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RESUMEN: 

Bacillus thuringiensis (Bt) es el microorganismo más utilizado para combatir plagas 

agrícolas, debido que durante su esporulación produce proteínas Cry con actividad 

entomo-patógena; por esto, se han desarrollado estrategias para optimar su 

producción a nivel industrial. Los métodos más populares para la producción de Bt son 

las fermentaciones en estado sólido y líquido. Diversos autores han reportado una 

mayor producción de esporas en cultivo sólido en comparación con el cultivo líquido; 

sin embargo, se manejan diferentes condiciones y unidades de productividad entre 

ambos sistemas, por lo cual se complica su comparación. La hipótesis de trabajo es 

que la diferenciación –la generación de subpoblaciones de células especializadas –en 

las poblaciones de Bt podría estar asociada a las variaciones observadas en la 

producción de esporas en ambos tipos de cultivo. Para probar esta hipótesis, 

generamos un sistema experimental para evaluación de la diferenciación de Bt a nivel 

de células individuales. Se generaron 6 cepas reporteras a través de fusiones con la 

proteína verde fluorescente: para los genes de esporulación spoIIA y sspB; para los 

genes de formación de bio-película sinI y sipW; para el gen de virulencia cryIAc; y para 

el gen de necrotrofismo nprA. Estas cepas fueron cultivadas en medio líquido y con 

agar, encontrando que el estado físico del medio no afectó la eficiencia de 

esporulación. De igual manera, no se observaron diferencias significativas en el 

porcentaje de células que expresan los genes de diferenciación en ambos sistemas de 

cultivo. Sin embargo, se demostró que, en cultivo superficial, existe una mayor 

heterogeneidad de estos genes de esporulación, virulencia y necrotrofismo, mientras 

que su expresión en medio líquido es más coordinada y homogénea. Estas 

transformantes son un recurso valioso para el estudio de la diferenciación en Bt, un 

fenómeno poco estudiado; además, son útiles para evaluar el efecto de condiciones 

medioambientales sobre la cantidad y calidad de biomasa en fermentaciones 

controladas, en relación con la expresión de genes de diferenciación. 
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ABSTRACT: 

 

Bacillus thuringiensis (Bt) is one the most widely used microorganism in agriculture due 

to its ability to synthesize Cry proteins with entomo-pathogenic activity during 

sporulation; for this reason, many research efforts have been conducted to improve the 

yields in industrial production. Bt is commonly produced by liquid fermentation and solid 

state fermentation. It has been proposed that spore yields are higher in solid state 

fermentation in comparison with liquid culture; however, it is difficult to directly compare 

data from both systems, as they are often generated in diverse conditions and different 

units. We hypothesize that differentiation –the generation of subpopulations of 

specialized cells –in the populations of Bt could be related to variations in spore 

production between liquid and solid fermentations. To test this hypothesis, we 

generated an experimental system to evaluate differentiation of Bt at the single cell 

level. We created six reporter strains carrying transcripcional fusions of target 

promoters with the Green Fluorescent Protein (GFP): two for the sporulation genes 

spoIIA and sspB; two for biofilm formation genes sinI and sipW; one for the virulence 

gene cryIAc; and one for the necrotrophism gene nprA. When these strains were grown 

in both liquid culture and surface agar culture, we found no differences in sporulation 

efficiency due to the physical state of the media. Likewise, we found no acute 

differences between both systems when we evaluated the percentage of cells 

expressing GFP, using the differentiation reporter strains. Nonetheless, our data 

revealed higher heterogeneity in the expression of sporulation, virulence and 

necrotrophism genes when Bt is grown in agar surface culture; this contrasted with a 

more coordinated and homogeneous gene expression in liquid medium. This set of 

reporter strains could be useful to understand the largely understudied phenomenon of 

differentiation in Bt; they will also serve to evaluate how environmental conditions affect 

quality and quantity of the biomass in controlled fermentations, and its relation to the 

expression of differentiation genes. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

Bacillus thuringiensis es uno de los microorganismos con mayor aplicación en el 

control biológico de plagas agrícolas. Esto se debe a que, durante la esporulación, 

produce un cristal para-esporal con propiedades entomo-patógenas. Por lo tanto, 

preparaciones de esporas y cristales de Bt son utilizados en formulaciones como 

insumos agrícolas bio-insecticidas. Con esta finalidad, se han desarrollado diferentes 

estrategias de cultivo para la producción de esta bacteria, esporas y cristales 

insecticidas Cry. Sin embargo, su producción se ve limitada por el poco conocimiento 

existente acerca de los mecanismos de regulación de la expresión genética de la 

esporulación; así como, de otros procesos como: el desarrollo conjunto del 

necrotrofismo, la formación del cristal entomopatógeno y la producción de matriz 

extracelular que compone al bio-película. En este estudio, proponemos la selección de 

genes como indicadores para la generación de cepas fluorescentes reporteras, que 

nos permitan estudiar, a nivel de células individuales los procesos de diferenciación en 

Bt en diferentes sistemas de cultivo. 

1.1. Plagas agrícolas y control biológico  
 

Una plaga agrícola se define como una población de una misma especie que, al 

superar los índices de peligrosidad, causan daños económicos en las cultivos o 

cosechas (Carrero, 1996). Las plagas de mayor impacto a nivel mundial son langostas, 

orugas, moscas de la fruta, roya del trigo etc., que afectan a cultivos como el trigo, 

arroz, caña y maíz (Carrero, 1996). Para contrarrestar los efectos nocivos en las 

cosechas, la alternativa más usada son los pesticidas de origen químico, desarrollados 

principalmente en la segunda mitad del siglo XX, durante la llamada Revolución Verde, 

cuando se intensificó la producción agrícola con nuevas semillas, mecanización y uso 

de plaguicidas. Sin embargo, con el tiempo las plagas han generado resistencia a los 

pesticidas, y además, se observan resultados erráticos en la efectividad de estos, ya 
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que algunos tienen poca especificidad a sus insectos blancos y pueden generar daños 

irreversibles hacia otras poblaciones como el microbioma del suelo e incluso al ser 

humano. Aunado a esto, los costos de desarrollo para dichos productos químicos han 

ido en aumento en las últimas décadas (Borel, 2017).  

En vista de los problemas que presenta el uso de pesticidas químicos, el control 

biológico es una alternativa para el control de ciertos organismos plaga. 

Principalmente, porque cumple con las funciones de regularlos y controlarlos, 

utilizando organismos antagonistas o sus productos naturales y además, es un método 

que no genera daño al medio ambiente. Entre los microrganismos que se utilizan 

destacan Trichoderma, Beauveria y Bt (Mazid et al. 2011); siendo Bt el microrganismo 

más utilizado desde hace la última década para el control de dípteros y lepidópteros 

(Jouzani et al. 2017). 

1.2. Bacillus thuringiensis (Bt) 

 

Bt es una bacteria Gram (+), aerobia estricta, mesófila pertenecientes al grupo Bacillus 

cereus, por lo cual está relacionada filogenéticamente con los patógenos de humanos 

Bacillus cereus y Bacillus anthracis perteneciente al filo de bacterias firmicutes 

(Helgason, et al. 2000). Las bacterias del filo firmicutes se distinguen por su capacidad 

de formar esporas que las hace resistentes a condiciones ambientales extremas: 

desecación, radiación UV, falta de nutrientes etc. Cabe señalar que el género Bacillus 

ha sido el modelo para el estudio bioquímico, morfológico y genético de la esporulación 

(Hutchison et al. 2014).  

Las esporas que se generan en el proceso de diferenciación celular en el género 

Bacillus son capaces de vivir por tiempo prolongados y pueden convertirse en células 

vegetativas cuando detectan (censan) nutrientes disponibles en el medio. Si bien, las 

esporas no tienen un metabolismo activo, tienen importancia en la salud humana 

porque pueden ser el origen de contaminaciones de los alimentos, como sería el caso 

de Bacillus anthracis y Bacillus cereus (Setlow,  2006; Checinska, 2015). 
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La resistencia intrínseca a los factores ambientales extremos se le atribuye a las 

pequeñas proteínas solubles en ácido de la espora (SASP, por sus siglas en inglés) 

que se unen al ADN y lo protegen de la radiación UV, la desecación y el calor seco. 

Conjuntamente con las proteínas que forman parte del exosporio, una fina cutícula 

cubierta por proteína, lípidos y polisacáridos le confiere gran resistencia a enzimas 

proteolíticas.  

A Bt se le diferencia de los grupos B. cereus y B. anthracis por producir un cuerpo 

para-esporal de naturaleza proteica conocido como proteína Cry que tiene 

propiedades insecticidas (Soberón y Bravo, 2008). Además, Bt parece controlar la 

esporulación y la producción de proteínas Cry, a través de sistemas sofisticados de 

comunicación celular que involucran producción, detección y respuesta a péptidos de 

señalización. En los cultivos bacterianos, la concentración de estos péptidos aumenta 

de acuerdo a la densidad poblacional, lo que le permite adquirir información con sus 

células vecinas y coordinar la expresión de genes para así poder afrontar las 

contingencias del ambiente (Miller et al. 2001; Waters et al. 2005). Estos sistemas de 

comunicación celular son conocidos como Quorum Sensing (QS) (Rutherford et al. 

2012) (Fig. 1).  

En los últimos años, Bt se ha utilizado como modelo para el estudio del sistema QS ya 

que varios genes relacionados con la virulencia o la esporulación, tienen regulación 

del tipo QS (Rocha et al. 2010; Rocha et al. 2012; Slamti et al. 2014; Cabrera et al. 

2014; Cabrera et al. 2016; Gastélum et al.2020; Dubois et al. 2019; Verdugo et al. 

2020). 
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Figura. 1. Quorum sensing. Las bacterias sintetizan y secretan autoinductores (en Bt son péptidos), Esto 
se traduce en cambios transcripcionales y traduccionales y que repercuten en cambios funcionales 
como la formación de bio-película, esporulación competencia etc. Tomado de: 
https://sites.tufts.edu/quorumsensing/quorumsensing101/ 

1.2.1. Fermentación de Bt 

 

La producción industrial de biomasa de Bt es comúnmente realizada por fermentación 

liquida sumergida, en medios de composición compleja (El-Bendary, 2006). Al seguir 

el crecimiento de Bt durante una fermentación en medio líquido, se obtiene una cinética 

de crecimiento en la que se reconocen cuatro fases: fase de latencia (FL), fase de 

duplicación o exponencial (FD), fase de transición (FT) y fase de esporulación (FE) 

(Dinorín, 2015). En las condiciones más comúnmente utilizadas, la fase de latencia, 

FL, es muy breve y la fase exponencial, FV, tiene una duración de 30-90 minutos 

dependiendo de las condiciones del cultivo. La duplicación se produce por la bipartición 

periódica de la mayor parte de las células. El análisis del transcriptoma de B. subtilis 

ha mostrado grandes cambios en la regulación de grupos de genes que indican la 

importancia de las transiciones entre las citadas fases (Blom et al. 2011). 

Es común modelar al crecimiento de la población por la ecuación logística o de Velhurst 

𝑑𝑁

𝑑𝑡
= 𝜇 [1 −

𝑁

𝑁𝑚𝑎𝑥
] 𝑁 

El valor máximo de la tasa, dN/dt, se alcanza cuando N = Nmax/2 y para entonces se 

cumple la relación siguiente: 

 

 

https://sites.tufts.edu/quorumsensing/quorumsensing101/


5 
 

𝑑𝑁

𝑑𝑡
=  𝜇 [1 −

𝑁𝑚𝑎𝑥/2

𝑁𝑚𝑎𝑥
]

𝑁𝑚𝑎𝑥

2
=   𝜇

𝑁𝑚𝑎𝑥

4
 

Usualmente se reconoce como fase de crecimiento vegetativo, FV, (García et al. 2017) 

cuando las células tienen una tasa específica de crecimiento casi fija en el intervalo, 

N0 < N < Nmax/2, pues cumplen con la relación lineal entre el logaritmo del número de 

las células, dln(N), con el incremento del tiempo, dt. 

1

𝑁
𝑑𝑁 = 𝑙𝑛(𝑁)  ≈ 𝜇𝑑𝑡 

Asimismo, FV, se ha denominado de crecimiento balanceado porque en ella se ha 

observa una proporción fija entre la cantidad celular de: proteína, ADN y ARN 

(Schaechter et al., 1958; Maaløe y Kjeldgaard, 1966; Jun et al. 2018). 

Después de que se alcanza la máxima tasa de crecimiento se observa una disminución 

del crecimiento  y Bt expresa genes que le permiten utilizar las fuentes alternativas de 

nutrientes disponibles (López-y-López y de la Torre, 2005). Finalmente, la FE incluye 

el programa de diferenciación celular de bacteria a espora. La FE tiene una duración 

de al menos ocho horas. 

Esta breve revisión del ciclo de crecimiento bacteriano apoya la idea de la expresión 

diferencial de genes regulatorios en algunas de las transiciones de ese ciclo y justifica 

la búsqueda de marcadores genéticos que permitan correlacionar la expresión de 

algunos genes regulatorios con la fisiología del crecimiento, medido por los cambios 

en la población celular, con los cambios metabólicos que se puedan medir por medio 

del consumo del sustrato y de las tasas respiratorias. 

1.2.2. Entomotoxicidad de Bt 
 

Una de las principales características de Bt es su capacidad entomopatógena. Por eso, 

las formulaciones que contienen esporas, proteína Cry y células vegetativas se usan 

para combatir plagas agrícolas. Durante la esporulación, Bt produce inclusiones para-

esporales (delta- endotoxinas), conocidas como proteínas Cry, con actividad 
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entomopatógena (Agaisse y Lereclus 1994; Aronson 2002; Soberón et al.  2007). 

Dichas proteínas están clasificadas de acuerdo a su secuencia de aminoácidos y por 

el análisis de más de 500 secuencias se han establecido 67 grupos (CryI-Cry67) 

(Crickmore et al. 2010) que, a su vez, se han dividido en muchas subclases de acuerdo 

similitudes estructurales y del espectro insecticida de cada proteína (Höfte y Whiteley, 

1989). Además de la proteína Cry, existen otros factores importantes como el 

regulador transcripcional PlcR que es dependiente de QS, y activa una gran cantidad 

proteínas como fosfolipasas, enterotoxinas, hemolisinas y proteínas de la superficie 

celular que le dan la capacidad a estos microorganismos de ser virulentos contra el 

organismo hospedero (Agaisse et al. 2001; Slamti et al. 2014). Las esporas son otro 

factor importarte en la virulencia de Bt que pueden germinar en el cadáver de sus 

hospederos, liberando enzimas líticas. De ese modo, las esporas pueden germinar 

dentro del cadáver del insecto y así aseguran la propagación de Bt en el ambiente 

circundante. Bacillus thuringiensis serovar Kurstaki HD73 (Bt-HD73) es una de las 

cepas de Bt más utilizadas en investigación y biotecnología. Su proteína Cry está 

codificada por el gen CryIAc y se ha demostrado que está íntimamente relacionado 

con la esporulación y la fase estacionaria (Deng et al. 2014). 

1.2.2.1. Mecanismo de acción de la proteína Cry 
 

En diversos estudios se ha demostrado que la presencia del cristal para-esporal es 

importante para la actividad entomopatógena de Bt. El modelo más estudiado como 

mecanismo de acción citotóxica de la proteína Cry está relacionado con la formación 

de poros en la membrana plasmática en células epiteliales del sistema digestivo de 

larvas de insectos (Soberón y Bravo 2008). Esto sucede por medio de una unión 

secuencial y daños en el balance osmótico de la célula, según se describe a 

continuación. Las proteínas Cry son ingeridas por las larvas y posteriormente 

solubilizadas en su sistema digestivo; esta solubilización depende del pH del intestino 

medio del insecto que suele ser altamente alcalino (Dow, 1996). Una vez solubilizadas 

las toxinas son procesadas proteolíticamente por enzimas digestivas, que conducen a 

su activación; posteriormente la toxina activa se une a un receptor de caderina que se 
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encuentra en la membrana apical del intestino de los insectos blanco; después, la 

proteína Cry se una a receptores N-aminopeptidasas, lo cual origina la oligomerización 

de la proteína generando un pre-poro; finalmente se forma un poro en las balsas 

lipídicas de la membrana del intestino (Melo et al. 2014; Pacheco et al. 2009). El poro 

generado en la membrana daña la integridad de la misma y conlleva a la muerte del 

insecto al provocar un desequilibrio osmótico (Dorch et al., 2002: Soberón y Bravo 

2008). La actividad entomopatógena de las proteínas Cry, le permite a Bt matar a su 

hospedero, para alimentarse de su cadáver y después, las esporas presentes en el 

hospedero puedan germinar de nuevo, a fin de completar el ciclo de vida esta bacteria. 

1.3. Producción de Bt, esporas y proteínas Cry a nivel industrial 
 

Puesto que Bt no ocasiona ningún daño al medio ambiente y puede controlar diversas 

plagas de la agricultura, se han generado investigaciones para la optimización de la 

producción de esporas, proteínas Cry y células vegetativas. Las cepas de Bt son 

fáciles de cultivar puesto que requieren fuentes de carbono de fácil asimilación para 

su desarrollo (Foda et al., 1985) por ejemplo: glucosa, fructosa, maltosa, ribosa, etc.  

(Nickerson y Bulla, 1974; Arcas et al. 1984; Foda et al. 1985 y Scherrer et al.1973). 

Estas fuentes de carbono pueden ser obtenidas a partir de materias primas de bajo 

costo como melaza, salvado de trigo y harina de soya (El-Bendary, 1999), y por lo tanto 

se han desarrollado medios de bajo costo (Devi et al. 2005). Con respecto a la fuente 

de nitrógeno para síntesis de proteínas, se ha demostrado la incapacidad de algunas 

cepas de Bt de crecer en medios de cultivo con fuentes inorgánicas de nitrógeno; sin 

embargo, su crecimiento suele ser bastante favorable cuando se le añaden los 

aminoácidos: glutamato, aspartato, valina, serina o treonina (Nickerson y Bulla 1974; 

Anderson y Jayaraman, 2003). Con relación a los metales iónicos, se ha demostrado 

que los iones Ca2+, Mg2+, Mn2+, Zn2+, Cu2+ y Fe2+ son esenciales para obtener altos 

títulos de esporulación y proteínas Cry en Bt (Faloci et al, 1986; Icgen et al., 2002b). 

