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Introduccion. Se ha demostrado que las quitinasas de
B. thuringiensis tiene la capacidad de destruir la
membrana peritrofica, una estructura similar a una
pelicula constituida por un complejo de quitina-proteina
que protege y separa los alimentos a partir del tejido en
el intestino medio de los insectos, lo que provoca un
aumento de la actividad insecticida de las proteinas
Cry.2 Nuestro objetivo general esta enfocado a estudiar
el efecto potenciador de la quitinasa ChiA74Asp sobre la
proteina Cry3A de B. thuringiensis. En este trabajo se
generaron cepas recombinantes de B. thuringiensis que
expresan la proteina Cry y la endoquitinasa en forma de
cuerpos de inclusion

.Metodologia. Se realizaron tres construcciones, las
cuales fueron introducidas en una cepa acristalifera de B.
thuringiensis 4Q7. La primera contiene el gen chiA74
bajo el control del promotor silvestre seguido de cry3A
bajo en control del sistema pcyt/STAB
(4Q7/pEHchiA74Asp-cry3A-pcyt/STAB).  La  segunda
tiene el gen chiA74 bajo el control del sistema pcyt/STAB
y e gen cry3A con su promotor nativo
(4Q7/pEBCchiA74Asp- cry3A). La tercera contienen gen
chiA74 y el gen cry3A, ambos bajo en control del sistema
pcyt/STAB (4Q7/pEBchiA74Asp- cry3A-pcyt/STAB). Los
cuerpos de inclusién de las quitinasas generados por las
cepas recombinantes se solubilizaron y se determind su
actividad mediante fluorescencia utilizando un compuesto
sintético derivado de quitina. La estabilidad de las
proteinas se determind con el peso molecular de las
quitinasas y la proteina Cry3A mediante geles de
poliacrilamida y zimogramas (quitinasas) usando 4-MU-
(GIcNAC)z para detectar la actividad de endoquitinasa.

Resultados. Se comprobd mediante geles SDS-PAGE
que la proteina expresada en las construcciones
concuerda con el peso molecular de la proteina Cry3A
(Fig.1). Se pudo observar la actividad de quitinasa en las
construcciones mediante zimogramas (Fig.2)
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Fig.1. SDS-PAGE de las construcciones 4Q7/pEBchiA74Asp- cry3A-
pcyt/STAB y 4Q7/pEBchiA74Asp- cry3A.
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Fig.2 Zimograma de las construcciénes 4Q7/pEBchiA74Asp- cry3A-
pcyt/STAB y 4Q7/pEBchiA74Asp- cry3A que detecta la actividad de la
endoquitinasa chiA74 usando el sustrato sintético 4-MU-(GIcNAC)s

Cepa mU/mg
4Q7/pEBchiA74Asp- cry3A- 5.843484631
pcyt/STAB

4Q7/pEBChiA74Asp- cry3A 719.0454779

Tabla 1. Resultados en unidades de fluorescencia

Conclusiones. El tener ambos genes ChiA744Sp y
Cry3A regulados bajo el mismo promotor pcyt/STAB
disminuye la actividad de la quitinasa con respecto a la
construccion donde el gen Cry3A esta regulado bajo su
promotor silvestre y la quitinasa bajo el promotor
pcyt/STAB.
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