4-4B con las enzimas Sstl-Sphl y ligandolo en los mismos sitios del vector
pCAMBIA1301. La construccion 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
multiple de clonacion del vector pPCAMBIA1301.

Las células de E. coli que se transformaron con el producto de la ligacion se
seleccionaron en Km. Posteriormente, se verificO que el fragmento que confiere la
resistencia a higromicina se encontrara contenido en las construcciones, por medio de un
analisis de restriccion con el DNA plasmidico aislado de las células recombinantes que
sobrevivieron a la seleccion. El patréon de bandeo de la digestion reveld una banda a la

altura de 1,094 pb que corresponde al fragmento de resistencia a higromicina (Fig. 15).

1.094pb

Fig. 15 Analisis de restriccion de las células recombinantes de E. coli con la enzima Xhol.
Carril 1, colonia recombinante que lleva la construccion 1 (p1301-4A-4B-1); Carril 2,
colonia recombinante que lleva la construccion 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 Analisis por PCR de las construcciones 1 (p1301-4A-4B-1) y 2 (p1301-4A-4B-2).
Carril 1, construccion 1 y carril 2, construccion 2; ambos muestran amplificacion a la altura
de 1,529 pb con los iniciadores especificos para el gen cry44. Carril 3, construccion 1 y
carril 4, construccion 2; mostrando amplificacion con los iniciadores especificos para el gen
cry4B ala altura de 1,951 pb. Carril 5, Marcador de peso molecular 1 Kb (Invitrogen).

La visualizacion en geles de agarosa al 1% del resultado del PCR, efectuado a las
construcciones con la combinacion de genes mosquitocidas, nos indico que las muestras de

DNA de las construcciones analizadas portan los genes cry44 y cry4B (Fig. 16).

6.4.3 Transformacion por biobalistica de P. animalis con la construccion p1301-4A-4B

Debido a que no se podia conocer cual de las dos construcciones seria mas
eficiente para transformar a la cianobacteria, se realizé el bombardeo de la cianobacteria
con las dos construcciones que llevan los genes cry44 y cry4B. Se planearon 3 estrategias
para el bombardeo de la cianobacteria con las construcciones que portan los genes
mosquitocidas, destinandose 10 placas para cada estrategia de transformacion y 10 placas

se usaron como testigo negativo.

Estrategia 1
Se bombardearon 10 placas con el DNA de la construccion p1301-4A-4B-1,

obtenida al insertar los genes mosquitocidas en los sitios SstI-Sphl de pPCAMBIA1301.
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Estrategia 2
Se bombardearon 10 placas con el DNA de la construccion pl301-4A-4B-2,
obtenida al insertar los genes mosquitocidas en los sitios HindIII-SstI de pPCAMBIA1301.

Estrategia 3

Estrategia 3.1. Se bombardearon 5 placas con una mezcla del DNA de la
construccion p1301-4A-4B-1 mas el DNA del plasmido pHT652.

Estrategia 3.2. Se bombardearon 5 placas con una mezcla del DNA de la
construccion p1301-4A-4B-2 mas el DNA del plasmido pHT652.

Las pruebas de seleccion se iniciaron a los dos dias después del bombardeo,
cambiando los filtros Millipore de las placas con medio ASN-10 a placas con medio
complementado con higromicina a una concentracion de 25 pg/ml. Los filamentos que
demostraron tener un mejor crecimiento y que podian considerarse posibles clones

transgénicos, se transfirieron a placas por separado.

A las cuatro semanas de iniciadas las pruebas de seleccion, los filamentos
bombardeados con las construcciones se encontraron creciendo favorablemente en el medio
selectivo, lo cual indicé que la construccion se insert6 en la cianobacteria y que sobrevivié
en el antibidtico por llevar el gen de resistencia que le confiere el vector pPCAMBIA1301.
Contrariamente, las muestras testigo empezaron a decolorarse por su exposicion al

antibidtico.

Se aprecié 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 seleccion en placa, con 62 cianobacterias
bombardeadas que sobrevivieron a la seleccidn, en contraste con 28 de la estrategia 2 y 26

de la estrategia 1.

90



Para acelerar la seleccién de clones transgénicos y la eliminaciéon de todo el
material no transformado, se pasé a la etapa de seleccion en medio liquido, pero con un
incremento en la presion de seleccion, probando diferentes concentraciones de higromicina
(50 pg/ml, 100 pg/ml, 150 pg/ml y 300 pg/ml) en uno de los clones transgénicos que mejor
respondio a la primera etapa de seleccion. Debido a que la transformante probada respondié
favorablemente al incremento de seleccidon, se decidié incrementar la concentracién de
higromicina a 100 pg/ml para los clones que mejor respondieron a la seleccion, 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 combinacion de la construccion

p1301-4A-4B mas la construccion pHT652.

Después de comprobar que los clones transgénicos, producto de la estrategia 3,
sobrevivieron eficientemente a una alta concentraciéon de higromicina, se incrementd a
todos los cultivos en seleccion la concentracion de higromicina a 100 pg/ml, para
incrementar la presién de seleccion. En esta etapa de seleccion se reportd la muerte de los
testigos negativos (cianobacteria silvestre), por lo que se esperaba que las cianobacterias

que continuaron creciendo en seleccion llevaran la construccion que se les bombarded.

6.4.4 Identificacion de los clones transgénicos por PCR

Los clones transgénicos se analizaron por PCR para comprobar que contuvieran
los genes mosquitocidas cry44 y cry4B. Se observo que en 81 de los clones putativos se
amplificé la region 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 biobalistica se

transformé con éxito a la cianobacteria P. animalis.

La confirmacién de la presencia de los genes mosquitocidas en la cianobacteria P.
animalis se demostrd 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 amplificacion en el DNA del clon con
los iniciadores especificos para el gen gusA a la altura de 1,200 pb, otro producto de

amplificacién de 1,529 pb con los iniciadores especificos para el gen cry44 y, otro
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producto de amplificacion de 1,951 pb con los iniciadores especificos 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 pPCAMBIA1301. No
se observo amplificacion en ninglin testigo negativo cuando se usaron los iniciadores para
los genes cry. En el DNA de la cianobacteria transformada con el vector pPCAMBIA1301 se
observo amplificacion solo con los iniciadores para el gen gusA. Como un testigo positivo
se usod el DNA de la construccion p1301-4A-4B, el cual produjo una amplificacion similar

que el DNA de la cianobacteria bombardeada con la estrategia 3.2.