Por otra parte, una fuente nutricional fundamental es la adición de fosfato al medio de 

cultivo, para obtener altos títulos de la proteína Cry (Wakisaka et al., 1982; El-Bendary, 

1999). La temperatura normal para el crecimiento y producción de la toxina en Bt es 
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30 °C y un pH en un rango de 5.5-8.5 según Ozkan (2003). Por último, el nivel de 

aireación es determinante para la obtención de altos títulos de proteína Cry. Foda et 

al. (1985) demostraron que Bt presenta problemas de crecimiento y esporulación a 

bajos niveles de aireación; por tal motivo, la mayoría de las fermentaciones líquidas 

son realizadas con altas tasas de aireación, ya que se ha demostrado que la cantidad 

de esporas obtenidas en un fermentador agitado es proporcional al coeficiente de 

transferencia de oxígeno (Razo et al. 1997). 

 

1.4. Fermentación en estado sólido y líquido para la producción de Cry 
 

Existen dos métodos por los cuales se pueden producir Bt a nivel industrial: La 

fermentación en estado líquido (FEL) y en estado sólido (FES) (El-Bendary, 1999). La 

FEL consiste en un proceso microbiano en la cual la biomasa se encuentra 

completamente rodeada por el medio de cultivo (Viniegra, 2003). En contraste la FES 

es un cultivo utilizado para microorganismos aerobios dentro de una cama de soporte 

sólido, con una porosidad superior al 50% (Viniegra et al. 2014). Esta definición 

también incluye la definición de Pandey (2013): “fermentación que involucra sólidos en 

la ausencia (o casi ausencia) de agua libre, pero con suficiente humedad para sostener 

el crecimiento y metabolismo microbiano”. Los principales contrastes entre ambos 

sistemas están definidos por sus características físico-químicas y diferencias entre las 

dos formas de fermentación tales como a) mezclado de sustratos y productos mucho 

menor en FES; b) solubilidad y difusión del oxígeno y otros gases no polares mayor en 

FES (debido a la porosidad del sustrato); c) conducción del calor mucho menor en FES; 

d) contenido de agua menor en FES; e) mayor producción de metabolitos de interés 

industrial en FES (Acuña et al, 1995; Barrios et al,1988). Experimentos realizados en 

nuestro laboratorio (Lima et al. 2019) y en otros grupos de investigación (Robinson et 

al. 2001) indican que se han obtenido títulos superiores de esporas y proteína Cry en 

medio sólido (usando como sustrato salvado de trigo) en comparación con medio 

líquido (Devi et al., 2005; Zhao et al., 2008). Sin embargo, poco se conoce sobre las 

diferencias en la regulación genética asociadas a lo que se observa a nivel fisiológico 
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en los dos sistemas de producción. De hecho, no se ha generado herramientas 

precisas para evaluar los mecanismos de regulación de la esporulación de Bt en 

medios sólidos destinados a la producción industrial de este microrganismo. En 

especial, no se han realizado estudios comparativos del crecimiento y esporulación de 

Bt en cultivos sumergidos o sobre sustratos sólidos en los que las posibles diferencias 

fisiológicas puedan relacionarse con la transcripción de los genes reguladores de las 

distintas etapas del cultivo. Estas consideraciones serán discutidas con mayor detalle 

en el planteamiento y justificación de esta investigación. 

1.5. Diferenciación en bacterias 
 

La diferenciación bacteriana consiste en la aparición de células especializadas dentro 

de una población. Para esto, los microorganismos llevan a cabo un cambio en su 

expresión genética para generar subpoblaciones con funciones especializadas; por 

ejemplo, formadoras de bio-película, motiles, esporuladas, etc. Estos fenómenos son 

una posible causa de las diferencias entre diferentes tipos de cultivo. 

Durante muchos años las bacterias fueron vistas como organismos simples que 

participaban en procesos biogeoquímicos en la tierra y en algunos casos sólo 

destinados a la producción de algún metabolito de interés industrial. Sin embargo, esta 

visión ha ido cambiando; uno de los primeros microorganismos en ser un modelo para 

estudiar la diferenciación celular fue la cianobacteria Anabaena sp., con capacidad de 

realizar fotosíntesis oxigénica. Además de llevar a cabo la fotosíntesis, Anabaena 

puede fijar nitrógeno atmosférico; esto se debe a que puede diferenciarse en 

heterocistos a partir de las células vegetativas. Las células vegetativas se encargan 

de llevar a cabo la fotosíntesis, pero cuando existe un ambiente bajo en nitrógeno, se 

producen células especializadas en la fijación de nitrógeno (Muro et al. 2017; Zhang 

et al. 2005 y Shapiro, 1988). Otra bacteria que ha sido utilizada como modelo para el 

estudio de diferenciación son las proteobacterias del género Myxococcus las cuales, 

con la falta de nutrientes pueden diferenciarse en cuerpos fructíferos, teniendo células 

vegetativas en la periferia y esporas dentro (O’Connor, y Zusman, 1991). Además, 
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cuando la población se encuentra sobre un soporte sólido, estas bacterias se mueven 

como se si fueran una entidad colectiva única o enjambre (swarm), es decir, sus 

movimientos son ampliamente coordinados entre sí. Durante este movimiento, se 

secretan enzimas líticas y compuestos antimicrobianos para alimentarse de otras 

bacterias que se encuentren en el medio circundante. Por eso, la diferenciación en 

Myxococcus, es uno de los modelos más fascinantes para el estudio de la coordinación 

y generación de células especializadas que son diferentes metabólica, funcional y 

morfológicamente (Hoiczyk et al. 2009; Shapiro, 1988). Para que se lleve a cabo una 

correcta regulación de la diferenciación en la población, las bacterias tienen que llevar 

a cabo un cambio en la expresión de sus genes, especialmente en la actividad de los 

reguladores transcripcionales. Para detectar estos fenómenos a nivel poblacional o 

celular, se utilizan herramientas moleculares como proteínas fluorescentes, entre otras 

(Lindow, 1995; Silhavy et al. 2000). Entre los beneficios de la diferenciación en una 

población de bacterias, destaca la eficiente proliferación o supervivencia de los 

microorganismos. Además, estas pueden mejorar el consumo de sustratos al 

diferenciarse en distintos tipos de células que tienen números procesos metabólicos al 

mismo tiempo, pero no en las mismas células. 

1.5.1. Diferenciación en Bacillus 

 

Bacillus subtilis (Bs) es el microrganismo más utilizado para el estudio de la 

diferenciación en bacterias Gram-positivas. Esto se debe a su capacidad para generar 

células especializadas en función de las condiciones ambientales que las rodea. En 

una población de Bs pueden coexistir células: competentes (con capacidad de tomar 

ADN del medio), productoras de matriz extracelular (bio-película), móviles, caníbales 

y formadoras de esporas (López et al 2008).  

1.5.2. Esporulación  
 

La esporulación en Bs ha sido ampliamente estudiada como un modelo de 

diferenciación celular. Cuando existe algún tipo de estrés en el medio Bs puede 
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diferenciarse en esporas a partir de células vegetativas; las esporas son mucho más 

resistentes a la radiación, falta de nutrientes, etc. La espora es una forma de resistencia 

y propagación y, generalmente se le considera como un agente infeccioso potente en 

algunas cepas del género Bacillus y en algunas Gram-negativas.  

1.5.3. Regulación de la esporulación en Bacillus 

 

El inicio de la esporulación depende de la detección de señales de estrés por medio 

de un sistema llamado fosforelevo, que consiste en enzimas cinasas, proteínas 

fosforilables y fosfatasas reguladoras (Fig. 2) (Phillips y Strauch, 2002). Las señales 

de estrés son detectadas por histidinas cinasas (Kin A, B, C, D y E), las cuales generan 

una respuesta a proteínas fosforilables. Las cinasas detectan cambios que son 

responsables de iniciar la cascada de fosforilación; Spo0F es la proteína objetivo de la 

actividad de las cinasas, además funciona como un tipo de segundo mensajero. 

Después, Spo0F transfiere el grupo fosfato a Spo0B y finalmente al factor de 

transcripción Spo0A (Fig. 2). El resultado crucial de este sistema de transducción de 

señales es la fosforilación del factor de transcripción de Spo0A. Spo0A~P modifica 

globalmente la expresión genética de la célula, debido a que en su forma fosforilada 

activa la transcripción de genes en la fase de transición, uniéndose a diversos sitios 

en las regiones promotoras de estos genes (Baldus et al., 1994; Strauch et al., 1990). 

La presencia de bajos niveles de Spo0A~P, regula negativamente la transcripción del 

gen AbrB, que codifica una proteína represora de la expresión de genes involucrados 

en la esporulación, producción de antibióticos etc. (Roberson et al. 1989). Cuando 

Spo0A~P alcanza altos niveles de concentración, reprime genes de crecimiento 

vegetativo y activa genes de esporulación, entre otros fenómenos de diferenciación 

como la formación de bio-película (Phillips y Strauch, 2002,). 

El uso de proteínas intermediarias (Spo0F y Spo0B) implica, principalmente la adición 

de módulos de regulación al fosfo-relevo. Ejemplo de ellos son las fosfatasas Rap A, 

B y C, las cuales son capaces de defosforilar a Spo0F~P. Las proteínas Rap son 

reguladores de tipo Quorum Sensing, y su actividad está regulada por pequeños 
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péptidos (Phr) que resultan de un procesamiento proteolítico que se origina durante un 

ciclo de secreción y reinternalización de las bacterias. Estos péptidos se pueden 

considerar como feromonas que se acumulan en alta concentración celular (Miller y 

Bassler 2001). 

El activador transcripcional Spo0A~P lleva a cabo la activación de los operones: spoIIA 

y SpoIIG que son los encargados de la adecuada formación del septo asimétrico en la 

espora (Losick y Stragier, 1992) (Figura 2). Comúnmente, la expresión de spoIIA, se 

usa como indicador del inicio de la esporulación y de la fosforilación de Spo0A. Los 

operones mencionados anteriormente dividen a la bacteria en compartimentos de 

tamaño desigual: la pre-espora y la célula madre. Este proceso es irreversible y a partir 

de este punto, sucede una cascada de expresión diferenciada entre ambos 

compartimientos (Figura 3). Después de la formación del septo de la espora, dos 

factores sigma son sintetizados en formas inactivas para estar presentes, ya sea en la 

célula madre o en la pre-espora. En su forma activa, originan una cascada temporal 

de factores sigma sujeto de una regulación entrecruzada (Losick y Stragier, 1992). 

Finalmente, los factores sigma K y G son los responsables de la expresión de genes 

necesarios para el ensamblaje, maduración y liberación de la espora. Ejemplo de estos 

genes, son las proteínas que están codificadas por el operón ssp que se sintetiza 

únicamente en las endoesporas de los bacilos esporulados (pre-espora) (Setlow, 1998; 

Vlamakis, 2008 y Moir, 2016), y su expresión indica que el proceso de esporulación 

está en la fase final. 
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Figura. 2. Regulación del inicio de esporulación por el fosforelevo de Spo0A en Bs. Las cinasas (A, B, 
C) detectan señales de estrés del medio ambiente. El aceptor final spo0A. El operón spoIIA, genera una 
cascada de factores sigma que culmina con la esporulación. Spo0A es regulado por Spo0E que es una 
fosfatasa y regula la esporulación a tiempos adecuados. AbrB es un antirepresor del factor sigma H 
(SigH). Cuando SigH está activado, inicia la transcripción de las proteínas Rap que son fosfatasas y 
regulan al fosforelevo. Al mismo tiempo se transcribe los péptidos de señalización (Phr) que son 
exportados y procesados proteolíticamente y después importados al citosol. Los Phr se unen con las 
Raps inhibiendo su actividad fosfatasa (Perego, 2013; Ohlsen et al. 1994). 
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Figura.3 Regulación de los factores de transcripción en la célula madre e hija durante la esporulación 
de Bs. Durante el crecimiento vegetativo se expresa principalmente el factor sigma A. El factor sigma F 
en la pre-espora durante la fase de esporulación. El factor sigma E que activa a genes para la formación 
de la corteza y la resistencia a la lisozima en la espora y para la degradación del peptidoglucano en la 
pre-espora. El factor sigma G es sintetizado y este activa genes relacionados a la resistencia de la 
espora (radiación UV, calor, etc.) y la germinación (gerA, gerB). El factor sigma K activa genes 
relacionados con la liberación y maduración de la espora (Higgins y Dworkin 2012; Sella, et al. 2014; 
Errington, 1993; Gutiérrez et al. 2010). 

 

1.5.4. Necrotrofismo en Bt 

 

Los organismos necrotróficos son aquellos patógenos que tienen la capacidad de 

alimentarse de los cadáveres de sus hospederos. Estos generan moléculas tóxicas y 

enzimas líticas que descomponen las células de sus hospederos para liberar nutrientes 

que posteriormente utilizan como sustrato para su desarrollo (Van Kan, 2006). El 

necrotrofismo ha sido principalmente estudiado en hongos que se desarrollan en 

plantas en descomposición. 

Bt es una bacteria necrotrófica, ya que puede alimentarse de los cadáveres de sus 

insectos hospederos (Slamti et al. 2014). La actividad necrotrófica de Bt está regulada 

por el sistema NprR-NprX, así como por varias proteínas Rap. NprR es un receptor de 
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tipo quórum sensing que funciona como activador transcripcional y depende de NprX 

(o NprRB) y de un péptido de señalización (Rocha et al. 2010). El complejo NprR-NprX 

puede activar la transcripción de más de 41 genes, ya que adopta una forma 

tetrámerica que le permite unirse a secuencias promotoras específicas de ADN. Por 

ejemplo, el gen nprA que es el gen que codifica a la proteasa neutra, es utilizado como 

indicador de la fase necrotrófica de Bt. Además, NprR regula la transcripción de genes 

involucrados en la formación de bio-película (Slamti et al. 2014) y regula el inicio de la 

esporulación (Cabrera et al. 2014). Además de NprR, 6 proteínas Rap de Bt regulan la 

producción de proteasas extracelulares, y por lo tanto son importantes para la 

regulación del desarrollo del necrotrofismo (Gastélum et al.  2020). 

1.5.5. Formación de la bio-película  

 

Aunque la fisiología bacteriana es normalmente estudiada utilizando medios líquidos 

con cultivos axénicos a nivel de laboratorio, en la naturaleza las bacterias se 

encuentran mayormente en bio-película (en las raíces de plantas, el tracto digestivo 

de animales, etc.) Una bio-película es una asociación de microorganimos que se 

adhieren entre ellos o sobre superficies. Su característica principal es la formación de 

una matriz extracelular de exo-polisacáridos, proteínas y ADN, que le confiere 

resistencia a factores de estrés en el medio, por ejemplo, a los antibióticos. Las bio-

películas tienen importancia clínica ya que se pueden desarrollar en catéteres de 

pacientes en hospitales; además, pueden contaminar productos alimenticios e incluso 

mediar infecciones en plantas (Mielich y Lopez, 2015). En el laboratorio, una bio-

película se puede formar en medio sólido (interface sólido-aire) mientras que una 

película se forma el medio líquido sin agitar (interface liquido-aire). Un bio-película es 

un claro ejemplo donde ocurre una alta heterogeneidad en la expresión génica de una 

población bacteriana, ya que en ella pueden existir diferentes subpoblaciones que 

comprenden células móviles, esporuladas y formadoras de matriz extracelular, etc. 

(López, 2009). 
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La formación de bio-películas es un proceso que está altamente regulado en Bs. El 

activador transcripcional Spo0AP es el encargado de regular la formación de la bio-

película que durante el crecimiento planctónico se encuentra bloqueada por la 

presencia del represor SinR. La función de SinR es mantener reprimida durante la fase 

de crecimiento vegetativo la transcripción de 15 genes de los operones eps y tapA-

sipW-tas, relacionados con la formación de exo-polisacáridos extracelulares y las 

proteínas estructurales del bio-película, respectivamente (Cairns et al.2014; Vlamakis 

et at, 2013). La represión transcripcional de SinR es atenuada por la proteína anti-

represora SinI. SinI es activada por Spo0A~P y es capaz de unirse a SinR formando 

un heterodímero, de forma irreversible, permitiendo la transcripción de los genes 

relacionados con la formación del bio-película (Cairns et al.2014; Vlamakis et at, 2013). 

La expresión del antirepresor SinI, o bien los genes de los operones eps y tapA-sipW-

tas pueden ser utilizados como indicadores de la formación de bio-películas. 

Cómo se mencionó anteriormente, la diferenciación en Bacillus en un proceso que 

tiene como fin la supervivencia y proliferación de los microorganimos, especialmente 

en condiciones adversas, por lo que las bacterias generan un cambio en su expresión 

genética convirtiéndose en caníbales, móviles, necrotróficas, etc. Cuando estos 

estadios de diferenciación fracasan, existe un último estado de diferenciación la 

esporulación. Todos estos tipos de células pueden coexistir en un bio-película. 

1.6. Fusiones transcripcionales: Herramientas para el estudio de la diferenciación en 

cultivos bacterianos 

 

La diferenciación de Bt conlleva cambios en su expresión genética que repercuten en 

su fisiología y ecología, tanto en la naturaleza como en fermentaciones controladas. 

Sin embargo, las herramientas tradicionales para el estudio de expresión genética y 

fisiología bacteriana a nivel poblacional no permiten detectar la expresión heterogénea 

y la aparición de subpoblaciones. Recientemente se han desarrollado herramientas 

genéticas para el estudio de subpoblaciones. Las fusiones transcripcionales consisten 

en el promotor de los genes de interés, dirigiendo la transcripción de un gen reportero 
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cuyo producto sea fácil de analizar a nivel de células individuales. Las fusiones 

transcripcionales son principalmente usadas para seguir el dinamismo celular 

asociados a su expresión génica y la actividad de los promotores, además, son 

herramientas cuantitativas que se pueden usar en diferentes condiciones. (e.g. medio 

sólido y líquido). La principal ventaja del uso de fusiones transcripcionales es la alta 

sensibilidad, conveniencia y confianza; un buen ejemplo de este tipo de gen reportero 

es la gfp, cuyo producto es la GFP (proteína verde fluorescente, por sus siglas en 

inglés), que puede ser detectado a nivel de células individuales por medio de citometría 

de flujo o microscopia de tipo confocal en preparaciones sólidas. 

 

1.6.1. Genes indicadores de la diferenciación: Esporulación, virulencia, bio-película y 

necrotrofismo. 

