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RESUMEN

La poblacion mundial esta excediendo los 6 mil millones de personas, y es ne-
cesario que en los proximos arnos se incremente la produccion de alimentos en
un 50 %. Entre los factores limitantes de la produccion agricola estanlos insectos
plaga. Se estima que las pérdidas causadas por diferentes plagas fluctian entre
20% y 40%. Entre las estrategias que se han implementado para manejar este pro-
blema, esta la utilizacion de plantas transgénicas resistentes a insectos, usando
genes derivados de Bacillus thuringiensis (Bt). La mayoria de estos genes estdn
protegidos por patentes, y por tanto el acceso esta restringido. Se hace necesario
buscar nuevas formas y herramientas que permitan el uso de estos genes, para la
solucion de problemas agricolas. Se diserio y construyo mediante paquetes bioin-
formaticos, una version semisintética del gen cry1Ac, optimizando Su expresion
para arroz (Oriza sativa), mediante el criterio del uso codonico de arroz y se realizo
un analisis in silico de las caracteristicas de la proteina traducida.
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ABSTRACT

The world’s population is exceeding 6 billion people and it’s necessary in
the coming years to increase food production by 50%. Among the limiting
factors to agricultural production are insect pests. It is estimated that los-
ses caused by different pests are ranging between 20% and 40%. Among
the strategies that have been implemented to handle this problem is the
use of transgenic plants resistant to insects, using genes derived from Ba-
cillus thuringiensis (Bt).Most of these genes are protected by patents and
therefore access is restricted .It is necessary to find new ways and tools
to enable access to these genes, for the solution of agricultural problems.
It was designed and built through bioinformatics packages, a semi synthe-
tic version of thecry1Acgene, codon optimized for the use of rice (Oryza
sativa), and was performed in silico analysis of the characteristics of the
translated protein.

RESUMO

A populagdo mundial é superior a 6bilhdes de pessoas, e € necessario
nos proximos anos aumentar a proaucao de alimentos em 50%. Entre 0s
fatores limitantes da produgdo agricola sdo as pragas de insetos. Estima-
Se que as perdas causadas por pragas variam de20% a 40%. Diversas
estratégias tém sido implementadas para lidar com este problema, um dos
quais é o0 uso de plantas transgénicas resistentes a insetos usando genes
derivados de Bacillus thuringiensis(Bt). A maioria destes genes estao pro-
tegidos por patentes e, portanto,0 acesso € restrito. E necessario encon-
trar novas formas e ferramentas para usar €sses genes para a solugéo de
problemas agricolas. Neste trabalho foi projetado e construido através da
bioinformatica, uma versdo semi-sintético do genecry1Ac para otimizar a
expressao para o arroz (Oryza sativa), pelo critériod e uso codon de arroz
e foi realizada in silico andlise das caracteristicas da proteina traduzida.

INTRODUCCION

La poblacion mundial esta excediendo los 6 mil millones de personas, es
necesario que en los proximos anos se incremente la produccion de ali-
mentos en un 50 %, [1,2]. Entonces, se debe combatir eficazmente uno
de los factores mas limitantes, que son los insectos plaga que atacan los
cultivos. Se estima que las pérdidas en la produccion agricola mundial cau-
sadas por plagas fluctian entre 20% y 40%, con costos entre los 30 a 50
mil millones de dolares anuales [3,4].

La forma mas usual para el control de insectos plaga de cultivos, es la
aplicacion de pesticidas quimicos. El uso indiscriminado de insecticidas
ha traido varias consecuencias: contaminacion ambiental, resistencia en
los insectos plaga, aumento en los costos de produccion y problemas
para la salud humana y animal [5, 2]. Una alternativa son las plantas
transgeénicas resistentes a insectos. La utilizacion de cultivos genética-
mente modificados (GM) puede contribuir de manera significativa al ma-
nejo integrado de plagas [6,4].
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Diferentes versiones de genes derivados de Bacillus
thuringiensis han sido transferidos a algodon, tomate,
papa y maiz [7,8]. EI gen Bt mas usado es el gene
cry1Ac, que fue transferido a 15 variedades de algo-
don, una de tomate y 6 de maiz. Se ha reportado que
en estos cultivos controla Heliothis virescens, Heli-
coverpa zea, Pectinophora gossypiella, Ostrinia nu-
bilalis, Diatrea grandiosella y Pseudoplusia includens
[7,9,10]. En arroz, se han reportado varios trabajos
experimentales usando el gen cry7Ac [11,12,13].