La eficiencia de transformacion de la cianobacteria con una combinacion de genes
mosquitocidas (cry4A4 y cry4B) fue estimada en 2.7 clones/placa, lo cual es mayor que la
eficiencia obtenida con la contruccion p1301-4A (0.75 clones/placa) y también mayor que
cuando se bombarde6 a la cianobacteria so6lo con el vector pCAMBIA1301 (2.5

clones/placa).

pb

1.951

1,529

1.200

Fig. 17 Analisis por PCR de un clon transgénico en el que se demuestra la amplificacion
para el gen gusA (1,200 pb), la amplificacion para el gen cry44 (1,529 pb) y. amplificacion
para el gen cry4B (1,951 pb). Carril 1, DNA de la construccion p1301-4A-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.



Tabla 5. Cianobacterias bombardeadas con las construcciones p1301-4A-4B-1 y p1301-4A-
4B-2, nimero de muestras obtenidas en la seleccién y niimero de clones positivos por el
analisis PCR para la presencia de los genes mosquitocidas.

Placa Construccion Muestras en PCR
bombardeada bombardeada seleccion Positivas
1 pl1301-4A-4B 1 2 0
2 pl1301-4A-4B 1 2 1
3 pl301-4A-4B 1 2 2
4 pl301-4A-4B 1 2 0
5 pl301-4A-4B 1 5 4
6 pl301-4A-4B 1 2 1
7 p1301-4A-4B 1 2 1
8 pl1301-4A-4B 1 4 4
9 p1301-4A-4B 1 4 4
10 p1301-4A-4B 1 1 0
TOTAL 26 17
11 p1301-4A-4B 2 2 0
12 pl1301-4A-4B 2 2 0
13 p1301-4A-4B 2 3 1
14 pl301-4A-4B 2 2 1
15 pl1301-4A-4B 2 2 1
16 pl301-4A-4B 2 2 1
17 pl301-4A-4B 2 3 1
18 pl301-4A-4B 2 6 6
19 pl1301-4A-4B 2 3 3
20 pl301-4A-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 0
24 pHT652+ p1301-4A-4B 1 2 0
25 pHT652+ p1301-4A-4B 1 8 6
26 pHT652+ p1301-4A-4B 2 4 3
27 pHT652+ p1301-4A-4B 2 5 4
28 pHT652+ p1301-4A-4B 2 3 2
29 pHT652+ p1301-4A-4B 2 6 3
30 pHT652+ p1301-4A-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 seleccion, no son incluidos en la tabla.
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6.4.5 Analisis tipo Southern blot

Se realizé un analisis Southern con el DNA de las cianobacterias que produjeron
un mayor numero de clones positivos por el andlisis de PCR (cianobacterias que se
bombardearon con la estrategia 3.2). En la membrana se observo sefial en el carril del
testigo positivo (construccion pl1301-4A-4B) y en los carriles con DNA de las
cianobacterias bombardeadas. No se observo sefial en el carril con el DNA de la
cianobacteria silvestre que se usé como testigo negativo, por lo que la sonda (productos de
amplificacion por PCR de los genes cry44 y cry4B) s6lo mostrd hibridacion con el DNA de

las cianobacterias que se bombardearon con los genes mosquitocidas (Fig. 18).

1.951 pb
1.529 pb

Fig. 18 Andlisis tipo Southern blot de P. animalis transformados, usando como sonda los
productos de amplificacion para los genes cry44 y cry4B. Carril 1, cianobacteria silvestre.
Carriles 2 a 8, colonias transformadas. Carril 9, DNA de la construccion p1301-4A-4B
(testigo positivo).

El patrén de hibridacion mostré un bandeo similar para el testigo positivo como
para las cianobacterias transgénicas, con dos bandas inferiores cercanas entre si que
corresponden a los productos de amplificacion del gen cry44 (1,529 pb) y. al gen cry4B
(1,951 pb). Ademas se present6 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 contenian a los genes cry44 y
cry4B son toxicas, se llevaron a cabo pruebas de toxicidad con larvas de los mosquitos Ae.
aegypti y An. albimanus, como se describi6 en la metodologia. Durante los bioensayos se
observd que las larvas alimentadas con las cianobacterias mosquitocidas presentaron
pérdida de movilidad y cambio de coloracion, torndndose mas obscuras entre las 24 y 48 h
de exposicion (Fig. 19). Todas las larvas de Ae. aegypti murieron a los 3 6 4 dias de
iniciado el bioensayo (Tabla 6a), y las larvas de An. albimanus entre el 4° y 6° dia de
exposicion (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 patréon de alimentaciéon normal. Se permitié que las larvas
testigo llegaran hasta el estado de pupa. Por medio del bioensayo se demostré 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), reportandose 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 cry44 y 4B de Bti. Resultados expresados como
porcentajes de mortalidad larvaria acumulada por dia.

P. animalis Mortalidad (%)
Dia 1 Dia 2 Dia3 Dia 4

Silvestre 0 0 0 0
P.animalis-1301 0 0 0 0
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
Clon 3 20.00 45.00 80.00 100
Clon 2 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 cry44 y 4B de Bti. Resultados expresados como
porcentajes de mortalidad larvaria por dia.

P. animalis Mortalidad (%)

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
Silvestre 0 0 0 0
P.animalis-1301 0 0 0 0
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 4833 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
Clon 2 8.33 33.33 93.33 100
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6.4.7 Histopatologia 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 aprecio el efecto de las toxinas recombinantes. El dafio en
el intestino medio de la larva se inicié con un ensanchamiento de la célula, la cual se
observé con forma de “pera” (Fig. 21). Conforme se avanzé en el tiempo de exposicion de
las larvas a la cianobacteria mosquitocida, se aprecié que las células del intestino
presentaron mayor tamafio, incluso con nicleos muy grandes (Fig. 22). En cortes de larvas
moribundas se observé que algunas secciones del intestino presentaron células hinchadas y
sin microvellosidades (Fig. 23), y en cortes de larvas muertas se aprecid a las células

reventadas y con el epitelio semidestruido (Fig. 24).