 

Como se describió en el párrafo anterior, las fusiones transcripcionales son 

herramientas adecuadas para medir la expresión de genes relacionados en la 

diferenciación de bacterias. El conocimiento que se tiene de genética y ecología de Bt 

permite la construcción de fusiones para detectar células especializadas 

(esporulación, bio-película, necrotrofismo y proteína Cry) dentro de una población, 

para medir la diferenciación en diferentes condiciones. Para detectar células que han 

entrado al proceso de esporulación, se ha utilizado el  promotor del operón spoIIA que 

es activado directamente por Spo0A~P, y por lo tanto es un indicador del inicio de la 

esporulación, y del funcionamiento del fosforelevo. El gen sspB codifica para las 

proteínas SASP y se expresa en los últimos estadios de la esporulación (Fig. 3); por lo 

tanto, este gen sirve como indicador de los bacilos que llegan a formar esporas 

maduras. Para detectar subpoblaciones de células especializadas en la producción de 

componentes de la matriz extracelular para la formación de bio-película, se pueden 

elegir genes conocidos en Bs y conservados en Bt. Por un lado, la expresión del gen 

sinI, que es inhibidor del represor sinR, es un indicador de la derepresión de genes 

que codifican para componentes de la matriz extracelular (ME). Por otro lado, el gen 
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sipW, que codifica para la peptidasa que se encarga de eliminar el péptido señal de 

las proteínas que forman parte de ME, para después ser translocadas en el espacio 

extracelular. Por otro lado, nos interesa conocer las subpoblaciones de Bt que 

expresan genes importantes para la virulencia. En este sentido, las proteínas Cry son 

uno de los determinantes más importante para la actividad entomopatógena de Bt. La 

expresión del gen Cry (cryIAc) puede ser un indicador de la capacidad 

entomopatógena que hay en la población. Finalmente, el necrotrofismo es uno de los 

fenómenos de diferenciación más estudiados en Bt (Dubois et al. 2012; Slamti et al. 

2014 y Verplaetse et al. 2917). El gen que codifica para la proteasa neutra extracelular 

nprA, activado por el sistema de QS NprR-nprX, es un indicador de que las células 

están produciendo enzimas extracelulares líticas para el necrotrofismo. 
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2. ANTECEDENTES DIRECTOS DE ESTA INVESTIGACIÓN 

 

 

Bt es el microorganismo más utilizado como biopesticida para el control de insectos 

plaga en cultivos agrícolas (Jouzani et al. 2017). Su producción a nivel industrial se 

lleva a cabo principalmente en fermentación en medio líquido. Sin embargo, algunos 

trabajos han mostrado que se pueden obtener altos rendimientos de esporas en bolsas 

de cultivo y medios sólidos basados en trigo y melazas (Devi et al. 2005; El-Bendary, 

1999). Se ha propuesto que, la fermentación en estado sólido es una opción 

económicamente viable, debido al bajo costo de las materias primas y si se generan 

títulos elevados de esporas. En nuestro grupo de investigación, se han obtenido altos 

títulos de esporulación en medio sólido en comparación a medio líquido (1x109 

esporas/mL vs 1x1010 esporas/g); sin embargo, aún se desconocen las bases 

moleculares y fisiológicas que sustentan estas observaciones. Los avances en la 

utilización de Bt como modelo de estudio para señalización y de determinación de la 

expresión genética durante la diferenciación celular (Rocha et al., 2010; Verplaetse et 

al., 2015) permite plantear estudios relacionados con los cambios producidos en la 

expresión genética que desencadena heterogeneidad fenotípica en una población de 

Bt cultivada en diferentes condiciones. Dichos estudios aplicados a superficie  permitira 

explorar, a nivel molecular, las condiciones fisiológicas que son responsables de los 

diferentes niveles de esporulación en medio sólidos en comparación con los cultivos 

en medio líquidos. 
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3. JUSTIFICACIÓN Y PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 

 

La prolongada acción residual de los insecticidas químicos, combinada a su toxicidad, 

ha provocado problemas de salud, de contaminación ambiental y la aparición de 

plagas con resistencia a estos insecticidas. En consecuencia, el control biológico es 

una alternativa viable en términos económicos y ambientalmente amigables en 

comparación con los insecticidas queímicos (Carrero, 1996). Por esta razón se explica 

el interés por el uso de Bt para el combate a diversos insectos que actúan como plagas 

en la agricultura. Existen dos tecnologías de producción para este biopesticida: el 

medio líquido sumergido y el sólido, con títulos de esporas superiores en el segundo 

(Pérez-Solís, 2016). Sin embargo, los cambios a nivel molecular en la expresión de 

genes de esporulación en fermentaciones de Bt no son completamente conocidos, y 

su medición es complicada en medio sólido debido a que en estos sistemas se utilizan 

residuos agroindustriales complejos (i.e. salvado de trigo y melaza de caña). Desde 

hace varias décadas, existen técnicas moleculares que pueden solucionar este tipo de 

inconvenientes metodológicos; por ejemplo, las fusiones transcripcionales permiten 

generar cepas reporteras para medir expresión de genes a nivel poblacional o a nivel 

de células individuales. La combinación de herramientas moleculares, la ingeniería 

genética y un sistema de laboratorio para probar el efecto del estado físico del medio, 

podría generar información con indicios claros de como ocurre la diferenciación, y 

específicamente la esporulación en los cultivos sobre soportes sólidos. En base a 

dicha información, se podrían generar estrategias para acelerar la producción de 

esporas y proteína Cry en Bt. Finalmente, una de las aportaciones más grandes de 

este proyecto de investigación es que no existe ningún estudio con proteínas 

fluorescentes y bacterias reporteras en fermentación sobre superficies sólidas (cultivo 

superficial). El uso de proteínas fluorescentes, como reporteras de expresión, 

representan una herramienta que a futuro podría utilizarse en otras investigaciones 

para conocer a detalle como ocurre el proceso de diferenciación en células de Bt 

cultivadas diferentes condiciones, incluyendo sustratos sólidos. En la última década 



21 
 

este tipo de cultivos ha aumentado su popularidad en sistemas de producción 

industrial. 

Pregunta de Investigación: 

¿Cómo afecta el estado físico en dos sistemas de cultivo líquido y superficial, la 

expresión de genes de diferenciación, relacionados con esporulación, formación de 

bio-película, proteína Cry y necrotrofismo, en Bt? 
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4. HIPÓTESIS 

 

La creación de cepas reporteras utilizando como proteína reportera GFP en los 

promotores de genes de diferenciación en la cepa Bt HD73, y su cuantificación a nivel 

de células individuales, permitirá evaluar el efecto del estado físico del medio cultivo 

sobre la aparición de subpoblaciones especializadas en: esporulación, formación de 

bio-película, necrotrofismo y virulencia. 
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5. OBJETIVOS 

 

General 

 

 Evaluar la aparición de subpoblaciones de Bt en cultivo líquido y superficial 

cuantificando la expresión de genes de diferenciación mediante proteínas 

reporteras fluorescentes. 

Específicos 

 Diseñar, construir y transformar plásmidos con fusiones transcripcionales de gfp 

para los genes: spoIIA, sspB, sipW, sinI, cryIAc, nprA y el promotor constitutivo 

spac. 

 Evaluar el crecimiento y esporulación de cepas transformadas en cultivo líquido 

y superficial. 

 Cuantificar la expresión de cada gen reportero en ambos sistemas de cultivo a 

nivel de células individuales. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

6.1. Cepas, plásmidos y medios de cultivos 
 

Las cepas y plásmidos utilizados en este trabajo se describen en la tabla 1. Para 

realizar este estudio se utilizó la cepa Bt-HD73, donada por el Dr. Jorge Eugenio Ibarra 

Rendón, investigador del CINVESTAV, Irapuato. Esta cepa se utilizó para evaluar la 

expresión de diversos genes de diferenciación. También se utilizó el ADN de esta cepa 

para amplificar los promotores de los genes de diferenciación. La cepa Escherichia coli 

ECE149 transformada con el plásmido pMutin-GFP+ confiere resistencia a ampicilina 

(Ap) (Kaltwasser et al. 2002) (Donada por el Bacillus Genetic Stock Center por sus 

siglás en inglés) fue utilizada para amplificar la región codificante de la proteína verde 

fluorescente (GFP, por sus siglas en inglés Green Fluorescent Protein). La bacteria 

Escherichia coli TOP10 se utilizó para la construcción y clonación de los plásmidos 

antes de ser transformadas en Bt-HD73. Los medios de cultivos utilizados fueron 

Medio Luria-Bertani (LB, 10 g/L triptona, 5 g/L extracto de levadura y 5 g/L NaCl), Caldo 

Nutritivo (CN) y Agar nutritivo (AN) (8 g/L caldo nutritivo y 15 g/L Agar), para el 

crecimiento de rutina de Bt-HD73 y E. coli, a 30 °C y 37 °C, respectivamente, a una 

agitación de 220 rpm. Para el crecimiento selectivo se utilizó ampicilina (100 µg mg ˉ1) 

o eritromicina (5 µg mg ˉ1) para E. coli y Bt-HD73, respectivamente en un matriz de 125 

mL con 25 mL de LB. 
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Tabla 1. Cepas, características y plásmidos utilizado en este estudio. 

Cepa Descripción Referencia 

Escherichia coli ECE 
149 

Contiene el plásmido pMutin-GFP+. ApR (Kaltwasser et 
al. 2002) 

Escherichia coli Top 
10 

Cepa utilizada para la clonación y 
construcción de plásmidos. 

Invitrogen Cat. 
C404010 

Bacillus 
thuringiensis var. 

Kurstaki HD73 

 
Cepa silvestre 

Donada por el 
Dr. Jorge Ibarra 

del 
CINVESTAV-

Irapuato. 
Número de 

acceso:  
NC_020238.1. 

Plásmidos  Descripción Referencia 

pHT315 Plásmido utilizado para la expresión de las 
fusiones transcripcional en Bt-HD73 

(Arantes y 
Lereclus, 1991) 

pHT315- PspoIIA’gfp Plásmido para evaluar la expresión de la 
esporulación en los primeros estadios. 

Este estudio 

pHT315- PsspB’gfp Plásmido para evaluar la expresión de la 
esporulación en los últimos estadios 

Este estudio 

pHT315- PnprA’gfp Plásmido para evaluar la expresión del 
necrotrofismo  

Este estudio  

pHT315- PcryIAc’gfp Plásmido para evaluar la expresión de la 
proteína CryIAc 

Este estudio 

pHT315-PsinI’gfp Plásmido para evaluar la expresión de 
genes de formación de bio-película 

Este estudio 

pHT315-PsipW’gfp Plásmido para evaluar la expresión de 
genes de formación de bio-película 

Este estudio  

pHT315-Pspac’gfp Plásmido con el promotor constitutivo 
spaC 

Este estudio 

 

6.2. Selección de genes de interés para este estudio 
 

Para seleccionar genes indicadores de diferenciación se utilizaron las secuencias de 

genomas de Bt-HD73 publicadas en NCBI (NC_020238.1), identificando los genes 

spoIIA, nprA y cryIAc. Para identificar genes homólogos a  sspB, sipW y sinI, que han 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_020238.1
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sido más estudiados en Bs se realizó una búsqueda partiendo de los genes en Bacillus 

subtilis 168 (NC_000964.3). spaC es un promotor hidrido, derivado de un promotor del 

bacteriófago  SP0I, el cual contiene sitios de reconocimiento de ARN polimerasa de 

Bs,  además posee el operador del promotor LacI; ya que Bs no contiene a LacI en su 

genoma, no hay represión y el promotor es constitutivo (Yansura y Henner, 1984) .  Los 

números de acceso de los genes identificados en Bt-HD73 y Bs 168 se enlistan en la 

tabla 2. 

Tabla 2. Genes indicadores de diferenciación utilizados en este estudio. 

Relación con: Gen Número de acceso (NCBI) 

Esporulación  spoIIA NC_020238.1 

Esporulación sspB NC_000964.3 

Necrotrofismo nprA NC_020238.1 

Virulencia cryIAc AAU87037.1 

Bio-película sipW NC_000964.3 

 sinI NC_000964.3 

Promotor 
constitutivo  

Spac García et al. 2017 

 

6.2.1. Diseño de oligonucleótidos e identificación de las regiones promotoras de 

genes de esporulación, virulencia, necrotrofismo y constitutivo. 

 

Los oligonucleótidos que se utilizaron como cebadores en este estudio se enlistan en 

la tabla 3. Para identificar las regiones promotoras de los genes de interés, primero se 

descargó el genoma completo de Bt-HD73 (NC_020238.1) por medio de la página 

Nacional Center of Biotechnology Information (NCBI, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), 

posteriormente con ayuda del programa Artemis, se localizaron las regiones 

promotoras de cada gen, aproximadamente 200 pb rio arriba de la secuencia del gen, 

considerando, la caja TATA, la presencia de genes adyacentes, el sitio de inicio de la 

traducción y la región promotora. Los cebadores directos (forward primers) de cada 

región promotora y reverso (reverse primers) de gfp contenían la secuencia de la 

enzima de restricción XbaI (TCTAGA). Para el ensamblaje de Gibson (ver abajo), se 

añadieron a los cebadores reversos de cada promotor, una secuencia complementaria 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_000964.3
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al cebador directo de gfp. Los cebadores fueron diseñados en base al programa 

OligoEvaluator (Sigma-Aldrich) (http://www.oligoevaluator.com) 

Tabla 3. Oligonucleótidos utilizados en este trabajo. 

Nombre Secuencia (5’-3’)* Descripción** 

DS1 GGAAGGAGATATACATATGGC Fwd gfp 

DS2 TCTTCTAGACAATCACGAAACAATAATTG Rev gfp 

DS3 TCTTCTAGAAAGCATTTACAATTCAAGATG Fwd CryIAc 

DS4 GCCATATGTATATCTCCTTCCTCCATCTCTTTTATTAAGATACC Rev CryIAc 

DS5 TCTTCTAGATGGTGGGAGTTATTTAAAAG Fwd spoIIA 

DS6 GCCATATGTATATCTCCTTCCCTCCTTATGCTCAAACTTTAC Rev spoIIA 

DS7 TCTTCTAGATATGATGAGATTATTCAGGAAG Fwd sspB 

DS8 GCCATATGTATATCTCCTTCCATCACCTCCTTATTTATATATAAATTG Rev sspB 

DS9 TCTTCTAGATGAAATCAGAAGGTAAATAAATTAC Fwd sipW 

DS10 GCCATATGTATATCTCCTTCCTCTCCGTTGTTTTATATTATTTG Rev sipW 

DS11 TCTTCTAGATTCAGCATATGCAGATTG Fwd sinI 

DS12 GCCATATGTATATCTCCTTCCCCTCCCTAATTATCGGTC Rev sinI 

DS13 TCTTCTAGATTGACTTTATCTACAAGGTGTGGCATAATGTGT 
GTAATTGTGAGCGGATAACAATTAAGGAAGGAGATATACATATGGC 

Rev Pspac 

DS16 CAGGCTTTACACTTTATGC Rev 
pHT315*** 

DS17 CGTTACCCAACTTAATCG Fwd 
pHT315*** 

AV82 TCTTCTAGAGATGCAGCAGAATCTGTAG Fwd nprA 

AV83 GCCATATGTATATCTCCTTCCAAAGATTTTTGACACTTTTATAC Rev nprA 
*Las secuencias subrayadas indican los sitios de restricción, las secuencias en negritas indican el fragmento para llevar a cabo 

la reacción de Gibson. **Fwd: cebador directo, Rev: cebador reverso. *** Oligonucleótidos utilizados para la secuenciación. 

 

6.3. Manipulación de ADN 

 

Con el fin de extraer el ADN genómico de Bt-HD73 se realizó el cultivó bacteriano en 

medio líquido y se utilizaron los estuches PureLink™ y Genomic DNA Mini (Invitrogen), 

siguiendo las indicaciones del fabricante. Para la extracción del ADN plasmídico se 

utilizó el estuche QIAprep Spin Miniprep Estuche (Qiagen), siguiendo las indicaciones 

del fabricante. Para corroborar la integridad del ADN plasmídico y genómico se utilizó 

un espectrofotómetro NanoDrop™ (Thermo Scientific™) a una longitud de onda de 

260 nm y una concentración mínima de 15 µg/mL. Las ampliaciones preparativas para 

fusiones de Gibson se llevaron a cabo con la enzima Phusion® High-Fidelity DNA 

Polymerase y el resto con la enzima Dream Taq (Tabla 4 y 5). Los fragmentos de ADN 

obtenidos en las PCR (Tabla 6), extracciones de ADN plasmídico y genómico se 

visualizaron en geles de agarosa al 1% a la cual se le añadió GelRed® Nucleic Acid 

http://www.oligoevaluator.com/
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Gel Stain (Biotium), un intercalador del ADN, en la concentración recomendada por el 

fabricante. Las electroforesis se corrieron en amortiguador TAE 1x a un voltaje 

constante de 70 V durante 80 minutos. Se empleó el marcador de peso molecular 

Invitrogen 1 Kb Plus DNA Ladder (ThermoFisher). Cuando fue necesario, se cortaron 

las bandas de gel a partir de una electroforesis en un gel de agarosa al 0.8 % y se 

purificaron utilizando el estuche Zymoclean Gel DNA Recovery (Zymo Research), 

siguiendo las indicciones del fabricante. Para los ensambles de las fusiones 

transcripcionales se utilizó el estuche Gibson Assembly® Master Mix (New England 

BioLabs® Inc.), siguiendo las recomendaciones del fabricante; la reacción se agitó 

suavemente y posteriormente se incubaron a 50º C por 40 minutos en el termociclador. 

Se utilizó la enzima de restricción XbaI (New England BioLabs® Inc.) y la T4 DNA 

Ligasa (New England Biolabs Inc.), siguiendo las recomendaciones del fabricante para 

su aplicación. 

Tabla 4: Protocolo de PCR para la enzima Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase. 

Reactivo Volumen para una 
reacción (µL) 

Volumen para testigos 
(µL) 

5x Phusion HG 
amortiguador 

10 10 

10 mM dntps 1 1 

10 µM Forward Primer 2.5 2.5 

10 µM Reverse Primer 2.5 2.5 

ADN Molde 1 - 

ADN Polimerasa  0.5 0.5 

Agua libre de nucleasas 32.5 32.5 
 

Tabla 5: Protocolo de PCR para DreamTaq PCR Master Mix (2X). 

Reactivo Volumen para una 
reacción (µL) 

Volumen para testigos 
(µL) 

Dream Taq Master Mix 
(2x) 

20 20 

Forward primer 2 2 

Reverse primer 2 2 

ADN molde 1 - 

Agua libre de nucleasas 15 16 

Volumen total 40 40 
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Tabla 6: Ciclos de PCR 

 

6.4. Construcción de fusiones transcripcionales y generación de cepas reporteras  
 

Con el objetivo de evaluar la expresión de genes de esporulación, necrotrofismo, 

virulencia y bio-película se diseñaron 7 fusiones transcripcionales entre la proteína 

verde fluorescentes (GFP) y cada uno de los promotores seleccionados que se indican 

en la Tabla 2. Para amplificar la secuencia codificante de gfp, la cual estaba contenida 

en el vector pMutin-gfp, se utilizaron los cebadores DS1 y DS2 (Tabla 3) y como molde 

el ADN plasmídico de la cepa E. coli ECE 149. Para amplificar las regiones promotoras, 

se utilizaron los cebadores correspondientes (Tabla 3) y el ADN genómico de Bt-HD73. 