Bacillus thuringiensis es un bacilo flagelado, espo-
rulado y gram + que produce durante la esporula-
cion, un cristal de proteina toxico para los insectos,
conocido como delta endotoxina, que puede variar
de forma y de tamano [14,15]. Segun el espectro
de actividad insecticida que presentan, se clasifican
en: Cry | toxicos para lepidopteros, Cry Il toxicos
para lepidopteros y dipteros, Cry Il toxicos para
coleopteros, y Cry IV toxicos para dipteros [16,17].
Si la proteina es ingerida por un insecto suscepti-
ble en su fase larvaria, llega al intestino medio, se
disuelve por la accion de los jugos intestinales de
pH alcalino, sufre una protedlisis enzimatica, origina
una toxina activa, que se une a receptores especifi-
cos en las membranas epiteliales del intestino, ge-
nerando poros que desequilibran el balance osmo-
tico y provocan lisis celular, causando muerte del
insecto por inanicion [15,18].

Los derechos de propiedad intelectual que se han
concedido, en la forma de patentes sobre materia
bioldgica [19], generan redes de patentes que limi-
tan las posibilidades de uso tecnologico del conoci-
miento. Sobre el gene cry1Ac aparecen 16 reportes
en la base de datos “Patentlens” usando la palabra
clave “cry1Ac” en el “abstract”, busqueda realizada
el 10 de agosto de 2011 (www.patentlens.net).

Se debe buscar maximizar la libertad de operacion, so-
bre la base de que las patentes: 1) tienen aplicacion en
jurisdicciones nacionales; 2) las leyes varian de pais
a pais; y 3) son un monopolio limitado y expiran [20].

Los genes Cry se encuentran cercados por una
red de patentes, pero gracias a las herramientas de
bioinformatica, es posible el disefio de genes semi-
sintéticos a partir de secuencias conocidas. Luego
se produce una nueva version optimizada por uso
codonico, cuya proteina traducida se analiza in sili-
co. Varias empresas ofrecen la sintesis de secuen-
cias de DNA, mediante un contrato de servicios, en

el que se puede solicitar la exclusion de cualquier
restriccion de uso [21].

El presente trabajo trata sobre el disefio y construc-
cion mediante paquetes bioinformaticos de un gen
sintético Cry1Ac, su optimizacion por el uso codo-
nico del arroz y el posterior analisis in silico de las
caracteristicas de la proteina traducida.El desarrollo
de este gen semisintético esta orientado a la obten-
cion de plantas transgénicas de variedades colom-
bianas de arroz que presenten resistencia al ataque
de plagas de tipo lepidoptero.

METODO

Desarrollo de la construccion semi-sintética del
gen Cry 1Ac

Se hizo la revision de literatura correspondiente y la bus-
queda de secuencias, para genes que codifiquen la pro-
teina cry1Ac, usando bases de datos de acceso publico
y/o disponible en el sistema nacional de bibliotecas de
la Universidad Nacional de Colombia (SINAB) [22].

Una vez identificadas las secuencias de los genes,
se realizo el proceso de disefio y construccion de la
version semi-sintética, empleando los siguientes pa-
quetes: BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/
bioedit.html); Lasergene (http://www.dnastar.com/t-
products-lasergene.aspx); DNA 2.0 Gene designer
(https://www.dna20.com/genedesigner2/);  DNAsis
SmartNote (http://smartnote.miraibio.com/index.htm).

Empleando estos software se realizo: 1) alineamientos
de 1as secuencias nucleotidicas de los genes seleccio-
nados; 2) establecimiento de una secuencia consen-
s0; 3) seleccion y establecimiento de las secuencias
de la region promotora y terminadora; 4) construccion
del casete de expresion mediante el ensamble de las
secuencias; 5) cambio de uso codonico para Oryza
sativa en la region codificante; 6) ubicacion de sitios
de restriccion dentro de la construccion y elaboracion
del mapa de restriccion [1,22,23,24,25].