Los cortes histologicos de larvas usadas en las pruebas de susceptibilidad, y
colectadas en diferentes tiempos de exposicion a la cianobacteria mosquitocida, permitieron
corroborar el efecto que la cianobacteria conteniendo los genes mosquitocidas cry44 y
cry4B de Bti causo sobre el intestino medio al ser ingerida por las larvas. Se observo un
deterioro progresivo de la region del intestino medio de las larvas que se alimentaron de las
cianobacterias mosquitocidas, en comparacién 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

Alimento

Microvellosidades

Fig. 20 Corte transversal del intestino medio de una larva de Aedes aegypti sana. Se
observa a las células columnares de tamafio 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 nicleos grandes.

Células columnares

Fig. 23 Células columnares hinchadas y sin microvellosidades
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Células
destrozadas

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 dafiado, con células
columnares destrozadas.
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7. DISCUSION

En este trabajo se desarrolld, 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 biobalistica y
usando vectores de clonacién que normalmente han sido empleados para la transformacion
genética de plantas (pBarGus, pWRG1515, pPCAMBIA1301, y pB1426). La transformacion
mas exitosa de la cianobacteria se logré con el vector pCAMBIA1301, por lo que se
disefiaron en este vector las construcciones con uno y dos genes mosquitocidas
provenientes de la bacteria B. thuringiensis. Las cianobacterias transformadas con la
construccion pl1301-4A demostraron poca actividad larvicida, con un porcentaje de
mortalidad promedio de 45.83%, en bioensayos con larvas de Ae. aegypti. En otro
experimento de transformacion con construcciones que llevaban los genes cry44 y cry4B,
se observé que varias de las cepas transgénicas de la cianobacteria P. animalis fueron
toxicas tanto contra larvas de mosquitos Ae. aegypti como de An. albimanus, observandose
el 100% de mortalidad. Con este trabajo se demostré 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 contaminacidn con bacterias, protozoarios, levaduras, rotiferos,
y otros microorganismos; incluso, en los cultivos in vitro de la cianobacteria en medio
ASN-10, se desarrollaron pequefias comunidades de microorganismos. Por lo anterior, se
hizo necesario (aunque laborioso) obtener cultivos axénicos de la cianobacteria con los
cuales trabajar en los experimentos de transformacion. 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 desarrollé 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 et al. 1997); sin embargo, el aislamiento de filamentos
individuales de P. animalis requirié de una combinacion de técnicas, asi como el desarrollo
de nuevas estrategias. Por ejemplo, la eliminacién de microorganismos contaminantes por
medio de lavados por centrifugacion es uno de los métodos mas comunes que eliminan la
mayoria de los protozoarios y algunas bacterias, ademas 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 present6 dos principales obstaculos para la eliminacion de las bacterias
asociadas: 1) sus filamentos largos hacian practicamente imposible eliminar a todas las
bacterias asociadas a lo largo de toda la extension del filamento, y 2) la envoltura
mucilaginosa de los filamentos, especificamente el mucus que secreta esta cianobacteria
durante su movimiento, mantenia fuertemente adheridas a las bacterias (Lange 1976, '
Humphrey et al. 1979). Estos problemas se superaron cuando se llevd a cabo la
fragmentacién de los filamentos por medio de sonicacidén, y con una combinacion de
lavados por filtracion y tratamiento con antibidticos. La fragmentacion en bafio de agua se
empled previamente para fragmentar los filamentos de la cianobacteria Anabaena variabilis
(Currier et al. 1977); sin embargo, no fue efectiva para P. animalis, incluso cuando se
sometio el cultivo a periodos de sonicacién de hasta 15 min de duraciéon. El sonicador de
pistilo, aunque severo, fue muy eficiente para fragmentar los filamentos con un minimo de
dafio celular. Necesariamente, los periodos de sonicacidén tuvieron que ser adecuados,
restringiendo el tiempo de sonicaciéon a sélo 30 seg, ya que periodos mas prolongados

destruian practicamente todo el filamento.

Una vez que se obtuvieron filamentos pequefios y mas manejables, se aplicd la
fuerza del agua para remover las bacterias asociadas. Esto es, los filamentos fragmentados
fueron depositados en un equipo de filtracién al vacio y se pasé agua a través de los
filamentos colocados sobre una membrana Millipore. La fuerza del agua removid la

mayoria del mucus de los filamentos y con éste se llevé a las bacterias adheridas. Se
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observo una reduccion significante de las bacterias asociadas a los filamentos, cuando se

inocularon muestras del cultivo ya filtrado en medio LB.

El uso de antibidticos para eliminar a las bacterias asociadas a cianobacterias ha
sido ampliamente reportado (Cottrell y Suttle 1993, Bolch y Blackburn 1996, Kim et al.
1999, Cho et al. 2002, Choi et al. 2002). Sin embargo, en este trabajo fue necesario realizar
pruebas de susceptibilidad, ya que no existia informacién disponible acerca de la
sensibilidad de P. animalis a los antibidticos. Estas pruebas indicaron que la eritromicina
fue muy perjudicial para la cianobacteria, por lo que no se incluyé en el tratamiento,
usandose sélo los antibiéticos menos dafiinos para la cianobacteria. Se siguié una estrategia
reportada por Connell y Cattolico (1996), que se basoé en la aplicacion en “cascada’ de los
antibidticos. De acuerdo a los resultados preliminares, se inicié6 con la aplicacion del
antibidtico en el que la cianobacteria reporté una susceptibilidad media (carbenicilina) y se
finaliz6 con el antibidtico al que la cianobacteria fue menos susceptible (kanamicina). Esta
estrategia no so6lo logré optimizar el efecto de los antibidticos sobre las bacterias
contaminantes, sino que también minimizo6 el efecto dafiino de los antibidticos sobre la
cianobacteria, en comparacién al uso de un “cocktel” de antibidticos que en pruebas

preliminares resultd ser muy nocivo para la cianobacteria.