Se generó una construcción como testigo positivo el cual contiene el promotor Pspac. 

Para la generación de la fusión con el promotor Pspac, se generó un primer modificado 

gfp “corriente-arriba” que contenía la secuencia Pspac “corriente-arriba” (Tabla 3). De 

este modo, cuando se amplificó la secuencia codificante de gfp del vector pMutin-gfp, 

incluyó al promotor constitutivo spac. Con el fin de ensamblar las regiones promotoras 

con el gen gfp, se utilizó el ensamblaje de Gibson et al. (2009). Este método es 

relativamente fácil y eficiente, permite unir secuencias que tengan una región en 

común en un solo paso; participan tres enzimas claves: una polimerasa de alta 

fidelidad, una endonucleasa y una ligasa (Gibson, et al. 2009), tal como se ilustra en 

la Fig. 4. Después del emsambleje de Gibson se llevaron a cabo PCR’s con diluciones 

Paso Temperatura (ºC) Tiempo Número de 
ciclos 

Desnaturalización 
inicial 

95 1-3 min 1 

Desnaturalización 94 30 s 30 

Alineamiento 55 30 s 30 

Extensión 72 1 min 30 

Extensión final 72 5- 15 min 1 
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1:10, 1:20 y 1:50 de la citada reacción de Gibson et al. (2009). Se usaron los cebadores 

anterógrados de cada promotor y el retrógrado de gfp.  

 

Figura. 4. Esquema de la reacción de Gibson. Dos fragmentos de ADN (magenta y verde) deben de 
poseer una secuencia en común (negro). La superposición de las regiones idénticas entre dos 
secuencias permite que la exonucleasa T5 corte aproximadamente 25 pb de los extremos 5’ de cada 
región de ADN. Después las secuencias complementarias se alinean y la enzima polimerasa de fusión 
repara los nucleótidos que eliminó la exonucleasa (dado a que la exonucleasa es termolábil, sé inactiva 
durante la alineación). Finalmente, la Taq ligasa sella los sitios de corte con enlaces covalentes en el 
extremo 5’ al 3’ (Gibson et al. 2009).  

 

Para verificar si el ensamblaje se había realizado de manera correcta, se corrió un gel 

de electroforesis y cuando fue necesario se realizó las purificaciones de bandas 

directamente del gel. Una vez obtenidas las fusiones transcripcionales purificadas, la 

ligación se realizó en el vector pHT315 (Arantes y Lereclus, 1991) en el sitio de 

restricción XbaI (Fig. 5). En primer lugar, se realizó la digestión del plásmido y los 

insertos con la enzima XbaI (Tabla 7). Efectuada la restricción, el plásmido y las 

construcciones se mezclaron a una relación equimolar para efectuar la ligación en el 

vector pHT315 (Tabla 8). La reacción de ligación se transformó en E. coli Top10 quimio 

competentes, y las colonias positivas fueron seleccionadas con medio LB 

suplementado con 100 µg/ml de ampicilina. Se realizaron reacciones PCR de las 

colonias crecidas en este agar, para verificar la presencia de la construcción en el 

plásmido. Dos colonias positivas de E. coli TOP10 transformadas con cada fusión 

transcripcional fueron conservadas en glicerol y guardadas a -80º C hasta su uso. Los 
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plásmidos resultantes fueron extraídos y se obtuvieron las secuencias en el 

Laboratorio Nacional de Genómica para la Biodiversidad, (LANGEBIO) Unidad 

Cinvestav Irapuato por el método Sanger utilizando los cebadores DS16 y DS17. 

 

Figura. 5. Plásmido pHT315. La zona amarilla representa el sitio de clonación múltiple (MCS, por sus 
siglas en inglés); el plásmido contiene dos orígenes de replicación para Gram negativas (OriEC) y 
Grampositivas (Ori1030). Además, dos genes de resistencia para ampicilina (ampR) y eritromicina 

(ermB), para y Gram negativas y Gram positivas, respectivamente (Arantes y Lereclus, 1991). 

 

Tabla 7. Preparación de la reacción de restricción con la enzima XbaI en el vector pHT315. 

Reactivo Volumen Final (µL)  

ADNp 27 

10X NE amortiguador 5 

Enzima de restricción 1 

Fosfatasa alcalina 2 

Agua libre de RNAasa 15 

Volumen total 50 
 

Tabla 8. Ligación de las construcciones en el vector pHT315 en E. coli TOP10. 

 

 

 

Reactivo Volumen Final (µL) Control 

ADNp 4 4 

10X NE amortiguador 1.5 1.5 

Construcción 3 - 

Ligasa 1 1 

Agua libre de RNAasa 5.5 8.5 

Volumen total 15 15 
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6.5. Transformación de ADN 

 

Como cepa hospedera de los plásmidos se utilizó a E. coli TOP10, para lo cual se 

prepararon células competentes de dicha cepa en presencia de CaCl2. Para esto, se 

tomó 1 mL de células crecidas toda la noche en 100 mL de LB y se crecieron entre 1.5 

a 3 h. Después las células fueron colocadas en hielo por 10 minutos y centrifugadas. 

Posteriormente, se añadieron 10 mL de CaCl2 al 0.1 M y se incubaron en hielo durante 

20 minutos; se centrifugó a 5000 rpm durante 5 minutos y se retiró el sobrenadante. 

Por último, se añadieron 5 mL de CaCl2 al 0.1 M/15% de glicerol y las células fueron 

guardadas a -80 °C, hasta su uso. La transformación de E. coli se efectuó con el 

método de choque térmico (Froger y Hall, 2007).  

Las células de Bt-HD73 se hicieron electrocompetentes de acuerdo al siguiente 

protocolo. Se sembró por estrías en una caja Petri con medio LB, a un inóculo de la 

cepa silvestre de Bt-HD73 y se incubó toda la noche. Posteriormente, se tomó un 

inóculo de la colonia de Bt y se creció en 25 mL de LB dentro de un matraz de 125 mL 

a 30 ºC y 200 rpm, por toda una noche. Al día siguiente, se tomaron 2 mL para inocular 

200 mL de caldo BHI (Anexo 1) en un matraz de 1 L y se esperó a que este cultivo 

alcanzara una absorbancia a 600 nm de 0.3-04 e inmediatamente se le añadió glicina 

al 25% (16-25 mL) para incubarse en las mismas condiciones por 1 hora. El cultivo se 

colocó en hielo por 5 minutos. Posteriormente, las células fueron centrifugadas a 5000 

x g por 5 minutos a 4 ºC. Después fueron lavadas y centrifugadas en volúmenes 

descendentes (1, 0.5 y 0.25) de solución EB (Anexo). Finalmente, las células fueron 

resuspendidas en 3 mL de solución EB. La electroporación se llevó a cabo en el 

Electroporador (ECM630, BTX Harvard Bioscience Inc.).  

Para generar las transformantes de Bt con los plásmidos descritos en la Tabla 2, se 

agregó 1 µg de ADN plasmídico a 300 µL de células electrocompetentes y se agitaron 

gentilmente. Enseguida, se incubaron por 5 minutos en hielo. Las mezclas fueron 

transferidas a celdas de 0.4 cm pre-enfriadas y se les aplicó un pulso de 200 ohms, 25 
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mF y 2.5 V, inmediatamente las células fueron resuspendidas en 1 mL de caldo BHI y 

se incubaron a 28 ºC durante una hora. Posteriormente, las células se centrifugaron a 

12, 000 rpm durante 5 minutos, se eliminó 1 mL del sobrenadante y se resuspendió en 

el sobrenadante restante y sembradas en medio agar BHI con 5 mg/mL de eritromicina. 

Dos colonias positivas de BtHD73 transformadas con cada fusión transcripcional 

fueron crecidas y después fueron almacenadas en glicerol y guardadas a -80 ºC hasta 

su uso. 

6.6. Verificación de la fluorescencia por medio del microoscopio de fluoresecenia 

 

Para comprobar la fluorescencia de las cepas transformadas en Bt HD73, se utilizó un 

microscopio de fluorescencia invertido (Zeiss Avio Observer Z1.6). Se utilizaron 

portaobjetos especiales para la visualización de los bacilos. Primero, se localizaron las 

células por medio de microscopia de contraste de fases, posteriormente se utilizo el 

filtro utilizado fue el 56 HE GFP (con excitación a 470/27 nm, y emisión a 512/30 nm) 

y finalmente se realizó un sobrelapamiento para ver cuales células presentan 

fluorescencia y cuales no.  

6.7. Cinéticas de crecimiento y esporulación 
 

Con el fin de evaluar el crecimiento, esporulación y expresión de genes en medio 

líquido y superficial se llevaron a cabo cinéticas en ambos sistemas. Las esporas 

fueron contadas como las unidades formadoras de colonias (UFC), después de un 

choque térmico a 80 ºC por 20 min. Las células totales fueron contadas como las UFC 

sin el choque térmico. La expresión de los genes se midió por citometría de flujo. Estas 

técnicas se describen más adelante.  
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6.6.1. Preinóculos para cultivos superficiales y líquido 
 

A partir de una colonia aislada sobre agar LB de cada cepa reportera se inoculó un 

matraz de 125 mL con 25 mL de medio LB y se incubó a 30 ºC a 220 rpm durante 14 

h. Posteriormente, se tomó 1 mL del cultivo en un microtubo y se centrifugó a 8000 

rpm por 3 minutos. Después se descartó el sobrenadante; el pellet de células se 

resuspendió en 1 mL de PBS estéril y se centrifugó en las condiciones antes 

mencionadas. En seguida, se resuspendió en 1 mL de PBS.  

6.6.2. Cinéticas en cultivo líquido 
 

Las cinéticas en cultivo líquido se llevaron a cabo en matraces Erlenmeyer de 250 mL 

a los cuales se les añadieron 50 mL de Medio Limpio (Dinorín, 2011) (Anexo 1) con 

eritromicina. Después se inocularon con 0.5% v/v (250 µl) del inóculo. Los matraces 

se mantuvieron en una incubadora con agitación a 30 ºC hasta 72 h. Durante la cinética 

se tomaron muestras en cada matraz en diferentes tiempos para evaluar el 

crecimiento, la esporulación y la expresión de genes (Tabla 9). Para los experimentos 

en medio líquido se tomaron muestras de 300 µL. Estas fueron centrifugadas, lavadas 

dos veces y resuspendidas en 300 µL de PBS. Se verificó la presencia de agregados 

celulares que pudieran afectar las mediciones de crecimiento y esporulación por UFC; 

cuando esto ocurría, las muestras se agitaron en vortex por media hora. La 

desagregación de células se corroboró mediante observación microscópica. 

 

6.6.3. Cinéticas en cultivo superficial. 
 

Los experimentos en cultivo superficial se realizaron en tubos para centrifuga de 50 

mL con tapa de rosca, a los cuales se le añadieron 10 mL de medio agar limpio (Anexo 

1) con eritromicina; se dejaron gelificar de 2 a 3 h en la campana de flujo laminar antes 

de la inoculación. Posteriormente, se inocularon a una dilución 1/10 con 70 µL del 

preinóculo y se propagaron en la superficie del medio con perlas de vidrio, después se 
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retiraron las perlas. Los tubos se mantuvieron en una incubadora a 30 ºC durante 120 

h. Para los experimentos en cultivo superficial se tomó cada tubo de centrifuga y se 

extrajeron todas las células contenidas dentro del tubo en diferentes tiempos (Tabla 

10). Para esto, se agregaron entre 3-10 ml de PBS estéril (Phosphate buffered saline, 

por sus siglas en inglés) y después por medio del agitador vortex se suspendieron las 

células. Después, se tomaron 500 µL de la suspensión de células y se centrifugaron, 

se lavaron dos veces y fueron resuspendidas en 500 µL de PBS. Se verificó la 

presencia de agregados con el mismo método que en cultivo líquido. 

 

Tabla 9: Horas de muestro en cultivo líquido, en la tercera columna se detalla que tipo de experimento 
se llevó a cabo en ese tiempo. 

Cultivo Hora Medición 

Líquido 1 Citometría/Viabilidad 

Líquido 3 Citometría 

Líquido 5 Citometría/Viabilidad 

Líquido 9 Citometría 

Líquido 12 Citometría/Vialidad 

Líquido 16 Citometría 

Líquido 20 Citometría/Viabilidad 

Líquido 28* Citometría/Viabilidad 

Líquido 36 Citometría/Viabilidad 

Líquido 48 Citometría/Vialidad 

Líquido 72 Citometría/Viabilidad 

*Se tomaron muestras en la hora 28 para las cepas reporteras de nprA, cryIAc, sinI y sipW 

 

 

Tabla 10: Horas de muestro en cultivo superficial, en la tercera columna se detalla que tipo de 
experimento se llevó a cabo en ese tiempo. 

Cultivo Hora Medición 

Sólido 8 Citometría/Viabilidad 

Sólido 16 Citometría 

Sólido 24 Citometría/Viabilidad 

Sólido 36 Citometría 

Sólido 48 Citometría/Vialidad 

Sólido 72 Citometría/Viabilidad 

Sólido 96 Citometría/Viabilidad 

Sólido 120 Citometría/Viabilidad 
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6.7.4. Crecimiento y esporulación 
 

Con el fin de determinar el número de células totales y termo-resistentes en cultivo 

líquido y superficial, se llevaron a cabo diluciones seriadas 1:10 de cada una de las 

muestras colectadas en las cinéticas. Las diluciones se hicieron en una microplaca de 

pozos de 300 µL. Para cuantificar células termo-resistentes, las muestras fueron 

incubadas a 80 ºC por 20 minutos antes de preparar las diluciones seriadas. 

Posteriormente, se sembraron con la técnica de gota, utilizando 6 µL de cada dilución 

en una caja Petri de 15 cm de diámetro sobre AN 0.5 x, que fueron incubadas a 30 ºC 

por 24 h. Se realizaron los conteos de colonias, y los resultados se expresan en 

unidades formadoras de colonia (UFC) por mL para  cultivo líquido, y en UFC por cm2 

para cultivo superficial. Se calculó la eficiencia de esporulación dividiendo las UFC 

termo-resistentes, entre UFC totales y se multiplicaron por 100. 

6.8. Análisis por citometría de flujo  
 

Calculamos el porcentaje de células individuales que expresan cada gen reportero en 

todas las muestras por medio del citómetro de flujo Accuri™ C6 Plus (BD). Para la 

detección inicial de las células de Bt se utilizó la cepa testigo BtHD73-pHT315, que 

contiene el plásmido vacío sin el promotor del gen blanco ni gfp; de esta manera se 

localizaron las células por tamaño y complejidad. Para la detección de GFP se utilizó  

una longitud de onda de excitación a 488 nm y emisión de 530 nm. Por cada muestra 

se registraron 10,000 eventos. Las células que expresan la proteína GFP se 

identificaran cómo células que proporcionan una intensidad de señal más altas en 

comparación con lo células que no expresan ningún gen reportero (pHT315) 

(Verplaetse et al., 2015). La expresión de cada gen se definió como el porcentaje de 

células con fluorescencia superior a un umbral establecido para cada hora de 

muestreo. 
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En un segundo experimento se procesaron solamente las cepas reporteras de los 

genes sinI, sipW, CryIAc y las cepas testigo pHT315 y Pspac. Se midió la expresión en 

un citómetro BD FACSCalibur en ambos cultivos, con los criterios descritos 

anteriormente. 

6.9. Análisis estadístico  
 

Los experimentos se realizaron por triplicado, se determinó la media y la desviación 

estándar para cada tiempo de incubación y se graficaron usando el programa 

GraphPad Prism 6. 
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7. RESULTADOS 

 

7.1.  Construcción de fusiones transcripcionales 
 

Con el fin de amplificar las regiones promotoras y la secuencia codificante de gfp se 

utilizaron los cebadores mencionados en la tabla 3 en un PCR. Se usó como molde el 

ADN genómico de Bt-HD73 y ADN plasmídico de la cepa E. coli ECE 149, 

respectivamente. Se logró obtener amplificación de todos los promotores; así como, 

del gen gfp, observando bandas del tamaño esperado pares de bases (pb) (Fig. 6 y 7)  

 

Figura. 6. Gel de electroforesis al 1% de agarosa. Las letras en amarillo representan el nombre de 
cada promotor. Tamaño esperado: gfp (949 pb) cryIAc (296 pb), spoIIA  (212 pb) sspB (252 pb) sipW 

(199 pb) y sinI (452 pb). 

 

Figura. 7. Gel de electroforesis al 1% de agarosa. Las letras en amarillo representan el nombre de 
cada promotor. Tamaño esperado: nprA (222 pb). 
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Cuando en los geles de electroforesis se presentaron más de dos productos de PCR, 

se llevó a cabo una purificación de banda en un gel de agarosa al 0.8%, Este fue el 

caso para las bandas de gfp, PsipW (Fig. 8) y Pspac (resultados no mostrados). 

Después de purificar el ADN de una banda cortada, se observa que las bandas 

secundarias se eliminaron o disminuyeron su concentración que pudiera deberse a 

que los cebadores eran inespecificos (Fig. 8). 

 

Figura. 8.  Gel de electroforesis al 0.8% para purificar bandas específicas. Las letras en amarillo 
representan el nombre de cada gen.Tamaño esperado: (Pspac 1000 pb) (gfp 942 pb) (sipW 199 pb) 

 

Después de purificar las bandas del gel se corrió un gel de electroforesis al 1%.  Para 

corroborar la pureza de los amplicones o fragmentos amplificados de ADN por PCR. 

Como se muestra en la figura 9, se comprobó que todas las bandas son 

monodispersas. A continuación, se procedió a realizar la unión de las regiones 

promotoras con la región codificante de GFP por medio del ensamblaje de Gibson (Fig. 

10). Una vez que se reamplificaron los productos de las reacciones de Gibson, se 

obtuvieron bandas monodispersas para las fusiones PsipW’gfp y PsspB’gfp. Para los 

casos PspoIIA’gfp y PsipW’gfp se obtuvieron bandas secundarias (Fig. 10). 
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Figura. 9.  Gel de electroforesis al 1%. Las letras en amarillo representan el nombre de cada 
gen.Tamaño esperado: (gfp 942 pb) (sipW 199 pb) (cryIAc 296 pb) (sspB 252 pb) (spoIIA 212 pb) (sinI 

452 pb). 