Analisis de la proteina CrylGP

Para evaluar la prediccion de las modificaciones post-
traduccionales, se utilizd la herramienta SIGNAIP
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/), que predi-
ce la presencia y localizacion del péptido senal y su
punto de clivaje. En el andlisis de la estructura prima-
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ria de la proteina, se utilizaron distintas herramientas
de EXPASY, para calcular el peso molecular y el punto
isoeléctrico COMPUTE pl/Mw (http://expasy.org/tools/
pitool.html). Para calcular la hidrofobicidad, el por-
centaje de residuos accesibles y la tendencia trans-
menbranal, se us6 PROTSCALE (http://expasy.org/
tools/protscale.html). La prediccion trans-membranal
se realizo con los programas TMHMM (http://www.
cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/) y TMPRED (http://
www.ch.embnet.org/software/TMPREDform.html).

Los motivos y dominios conservados se analizaron
con INTER PRO SCAN (http://www.ebi.ac.uk/Tools/
InterProScan/). Se realizo un Blastx en la base de da-
tos NCBI de Proteinas no redundantes para buscar se-
cuencias con alto nivel de homologia.

El analisis de la estructura terciaria, se realizo por
“threading” utilizando el servidor I-tasser [26,27,28]. Al
mejor modelo obtenido por “threading”, se le realizo una
evaluacion de la estructura 3D, y una busqueda de po-
sibles errores, utilizando el algoritmo Rampage Rama-
chandran [29]. Utilizando el servidor DALI se realizo una
comparacion de estructuras tridimensionales de todas
las proteinas contenidas en esta base de datos [30].

RESULTADOS

Desarrollo de la construccion semi-sintética del
gen Cry 1Ac

La revision bibliografica se realizo en bases de datos
de articulos disponibles via electronica de acceso
pablico y en las 62 bases de datos disponibles para
el personal de la Universidad Nacional de Colombia.
Como resultado de estas busqueda se encontra-
ron 9 genes crylAc de interés, cuyas secuencias
fueron empleadas para realizar los alineamientos y
determinar una secuencia consenso. La obtencion
de las secuencias de los genes que resultaron de
la revision de literatura, se hizo en las bases de da-
tos: GeneBank del Centro Nacional de Informacion
en Biotecnologia de Estados Unidos (NCBI) (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/); EMBL-Bank del Labora-
torio Europeo de Biologia Molecular y el Instituto
Europeo de bioinformatica (EMBL-EBI) (http://www.
ebi.ac.uk/), y DDBJ el banco de datos de ADN del
Japon (http://www.ddbj.nig.ac.jp/) [25,22].

Identificadas y definidas las secuencias de los genes
Cry1Ac, se realizaron los alineamientos de las se-

cuencias nucleotidicas de los genes seleccionados
mediante el programa Clustal W del paquete bioinfor-
matico Lasergene: MegAlign, que permite comparar
las secuencias entre si, e identificar diferencias entre
ellas, determinando el lugar y el nivel de conservacion
entre las secuencias alineadas [23,24,25,31].

Una vez alineadas y comparadas las secuencias se
establecio la secuencia consenso mediante el paquete
bioinformatico Lasergene: SeqMan. La secuencia con-
Senso porta la informacion de la region codificante del
gen de interés, y sobre ella se realizaron posteriormen-
te comparaciones con otras secuencias reportadas en
las bases de datos, mediante la herramienta BLAST
del software DNAsis y de la plataforma NCBI. Esto se
hizo para asegurar que no existieran diferencias signi-
ficativas entre la secuencia consenso obtenida y otras
secuencias reportadas para el gen Cry1Ac. Se empled
un bit score alto y un e-value menor al nivel de signifi-
cancia empleado que fue de 0,05 [31,32].

Para el desarrollo de la construccion del casete de ex-
presion se decidio emplear el promotor de la Ubiquitina
de maiz y el terminador de la Nopalina sintetasa de
Agrobacterium [33]. Las secuencias nucleotidicas del
promotor y el terminador se buscaron en las bases de
datos: GeneBank, EMBL-Bank y DDBJ [24,34].

