CLONACION Y EXPRESION DE UN GEN DE QUITINASA DE Bacillusthuringiensis
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Introduccién. Las proteinas Cry son las principales
responsables de la actividad insecticida de Bacillus
thuringiensis (Bt) hacialepidopteros, dipterosy coledpteros.
Sin embargo, hay insectos poco susceptibles y se ha
reportado la existencia de plagas resistentes, lo cual ha
estimulado el interés de varios grupos por encontrar nuevas
proteinas Cry, manipularlas genéticamente o hacer nuevas
combinaciones de toxinas para aumentar su toxicidad (1).
Una estrategia interesante, es el uso de quitinasas (Chi)
producidas por e mismo Bt, como un agente sinérgico de
Cry (2). Se ha reportado que quitinasas secretadas por Bt
aumentan la capacidad insecticida de Cry hacia Plutella
xylostella (3). Sin embargo, los resultados son poco claros, y
se desconoce si el efecto sinérgico fue ocasionado sélo por
las quitinasas o bién por otras biomoléculas (proteinas Vip,
proteasas).

Ya que Bt produce bajos niveles de quitinasas y no se ha
demostrado su efecto sinérgico usando la enzima pura,
nuestro objetivo ha sido clonar un gen chi de Bt que permita
aumentar la expresion de la quitinasa y facilite la
purificacién y posterior evaluacion con las proteinas Cry.

Metodologia. EI DNA total Bt LBIT-82 fue digerido
parcialmente con Hindlll, se ligb en e pBSKS(+) y se
prepard un banco genémico en Ec DH5aF . A las proteinas
de aproximadamente 1000 colonias, se les andizé la
actividad de quitinasa usando un derivado fluorescente [4-
MU-(GIcNAC)]. Una Unidad fue definida como la cantidad
de enzima que cataliza la liberacion de 1nmol de 4
metilumbeliferona en 1 h. Se selecciond una clona de Ec con
actividad de quitinasa. Se determiné el tamafio del inserto
clonado, se elaboré el mapa de restriccion, la ubicacion de
chiBt, y se determiné su localizacion en el cromosoma de Bt.
Se evalud la actividad en un rango depH de5all, y €l peso
molecular de la quitinasa sintetizada fue detectada en
zimogramas usando €l sustrato arriba mencionado (2).

Resultados y discusiéon. Hasta ahora, no se ha reportado la
clonacion de un gen chi de Bt, ni el efecto de una quitinasa
pura producida por e mismo Bt. En este trabgjo un
fragmento cromosdmico de Bt LBIT82 que contiene un gen
chi fue clonado en Ec (Ec-ChiBt). Esta presentd una
actividad de quitinasa de 39.80 = 0455y 40.52 = 1.575 U/
mg de proteina, con o sin IPTG respectivamente; la cual fue
casi lamitad de la encontrada para ChiA de E. agglomerans
con inductor (82 * 1.605 U/mg). Las actividades de ChiBt
con o sin inductor son casi idénticas y no presentaron
diferencia significativa, lo cual implica que e gen clonado
esta bajo el control de su propio promotor. ChiBt presenté

mayor actividad a valores de pH entre 6 y 7, sin embargo
tiene actividad desde pH 5 hasta 11. Los zimogramas
demostraron que Ec-ChiBt produce una proteina
recombinante, con masa molecular cercana a 73 Kda, con
actividad de endoquitinasa en presencia o ausencia del b-
mercaptoetanol (obM). Usando un fragmento de chiBt como
sonda, se demostré que chiBt estabalocalizado en €l
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Fig. 1. Actividad de quitinasa de Ec ChiBt en SDS-PAGE. 1,
marcador de peso molecular; 2 a7 proteinas de Ec ChiBt. 8, ChiA.

cromosoma, lo cua difiere de los genes cry, que por o
general estén localizados en megapl &smidos.

Conclusiones. Los resultados obtenidos sugieren que se ha
clonado un gen chi de una cepa mexicana de Bt que codifica
una proteina con actividad de quitinasa. La enzima producida
presenta actividad en estado alcalino y reductor, condicién

normalmente encontrado en el intestino medio de insectos
susceptibles a Bt. Ya que esos factores son requisitos

importantes para la solubilizacién y activacion de las
proteinas Cry, consideramos que ChiBt pura, puede actuar de
manera sinérgicas con Cry, a degradar la membrana
peritréficay permitir el libre acceso de las d-endotoxinas.
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