Los cultivos axénicos se obtuvieron finalmente, después de diluciones seriales e
incubaciones individuales de los filamentos tratados (Vazquez-Martinez et al. 2004). Esta
estrategia, aunque laboriosa, probé 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 caracteristicas

morfologicas, genéticas y bioquimicas (Tominaga ef al. 1993).

Previo a la transformacion de P. animalis, se vio la necesidad de conocer la
presencia de plasmidos enddgenos en la cianobacteria, que pudieran ser usados para la
eventual construccion de un vector. Varios estudios han demostrado que muchas cepas de
cianobacterias, genéticamente relacionadas, poseen plasmidos idénticos en tamafo, patron

de digestion y homologia 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
Sfoveolarum, Plectonema boryanum y Lyngbya sp., integrantes del grupo LPP, contienen
dos plasmidos comunes de 1.5 y 17 Kb (Tominaga et al. 1993).-El plasmido criptico de
1,509 pb de P. foveolarum presenta una homologia del 97.8% en su secuencia nucleotidica
con la del plasmido pequeiio de P. boryanum, lo cual sugiere que tales plasmidos pequefios
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 logr6 encontrar plasmidos endégenos en P. animalis. Esto indica que P.
animalis no posee plasmidos, lo cual no seria el primer caso reportado, ya que a la fecha en
Phormidium lapideum tampoco se han encontrdo. Para la transformacion de esta ultima
cianobacteria se construy6 un vector a partir de pPF1 de una cianobacteria y pBR322 de E.
coli (Tominaga et al. 1993), por lo que una opcidn en este trabajo era la de conseguir éste o
algun otro vector similar, para la transformacién de P. animalis. Desafortunadamente no
fue posible conseguir ningln vector cianobacterial para comprobar su funcionalidad en P.
animalis. Es asi que, con el objeto de obtener resultados mas rapidamente, fue necesario
iniciar con los preparativos requeridos para llevar a cabo la transformacién de la
cianobacteria por una estrategia alternativa: el empleo del Sistema Biobalistico de Helio
PDS1000 de alta presion.

En este trabajo se describen, por primera vez, los métodos para la transformacion
de la cianobacteria filamentosa P. animalis, para lo cual fue necesario ajustar varios
parametros. Primero y lo mas importante, fue la eleccidén de los vectores de transformacién
adecuados. A continuacion se necesitd elegir el tipo y la concentraciéon de antibidticos
necesarios para la seleccion de los transformantes, el sistema de entrega del material
genético por medio de biobalistica y, una vez hecha esta eleccion, se debieron probar
microparticulas de varios tamafios para seleccionar el mas apropiado para el bombardeo.
Debido a la posible similitud en la maquinaria celular entre las cianobacterias y organismos
fotosintéticos, para la transformacion de P. animalis se eligieron cuatro vectores que se han
usado con éxito para transformar plantas por medio del bombardeo de microparticulas (De

Block et al. 1987, Desfeux et al. 2000, Hunold et al. 1994), y ademas han sido exitosos
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para transformar otros organismos tales como los hongos (Bailey et al. 1993). En estos
vectores se aprovecha la conocida funcionalidad del poderoso promotor CaM V35S, aislado
del virus del mosaico de la coliflor, en una variedad de organismos que varian desde
metazoarios complejos como ranas y células humanas (Ballas 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 ef al. 1998, Jacob et al. 2002). Sin embargo, hasta ahora, no

se habia mostrado evidencia de la funcionalidad de este promotor en cianobacterias.

Con respecto a la concentracion de antibidticos que se us6 en el medio ASN-10,
ésta se basé en experiencias previas con transformaciones estables de plantas
(http://www.cambia.org/main/r_et camvec.htm), en donde la concentracién de higromicina
vari6 entre plantas como maiz (50 pg/ml) y tabaco (25 pg/ml), por lo que para P. animalis

se us6 la concentraciéon mas baja.

La primer evidencia de la transformacion exitosa de P. animalis fue el desarrollo
de filamentos sobre medio ASN-10 complementado con higromicina en los filtros que se
bombardearon con los vectores pWRG1515 y pCAMBIA1301. No se obtuvieron
transformantes cuando se usaron para el bombardeo los vectores pB1426 y pBarGus, pero
el éxito observado con pWRG1515 y pCAMBIA1301 indic6 que el bombardeo resulté
efectivo para introducir vectores genéticos hacia la cianobacteria filamentosa P. animalis.
Atin cuando el desarrollo de los transformantes en la etapa de seleccion en medio sélido se
llevé alrededor de cuatro meses para observar un desarrollo notable de los filamentos; la
seleccion fue efectiva y consistente. No es posible realizar una comparacion del tiempo que
se requirio para la obtencion de transformantes estables, ya que no hay trabajos similares en
cianobacterias, pero en €l caso de otros organismos como por ejemplo esparrago, se
requiri6 de tres meses de seleccion para visualizar a los transformantes (Cabrera-Ponce et
al. 1997), y para lineas celulares embriogénicas del pasto Bouteloua gracilis se mantuvo en
seleccion por ocho meses antes de pasar al medio de regeneracion (Aguado-Santacruz ef al.

2002). El procedimiento de seleccion seguido con la cianobacteria P. animalis se baso en la
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seleccion gradual de los transformantes, y aunque tomo cuatro meses para la obtencion de

éstos, el procedimiento fue exitoso.

El desarrollo de la cianobacteria varié significativamente entre los filamentos que
fueron cultivados en forma individual. Esta variacién pudo deberse tanto al niimero de
vectores integrados en el genoma de la cianobacteria, como al numero 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 seleccion se perdieron
gradualmente en la seleccion posterior, pasando por una pérdida de color, el amarillamiento
del filamento, hasta la muerte. Por otra parte, algunos filamentos transformados sujetos a
una seleccidn posterior mantuvieron un crecimiento estable, incluso a una mayor presion de

seleccion (100 pg/ml de higromicina).

Posteriormente, se obtuvieron evidencias de la transformacién de P. animalis
mediante los analisis por PCR y por Southern blot. Debido a que no se tenia experiencia
previa sobre el tiempo y el nimero de subcultivos requeridos para obtener transformantes
estables, se monitoreé el procedimiento de seleccién 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 amplificacion
correspondieron a cultivos que eventualmente se perdieron en la seleccion posterior.
Aunado a esto, la hibridacion con el gen Atpll se us6 para corroborar que los transformantes
exitosos a la seleccion (positivos por PCR), llevaran el gen originalmente contenido en los

vectores.