Determinadas la secuencias tanto del gen de interés
como del promotor y el terminador se procedio a
la construccion del casete de expresion, median-
te el ensamble de las secuencias, promotor de la
Ubiquitina de maiz: secuencia consenso cry1Ac):
terminador de la Nopalina sintetasa de Agrobacte-
rium, obteniéndose asi la secuencia del gen siemi-
sintetico Cry1AcIGP [24,25,32]. Esto se hizo con el
programa Lasergene: SeqBuilder.

Ensamblada la secuencia, se procedio con el cam-
bio de uso codonico para Oryza sativa en la region
codificante, para optimizar la expresion del gen,
en el genoma arroz [23,35,36]. Se recomienda la
estrategia de optimizacion del uso codonico en el
diserio de los genes semisintéticos [37,38]. Se des-
cargo el uso codonico para Oryza sativa de la base
de datos CODON USAGE (http://www.kazusa.or.jp/
codon/) y se transfirio al programa DNA 2.0 Gene
designer. Alli se ejecuto el cambio de uso codonico
de la secuencia consenso del gen [1,32]. Luego, se
comparo la nueva secuencia optimizada con la se-
cuencia consenso tanto a nivel de nucleotidos como
de aminoacidos usando la herramienta Clustal W del
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programa BioEdit. Esta version también fue alineada
contra secuencias de bases de datos de genes y
proteinas, mediante las diferentes formas de BLAST
existentes para comparar nucleétidos y aminoaci-
dos, Blastn y Blastx del programa BioEdit [25].

Finalmente para terminar con la construccion del
gen semisintético, denominado Cry7AclGP a partir
de aqui, se realizd un mapa de restriccion sobre la
secuencia completa empleando el programa BioE-
dit. Una vez se conocid este mapa se escogieron
los sitos de restriccion mas apropiados para ser
introducidos dentro de la construccion, con el fin
de facilitar su manipulacion [31,32]. Ello se efectuo
mediante el programa DNA 2.0 Gene designer.

Una vez introducida esta modificacion final a la se-
cuencia se obtuvo la construccion definitiva del gen
semisintético Cry1AclGP (Figura 1).

Analisis de la proteina CrylGP

Segln la prediccion para péptido senal, basada en
“redes neuronales”, hay valores suficientemente al-
tos de score, como para considerar |a presencia de
péptido senal. En la prediccion hecha con los mode-
los escondidos de Markov, se determino que la pro-
babilidad de encontrar péptido sefial en la proteina
CrylGP es de 0.39, y que el punto de clivaje estaria
en el aminoacido numero 24. Adicionalmente la he-
rramienta compute pl/Mw permitio el calculo tedrico
del punto isoeléctrico y el peso molecular de la pro-
teina CrylGP los cuales son: pl/Mw: 5,47 / 72985,07
[39,40,41]. Con base en estos datos se puede afir-
mar que la proteina CrylGP, posee péptido senal.

En el perfil de hidrofobicidad los picos mas altos
muestran las zonas de la proteina que tienden a
ser hidrofobicos. En la grafica resultante (datos no
mostrados), no se muestra una tendencia de la pro-

Figura 1. Esquema del gen sintético Cry1AclGP

A B C D
I —
pUbi crylAc tNOS

Sitios de corte de restrictasas: A (EcoRV); B (Notl); C (Avrll); D (Hind
Ill). Tamano total 4318 pb.

teina a estar en la membrana celular, ya que presen-
ta tanto picos negativos como positivos.

La prediccion trans-membranal realizada con TMHMM
es mas precisa para el analisis, ya que esta no mues-
tra la tendencia de los aminoacidos, sino que arroja la
probabilidad de encontrar la proteina, dentro, entre o
fuera de la superficie celular. Segun la grafica lo mas
probable es que la proteina sea extracelular, ademas
que la probabilidad de encontrar hélices trans-mem-
branales es de 0,4, es la prediccion basada en las re-
giones de la proteina que abarcan la membrana y su
orientacion en esta misma [42]. Es posible afirmar de
acuerdo con estos resultados que el animo terminal
Se encuentre al exterior de la membrana y que en la
secuencia se hallan 3 hélices trans-membranales.