 

 

Figura 10. Gel de electroforesis al 1%. Ensamblaje de Gibson. Las letras en amarillo representan el 
nombre de las fusiones transcripcionales; se usó como referencia la banda del gen de gfp, siendo 
posibles posivas aquellas que tuvieran el tamaño esperado de la fusión transcipcional. Tamaño 

esprado: (PsipW’gfp 1141 pb) (PcryIAc’gfp 1238 pb)* (PspoIIA’gfp 1158 pb) (PsspB’gfp 1194 pb) (PsinI’gfp 1394 pb). 

 

En estos casos, se procedió a cortar las bandas principales y a purificarlas por una 

segunda electroforesis Se cortó el carril número 1 de la fusión PsinI’gfp (Fig. 10). 

Después de obtener las fusiones transcripcionales (Fig. 11) se procedió a ligarlas al 
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vector pHT315 usando como hospedero a E. coli Top 10. La primera banda de 

izquierda a derecha corresponde al vector pHT315, la segunda banda corresponde al 

vector digerido con las enzimas de restricción XbaI y las demás bandas, a las fusiones 

transcripcionales purificadas (Fig. 12). Estas bandas se ligaron y se transformaron en 

E. coli. Una vez verificada la presencia de los plásmidos con las fusiones 

transcripcionales en E. coli se procedió a transformar Bt-HD73. 

 

 

Figura. 11. Gel de electroforesis al 1%. Purificaciones del ensamblaje de Gibson. Las letras en amarillo 
representan el nombre de las fusiones transcripcionales. Tamaño esperado: (PsipW’gfp 1141 pb) (PspoIIA’gfp 

1158 pb) (PsspB’gfp 1194 pb) (PsinI’gfp 1394 pb). 
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Figura. 12. Gel de electroforesis al 1%. Restricciones y fusiones transcripcionales. Las letras amarillas 
del carril 1 al 2, representan las restricciones hechas en el vector pHT315, las demás representan el 
nombre de las fusiones transcripcionales. Tamaño esperado: (PsipW’gfp 1141 pb) (PspoIIA’gfp 1158 pb) 
(PsspB’gfp 1194 pb) (PsinI’gfp 1394 pb). 

 

Se comprobó que cada cepa tuviera la fusión transcripcional por medio de PCR; cada 

banda representa la fusión transcripcional en la cepa reportera y todas las cepas 

presentan estas bandas del tamaño esperado (Fig. 13 y 14). 

 

Figura. 13. Gel de electroforesis al 1%. PCRs de colonias en cepas transformadas de Bt HD73. Las 
letras en amarillo representan las cepas transformantes en Bt. Tamaño esperado: (PsspB’gfp 1194 pb) 
(PsinI’gfp 1394 pb) (PspoIIA’gfp 1158 pb) (Pspac 1000 pb) (PsipW’gfp 1141 pb). 
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Figura. 14. Gel de electroforesis al 1%. PCRs de colonias en cepas transformadas de Bt HD73. Las 
letras en amarillo representan las cepas transformantes en Bt. Tamaño esperado: (PnprA’gfp 1259 pb) 

 

 

7.2. Secuenciación de las fusiones transcripcionales 
 

Para corroborar la correcta construcción de las fusiones transcripcionales y descartar 

la presencia de mutaciones, se extrajo ADN plasmídico de las cepas de E. coli TOP10 

y se enviaron al Laboratorio de Servicios Genómicos (CINVESTAV-LANGEBIO), para 

su secuenciación por medio de la tecnología Sanger. Se usaron los cebadores DS15 

y DS16 (Tabla 3). Se realizó un BlastN con la secuencia teórica en comparación con 

las obtenidas en la secuenciación. Las cepas transformadas tenían las secuencias 

teóricas; aunque se detectaron algunas pocas mutaciones puntuales (Anexo 2). Se 

desconoce si estos errores son debido a la secuencación Sanger en este trabajo o si 

son mutaciones introducidas por la ADN polimerasa cuanse se llevo a cabo la PCR en 

la amplificación. Las mutaciones que se presentaron para todas las fusiones se dieron 

principalmente en la secuencia de GFP; sin embargo, ninguna mutación afectó a los 

PnprA’gfp 
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aminóacidos 65, 66, y 67 los cuales le confieren fluorescencia. Con respecto a los 

promotores, la única cepa repotera que presentó mutaciones fue PsinI’gfp, a la cual le 

faltaron dos timinas en la región promotora seleccionada. 

7.3. Verificación de la fluorescencia en cepas transformadas en Bt-HD73 
 

Para comprobar la fluorescencia de las cepas transformadas en Bt HD73, se utilizó un 

microscopio de fluorescencia invertido Encontramos que todas las cepas reporteras 

presentan fluorescencia (Fig. 15); es decir, que la región promotora seleccionada para 

genes de diferenciación fue la adecuada. La cepa transformada con el vector vacío no 

presentó fluorescencia, lo cual se esperaba puesto que no tiene ninguna región 

promotora ni gfp (Fig. 15). Notablemente, la señal GFP emitida por la reportera 

PsspB’gfp se encontró localizada solamente en las endosporas, a diferencia del resto 

de las cepas reporteras que presentan fluorescencia en las células completas (Fig. 

15). 
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Figura. 15. Fluorescencia de las cepas reporteras de Bt-HD73. Con el detector de contraste de fases de 
localizan las células, posteriormente se utiliza el filtro para GFP y por último el sobrelapamiento de 
ambas imágenes. 
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7.4. Cinéticas de crecimiento y esporulación 
 

7.4.1. Cultivo líquido 
 

Para detectar las fases de crecimiento de Bt-HD73, así como para conocer si las 

transformaciones con los diferentes plásmidos en Bt habían generado alguna 

modificación en el crecimiento o esporulación, se realizaron cinéticas de crecimiento y 

esporulación en cultivo líquido y en superficial. Se tomaron muestras en distintos 

tiempos en ambos sistemas. Con respecto al crecimiento y esporulación en cultivo 

líquido, encontramos que todas las cepas presentan cinéticas muy similares (Fig. 16). 

Se observa que el punto máximo de crecimiento vegetativo se alcanza a las 20 h, 

mientras que las células termo-resistentes (esporas) se detectan a partir de las 20 a 

28 h. Con respecto a la esporulación, se alcanzó un título máximo de esporas NE ≈ 

1.5x 108 UFC/mL. Cabe destacar que el límite de detección inferior de este método fue 

de NE ≈ 166 UFC mL-1. Por lo tanto, se utiliza este valor basal para calcular la eficiencia 

de esporulación en los casos donde las esporas no fueron detectadas (ND, Fig. 15). 

En cultivo líquido se alcanzó una eficiencia de esporulación entre el 60% y 85 % en 

todas las cepas reporteras a la hora 72, (Fig. 17). Esto permite confirmar que la 

produción de GFP en las ocho cepas reporteras no generó ningún cambio detectable 

en la fisiología del crecimiento y esporulación de dichas cepas. Por lo tanto, se pueden 

descartar posibles cambios en la expresión genética de genes asociados a la 

diferenciación, como resultado de la transformación con los plásmidos el 60% y 85 % 

en todas las cepas reporteras a la hora 72, (Fig. 17). Esto permite confirmar que la 

producción de GFP en las ocho cepas reporteras no generó ningún cambio detectable 

en la fisiología del crecimiento y esporulación de dichas cepas. Por lo tanto, se pueden 

descartar posibles cambios en la expresión genética de genes asociados a la 

diferenciación, como resultado de la transformación con los plásmidos. 

 

 



47 
 

 

Figura. 16. Crecimiento y esporulación en cultivo líquido de las cepas transformadas en Bt-HD73. Las 
líneas negras en el promedio del crecimiento total, las líneas grisis en el promedio de esporas. Los 
puntos negros y triángulos grises son cada triplicado del experimento. 
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Figura. 

17.  Eficiencia de esporulación en cultivo líquido de las cepas transformadas de Bt-HD73. N/D= No 

detectado. Las barras es el promedio del porcentaje de eficiencia de esporulación y los puntos son cada 

triplicado del experimento. 
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7.4.2. Cultivo superficial  
 

Del mismo modo que en cultivo líquido, se llevaron a cabo cinéticas de crecimiento y 

esporulación en cultivo superficial, en las que se cuantificaron las UFC totales y termo-

resistentes. Todas las cepas presentaron cinéticas similares en este sistema de cultivo. 

Se alcanzó un crecimiento máximo a las 120 h con un conteo de células totales de NT 

≈2x109 UFC/cm2 (Fig. 18). Las esporas se detectaron a partir de las 8 o 24 h con título 

máximo de esporulación de NE  ≈ 1x109 UFC/cm2 a las 120 horas. Con respecto a la 

eficiencia de esporulación se observan dos patrones distintos: en el primer escenario, 

las cepas reporteras PspoIIA’gfp, PnprA’gfp, PsspB’gfp y PcryIAc’gfp, presentan 20-25% de 

eficiencia de esporulación; mientras que el resto de las cepas tiene entre un 50 y 65 

% de eficiencia (Fig. 19). Esto se pude atribuir a la variabilidad intrínseca del método, 

debido a condiciones desconocidas y no testiguadas durante el crecimiento bacteriano. 

Adicionalmente, en este método de medición solo se pueden detectar cambios cuando 

en los resultados se encuentra variaciones mayores a un orden de magnitud. Estos 

datos sugieren que el crecimiento y la esporulación de las cepas reporteras no 

afectada por la producción de GFP. Para corroborar si la transformación hubiera 

afectado el crecimiento y esporulación de Bt se necesitarían realizar cineticas con la 

cepa sin transformar, trabajo que nos se realizó en esta tesis. Además, las cinéticas 

de crecimiento y esporulación nos permiten asociar la expresión de cada gen con 

distintas fases del crecimiento. 
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Figura 18.  Crecimiento y esporulación en cultivo superficial de las cepas transformadas de Bt HD73. 

Las líneas negras en el promedio del crecimiento total, las líneas grisis en el promedio de esporas. Los 

puntos negros y triángulos grises son cada triplicado del experimento. 
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Figura 19.  Eficiencia de esporulación en cultivo líquido de las cepas transformadas de Bt HD73.N/D= 
No detectado. Las barras es el promedio del porcentaje de eficiencia de esporulación y los puntos son 

cada triplicado del experimento. 

 



52 
 

7.5. Expresión de genes de diferenciación 
 

La hipótesis central de este trabajo es que una posible causa de las diferencias en 

títulos de esporas entre cultivos líquido y superficial (Veening et al. 205; Verplaetse et 

al. 2015; Lima et al. 2019) se debe a variaciones en la expresión genética asociada a 

la diferenciación celular. La diferenciación en bacterias consiste en la aparición de 

células especializadas en diferentes funciones; para esto, los microorganismos 

pueden formar subpoblaciones con diferentes niveles de expresión en algunos genes. 

Se realizaron 2 experimentos independientes debido a la dispersión de datos en la 

cepa reportera PsipW’gfp. En el primero se probaron todas las cepas en ambos 

regímenes de cultivo. Posteriormente se repitió la medición de las cepas PsinI’gfp, 

PsipW’gfp, Pspac’gfp, PcryIAc’gfp y pHT315 en los cultivos líquido y superficial. 

Para determinar la expresión de genes de diferenciación en subpoblaciones de Bt-

HD73 se crearon cepas reporteras fluorescentes y se midió fluorescencia a nivel de 

células individuales. En el primer experimento, se evaluó el porcentaje de células que 

expresan GFP con el citómetro de flujo Accuri™ C6 Plus (BD) localizado en CIAD, 

Hermosillo. 

Se utilizaron dos cepas testigos: Pspac’gfp (testigo positivo) y pHT315 (testigo negativo). 

En cultivo líquido, (lado izquierdo de la Fig. 20), observamos que alrededor de las 5 h, 

el 100% de la población bacteriana tiene fluorescencia en testigo positivo (Pspac’gfp). 

Pero para tiempos más prolongados de cultivo, Pspac’gfp muestra fluorescencia con 

porcentajes variables, entre 25 y 80%. Por otra parte, ambos lados de la Fig. 18 no se 

muestra fluorescencia para la cepa transformada con el vector vacío (pHT315), que 

utilizamos como testigo negativo. Con respecto al cultivo superficial (lado derecho de 

la Fig. 20) se demostró que la cepa Pspac’gfp presentó un alto nivel de fluorescencia 

después de 20 h de incubación que se mantuvo casi constante (92%) hasta las 120 h 

de incubación. Estos resultados indican que las cepas controles funciona 

correctamente, y que la respuesta en el cultivo superficial para la cepa testigo positivo 



53 
 

es más estable, es decir se presentan menos fluctuaciones que la respuesta en el 

cultivo líquido.  

 

Figura. 20. Expresión de GFP cepas testigo. Porcentaje de células que expresan GFP en cultivo en 

cultivo líquido y superficial medidas con el citómetro Accuri™ C6 Plus (BD). 

 

Cuando se comparó la fluorescencia de las transformantes PspoIIA’gfp y PsspB’gfp 

ligadas a la esporulación. En la Fig. 21 se muestra mayor porcentaje de fluorescencia 

para la primera, con respecto a la segunda. Es de notarse que la fluorescencia 

observada con PspoIIA’gfp, aparece a las 10 h de cultivo, anterior a la esporulación 

mostrada en las Figs. 16 y 18. En cultivo líquido, la expresión de GFP en la cepa 

PspoIIA’gfp se detecta a partir de la hora 9; posteriormente se observa un aumento 

gradual, teniendo un pico de expresión entre el 60 y 65% alrededor de la hora 16 y 20 

(Fig. 21). La población que expresa GFP en la cepa PsspB’gfp es de alrededor del 10% 

de la población. Sin embargo, se tiene un pico del expresión de GFP en alrededor de 

la hora 16; posteriormente la expresión se mantiene constante durante toda la cinética 

entre 10 y 12%. En cultivo superficial, se observó la expresión del GFP para la cepa 

PspoIIA’gfp en un 30% de la población a las 16 h y se mantiene incrementando hasta la 
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hora 30; después se observa un punto de declive al 15% en la expresión a las 48 h. 

Por otro lado en la cepa reportera PsspB’gfp, se observa que solo una pequeña parte 

de la población expresa este promotor, alcanzado un punto máximo de expresión del 

10% entre las 72 y 96 horas  (Fig. 21).  

 

Figura. 21.  Expresión de GFP en cepas reporteras de esporulación. Porcentaje de células que 
expresan GFP en cultivo líquido y superficial medidas con el citómetro Accuri™ C6 Plus (BD). 

 

Para estudiar la transcripción relacionada con la formación de bio-películas, se 

utilizaron las transformantes PsinI’gfp y PsipW’gfp. En la Fig. 22 se observa que, tanto en 

cultivo líquido como en el superficial, la expresión del GFP correspondiente a la 

transformante, Psipw’gfp, se inició, a las 9 h de incubación y después de las 20 h se 

mantuvieron niveles cercanos al 50% de células fluorescentes durante casi todo el 

periodo de observación que abarcó 120 h, aunque el porcentaje de fluorescencia fue 

mayor en el cultivo superficial. Sin embargo, observamos una gran variabilidad en los 

datos de expresión de PsinI’gfp en cultivo superficial. (Fig. 22). En general se observa 

que el promotor PsipW’gfp se expresa en una subpoblación más grande en cultivo 

superficial y se mantiene constante durante todo el crecimiento entre las 24 y 120 h. 
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Figura. 22.  Expresión de GFP en cepas reporteras de la formación de bio-película. Porcentaje de 
células que expresan GFP en cultivo líquido y superficial medidas con el citómetro Accuri™ C6 Plus 
(BD). 

 

En la Fig. 23 se muestran los porcentajes de células fluorescentes con las 

transformantes: PnprA’gfp, relacionada con un gen regulador del necrotrofismo y la 

PcryIAc’gfp, relacionada con el promotor del gen regulador de la endotoxina Cry. 

Nuevamente se observó que la expresión de GFP empieza aproximadamente entre 8 

y 9 h después del tiempo de inoculación. (Fig. 23). 

Es de notarse la coincidencia del inicio de la expresión de GFP, entre 8 a 10 h de 

incubación, en los promotores de todos los genes reguladores y en los dos cultivos 

estudiados. Esta coincidencia, concuerda con el tiempo de arranque de la aparición de 

la esporulación, medido por el número de UFC con células termorresistentes. Esto 

indica un origen común en el proceso de diferenciación, pues aparentemente, todas 
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las secuencias del ADN, ligadas a los promotores estudiados, empiezan a transcribirse 

en la misma etapa del ciclo de cultivo. Esto sugiere una coincidencia importante en el 

proceso de diferenciación. Por ejemplo: que la diferenciación de Bt obedece a una 

transición bien definida en el metabolismo de las células y que posiblemente existe un 

control maestro general asociado a de dicha diferenciación. 

 

Figura. 23.  Expresión de GFP en cepas reporteras de necrotrofismo y virulencia. Porcentaje de células 

que expresan GFP en cultivo líquido y superficial medidas con el citómetro Accuri™ C6 Plus (BD). 

Para aclarar las fluctuaciones importantes en los niveles de fluorescencias mostradas 

en las Figs. 20 y 22 se realizó un segundo experimento, porque, las fluctuaciones de 

la fluorescencia de la transformante, Pspac’gfp, planteaban dudas sobre la hipótesis de 

la estabilidad del transcripto de un gen de tipo constitutivo como se vio en la Fig. 20  y 

por ello se repitieron los experimentos correspondientes, pero ahora usando el 

citómetro situado en la UAMI, con la colaboración de la Dra. Edith Cortés. 

La Fig. 24 muestra que la fluorescencia de las transformantes testigo Pspac’gfp 

(positivo) y pHT315 (negativo). En el primer caso la fluorescencia se inicia antes de las 

5 h y definitivamente antes del periodo de esporulación que se detectó alrededor de 8 

h. En cambio, el testigo negativo no mostró fluorescencia durante todo el periodo de 
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incubación. Además, el patrón de fluorescencia tuvo mucho menos fluctuaciones que 

en el experimento anterior, quizás debido que las mediciones estuvieron sujetas a 

menores errores experimentales. De todas formas, se detectó que el porcentaje de 

células fluorescentes disminuyó con el tiempo, aunque con mayor tasa en el cultivo 

superficial que en el cultivo líquido. Estos datos sugieren que durante la lisis celular 

durante la esporulación de Bt, la proteína fluorescente (GFP) se libera de las células y 

ya no es detectable por el citómetro de flujo. También se confirmó definitivamente que 

la fluorescencia estaba ligada al proceso de transformación genética pues la cepa 

testigo pHT315 no presentó fluorescencia en todo el periodo de observación en los 

dos cultivos (Fig. 24). 