El monitoreo de la expresion transitoria del gen gusA fue intentado en filamentos
bombardeados con los vectores pWRG1515 y pCAMBIA1301, lamentablemente, el color
natural de P. animalis (asi como el de muchas otras cianobacterias) enmascard la deteccion
de la reaccion de color esperada de la f—glucoronidasa con el sustrato X-Gluc. El color
caracteristico de las algas verde-azules (cuyo nombre se debe precisamente a esta
caracteristica) 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 erréneas, positivas y negativas, en la reaccion GUS.

Debido a que no se pudieron identificar colonias individuales en esta
cianobacteria, no fue posible precisar la eficiencia de transformacion de cada vector. Aun
asi, tomando en cuenta el numero de placas bombardeadas y la cantidad de clones
obtenidos por cada placa, fue posible tener una idea de la eficiencia de transformacion de la
cianobacteria. En la transformacion de P. animalis con el vector pCAMBIA1301 se
obtuvieron 2.5 y 3 clones por placa con microparticulas M-5 y M-10, respectivamente;
mientras que cuando se us6 pWRGI1515 sélo se obtuvieron 0.75 y 1 clon por placa con
microparticulas M-5 y M-10, respectivamente. La eficiencia de transformacién del vector
pCAMBIA1301 fue mayor que la obtenida en la transformacion por biobalistica del pasto
Lolium perenne en la que se obtuvo 1.2 y 1.4 clones resistentes a higromicina por placa
bombardeada (Spagenberg ef al. 1995). Esta eficiencia en la cianobacteria fue similar a la
observada con algunas especies de gramineas y algunas otras monocotiledéneas (Gordon-
Kamm e al. 1990). No es posible realizar una comparacion de eficiencia de transformaciéon
con respecto a bacterias, donde la eficiencia en las transformaciones documentadas es
mucho mas alta. Sin embargo nuestros resultados son reproducibles y la técnica es
eficiente para obtener transformantes estables. De cualquier manera, la transformacién con
pWRG1515 produjo varios recombinantes estables, por lo que no deberia ser un problema
el uso de este vector en el futuro, especialmente si se adecuan las condiciones de

transformacion para mejorar su eficiencia.

Por otra parte, el tamafio de microparticula 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
microparticulas lograron penetrar la pared celular. Debido a que no se detectdé gran
diferencia en la eficiencia de transformacién entre microparticulas de tipo M-5 y M-10, se
decidi6 usar microparticulas de tungsteno M-5, ya que por su tamafio causan menos dafio a

las células que las microparticulas M-10, que son mas grandes.
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La transformacion por biobalistica de la cianobacteria, tuvo éxito en la
transformacion de una cianobacteria filamentosa de tipo silvestre por medio del bombardeo
de microparticulas y con vectores de clonacion que normalmente han sido empleados para
la transformacion de plantas. En base a estos resultados, el trabajo se enfoco en el uso del
vector pPCAMBIA1301 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
combinacidén de genes de Bti, se realiz6 una primera construccion que portaba un solo gen

mosquitocida, el cry4A.

En la transformacién de P. animalis con la construccion p1301-4A se usaron las
condiciones ya estandarizadas para la transformacién con el vector pCAMBIA1301. El
bombardeo produjo clones resistentes a la seleccién que portaron la region que codifica
para la resistencia a higromicina, segin se demostré mediante un analisis de PCR. Durante
la etapa de seleccion no se aprecid ninguna diferencia en crecimiento entre un cultivo
transgénico que porta solamente al vector pPCAMBIA1301 y las cianobacterias transgénicas
con la construccion p1301-4A. Sin embargo, la eficiencia de transformacion en este
experimento fue menor (0.75 clones/placa) que cuando se bombarded a la cianobacteria

so6lo con el vector (2.5 clones/placa).

En las primeras pruebas de actividad larvicida, de las cianobacterias transformadas
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
construccion p1301-4A se reportaron mortalidades promedio del 15%. Para mejorar el
rendimiento se recurrié a elevar la concentracién del antibidtico para aumentar la presion
de seleccion del material y asegurar la muerte de todas las células no transformadas que
podian estar ocasionando una disminucién de la toxicidad de la poblacion 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. Alun

asi, la toxicidad de los clones 1301-4A fue mayor que la reportada en otros trabajos en
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donde, por ejemplo, se realizd la transformacién de Synechocystis PCC6803 con el gen
cry4B sin que se obtuvieran células mosquitocidas (Chungjatuporchai et al. 1990). Cuando
se transformo 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 us6é completa en las pruebas de susceptibilidad, demostrando
que se presenté actividad mosquitocida sin necesidad de sonicar las células como lo
efectuado en trabajos previos (Angsuthanasombat y Panyim 1989, Chungjatupornchai
1990). Sin embargo, debido al nivel relativamente bajo de toxicidad de la cianobacteria, y a
que en los analisis de PCR no se obtuvo una amplificacion a la altura esperada para el gen
cry4A, podria pensarse que la expresion del gen consistié en una proteina incompleta y por
lo mismo la actividad téxica fue menor a la esperada. En los dos estudios citados
anteriormente de expresion del gen cry4B, los autores atribuyeron los resultados similares
de baja toxicidad a una degradacion in vivo de las proteinas mosquitocidas. De cualquier
forma, la cianobacteria P. animalis 1301-4A, no tendria aplicacion primaria como agente
de control, sino s6lo como agente complementario. Sin embargo, la estrategia de
transformacion fue exitosa, por lo que se bombardeé nuevamente a P. animalis pero en esta
ocasién con una combinacién de genes mosquitocidas con el objeto de obtener niveles de

toxicidad mas elevados.