El analisis de la estructura secundaria de la proteina
CrylGP, arrojo un porcentaje de 36,09% para un alfa
hélice en la posicion 262; un porcentaje de 20,39%
para una cadena extendida en la posicion 148; una la-
mina beta con un porcentaje de 8,40% en la posicion
61 y por ultimo “random coil” en la posicion 255 con
un porcentaje de 35,12%. Las hélices hidrofobicas y
anfipaticas sugieren que este dominio puede ser res-
ponsable para la formacion de poros en el epitelio in-
testinal del organismo susceptible [43]. Adicionalmen-
te al comparar los sitios conservados de la proteina
CrylGP. con los reportados para otras proteinas Cry,
esta presenta varios dominios para endotoxinas, en
especial un dominio de union a la galactosa.

En el alineamiento multiple de proteinas, se encontra-
ron varias proteinas Cry con un “E-valué” del 0,0 %
(Figura 2), lo que indica que no se presenta ninguna
diferencia en comparacion con la proteina CrylGP.

El cuadro 1 muestra los mejores resultados del
alineamiento maltiple de la proteina. Blastx es un
algoritmo que permite comparar una secuencia de
nucleotidos con la base de datos para secuencias
de aminodacidos para buscar homologias [46]. La
evaluacion de estos alineamientos se realizo con la
matriz de substitucion blosum62. Esta matriz eva-
lta los alineamientos y calcula el bitscore y el e-
value de cada alineamiento. Los alineamientos con
un valor de bitscore alto y e-value pequeno, repre-
sentan homologias significativas estadisticamente,
confirmando la veracidad del alineamiento. Todos
los alineamientos presentes en el cuadro 1 tienen
un e-value igual a cero. Esto indica que la proba-
bilidad de encontrar dicho alineamiento al azar es
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Figura 2. Blast de proteinas. Alineamiento multiple de secuencias

Endotauin N Endotoxin Endatain C

A | Endotorin N superfaaily &Mﬂin.ﬂmhih| Endotoeia [ siperfanly

A. Dominios conservados [44,45,46,47]. B. alineamiento de
secuencias de proteinas contenidas en la NCBI.

cero y que estos alineamientos reflejan verdaderas
homologias.

En el modelamiento 3-D por “threading”, se obtuvie-
ron cinco resultados posibles, el que presento mayor
score fue de 0,47 (datos no mostrados), mientras que
los sitios de union se establecieron en los aminoaci-
dos GLN:160 ASN:161 TYR:162 GLN:163 VAL:164
ARG:218TRP:219 ASN:221 THR:222 GLY:223 LE
U:224 GLU:225 ARG:226 TRP:228 [26,27,28].

Cuadro 1. Alineamiento BLASTX de la proteina.

Para evaluar la calidad de la estructura 3D modela-
da, se realizo una evaluacion de la posicion espacial
de los residuos que forman la proteina, mediante el
servidor Rampage Ramachandran. Este servidor se
basa en los angulos de torsion para cada residuo en la
estructura de la proteina. Los enlaces peptidicos tien-
den a ser planos con dos organizaciones espaciales
permitidas, trans= 180°y cis= 0°. Segln la grafica
de Ramachandran, la distribucion de mas del 98% de
los aminodacidos se encuentra en regiones favorables,
esto es un indicio de la calidad estereoquimica del mo-
delo analizado [29].

Matematicamente, el grafico de Ramachandran es la
visualizacion de una funcion. La glicina tiene un atomo
de hidrogeno, con un pequefio radio de van der Wa-
als, en lugar de un grupo metilo en la posicion . Por
lo tanto, es menos restringido y esto se puede com-
probar en el grafico de Ramachandran de glicina para
que el area permitida sea considerablemente mayor.
En contraste, el grafico de Ramachandran de prolina
muestra solo un nimero muy limitado de combinacio-
nes posibles de y vy ¢.

