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Introduccién. Con el agravamiento de enfermedades
transmitidas por vectores ha ido creciendo el interés de
métodos de control bioldgico; sobre todo de insectos
picadores debido a que transfieren enfermedades
devastadoras. Una de las bacterias mas usadas para su
control es Bacillus thuringiensis subsp. israelensis,
obteniendo resultados satisfactorios™*. B. thuringiensis
produce concentraciones bajas de quitinasas, menores
que los producidos por otras bacterias. En los insectos,
las quitinasas actian a nivel de membrana peritrofica,
permitiendo que las proteinas Cry incrementen su
actividad insecticida debido a que tienen mayor acceso a
los receptores presentes en el intestino medio de las
larvas, este incremento se ha logrado mezclando
proteinas Cry con quitinasas producidas por cepas
silvestres® o con quitinasas expresadas en cepas
recombinantes de B. thuringiensis*®. El objetivo del
presente trabajo es obtener cepas recombinantes de Bti
que sinteticen proteinas Cry mosquitocidas y la
endoquitinasa ChiA74 como cuerpos de inlcusién con el
propésito de aumentar la capacidad insecticida de la
bacteria.

Metodologia. Se generé una cepa recombinante de Bt
israelensis que expresa la endoquitinasa ChiA74Aps bajo
el promotor silvestre, se cotejé usando oligonucleétidos
especificos, y mediante enzimas de restriccion. Colonias
positivas se hicieron crecer en Agar nutritivo con
eritromicina hasta la lisis celular, las muestras fueron
lisadas y los cuerpos solubilizados para determinar la
actividad de quitinasa, tamafio de cristal, ndmero de
espora, zimograma Yy bioensayos contra larvas de Aedes

aegypti.

Resultados. Mediante PCR se demostrd la generacion
de la cepa recombinanre Bt israelensis/ChiA74 (Fig. 1).
Esta tiene una actividad de 125.0027 muU/mL, 4.5
Esporas/mL*10'7, mientras que la cepa silvestre Bii
presenté 32.6566 muU/mL y 1.75 Esporas/mL*10'7.
Mediante SDS-PAGE y zimogramas se demostré que la
Bti presenta el patron de proteinas Cry caracteristico de
la cepa silvestre mientras que la recombinante tiene
adicionalmente la quitinasa ChiA74. Con el gradiente
continuo de sacarosa se pudo aislar y observar
caracteristicas ultra estructurales de las inclusiones en
los cuerpos parasporales, para Bt israelensis la
morfologia de las inclusiones cristalinas era basicamente

esférico. En bioensayos contra mosquitos indicaron que
la cepa recombinante presenta una CLs, entre 2-3 veces

mayor que la cepa silvestre.
A) i B 3

B) 1 2 3

pb
12000
5000

2000 8
1650

1000
850
650

Gen de eritromicina

Figura 1. A)1: Marcador DNA (1 Kb, invitrogen); 2: colonia (+) con
construccion pHT-chiA74Asp-Bti 3: control Bt israelensis. B) 1:
Marcador DNA (1 Kb, invitrogen); 2: colonia (+) con construccién pHT-
chiA74Asp-Bti. 3: control Bt israelensis

Conclusiones. Por el momento, no existe ningun reporte
relacionado con la co-exprecion de ChiA74Aps con
proteinas Cry de B. thuringiensis subsp. israelensis. Los
datos obtenidos indican que es posible formar cuerpos de
inclusion de la endoquitinasa ChiA74Asp aumentando
tanto la actividad quitinolitica de Bti como su actividad
contra mosquitos.
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