La transformacion por biobalistica de la cianobacteria con construcciones llevando
dos genes mosquitocidas generd el desarrollo y crecimiento de varios clones creciendo bajo
seleccion en medio so6lido. Al igual que lo observado en las transformantes con un solo gen
mosquitocida y las que portaban sélo al vector, la seleccidon resultd relativamente lenta, ya
que al mes de seleccidn ain no se reportaba la muerte de los testigos negativos. Como se
tenia la experiencia previa que las cianobacterias transgénicas resistieron una presion de
seleccién mayor, se aumento la concentracién a 100 pg/ml de higromicina. Los cambios se
empezaron a observar a la semana de que se aumenté la presion de seleccion, ya que los
testigos negativos iniciaron a decolorarse, y en menos de un mes todos los testigos

negativos habian sido eliminados. El tiempo que se requiri6 para la obtencion de
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transformantes estables fue menor que para las anteriores transformaciones, ya que en este
caso tomo6 dos meses para definir a los clones transgénicos en la etapa de seleccion en
placa. La transformacion de la cianobacteria fue comprobada, primeramente, por medio de
analisis PCR y luego, por analisis Southern, mostrandose con estas evidencias la presencia

de los genes mosquitocidas.

La transformacion de P. animalis con los genes cry4A y cry4B mostré un alto
nivel dé transformacion, con 81 cepas positivas por el analisis de PCR, en comparacion con
los resultados obtenidos con un sélo gen mosquitocida. La comparacion de la eficiencia de
transformacion obtenida entre la cianobacteria con un gen mosquitocida (0.75 clones/placa)
y la cianobacteria que portaba dos genes mosquitocidas (2.7 clones/placa), demostr6é una
mayor eficiencia de transformacién en la cianobacteria con dos genes, la cual incluso fue
mayor que la obtenida con la cianobacteria que solo contenia al vector (2.5 clones/placa).
Al igual que la eficiencia de transformacion, la toxicidad de la cianobacteria 1301-4A-4B

fue mayor que la cianobacteria 1301-4A.

La evidencia mas significativa de la transformaciéon fueron las pruebas de
toxicidad en donde se reportaron altos niveles de mortalidad con las cepas transgénicas
hacia larvas de los mosquitos de. aegypti y An. albimanus, con el 100% de mortalidad
larvaria. De acuerdo a lo esperado, las larvas de Ae. aegypti fueron mas susceptibles a la
cianobacteria mosquitocida, que las larvas de An. albimanus; ya que se sabe que las
proteinas mosquitocidas de Bti son mdas activas contra Aedes y menos toxicas contra

Anopheles (Aronson ef al. 1986).

La actividad larvicida de las cianobacterias transgénicas fue comprobada no sélo
por medio de las pruebas de toxicidad con larvas de mosquitos, sino que ademas se
demostro el sitio de accion de las toxinas de Bti y el dafio ocasionado sobre el intestino de
las larvas por medio de cortes histologicos. Las preparaciones de cortes de larvas de Ae.
aegypti alimentadas con las cianobacterias transgénicas, en donde las larvas fueron
colectadas a diferentes tiempos de exposicion a la cianobacteria (larvas vivas, moribundas y

muertas), permitieron apreciar el efecto de la toxina y el sitio del dafio en el intestino medio
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de la larva. Las células dafiadas pasaron por una etapa de agrandamiento, aumento de
tamafio de los nucleos, pérdida de las microvellosidades y por tltimo la lisis celular y
destruccion del epitelio. La mayor parte de la informacion sobre la accion de las proteinas
de Bt ha sido estudiada en larvas de lepidopteros (Schnepf ef al. 1998), por lo que no es
posible compararlo con nuestro trabajo ya que muchas caracteristicas podrian ser
especificas de este orden. Sin embargo, existen muchas semejanzas en lepidépteros, como
que las microvellosidades desaparecen, las células se vacuolizan, se hinchan y finalmente
se lisan (Bauer y Pankratz 1992). En las observaciones microscopicas entre las células de
dipteros y las células de lepidopteros, se observa que por accion de las toxinas ambas van

perdiendo su estructura progresivamente.

Los altos niveles de toxicidad encontrados en la cianobacteria P. animalis
portando una combinacién de genes en comparacion con la cianobacteria que sélo lleva el
gen cry4A, puede ser producto de una interaccion sinérgica entre los genes cry (Ben-Dov et
al. 1995). Este sinergismo fue observado por Poncet y cols. (1995) en clones que llevan los
genes cry4A y cryl 1A que tuvieron mayor toxicidad que los clones expresando sélo al gen
cry4A, y también fue reportado en la transformacién de Anabaena sp con una combinacion
de genes mosquitocidas (Wu er al. 1997). Ademas del sinergismo, la alta toxicidad
obtenida puede deberse a varios factores, como la estrategia de bombardear con una

combinacién de construcciones y al uso de dos promotores eficientes.

Al transformar a la cianobacteria con una combinacion de genes mosquitocidas,
los genes cry4A y cry4B en pCAMBIA1301 se insertaron llevando su propio promotor,
ademas de que el vector contenia el promotor CaMV35S. Si bien no se determind la
actividad especifica de ambos tipos de promotores por separado, los resultados de esta
transformacién 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 levaduras, entre otros (Ballas ef al. 1989, Burke et al. 1990, Lohuis
y Miller 1998, Hirt et al. 1990, Assaad y Signer 1990, Lewin et al. 1998, Jacob et al. 2002)

y ahora con este trabajo se demostré también su funcionalidad en una cianobacteria. Se
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podria sugerir que en este trabajo la adicién de un promotor incrementé la expresion de los
genes cry, tal como lo sugieren otros estudios. Por ejemplo, cuando se transformé a la
cianobacteria Synechococcus con una combinacién de promotores (el promotor lacZ de E.
coli y el promotor endégeno de Bacillus), se logré un incremento en la expresion del gen
cry4B (Soltes-Rak et al. 1993). Por el contrario, con el uso de un promotor, la expresion
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 integro 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
combinacién de genes fue mas exitosa para producir clones recombinantes y con mayor
nivel de toxicidad que las bombardeadas con la construccion que contenia sélo un gen. Sin
embargo, la capacidad de crecimiento de las cianobacterias transformadas con la
combinacién de genes mosquitocidas no presentdé cambios comparativos con las
transformadas con un solo gen, ni con respecto a la cianobacteria silvestre. Esto contrasta
con lo observado por Stevens Jr y cols. (1994) con Synechococcus PCC7002, en donde las
células que contenian al gen cryl/lAa crecieron mas lentamente que las células que
contenian sélo 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 antibidtico) es otro indicio de que esta cianobacteria tiene una

gran capacidad para su explotacion biotecnoldgica.