 

 

 

Figura 24. Expresión de GFP en cepas testigo. Porcentaje de células que expresan GFP en cultivo 
líquido y superficial medidas con el citómetro BD FACSCalibur. 
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En la Fig. 25 se muestran los porcentajes de fluorescencia con las transformantes 

Psipw’gfp, ligada al proceso de formación de la bio-película y PsinI’gfp, relacionada con 

el promotor de una peptidasa responsable de la edición de los péptidos señaladores 

del proceso de formación de la bio-película. En el caso de PsipW’gfp, se observaron 

menos fluctuaciones con respecto a la tendencia de la cinética de fluorescencia. Tanto 

en cultivo líquido como en el superficial se alcanzó un nivel de fluorescencia mayor del 

75%, pero su aparición fue más temprana en el cultivo superficial que en el líquido. En 

esta repetición no se observó fluorescencia con la transformante PsinI’gfp. Es de 

notarse que en la Fig. 22 se indicaron niveles más bajos de fluorescencia de GFP con 

PsinI’gfp que con la transformante PsipW’gfp. En el momento presente no se tienen 

indicios que expliquen estas diferencias, que pudieran deberse a una menor 

estabilidad de esta construcción. 

En la Fig. 26 se muestra el patrón de fluorescencia con la transformante cultivo en 

cultivo líquido en la cepa PcryIAc’gfp, asociada a la formación de la endotoxina Cry. Ahí 

se confirma que la transcripción relacionada con esta transformante ocurre entre las 5 

y 10 h, y por lo tanto es un proceso que ocurre antes de la formación de las esporas, 

mostrada en las Figs. 14 y 16. Esto apoya la idea que diversos autores han 

mencionado la formación de la proteína Cry y de la espora, son parte de un proceso 

complejo que se detecta al mismo tiempo durante el ciclo de vida de Bt (Agaisse y 

Lereclus 1994; Aronson 2002; Soberón et al.  2007). 
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Figura 25. Expresión de GFP en cepas reporteras de la formación de bio-película. Porcentaje de células 

que expresan GFP en cultivo en líquido y superficial medidas con el citómetro BD FACSCalibur. 

Por último, también se repitió la cinética en cultivo líquido para la cepa reportera 

PcryIAc’gfp. En esta cepa, detectamos un inicio de expresión de GFP alrededor de la 

hora 5, del 5%, y aumenta a través del tiempo alcanzando un punto máximo de 

expresión del 82% a la hora 20; posteriormente, se tiene un declive a partir de la hora 

36 del 75% y 50% a la hora 72 (Fig. 26). Cabe resaltar que todos los datos tienen una 

dispersión menor, comparado al primer experimento (Figs. 20-23); sin embargo, en 

general los patrones de expresión de GFP son similares.  
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Figura. 26. Expresión de GFP en cepas reporteras de virulencia. Porcentaje de células que expresan 
GFP en cultivo en cultivo líquido medidas con el citómetro BD FACSCalibur. 

 

Los resultados de los experimentos aquí mostrados confirman la hipótesis que el uso 

de las transformantes con GFP asociados a promotores de los genes reguladores del 

ciclo de vida de Bt permiten definir las etapas de inicio en la expresión de dichos genes, 

y en este caso coinciden en un evento especial, ligado al fin del crecimiento vegetativo, 

llamado también exponencial o de crecimiento balanceado. Este concepto es discutido 

con mayor amplitud en la siguiente sección. 
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8. DISCUSIÓN 

 

En este trabajo generamos herramientas, estrategias y metodologías para la medición 

de la diferenciación en B. thuringiensis a nivel de células individuales. La diferenciación 

en bacterias es un proceso para la generación de células especializadas de acuerdo 

a las condiciones del medio circundante y necesidades de la población bacteriana; 

este fenómeno está asociado cambios en la regulación genética de los 

microrganismos. Para la medición de la diferenciación se han generado herramientas 

que permiten evaluar variaciones en la expresión genética dentro de una población de 

interés, por ejemplo, fusiones transcripcionales con β-galactosidasa (lacZ) o genes 

fluorescentes (gfp) (Lindow, 1995; Silhavy et al. 2000). Debido a la facilidad del método 

del ensayo de lacZ, este método fue la técnica preferida durante muchos años para 

estudiar la variación genética en poblaciones bacterianas. Esta técnica es ideal cuando 

se espera que la expresión del gen a estudiar sea idéntica en todas las células (López 

et al. 2008), o cuando se investigan cambios a nivel poblacional. Sin embargo, cuando 

se espera una heterogeneidad genética en la población, esta técnica no permite 

conocer la expresión en cada individuo.  

Una herramienta poderosa para evaluar expresión a nivel de células individuales son 

las fusiones con proteínas fluorescentes. Estas tienen la capacidad de mostrar in vivo 

los niveles de expresión, la localización y la funcionalidad de proteínas y pueden ser 

usados como reporteros de la actividad de cualquier promotor de interés (Brehm et al, 

2004). El gen reportero fluorescente más usado es gfp, el cual codifica para la proteína 

verde fluorescente, GFP. Una facultad importante de las proteínas fluorescentes es 

que pueden ser monitoreadas por medio del citómetro de flujo de manera cuantitativa. 

Este equipo es capaz de generar datos robustos de la expresión genética en cualquier 

condición medioambiental que se encuentre la bacteria, evaluando lo que sucede a 

nivel de células individuales en lugar de un promedio de toda la población (Valdivia et 

al. 1998; Brehm et al. 2004; Ambriz et. 2014).  
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En este proyecto, el uso de fusiones transcripcionales con GFP permitió medir y 

comparar la aparición de subpoblaciones en fermentaciones líquidas contra cultivos 

superficiales. Para lograr esto, se generaron ocho cepas reporteras: Un testigo 

negativo y otro positivo, dos cepas reporteras de genes de esporulación, dos para la 

formación de bio-película, una para virulencia y una para necrotrofismo. Encontramos 

que todas las cepas (excepto la cepa con el plásmido vacío pHT315) tienen 

fluorescencia. La cepa que utilizamos como testigo positivo (Pspac’gfp) mostró tener 

una expresión constante en ambos sistemas de cultivos, sin embargo, no es 

homogénea, es decir no se expresa igual en toda la población. El promotor Pspac se 

expresa en la mayor parte de la población en Bs. Sun et al. 2009, demostraron que 

reemplazando el promotor Pspac en el gen de nativo de surfactina, se obtiene una mayor 

producción de este lipopéptido. Por otra parte, García et al. 2017 evidenciaron que 

dicho promotor también se expresa en Bt. En ese trabajo se generó una cepa 

transformante con la fusión Pspac’gfp y por medio de microscopia de fluorescencia se 

confirmó que el promotor es funcional en Bt-HD73. Entonces, ambos testigos 

funcionaron como se esperaba en ambos experimentos, tanto en cultivo líquido como 

en superficial, lo cual indica que este sistema funciona correctamente para cuantificar 

la expresión de genes a nivel de células individuales. 

Mientras que la mayoría de las cepas reporteras presentan fluorescencia homogénea 

en la célula, en el caso de la cepa PsspB’gfp se visualizó la fluorescencia localizada en 

la espora, dentro del bacilo esporulado. Este resultado es consistente con los análisis 

de microscopia de fluorescencia de Vlamakis et al. 2008. Esto se debe a que durante 

la formación del septo asimétrico, cada compartimento (célula madre y pre-espora) 

tiene patrones diferenciales de expresión regulados por una cascada entre cruzada de 

factores sigma. En B. subtilis, se conoce que el operón sspB, se expresa únicamente 

en la pre-espora (Dignam et al. 1980; Connors et al. 1986; Setlow et al. 1988), y en 

este trabajo lo demostramos por primera vez en B. thruingiensis. 

Los resultados de fluorescencia indicaron que la elección de las regiones promotoras 

fue correcta para todos los genes. También indica que el ensamble de Gibson et al. 
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(2009) es una herramienta útil para esta finalidad, ya que la unión de las regiones 

promotoras con secuencia codificante de gfp, se ejecutó de manera correcta y rápida. 

Con respecto a este tipo de herramientas fluorescentes, en Bs existen diversos 

artículos donde se estudia la diferenciación con este tipo de técnicas (Chai et al. 2008; 

Veening et al. 2005; Vlamakis et al. 2008; López et al. 2008). Sin embargo, es 

reconocido que los estudios de diferenciación a nivel de células individuales en 

bacterias del grupo B. cereus son pocos, ya que las herramientas disponibles son 

limitadas (Pérez et al. 2016). De hecho, sólo existe un estudio sobre la interacción 

bacteria-insecto en Bt (Verplaetse et al. 2015), en donde se logró observar que el 

principal gen que se expresan sobre el cadáver del insecto es el regulador de virulencia 

PlcR, además se presenta heterogeneidad en su expresión, es decir que se generan 

subpoblaciones durante esta interacción. Proponemos que nuestras cepas reporteras 

son un recurso valioso para estudios futuros sobre la regulación genética en diferentes 

aspectos del ciclo de vida de Bt, que es un tema de interés en nuestro grupo de 

investigación en CIAD-CIDEA (Rocha et al. 2010: Rocha et al. 2012; Cabrera et al. 

2014; Cabrera et al. 2016; Gastélum et al. 2020; Verdugo et al. 2020). Además, pueden 

ser útiles para seguir caracterizando la fisiología bacteriana en sistemas de 

fermentación de Bt para su uso biotecnológico, como también se ha hecho en el grupo 

de investigación en UAM-I (Lima et al. 2019). 

El objetivo principal del trabajo era evaluar cambios en genes de diferenciación, 

comparando dos sistemas de cultivo: fermentación en cultivo líquido y en superficial. 

Diversos autores han mencionado que existe una mayor producción de metabolitos 

(proteasa, amilasas, etc.) de interés en fermentaciones sólidas (Barrios et al. 1988; 

Devi et al. 2005; Lima et al. 2019). Sin embargo, la utilización de dos sistemas de 

producción en donde se manejan diferentes unidades de evaluación complica bastante 

las comparaciones entre ambos sistemas. Es por eso que en este trabajo 

experimental, se decidió estimar el porcentaje de células en una población bacteriana 

que expresan genes reporteros asociados a la diferenciación celular en ambos 

sistemas. De esta manera, consideramos que son válidas las comparaciones directas. 
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Si bien el cultivo superficial no es igual al cultivo sólido – donde se utilizan matrices 

como salvado de trigo (Devi et al. 2005) - existen algunas características que lo hacen 

similar como: 1) que el organismo se desarrolla y se alimenta del soporte sólido, y 2) 

probablemente en ambos requiere la producción de una matriz extracelular para 

generar un bio-película (Chai et al. 2008; Mielich y López, 2015). 3) existe 

heterogeneidad en el acceso al oxígeno, donde están favorecidos las células en la 

interface sólido-aire (Vlamakis et al 2008). 

Los datos de crecimiento y esporulación también son difíciles de comparar entre los 

sistemas de cultivo líquido y superficial. Para el caso del crecimiento, las cinéticas en 

cultivo líquido han sido ampliamente estudiadas y en las condiciones normales 

aparecen fases de crecimiento muy bien caracterizadas (lag, exponencial, transición, 

estacionaria) en casi cualquier fermentación (Dinorín et al. 2015). En contraste, para 

el caso del crecimiento en colonias en cultivo superficial, estas fases son menos 

evidentes, y entran en juego variables como la difusión de nutrientes, calor metabólico, 

acceso al oxígeno, etc. (Hesseltine, 1987). Por otro lado, los datos expresados en 

UFC/ml vs UFC/cm2 no son comparables. Es importante que se desarrollen modelos 

adecuados para estudiar fenómenos de diferenciación, en donde se aíslen variables 

(como en este caso el estado físico), y se mantengan constantes otros parámetros 

como los nutrientes en cultivo de cultivo, la cantidad de inóculos, etcétera. Por esto, 

en este trabajo utilizamos la eficiencia de esporulación para realizar comparaciones; 

por un lado, el cultivo líquido y el superficial tenían la misma composición química, 

además establecimos a la eficiencia de esporulación como una herramienta para 

realizar comparaciones entre ambos sistemas. Nuestros datos indican que el estado 

físico del cultivo no generó cambios apreciables en cuanto a la eficiencia de 

esporulación en entre cultivo líquido y superficial. 

La esporulación es un estadio de diferenciación en Bt, en el cual se genera una espora 

que es altamente resistente a condiciones adversas. La esporulación en Bs depende 

de la actividad del regulador transcripcional spo0A (Phillips y Strauch, 2002; Errington, 

2003; Higgins et al. 2012). Además, este factor de transcripción es capaz de activar 
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otros estadios de diferenciación como la formación de bio-película, competencia y 

motilidad (Kovács, 2016). Es por eso que el gen spo0A ha sido objeto de 

investigaciones desde sus funciones en la fisiología de las bacterias hasta su 

regulación genética. Dado que Spo0A~P puede activar la expresión el operón spoIIA 

en los primeros estadios de esporulación, este gen ha sido utilizado como indicador 

del inicio de la esporulación. Veening et al 2005, diseñaron cepas con dos genes 

reporteros (PspoIIA‘yfp y Pspo0A’cfp) las cuales demostraron que el promotor de spoIIA 

puede ser usado para monitorear la activación de Spo0A~P.  

En nuestros experimentos, la cepa reportera PspoIIA’gfp tanto en cultivo superficial como 

en líquido presenta un patrón de expresión en el cual un 75% de la población expresa 

GFP dirigida por este promotor, mientras que el resto de la población tiene reprimido 

este gen. Estudios de diferenciación en Bs se ha demostrado que el promotor spoIIA, 

no se activa en toda la población; más bien, existen dos subpoblaciones, una que 

expresa spoIIA y otra parte de la población que la no expresa (Veening et al 2005; de 

Jong et al. 2010; Chastanet, et al. 2010). Esta fluctuación de expresión genética se 

debe a las cinasas y fosfatasas dentro de fosforelevo pudieran tener una influencia en 

la proporción de células que expresan este promotor (Smits et al. 2006). En cultivo 

sólido, la proporción que expresa GFP dirigida por el promotor spoIIA va del 25% a las 

10 h hasta 60 % a los 120 h. Esto muestra que la heterogeneidad de las poblaciones 

es mayor en cultivo superficial. 

Es interesante notar que, aunque la esporulación es alta en la población (30-80%), la 

subpoblación que expresa el gen sspB siempre se mantiene baja. Esto puede deberse 

a que, posterior a la maduración de la pre-espora, el bacilo debe lisarse, y la espora 

posteriormente pasa a un estado de actividad metabólica mínima (Veening et al. 2005). 

Esto implica que la transcripción de genes (incluyendo sspB) debe detenerse, y por lo 

tanto ya no detectamos fluorescencia en este punto. Además, no se pueden localizar 

en el citómetro de flujo, debido al tamaño inferior de las esporas en comparación con 

los bacilos.  
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Por otro lado, la cepa reportera PsspB’gfp, demostró tener poca expresión en ambos 

regímenes de cultivos. Sin embargo, notamos que este gen de fases tardías de 

esporulación se expresó después del promotor spoIIA y fue visible en el microscopio 

de fluorescencia (Fig. 13). La expresión del promotor sspB se debe activar en los 

últimos estadios de la esporulación, ya que en la cascada de transducciones de 

señales de spo0A primero se activa spoIIA y posteriormente sspB.  

Un bio-película es una comunidad compleja de células que se encuentran embebidas 

en una matriz extracelular de polisacáridos, proteínas y ácidos nucleicos. La regulación 

de la formación de bio-película en Bs depende del factor de transcripción Spo0A~P a 

baja concentración en la célula. Durante el crecimiento planctónico de Bs, la expresión 

de los operones para la biosíntesis de la matriz extracelular se encuentra bloqueada 

por el represor SinR, y esta represión es atenuada por SinI, permitiendo la 

transcripción de genes en los operones eps y tapA-sipW-tas (Chai et al. 2008; López 

et al. 2008; Mielich et al. 2014). En nuestro primer experimento en cultivo líquido y 

superficial, la cepa reportera PsipW’gfp, mostró una alta expresión de GFP Palrededor 

del 80 % en la poblaciónen ambos sistemas. La cepa PsinI’gfp arrojo datos bastante 

discrepantes en cultivo superficial con respecto a la dispersión de los datos, en cultivo 

líquido no se observó expresión de GFP. En el segundo experimento, se obtuvo una 

alta expresión de la cepa reportera PsipW’gfp en ambos sistemas, mientras que la cepa 

PsinI’gfp no generó señal de GFP en ningún cultivo. En relación a estas discrepancias 

entre los dos experimentos con la cepa reportera PsinI’gfp, se puede inferir que la cepa 

sufrió algún cambió durante el almacenamiento. Se necesitarían más experimentos 

para comprobar la actividad transcripcional de sinI en ambos cultivos. 

Es sabido que las bacterias dentro de un bio-película son capaces de diferenciarse en 

subpoblaciones de células fenotípicamente distintas, pero genéticamente iguales, lo 

cual no necesariamente sucede en cultivo líquido (Mielich y López, 2014). Por lo tanto, 

esperábamos que estos genes fueran diferencialmente expresados en ambos 

sistemas. Bs ha sido el organismo modelo para estudiar estos procesos de 

diferenciación, sin embargo, poco se conoce sobre estas subpoblaciones en Bt. 
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Vlamakis et al. 2008, demostró por medio de fusiones transcripcionales que al menos 

co-existen tres distintos tipos de células en un bio-película de Bs maduro y que además 

la expresión genética es dinámica a lo largo del desarrollo del bio-película, donde 

existe una estricta organización espacial. La heterogeneidad espacial no puede ser 

observada por citometría de flujo, pero no descartamos que este fenómeno se 

presente en los cultivos superficiales que realizamos en Bt-HD73; en ese caso, se 

esperarían regiones del cultivo con más expresión de genes de diferenciación, y otras 

regiones del mismo cultivo con expresión menor. Por otra parte, se sabe que en un 

bio-película existe heterogeneidad genética, debido a la expresión biestable de los 

genes regulados por Spo0A~P, que incluyen a sinI e indirectamente a sipW (López et 

al. 2008). Con respecto a Bt, Fagerlund et al. 2014 demostraron que sinI y sinR regulan 

motilidad y nado al igual que en Bs; además sinR regula genes para la producción de 

Kurstakina; y por último, describieron que SinI/SinR regula la expresión de hbl 

(enterotoxinas), generando subpoblaciones dentro en un bio-película.  

