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Introduccion. Bacillus thuringiensis (Bt) es el
bioinsecticida mas exitoso a nivel mundial gracias a la
actividad insecticida de sus proteinas Cry, las cuales son
téxicas contra diversos 6rdenes de insectos. De manera
particular, Bt subsp. fenebrionis (Btt) produce proteinas
Cry3 las cuales son toxicas a coledpteros plaga (1). Las
quitinasas de Btt han sido empleadas como agentes
sinérgicos de las proteinas Cry (2), para generar quito-
oligosacaridos con uso potencial en la industria
alimentaria y farmacéutica (3) y en menor proporcion
para el control de hongos (4). Hasta el momento se han
reportado cerca de 60 quitinasas en el banco de genes,
sin embargo solamente ~30% han sido reportadas en
articulos cientificos y caracterizadas.

Con el propésito de conocer la diversidad de las
quitinasas de B. thuringiensis, en este trabajo nuestro
objetivo fue clonar, expresar, vy purificar una
endoquitinasa de Btt y demostrar su utlidad para
controlar hongos causante de la antracnosis.

Metodologia. El gen que codifica la endoquitinasa ChiA
Btt fue amplificada y clonada apartir de Btt. Al marco de
lectura del gen se le elimin6 la secuencia que codifica al
péptido sefial (ChiAAsp Btt) y se fusionaron 6xHis en el
N-terminal. La construccién fue introducida en E. coli y la
proteina fue purificada en columnas con afinidad a
Niquel. La masa molecular de ChiAAsp Btt se determind
en SDS-PAGE y zimogramas. Se calculé su Vmax, Km,
el efecto de cationes y la actividad a diferentes valores de
pH y temperatura usando sustratos fluorescentes
sintéticos. Finalmente, se evalué su efecto inhibitorio
contra Colletotrichum gloeporoides, agente causal de la
antracnosis en plantas.

Resultados. Se demostré que ChiA Btt actua como una
endoquitinasa y tiene una masa molecular de ~74 kDa. El
analisis in silico muestras que es una proteina modular
con tres dominios: el catalitico, tipo fibrobectina y sitio de
uniéon a quitina, los cuales conservan los amino acidos
criticos para la funcion de cada dominio. La Vmax y la
Km fueron de 0.116 nmol/min y 0.847 uM,
respectivamente. Se determind que la actividad optima
de la quitinasa es a pH 7 y 40°C. La enzima no requiere
de cationes para su actividad, de hecho todos los
cationes analizados disminuyeron la actividad, pero solo
el Hg+2 la elimina totalmente. ChiA Btt inhibe el
crecimiento de C. gloeporoides in vitro, observandose

que reduce el crecimiento radial y aumenta la densidad
de hifas (Fig.1).
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Fig.1. Efecto de ChiABtt en el crecimiento radial de C. gloeporoides
medido durante 7 dias. (A) La barra oscura es el control y las demas
indican distintos tratamientos (la concentracién disminuye de izquierda
a derecha).(B) Observacion macroscopica.

Conclusiones. Se reporta la primera endoquitinasa de B.
thuringiensis subsp. tenebrionis. ChiA Btt es una proteina
con arquitectura modular similar a la reportada para otras
quitinasas bacterianas. Su actividad es afectada por
cationes y tiene una Km pequefia comparada con otras
quitinasas bacterianas. Se demostré el efecto de una
quitinasa de B. thuringiensis contra uno de los hongos
etiologicos de la antracnosis en plantas, C. gloeporoides.
ChiA Btt tiene potencial para controlar otros hongos
fitopatégenos y puede ser util como agente sinérgico de
las proteinas Cry y para generar quito-oligosacaridos.
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