Se ha sugerido que la alta toxicidad reportada para la cianobacteria Anabaena
hacia larvas de Ae. aegypti, es debida al caracter multicelular de su forma filamentosa
(Boussiba et al. 2000), ya que al comparar la transformacion 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 hipotesis es reforzada por los resultados de
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alta toxicidad encontrados cuando se encapsuld Bti en el protozoario ciliado Tetrahymena
pyriformis (Manasherob et al. 1994), en donde cada célula del protozoario form6 mas de 30
vacuolas 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 ef 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 nimero de genes mosquitocidas y que
por lo tanto causan mayor dafio a las larvas que lo ingieren. Lo cual seria el caso también

para P. animalis que es una cianobacteria filamentosa.

Una de las aportaciones mas relevantes del presente trabajo es que, hasta la fecha,
todos los trabajos de transformacion 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 ef al. 1995, Murphy y Stevens Jr
1995, Wu et al. 1997), por lo que tendrian éxito limitado al tratar de liberarlas a campo, ya
que sus valores adaptativos son bajos en comparacién 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 demostracion de la transformacion y expresion de genes en P.
animalis, y de comprobar la toxicidad de la cianobacteria sobre larvas de mosquitos, los
volumenes 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 clonacidn, con el

proposito 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 ef 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 mas 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 proteina P20, que actiia como chaperona, elevando los
niveles de expresion y la estabilidad de las toxinas Cytl Aa, Cryl1Aa y Cry4A (Yoshiue et
al. 1992). Cuando la P20 es co-expresada con la CytlAa, protege a las bacterias
transgénicas de ser eliminadas por la accion de la Cyt que expresada separadamente
presenta actividad citolitica 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 Cytl1 Aa es menos toxica que las proteinas Cry, pero es mas sinérgica que
cualquier combinaciéon de las proteinas Cry (Wu et al. 1994, Crickmore et al. 1995).
Ademas, se ha sugerido que la Cytl Aa juega un papel importante al suprimir la resistencia
a las toxinas Cry (Federici y Bauer 1998, Wirth et al. 2000). Tomando en cuenta todo lo
anterior, una estrategia para un trabajo futuro podria basarse en la clonacién de
combinaciones de P20, CytlAa y dos o tres proteinas 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 liberacion de
nuevos genes al medio ambiente. La comunidad cientifica, las agencias reguladoras y los
grupos ambientalistas estdn enfocando la atencion al impacto ecoldgico de la introduccién

de organismos modificados al ambiente.

En lo 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 quimicos, particularmente en términos
de su seguridad ambiental (Porter 1996). Bti ha sido usada ampliamente por mas de 30 aiios
para el control de insectos en los Estados Unidos, Canada y otras partes del mundo, sin
tener ningun efecto nocivo y ha sido aprobada satisfactoriamente por la Agencia para la

Proteccion Ambiental (EPA).

Bti presenta una alternativa de control biolégico al uso indiscriminado de los

insecticidas quimicos que no altera el balance ecoldgico (Margalit y Ben-Dov 2000), ya que
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es altamente especifico y por lo tanto su rango de accién es muy limitado, por lo que los
insectos benéficos no mueren por la aplicacion de la toxina. Esto incluye a los enemigos
naturales de los mosquitos (depredadores y parasitos), asi como organismos benéficos
polinizadores como las abejas. Quizas la mayor ventaja es que Bti no es toxico para los

humanos (WHO 1999).

Bti estda siendo usada en ambientes acuaticos para el control de larvas de
mosquitos y jejenes, para sustituir las aplicaciones de insecticidas quimicos, que resultaban
en la muerte de muchos organismos no blanco e incluso en su biomagnificacion en las
cadenas alimenticias (WHO 1999). La seguridad de Bti sobre una gran mayoria de insectos
no blanco, otros invertebrados y vertebrados incluyendo a varios mamiferos, ha sido bien
demostrada (Margalit y Ben-Dov 2000). El mecanismo por el cual actiia la bacteria, es a
través de una proteina que provoca toxicidad en las larvas de los insectos blanco,
(Iepidopteros, coledpteros y dipteros) debido al pH alcalino que presentan en su intestino
(Schnepf et al. 1998). Este pH alcalino es especifico 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 habitats acuaticos 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 acuatica, por lo que no se espera que prolifere en habitats

acuaticos.

Una de las limitaciones de utilizar una preparaciéon comercial de Bti es que tiene
un tiempo de accién limitado. De ahi que una de las ventajas de utilizar los genes de Bt
introducidos mediante biobalistica en un organismo hospedero, es evitar la degradacién 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 deberia ocasionar ningun efecto inocuo. No obstante, uno de
los propositos futuros sera el evaluar la toxicidad de la cianobacteria transformada con el
gen toxico de Bti, sobre especies no blanco, antes de proponer el llevar a cabo una

liberacion de este microorganismo al ambiente.
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La cianobacteria transgénica que se obtuvo no puede considerarse aliin como una
opcién 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 continuacion de este trabajo en el
cual se mejore a las construcciones existentes por medio de la clonacién de combinaciones

de P20, Cytl1Aa y dos o tres proteinas Cry (detallado anteriormente).