A pesar del cambio en la estructura de las proteinas
como resultado de la evolucion, existen patrones de
organizacion en los residuos de las proteinas, enton-
ces la estructura de las proteinas puede ser identifica-
da mediante la deteccion de estos patrones conser-
vados. La matriz de alineamiento a distancias DALI,
rompe la estructura en hexapeptidos y calcula una ma-

Accesion' Name? Bitscore® | E-valug*
AD064600.1 Cry1Ab/c [synthetic construct] 1247 0,0
AD064599.1 Cry1Ac [synthetic construct] 1247 0,0
CAA70925.1 delta-endotoxin [Bacillus thuringiensis] 1247 0,0
BAH03128.1 insecticidal crystal protein [synthetic construct] 1236 0,0
ADV57667 1 Cry1Ac [Bacillus thuringiensis] 1235 0.0
AAU87037.1 Cry1Ac [Bacillus thuringiensis] 1235 0,0
AAM95162.1 insecticidal protein CrylAc1 [synthetic construct] 1235 0,0

7P 041181881 ?8?:33?] crystal protein cry1Ae [Bacillus thuringiensisserovarkurstaki str. 1235 0.0
AAA73077.1 Insecticidal delta endotoxin [Bacillus thuringiensisserovarkurstaki] 1233 0,0
ACM90319.1 | Cry1Ac [Bacillus thuringiensis] 1232 0,0

1. Numero de acceso en la base de datos del NCBI. 2. Nombre del la secuencia alineada. 3. Valor del bit score para las diferentes alineaciones. 4.
E-value para los diferentes alineamientos. En todos los casos e-value= 0.0 mostrando robustez estadistica en los alineamientos.



Biotecnologia en el Sector Agropecuario y Agroindustrial
Edicion Especial No. 2 (155 - 164)

161

triz de distancia evaluando los patrones de contacto
entre fragmentos sucesivos [48,49].

En la figura 2 se muestra 3 alineamientos a distancia
usando la matriz DALI, donde la estructura 3D de la
proteina CrylGP fue comparada con 3 proteinas Cry
(CrylA, CryllIA'y Cry3bb). Se encontro que las pro-
teinas comparten las mismas caracteristicas o tienen
similares caracteristicas en aproximadamente las mis-
mas posiciones, como también puede decirse que
tienen similares plegamientos con bucles de longitud
similar conectando sus elementos de estructura se-
cundaria (Figura 3). EscucharLeer fonéticamente

CONCLUSIONES

Se obtuvo una version semisintética del gene Cry7Ac,
con modificaciones en su secuencia, resultantes tanto
de la obtencion de la secuencia consenso como de la
optimizacion por uso codonico del arroz. Esta version,
aqui denominada Cry1AclGP, difiere minimo un 12%
con respecto a secuencia reportadasanteriormente.

Figura 3. Alineamiento a Distancia DALI

A. proteina CrylGP; B. proteina crylA; C, crylllA delta endotoxina; D, Pesti-
cidialCrystalProtein Cry3bb. Usando la base de datos para proteinas PDB,
se realizo un alineamientomdltiple estructural, para hallar homologia entre
la estructura 3D de la proteinaCrylGP y las proteinas presentes en la base
de datos. Los resultados muestran homologia en los sitos de accion y en
los motivos como también zonas variables con bucles indefinidos.

El modelamiento molecular y bioinformatico permite
no solamente predecir la estructura tridimensional de
la proteina CryIGP, sino también definir su funcion. Los
dominios y sitios conservados indican su naturaleza
de endotoxina con propiedades insecticidas y a su vez
Su gran parecido con proteinas producidas por la bac-
teria gram negativa Bacillus thurigensis.

Con el analisis de la estructura primaria, se confirmo
que esta es una proteina extracelular, la cual actua
como toxina en diferentes grupos de insectos. El andli-
sis de la estructura secundaria, permitio identificar los
dominios conservados, los cuales permiten predecir
su funcion y papel como toxina. Los analisis de alinea-
miento multiple, confirmaron la relacion de la proteina
Cry IGP, con otras endotoxinas reportadas, como tam-
bién una muestra significativa de la diversidad de esta
proteina en la naturaleza.

Es clave realizar el estudio detallado, mediante el uso
de herramientas bioinformaticas, de la estructura de
las proteinas resultantes de genes semisinteticos, lo
cual permitira determinar de una forma presuntiva el
buen disefio y expresion del gen.
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