En los presentes experimentos, en ambos cultivos se expresa sipW, que codifica para 

una peptidasa encargada de cortar el péptido señal de las proteínas que serán 

translocadas para formar parte de los competentes de la matriz extracelular, lo cual 

podría estar asociado a las aglomeraciones que se presentan en ambos cultivos 

durante la fase de transición. Cabe resultar que no existe ningún artículo en donde se 

explique la regulación de este fenómeno en Bt. Por otra parte, con los experimentos 

de la cepa reportera PsinI’gfp, se esperaría que este promotor se expresara en un 

porcentaje muy bajo de la población. Chai et al. 2007, demostró por medio fusiones 

transcripcionales que en Bs sólo el 0.02% de la población expresa sinI, en relación a 

sinR.  

Bt se diferencia del resto de las especies del grupo B. cereus por su capacidad de 

producir proteínas con actividad entomopatógenas. En Bt, se sabe que el gen de la 

proteína Cry (cryIAC) está regulado por Spo0A (Lereclus et al. 2000; Deng et al. 2014). 

Por otra parte, nprA, es el gen que codifica a la proteasa neutra que es esencial para 

la supervivencia de la bacteria dentro del cadáver del insecto (Slamti et al. 2014). 
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Ambos estadios de diferenciación son regulados por Quorum Sensing. Con respecto 

a la cepa reportera PcryIAc’gfp en cultivo líquido se observó que un patrón en donde la 

expresión aumenta y después disminuye, en contraste con cultivo superficial se 

observan fluctuaciones de expresión durante el crecimiento de la bacteria. Del mismo 

modo sucede con la cepa reportera PnprA’gfp, en cultivo líquido se vio un patrón de 

puntos máximo y después un descenso en la expresión, mientras que en cultivo 

superficial se distinguió fluctuaciones en la detección de GFP. Estos datos pudieran 

estar relacionados a microambientes que se generan dentro de un bio-película que 

pudiera favorecer la activación de diferentes reguladores, debido a la poca dispersión 

de moléculas de señalización; a causa de la formación de la matriz extracelular, 

generando así heterogeneidad en la población. 
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9. CONCLUSIONES 
 

En esta tesis se demostró que 1) En cultivo líquido y solido aproximadamente la misma 

subpoblación se diferencia a esporulación, 2) una mayor cantidad de células debe 

activar genes de bio-película, resultando en una mayor heterogeneidad en la expresión 

genética relacionada a la diferenciación.  

Nuestro sistema experimental que consiste en cepas reporteras de Bt con GFP que  

estima el porcentaje de células que expresan genes reporteros de diferenciación por 

medio del citómetro de flujo. Permite comparar diferentes condiciones ambientales. 

Además se evaluó la eficiencia de esporulación en ambos regímenes de cultivo. 

Nuestros datos experimentales indicaron que el estado físico no afecta de manera 

considerable la eficiencia de esporulación en ambos sistemas. 

De igual manera, con respecto a los genes de diferenciación de esporulación no se vio 

una diferencia apreciable en ambos sistemas; sin embargo, en cultivo superficial se 

observa que el promotor spoIIA se expresa con mayor heterogeneidad. 

En relación a los genes de bio-película, el promotor Psipw’gfp se expresa en una 

subpoblación mayoritaria en ambos sistemas, lo cual podría estar relacionado con la 

formación de bio-película en cultivo superficial y con los agregados que se presentan 

en la fase de transición en cultivo líquido. Además, en cultivo superficial las cepas 

reporteras de virulencia presentaron ligeras diferencias con respecto al cultivo líquido, 

lo cual podría estar asociado a una mayor heterogeneidad genética en cultivos 

superficiales. 

En este trabajo, logramos demostrar que en cultivo superficial existe una mayor 

heterogeneidad genética que pudiera estar asociado a los microambientes que se 

genera en este régimen de cultivo. Estas cepas reporteras son útiles para evaluar el 

efecto de condiciones medioambientales sobre la cantidad y calidad de biomasa en 

fermentaciones, en relación con la expresión de genes de diferenciación. 
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10. RECOMENDACIONES 
 

En base a los resultados obtenidos en este trabajo experimental, a continuación se 

enumeran una serie de recomendaciones para futuros investigaciones. 

 

 Generar de nuevo la cepa reportera PsinI’gfp en Bt-HD73 y repetir experimentos 

de cinéticas en cultivo líquido y superficial y la evaluación de la expresión. 

 Diseñar y construir cepas reporteras con fusiones transcripcionales dobles. Por 

ejemplo: Una misma cepa con fusiones PspoIIA’gfp y PsipW’yfp o PspoIIA’gfp y 

PcryIAc’yfp. Con estas cepas se podría evaluar el porcentaje de células que 

expresan ambos genes de diferenciación o bien donde haya expresión 

excluyente, para estudiar interacciones ecológicas como la división de labores, 

cooperación, etc. 

 Realizar experimentos con medios de cultivo en donde manejen las mismas 

unidades, por ejemplo; sobre un soporte inerte en comparación a cultivo líquido. 

En donde las unidades sean UFC/mL. Además, evaluar el efecto de diferentes 

concentraciones de componentes del medio de cultivo sobre la diferenciación 

por ejemplo: Fuente de carbono, nitrógeno y elementos traza, para evaluar si 

nuestros resultados son extrapolables a otras condiciones.  

 La formación de bio-película parece ser importante durante las fermentaciones 

de Bt en cultivo sólido, por lo tanto, es importante estudiar este fenómeno. Para 

esto, proponemos generar cepas mutantes con el promotor de sipW, para 

evaluar el efecto de esta mutación sobre la aglomeración de células durante la 

fase de transición y otros genes reguladores como: spo0A y sinI. 
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12. ANEXOS 

 

12.1. Medios de cultivos y solución amortiguadora (Anexo 1) 
 

 Medio BHI (Brain Infusion Agar) 

Componente Cantidad (g/L) 

Infusión de cerebro y corazón 
(sólidos) 

8 

Digerido péptico de tejido animal 5 

Digerido pancreático de caseína 16 

Cloruro sódico 5 

Glucosa 2 

Fosfato disódico de hidrógeno 2.5 

 

 Medio limpio 

Componente Cantidad (g/L) 

Glucosa 12 

Peptona de soya 12 

Extracto de levadura 2.59 

MgSO4∙ 7H2O 0.2 

MnSO4 0.04 

ZnSO4∙ 7H2O 0.0058 

CuSO4∙ 5H2O 0.0075 

KCl 3 

FeSO4∙ 7H2O 0.00135 

CoCl2∙ 5H2O 0.03 

Fuente: (Dinorín, 2015). 

 Amortiguador EB 

Componente Cantidad  

Sacarosa 0.625 M 

MgCl2 1 mM 
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12.2. Secuencias (Anexo 2) 
 

Alineamiento de secuencia teórica vs secuencia obtenida para cada fusión 

transcripcional. 

 

PspoIIA’gfp 
 

Score Expect Identities Gaps Strand 

2113 bits(1144) 0.0 1151/1154(99%) 1/1154(0%) Plus/Plus 

     

Query  1     TGGTGGGAGTTATTTAAAAGAAGTTTTGGGATGTTTTCAACATCAAAATAGCGGCAAATA  60 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1     TGGTGGGAGTTATTTAAAAGAAGTTTTGGGATGTTTTCAACATCAAAATAGCGGCAAATA  60 

 

Query  61    TTTTGCCGCTTTTCTATTCGTATGTAAGTGAATAATGCTGAAAGGTTTCACTTTATGACG  120 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  61    TTTTGCCGCTTTTCTATTCGTATGTAAGTGAATAATGCTGAAAGGTTTCACTTTATGACG  120 

 

Query  121   AAATAGTTCTTCTTTTGTCAGCAGGAAGGATTCTTATTTTGTATCACGAAAATCTTTATG  180 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  121   AAATAGTTCTTCTTTTGTCAGCAGGAAGGATTCTTATTTTGTATCACGAAAATCTTTATG  180 

 

Query  181   TATGTGAATAAGTAAAGTTTGAGCATAAGGAGGGAAGGAGATATACATATGGCTAGCAAA  240 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  181   TATGTGAATAAGTAAAGTTTGAGCATAAGGAGGGAAGGAGATATACATATGGCTAGCAAA  240 

 

Query  241   GGAGAAGAACTTTTCACTGGAGTTGTCCCAATTCTTGTTGAATTAGATGGTGATGTTAAT  300 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  241   GGAGAAGAACTTTTCACTGGAGTTGTCCCAATTCTTGTTGAATTAGATGGTGATGTTAAT  300 

 

Query  301   GGGCACAAATTTTCTGTCAGTGGAGAGGGTGAAGGTGATGCTACATACGGAAAGCTTACC  360 

             || ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
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Sbjct  301   GGACACAAATTTTCTGTCAGTGGAGAGGGTGAAGGTGATGCTACATACGGAAAGCTTACC  360 

 

Query  361   CTTAAATTTATTTGCACTACTGGAAAACTACCTGTTCCATGGCCAACACTTGTCACTACT  420 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  361   CTTAAATTTATTTGCACTACTGGAAAACTACCTGTTCCATGGCCAACACTTGTCACTACT  420 

 

Query  421   TTGACCTATGGTGTTCAATGCTTTTCCCGTTATCCGGATCATATGAAACGGCATGACTTT  480 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  421   TTGACCTATGGTGTTCAATGCTTTTCCCGTTATCCGGATCATATGAAACGGCATGACTTT  480 

 

Query  481   TTCAAGAGTGCCATGCCCGAAGGTTATGTACAGGAACGCACTATATCTTTCAAAGATGAC  540 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  481   TTCAAGAGTGCCATGCCCGAAGGTTATGTACAGGAACGCACTATATCTTTCAAAGATGAC  540 

 

Query  541   GGGAACTACAAGACGCGTGCTGAAGTCAAGTTTGAAGGTGATACCCTTGTTAATCGTATC  600 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  541   GGGAACTACAAGACGCGTGCTGAAGTCAAGTTTGAAGGTGATACCCTTGTTAATCGTATC  600 

 

Query  601   GAGTTAAAAGGTATTGATTTTAAAGAAGATGGAAACATTCTCGGACACAAACTCGAGTAC  660 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  601   GAGTTAAAAGGTATTGATTTTAAAGAAGATGGAAACATTCTCGGACACAAACTCGAGTAC  660 

 

Query  661   AACTATAACTCACACAATGTATACATCACGGCAGACAAACAAAAGAATGGAATCAAAGCT  720 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  661   AACTATAACTCACACAATGTATACATCACGGCAGACAAACAAAAGAATGGAATCAAAGCT  720 

 

Query  721   AACTTCAAAATTCGCCACAACATTGAAGATGGATCCGTTCAACTAGCAGACCATTATCAA  780 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  721   AACTTCAAAATTCGCCACAACATTGAAGATGGATCCGTTCAACTAGCAGACCATTATCAA  780 

 

Query  781   CAAAATACTCCAATTGGCGATGGCCCTGTCCTTTTACCAGACAACCATTACCTGTCGACA  840 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  781   CAAAATACTCCAATTGGCGATGGCCCTGTCCTTTTACCAGACAACCATTACCTGTCGACA  840 
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Query  841   CAATCTGCCCTTTCGAAAGATCCCAACGAAAAGCGTGACCACATGGTCCTTCTTGAGTTT  900 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  841   CAATCTGCCCTTTCGAAAGATCCCAACGAAAAGCGTGACCACATGGTCCTTCTTGAGTTT  900 

 

Query  901   GTAACTGCTGCTGGGATTACACATGGCATGGATGAGCTCTACAAATAATGAATTCGAGCA  960 

             ||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||| 

Sbjct  901   GTAACTGCTGCTGGGATTACACATGGCATGGATGAGCCCTACAAATAATGAATTCGAGCA  960 

 

Query  961   CTAGTGCAGCCCGCCTAATGAGCGGGCTTTTTTCCATGCAAGCTAATTCCGGTGGAAACG  1020 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||| 

Sbjct  961   CTAGTGCAGCCCGCCTAATGAGCGGGCTTTTTTCCATGCAAGCTAATT-CGGTGGAAACG  1019 

 

Query  1021  AGGTCATCATTTCCTTCCGAAAAAACGGTTGCATTTAAATCTTACATATGTAATACTTTC  1080 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1020  AGGTCATCATTTCCTTCCGAAAAAACGGTTGCATTTAAATCTTACATATGTAATACTTTC  1079 

 

Query  1081  AAAGACTACATTTGTAAGATTTGATGTTTGAGTCGGCTGAAAGATCGTACGTACCAATTA  1140 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1080  AAAGACTACATTTGTAAGATTTGATGTTTGAGTCGGCTGAAAGATCGTACGTACCAATTA  1139 

 

Query  1141  TTGTTTCGTGATTG  1154 

             |||||||||||||| 

Sbjct  1140  TTGTTTCGTGATTG  1153 
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Psipw’gfp  

 

Score Expect Identities Gaps Strand 

2084 bits(1128) 0.0 1137/1141(99%) 1/1141(0%) Plus/Plus 

Query  1     TGAAATCAGAAGGTAAATAAATTACTAATAAAAAGACTGTGTAAAATTTTGGCACAGTCT  60 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1     TGAAATCAGAAGGTAAATAAATTACTAATAAAAAGACTGTGTAAAATTTTGGCACAGTCT  60 

 

Query  61    TTTTTCTATATTTTAAATAACTAATAATTGTAAATTTTCTTATTGCAATAACTTAAAGTT  120 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  61    TTTTTCTATATTTTAAATAACTAATAATTGTAAATTTTCTTATTGCAATAACTTAAAGTT  120 

 

Query  121   CGTTATATCATTTACTTGTGTTCTTGTTAAAGAACGTAAGCGGATATTGCATACTTCAAA  180 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  121   CGTTATATCATTTACTTGTGTTCTTGTTAAAGAACGTAAGCGGATATTGCATACTTCAAA  180 

 

Query  181   TAATATAAAACAACGGAGAGGAAGGAGATATACATATGGCTAGCAAAGGAGAAGAACTTT  240 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  181   TAATATAAAACAACGGAGAGGAAGGAGATATACATATGGCTAGCAAAGGAGAAGAACTTT  240 

 

Query  241   TCACTGGAGTTGTCCCAATTCTTGTTGAATTAGATGGTGATGTTAATGGGCACAAATTTT  300 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  241   TCACTGGAGTTGTCCCAATTCTTGTTGAATTAGATGGTGATGTTAATGGGCACAAATTTT  300 

 

Query  301   CTGTCAGTGGAGAGGGTGAAGGTGATGCTACATACGGAAAGCTTACCCTTAAATTTATTT  360 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  301   CTGTCAGTGGAGAGGGTGAAGGTGATGCTACATACGGAAAGCTTACCCTTAAATTTATTT  360 

 

Query  361   GCACTACTGGAAAACTACCTGTTCCATGGCCAACACTTGTCACTACTTTGACCTATGGTG  420 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  361   GCACTACTGGAAAACTACCTGTTCCATGGCCAACACTTGTCACTACTTTGACCTATGGTG  420 
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Query  421   TTCAATGCTTTTCCCGTTATCCGGATCATATGAAACGGCATGACTTTTTCAAGAGTGCCA  480 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  421   TTCAATGCTTTTCCCGTTATCCGGATCATATGAAACGGCATGACTTTTTCAAGAGTGCCA  480 

 

Query  481   TGCCCGAAGGTTATGTACAGGAACGCACTATATCTTTCAAAGATGACGGGAACTACAAGA  540 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  481   TGCCCGAAGGTTATGTACAGGAACGCACTATATCTTTCAAAGATGACGGGAACTACAAGA  540 

 

Query  541   CGCGTGCTGAAGTCAAGTTTGAAGGTGATACCCTTGTTAATCGTATCGAGTTAAAAGGTA  600 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  541   CGCGTGCTGAAGTCAAGTTTGAAGGTGATACCCTTGTTAATCGTATCGAGTTAAAAGGTA  600 

 

Query  601   TTGATTTTAAAGAAGATGGAAACATTCTCGGACACAAACTCGAGTACAACTATAACTCAC  660 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  601   TTGATTTTAAAGAAGATGGAAACATTCTCGGACACAAACTCGAGTACAACTATAACTCAC  660 

 

Query  661   ACAATGTATACATCACGGCAGACAAACAAAAGAATGGAATCAAAGCTAACTTCAAAATTC  720 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  661   ACAATGTATACATCACGGCAGACAAACAAAAGAATGGAATCAAAGCTAACTTCAAAATTC  720 

 

Query  721   GCCACAACATTGAAGATGGATCCGTTCAACTAGCAGACCATTATCAACAAAATACTCCAA  780 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  721   GCCACAACATTGAAGATGGATCCGTTCAACTAGCAGACCATTATCAACAAAATACTCCAA  780 

 

Query  781   TTGGCGATGGCCCTGTCCTTTTACCAGACAACCATTACCTGTCGACACAATCTGCCCTTT  840 

             ||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  781   TTGGCGATGGCCCTGTCCTTTTACCAGACGACCATTACCTGTCGACACAATCTGCCCTTT  840 

 

Query  841   CGAAAGATCCCAACGAAAAGCGTGACCACATGGTCCTTCTTGAGTTTGTAACTGCTGCTG  900 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  841   CGAAAGATCCCAACGAAAAGCGTGACCACATGGTCCTTCTTGAGTTTGTAACTGCTGCTG  900 

 

Query  901   GGATTACACATGGCATGGATGAGCTCTACAAATAATGAATTCGAGCACTAGTGCAGCCCG  960 

             |||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  901   GGATTACACATGGCATGGATGAGCCCTACAAATAATGAATTCGAGCACTAGTGCAGCCCG  960 

 

Query  961   CCTAATGAGCGGGCTTTTTTCCATGCAAGCTAATTCCGGTGGAAACGAGGTCATCATTTC  1020 
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             ||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  961   CCTAATGAGCGGGCTTTTTTCCATGCAAGCTAATT-CGGTGGAAACGAGGTCATCATTTC  1019 

 

Query  1021  CTTCCGAAAAAACGGTTGCATTTAAATCTTACATATGTAATACTTTCAAAGACTACATTT  1080 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1020  CTTCCGAAAAAACGGTTGCATTTAAATCTTACATATGTAATACTTTCAAAGACTACATTT  1079 

 

Query  1081  GTAAGATTTGATGTTTGAGTCGGCTGAAAGATCGTACGTACCAATTATTGTTTCGTGATT  1140 

             |||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1080  GTAAGATTTGATGTTTGAGTCGGCTGAAGGATCGTACGTACCAATTATTGTTTCGTGATT  1139 

 

Query  1141  G  1141 

             | 

Sbjct  1140  G  1140 
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PsspB’gfp 