De cualquier manera, si en trabajos futuros se pretende liberar la cianobacteria al
ambiente, es necesario realizar una evaluacion del posible riesgo ecolégico que implicaria
el uso de este organismo en programas de control. La evaluacion de riesgo ecolégico
comprenderia evaluaciones experimentales del destino y la supervivencia de la
cianobacteria transgénica y los posibles efectos sobre las comunidades bidticas. Para lo
anterior, es necesario probar primeramente su potencial de supervivencia y proliferacion
bajo condiciones controladas de laboratorio, usando un ecosistema simulado
(microcosmos) que represente el ambiente al que se enfrentara la cianobacteria al
introducirla a los habitats naturales. Ademas se deben realizar evaluaciones del efecto que
tendra la cianobacteria transgénica en organismos no blanco (p. €j. insectos acuaticos y
peces) que sean parte importante de las cadenas alimenticias presentes en los habitas
larvarios de mosquitos, e incluso se debe evaluar la capacidad competitiva de la
cianobacteria transgénica y su posible efecto sobre la microflora nativa. Por ultimo, se
deben realizar pruebas para demostrar la inocuidad de esta cianobacteria hacia los
mamiferos (p. ej. roedores). Una vez cumplidas satisfactoriamente las pruebas de
laboratorio, el segundo paso debe incluir la realizacién de pruebas de campo a pequefia
escala, usando para tal efecto, contenedores experimentales en donde se debe simular las
condiciones naturales de un habitat de mosquito, y se dejara que se establezcan poblaciones
naturales de larvas sobre las cuales se deba evaluar a la cepa transgénica de P. animalis. Lo
mas 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 (Vazquez-Martinez et al. 2002), por lo que su re-introduccion a los

cuerpos de agua no debe causar ninguna alteracion.
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Este trabajo constituye el primer reporte de la transformacion de una cianobacteria
silvestre de tipo filamentoso con una combinacion de genes mosquitocidas (cry4A4 y cry4B)
que present6 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
transformacién 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 lo
anterior, P. animalis es una cianobacteria de tipo filamentoso, de la cual no existian
reportes de transformacion. La técnica de biobalistica usada en este trabajo probd su
efectividad para la transformacion 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 aplicacion de este procedimiento abre un

rango amplio de posibilidades para el estudio de este importante grupo de organismos.
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8. CONCLUSIONES

Este trabajo reporta la transformacion exitosa por medio de biobalistica de la
cianobacteria P. animalis mediante la introduccion de genes que expresan
proteinas mosquitocidas de Bacillus thuringiensis svar. israelensis, para su

uso en el control de larvas de Anopheles albimanus Wiedemann.

Para la realizacion del trabajo se disefi® 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 transformacion.

Se implementd satisfactoriamente la técnica de biobalistica para el bombardeo
de vectores de transformaciéon de plantas con resultados exitosos para
transformar a P. animalis, y se probo la eficiencia de transformacién de dos
vectores: pWRG1515 y pCAMBIA1301, obteniéndose mayor nimero de
clones transgénicos con el vector pPCAMBIA1301.

Se elaboraron construcciones genéticas con el vector pCAMBIA1301 que
contienen al gen cry44 y otras que llevan una combinaciéon de dos genes
(cry4A 'y cry4B) de Bti. Las construcciones se bombardearon en la

cianobacteria y demostraron su capacidad de transformacion en P. animalis.

Se obtuvieron varios clones transgénicos de la cianobacteria que portan los
genes cry4A y cry4B, y que se encuentran creciendo en forma estable. Los
clones transgénicos de la cianobacteria P. animalis llevando una combinacion
de genes mosquitocidas mostraron altos niveles de toxicidad contra larvas de
los mosquitos Ae. aegyti y An. albimanus, en pruebas de susceptibilidad. Con
lo anterior, se demostré el potencial de la cianobacteria, P. animalis como un

receptor de genes de toxinas de Bti.
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La transformacién exitosa de la cianobacteria filamentosa P. animalis con
vectores de clonacion de plantas y mediante el uso de biobalistica plantea la
posibilidad de usar a una cianobacteria silvestre como portadora de genes
mosquitocidas de B. thuringiensis svar. israelensis y usarla para el control
bioldgico de mosquitos. Es una importante contribucion al campo del control
de insectos vectores de enfermedades, ademas de que los procedimientos
desarrollados durante esta tesis abren un rango amplio de posibilidades para su
uso en estudios genéticos basicos, y con enfoques biotecnologicos de este

diverso grupo de bacterias.
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10. ANEXOS

Anexol Composicion de los medios de cultivo para cianobacterias

Medio ASN-10

A base de medio BG-11 complementado con 10% de medio ASN-III (v1/vl):

a) Medio BG-11, pH 7.1+ 0.2
Composicién por litro:
Agar bacteriolégico al 1%
NaN03
MgSO4 ° ?HgO
K,HPO,

CaClz L4 2H20

N32C03 ‘10H20

Acido citrico

Citrato amoniacal férrico
EDTA Sal disodica

Mezcla AS trazas de metales

b) Medio ASN III, pH 7.3+ 0.2
Composicion por litro:
NaCl
MgS0O,4 e 7TH,0
MgClg L 6H20
NaNO;

K2H—P04 L 3H20

CaClz ° 2H20

KClI

N32C03

Acido citrico

Citrato amoniacal férrico
Mg EDTA

Vit. B12

Sol. Agar

Mezcla A5 trazas de metales

100 g
15¢g
0.075 g
0.04 g
0.036 g
0.02¢g
6.0 mg
6.0 mg
1.0 mg
1.0 ml

250¢g
35¢g
20g
075 g
075 g
05¢g
05¢g
0.02¢g
3.0 mg
3.0 mg
0.5 mg
10.0 pg
100 ml
1.0 ml
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c) Mezcla A5 trazas de metales
Composicion por litro:

H;BO; 2.860 g
MnCl,  4H,0 1.810 g
Na;MoO, ¢ 2H,0 0390 g
ZnSO4 « 7TH,0 0222 ¢
CuSO4 ¢ 5SH,O 0.079 g
Co(NOs3); ® 6H,0 0.0494 ¢

Anexo 2 Caldo Spizizen para el cultivo de Bti (SCVG)

Composicion por litro:

Sulfato de Amonio 200g
K,;HPO;4 14.00 g
KH,2PO4 6.00 g
Citrato de sodio 1.00 g
MgSO, * 7H,0 020g
Extracto de levadura 0.10g
Casaminoacidos 1.00 g
Glucosa 5.00 g*
NOTA:

Alicuotar en matraces de 500 ml con 100 ml de medio en c/matraz
*Preparar un Stock de Glucosa al 50 %, y esterilizar
Una vez esterilizado el medio agregar 1 ml de Glucosa a c/matraz

143



	Portada
	Índice General
	Resumen
	1. Introducción
	2. Antecedentes
	3. Hipótesis
	4. Objetivos
	5. Metodología
	6. Resultados
	7. Discusión
	8. Conclusiones
	9. Bibliografía
	10. Anexos