 

Score Expect Identities Gaps Strand 

2196 bits(1189) 0.0 1196/1199(99%) 1/1199(0%) Plus/Plus 

Query  1     TATGATGAGATTATTCAGGAAGTGAGAGGTACGGATCTTTTTGCTTCCTTAGAATGGTTT  60 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1     TATGATGAGATTATTCAGGAAGTGAGAGGTACGGATCTTTTTGCTTCCTTAGAATGGTTT  60 

 

Query  61    GGACATAATGCAAAAGAGATATTAAAAGAAGAAATGAAAGTATTAATAAATAGAAAATTA  120 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  61    GGACATAATGCAAAAGAGATATTAAAAGAAGAAATGAAAGTATTAATAAATAGAAAATTA  120 

 

Query  121   GAAGTAGTAACTTCGTAATGTGAAATGATGTGAGAGTCTCGTTTTAGAGGCTCttttttt  180 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  121   GAAGTAGTAACTTCGTAATGTGAAATGATGTGAGAGTCTCGTTTTAGAGGCTCTTTTTTT  180 

 

Query  181   ATGGTAAAAAATAACCAAAAATTTCCATGTATTTTAATTTGAATTTAACACAATTTATAT  240 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  181   ATGGTAAAAAATAACCAAAAATTTCCATGTATTTTAATTTGAATTTAACACAATTTATAT  240 

 

Query  241   ATAAATAAGGAGGTGATGGAAGGAGATATACATATGGCTAGCAAAGGAGAAGAACTTTTC  300 

             |||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  241   ATAAATAAGGAGGTGACGGAAGGAGATATACATATGGCTAGCAAAGGAGAAGAACTTTTC  300 

 

Query  301   ACTGGAGTTGTCCCAATTCTTGTTGAATTAGATGGTGATGTTAATGGGCACAAATTTTCT  360 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  301   ACTGGAGTTGTCCCAATTCTTGTTGAATTAGATGGTGATGTTAATGGGCACAAATTTTCT  360 

 

Query  361   GTCAGTGGAGAGGGTGAAGGTGATGCTACATACGGAAAGCTTACCCTTAAATTTATTTGC  420 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  361   GTCAGTGGAGAGGGTGAAGGTGATGCTACATACGGAAAGCTTACCCTTAAATTTATTTGC  420 
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Query  421   ACTACTGGAAAACTACCTGTTCCATGGCCAACACTTGTCACTACTTTGACCTATGGTGTT  480 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  421   ACTACTGGAAAACTACCTGTTCCATGGCCAACACTTGTCACTACTTTGACCTATGGTGTT  480 

 

Query  481   CAATGCTTTTCCCGTTATCCGGATCATATGAAACGGCATGACTTTTTCAAGAGTGCCATG  540 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  481   CAATGCTTTTCCCGTTATCCGGATCATATGAAACGGCATGACTTTTTCAAGAGTGCCATG  540 

 

Query  541   CCCGAAGGTTATGTACAGGAACGCACTATATCTTTCAAAGATGACGGGAACTACAAGACG  600 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  541   CCCGAAGGTTATGTACAGGAACGCACTATATCTTTCAAAGATGACGGGAACTACAAGACG  600 

 

Query  601   CGTGCTGAAGTCAAGTTTGAAGGTGATACCCTTGTTAATCGTATCGAGTTAAAAGGTATT  660 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  601   CGTGCTGAAGTCAAGTTTGAAGGTGATACCCTTGTTAATCGTATCGAGTTAAAAGGTATT  660 

 

Query  661   GATTTTAAAGAAGATGGAAACATTCTCGGACACAAACTCGAGTACAACTATAACTCACAC  720 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  661   GATTTTAAAGAAGATGGAAACATTCTCGGACACAAACTCGAGTACAACTATAACTCACAC  720 

 

Query  721   AATGTATACATCACGGCAGACAAACAAAAGAATGGAATCAAAGCTAACTTCAAAATTCGC  780 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  721   AATGTATACATCACGGCAGACAAACAAAAGAATGGAATCAAAGCTAACTTCAAAATTCGC  780 

 

Query  781   CACAACATTGAAGATGGATCCGTTCAACTAGCAGACCATTATCAACAAAATACTCCAATT  840 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  781   CACAACATTGAAGATGGATCCGTTCAACTAGCAGACCATTATCAACAAAATACTCCAATT  840 

 

Query  841   GGCGATGGCCCTGTCCTTTTACCAGACAACCATTACCTGTCGACACAATCTGCCCTTTCG  900 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  841   GGCGATGGCCCTGTCCTTTTACCAGACAACCATTACCTGTCGACACAATCTGCCCTTTCG  900 

 

Query  901   AAAGATCCCAACGAAAAGCGTGACCACATGGTCCTTCTTGAGTTTGTAACTGCTGCTGGG  960 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  901   AAAGATCCCAACGAAAAGCGTGACCACATGGTCCTTCTTGAGTTTGTAACTGCTGCTGGG  960 

 

Query  961   ATTACACATGGCATGGATGAGCTCTACAAATAATGAATTCGAGCACTAGTGCAGCCCGCC  1020 

             |||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
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Sbjct  961   ATTACACATGGCATGGATGAGCCCTACAAATAATGAATTCGAGCACTAGTGCAGCCCGCC  1020 

 

Query  1021  TAATGAGCGGGCTTTTTTCCATGCAAGCTAATTCCGGTGGAAACGAGGTCATCATTTCCT  1080 

             ||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1021  TAATGAGCGGGCTTTTTTCCATGCAAGCTAATT-CGGTGGAAACGAGGTCATCATTTCCT  1079 

 

Query  1081  TCCGAAAAAACGGTTGCATTTAAATCTTACATATGTAATACTTTCAAAGACTACATTTGT  1140 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1080  TCCGAAAAAACGGTTGCATTTAAATCTTACATATGTAATACTTTCAAAGACTACATTTGT  1139 

 

Query  1141  AAGATTTGATGTTTGAGTCGGCTGAAAGATCGTACGTACCAATTATTGTTTCGTGATTG  1199 

             ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1140  AAGATTTGATGTTTGAGTCGGCTGAAAGATCGTACGTACCAATTATTGTTTCGTGATTG  1198 
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PsinI’gfp 

 

Score Expect Identities Gaps Strand 

2507 bits(1357) 0.0 1369/1374(99%) 3/1374(0%) Plus/Plus 

Query  1     TTCAGCATATGCAGATTGAGTGCCAGCTCCGAATGAAAGGCCTAATACAGCTGTCAATGC  60 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1     TTCAGCATATGCAGATTGAGTGCCAGCTCCGAATGAAAGGCCTAATACAGCTGTCAATGC  60 

 

Query  61    GATTGATGACAAAACTTTTTGAACGGTTTCTTGTTCATCCCTTATTTCCTCCCCtaataa  120 

             |||||||||||||||  ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  61    GATTGATGACAAAAC--TTTGAACGGTTTCTTGTTCATCCCTTATTTCCTCCCCTAATAA  118 

 

Query  121   ataatatgtattacaaattaaattttattaaaaattcaatattttttcaatatttagtca  180 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  119   ATAATATGTATTACAAATTAAATTTTATTAAAAATTCAATATTTTTTCAATATTTAGTCA  178 

 

Query  181   tattatgtaatgtttttaatatatttGTAAAAATTTCATAGTTAGCATACGAATATATCA  240 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  179   TATTATGTAATGTTTTTAATATATTTGTAAAAATTTCATAGTTAGCATACGAATATATCA  238 

 

Query  241   CAATTCAACAATGTTTTCTGAAAATATTGAAAGTTTTTATCGAACAATTTATAATTTCCA  300 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  239   CAATTCAACAATGTTTTCTGAAAATATTGAAAGTTTTTATCGAACAATTTATAATTTCCA  298 

 

Query  301   TAGAGGGAGTTTAATGGGGATTTTATCTTTGTTTCATCTACACAATATTTGATAATTCAC  360 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  299   TAGAGGGAGTTTAATGGGGATTTTATCTTTGTTTCATCTACACAATATTTGATAATTCAC  358 

 

Query  361   TATATAAAACACAAAATCGGATTTCATTATCATGTATTCTGTAGCAGCAATTATGACCGA  420 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  359   TATATAAAACACAAAATCGGATTTCATTATCATGTATTCTGTAGCAGCAATTATGACCGA  418 
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Query  421   TAATTAGGGAGGGGAAGGAGATATACATATGGCTAGCAAAGGAGAAGAACTTTTCACTGG  480 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  419   TAATTAGGGAGGGGAAGGAGATATACATATGGCTAGCAAAGGAGAAGAACTTTTCACTGG  478 

 

Query  481   AGTTGTCCCAATTCTTGTTGAATTAGATGGTGATGTTAATGGGCACAAATTTTCTGTCAG  540 

             |||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  479   AGTTGTCCCAATTCCTGTTGAATTAGATGGTGATGTTAATGGGCACAAATTTTCTGTCAG  538 

 

Query  541   TGGAGAGGGTGAAGGTGATGCTACATACGGAAAGCTTACCCTTAAATTTATTTGCACTAC  600 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  539   TGGAGAGGGTGAAGGTGATGCTACATACGGAAAGCTTACCCTTAAATTTATTTGCACTAC  598 

 

Query  601   TGGAAAACTACCTGTTCCATGGCCAACACTTGTCACTACTTTGACCTATGGTGTTCAATG  660 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  599   TGGAAAACTACCTGTTCCATGGCCAACACTTGTCACTACTTTGACCTATGGTGTTCAATG  658 

 

Query  661   CTTTTCCCGTTATCCGGATCATATGAAACGGCATGACTTTTTCAAGAGTGCCATGCCCGA  720 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  659   CTTTTCCCGTTATCCGGATCATATGAAACGGCATGACTTTTTCAAGAGTGCCATGCCCGA  718 

 

Query  721   AGGTTATGTACAGGAACGCACTATATCTTTCAAAGATGACGGGAACTACAAGACGCGTGC  780 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  719   AGGTTATGTACAGGAACGCACTATATCTTTCAAAGATGACGGGAACTACAAGACGCGTGC  778 

 

Query  781   TGAAGTCAAGTTTGAAGGTGATACCCTTGTTAATCGTATCGAGTTAAAAGGTATTGATTT  840 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  779   TGAAGTCAAGTTTGAAGGTGATACCCTTGTTAATCGTATCGAGTTAAAAGGTATTGATTT  838 

 

Query  841   TAAAGAAGATGGAAACATTCTCGGACACAAACTCGAGTACAACTATAACTCACACAATGT  900 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  839   TAAAGAAGATGGAAACATTCTCGGACACAAACTCGAGTACAACTATAACTCACACAATGT  898 

 

Query  901   ATACATCACGGCAGACAAACAAAAGAATGGAATCAAAGCTAACTTCAAAATTCGCCACAA  960 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  899   ATACATCACGGCAGACAAACAAAAGAATGGAATCAAAGCTAACTTCAAAATTCGCCACAA  958 

 

Query  961   CATTGAAGATGGATCCGTTCAACTAGCAGACCATTATCAACAAAATACTCCAATTGGCGA  1020 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
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Sbjct  959   CATTGAAGATGGATCCGTTCAACTAGCAGACCATTATCAACAAAATACTCCAATTGGCGA  1018 

 

Query  1021  TGGCCCTGTCCTTTTACCAGACAACCATTACCTGTCGACACAATCTGCCCTTTCGAAAGA  1080 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1019  TGGCCCTGTCCTTTTACCAGACAACCATTACCTGTCGACACAATCTGCCCTTTCGAAAGA  1078 

 

Query  1081  TCCCAACGAAAAGCGTGACCACATGGTCCTTCTTGAGTTTGTAACTGCTGCTGGGATTAC  1140 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1079  TCCCAACGAAAAGCGTGACCACATGGTCCTTCTTGAGTTTGTAACTGCTGCTGGGATTAC  1138 

 

Query  1141  ACATGGCATGGATGAGCTCTACAAATAATGAATTCGAGCACTAGTGCAGCCCGCCTAATG  1200 

             ||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1139  ACATGGCATGGATGAGCCCTACAAATAATGAATTCGAGCACTAGTGCAGCCCGCCTAATG  1198 

 

Query  1201  AGCGGGCTTTTTTCCATGCAAGCTAATTCCGGTGGAAACGAGGTCATCATTTCCTTCCGA  1260 

             |||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1199  AGCGGGCTTTTTTCCATGCAAGCTAATT-CGGTGGAAACGAGGTCATCATTTCCTTCCGA  1257 

 

Query  1261  AAAAACGGTTGCATTTAAATCTTACATATGTAATACTTTCAAAGACTACATTTGTAAGAT  1320 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1258  AAAAACGGTTGCATTTAAATCTTACATATGTAATACTTTCAAAGACTACATTTGTAAGAT  1317 

 

Query  1321  TTGATGTTTGAGTCGGCTGAAAGATCGTACGTACCAATTATTGTTTCGTGATTG  1374 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1318  TTGATGTTTGAGTCGGCTGAAAGATCGTACGTACCAATTATTGTTTCGTGATTG  1371 
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Pspac 

 

Score Expect Identities Gaps Strand 

1834 bits(993) 0.0 998/1000(99%) 1/1000(0%) Plus/Plus 

Query  1    TTGACTTTATCTACAAGGTGTGGCATAATGTGTGTAATTGTGAGCGGATAACAATTAAGG  60 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1    TTGACTTTATCTACAAGGTGTGGCATAATGTGTGTAATTGTGAGCGGATAACAATTAAGG  60 

 

Query  61   AAGGAGATATACATATGGCTAGCAAAGGAGAAGAACTTTTCACTGGAGTTGTCCCAATTC  120 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  61   AAGGAGATATACATATGGCTAGCAAAGGAGAAGAACTTTTCACTGGAGTTGTCCCAATTC  120 

 

Query  121  TTGTTGAATTAGATGGTGATGTTAATGGGCACAAATTTTCTGTCAGTGGAGAGGGTGAAG  180 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  121  TTGTTGAATTAGATGGTGATGTTAATGGGCACAAATTTTCTGTCAGTGGAGAGGGTGAAG  180 

 

Query  181  GTGATGCTACATACGGAAAGCTTACCCTTAAATTTATTTGCACTACTGGAAAACTACCTG  240 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  181  GTGATGCTACATACGGAAAGCTTACCCTTAAATTTATTTGCACTACTGGAAAACTACCTG  240 

 

Query  241  TTCCATGGCCAACACTTGTCACTACTTTGACCTATGGTGTTCAATGCTTTTCCCGTTATC  300 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  241  TTCCATGGCCAACACTTGTCACTACTTTGACCTATGGTGTTCAATGCTTTTCCCGTTATC  300 

 

Query  301  CGGATCATATGAAACGGCATGACTTTTTCAAGAGTGCCATGCCCGAAGGTTATGTACAGG  360 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  301  CGGATCATATGAAACGGCATGACTTTTTCAAGAGTGCCATGCCCGAAGGTTATGTACAGG  360 

 

Query  361  AACGCACTATATCTTTCAAAGATGACGGGAACTACAAGACGCGTGCTGAAGTCAAGTTTG  420 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  361  AACGCACTATATCTTTCAAAGATGACGGGAACTACAAGACGCGTGCTGAAGTCAAGTTTG  420 

 

Query  421  AAGGTGATACCCTTGTTAATCGTATCGAGTTAAAAGGTATTGATTTTAAAGAAGATGGAA  480 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
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Sbjct  421  AAGGTGATACCCTTGTTAATCGTATCGAGTTAAAAGGTATTGATTTTAAAGAAGATGGAA  480 

 

Query  481  ACATTCTCGGACACAAACTCGAGTACAACTATAACTCACACAATGTATACATCACGGCAG  540 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  481  ACATTCTCGGACACAAACTCGAGTACAACTATAACTCACACAATGTATACATCACGGCAG  540 

 

Query  541  ACAAACAAAAGAATGGAATCAAAGCTAACTTCAAAATTCGCCACAACATTGAAGATGGAT  600 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  541  ACAAACAAAAGAATGGAATCAAAGCTAACTTCAAAATTCGCCACAACATTGAAGATGGAT  600 

 

Query  601  CCGTTCAACTAGCAGACCATTATCAACAAAATACTCCAATTGGCGATGGCCCTGTCCTTT  660 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  601  CCGTTCAACTAGCAGACCATTATCAACAAAATACTCCAATTGGCGATGGCCCTGTCCTTT  660 

 

Query  661  TACCAGACAACCATTACCTGTCGACACAATCTGCCCTTTCGAAAGATCCCAACGAAAAGC  720 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  661  TACCAGACAACCATTACCTGTCGACACAATCTGCCCTTTCGAAAGATCCCAACGAAAAGC  720 

 

Query  721  GTGACCACATGGTCCTTCTTGAGTTTGTAACTGCTGCTGGGATTACACATGGCATGGATG  780 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  721  GTGACCACATGGTCCTTCTTGAGTTTGTAACTGCTGCTGGGATTACACATGGCATGGATG  780 

 

Query  781  AGCTCTACAAATAATGAATTCGAGCACTAGTGCAGCCCGCCTAATGAGCGGGCTTTTTTC  840 

            ||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  781  AGCCCTACAAATAATGAATTCGAGCACTAGTGCAGCCCGCCTAATGAGCGGGCTTTTTTC  840 

 

Query  841  CATGCAAGCTAATTCCGGTGGAAACGAGGTCATCATTTCCTTCCGAAAAAACGGTTGCAT  900 

            |||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  841  CATGCAAGCTAATT-CGGTGGAAACGAGGTCATCATTTCCTTCCGAAAAAACGGTTGCAT  899 

 

Query  901  TTAAATCTTACATATGTAATACTTTCAAAGACTACATTTGTAAGATTTGATGTTTGAGTC  960 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  900  TTAAATCTTACATATGTAATACTTTCAAAGACTACATTTGTAAGATTTGATGTTTGAGTC  959 

 

Query  961  GGCTGAAAGATCGTACGTACCAATTATTGTTTCGTGATTG  1000 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  960  GGCTGAAAGATCGTACGTACCAATTATTGTTTCGTGATTG  999 

 



97 
 

 

 

Fig. 27. Esquema de mutaciones presentadas en la secuenciacón de Sanger. Se comparó la secuención 
teórica (letras negras) con la secuencia obtenida (letras azules). Las fechas indican en donde se 
encontró la mutación. Las líneas en rojo señalan la ausencia de nucleótidos (deleción). Las letras en 
rojo indican en que nucleótido se presento la mutación (sustitución). Cuando se presentó una mutación, 
se evaluó si el triplete codifica para otro aminoácido. 
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