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MECANISMO DE ACCION DE LAS o-ENDOTOXINAS DE 
Baci/lus fhuringiensis. 

RESUMEN 

las 8-endotoxinas (o proteínas Cry) son una familia de proteínas de 
importancia comercial producidas por Bacil/us thuringiensis (8.1.) que 
presentan actividadtóxica específica contra diferentes Organismos, entre 
los que destacan\.larvas. de ·inse.ctos ·en . los órdenE)s > Lepidoptera. 
Coleoptera} Diptero., qsícomo;a riematelr;nintos, platelmintos; ácaros e• 
himenóptero~. ;( " .'i·. , ·, / , > : ; ;. •• . : ?< ' 

A pesar dé <:¡Ue 'ci~~e~almefate se•ac~¿t6. qúe 1,0s protélínds _Cry ,de ·Bt. 
ejercen su·• efédO alteraridq ló. perríieóbilid.ad 'dé, la.rnembraric::i 'pli::ism_ática 
en las célUlas,ódel infüstirio1meidió e0'elinsecfo scísceptibl6;;e1'mecariismo· • 
de acción .. de .estas··.próteínds ;'enfoi:riopáfi.éos:no.;hO,sido definido· con 

pre;~s=~~:~~¡¿diJ;'.uilf2i~G~;·¡·clri~~~~·a~l~ctfgfi1~~~;c~';11gMJg~Ü-~i~hpás 
planos~·; se explore) el efe~tq de 1_6 in~ÓrporacióD dC3~1a'·prpteíf"la'CrylG de.·· 
B.t. sobre'.b·perr:neabi.liq<)d:inicióf.<d.e\vesíc'ulas'!:'oofonidasi.~ó?pórtir.'dela . 
membranCi'apicai•d.écelUlas·epiteHales(VMACEfcfel.iqtéstino'rnedio.del 
insecto .• 1epid6ptero;-SpoC/optero.iri./giperó'á'.préfl.isióndaas';a•.únc{bicapa 
lipídica artificióL''.: ,) '· "· ..• . ·. ,: < , :;: •v,; ;,; ''/\:·. ,(;: :y:. ,., ''.: 

oos'.21ci;~s;~·~'}~sdJ.~st'a'iu~ibg~v{~~nt~i~'!1b'Zri~~r~~'~dti~.i~v6i.üc/a 10 
actividad de Cé:males'.Linifor.ios /laseguridd~;.en la .é:íúe:puede Opreda'rse 
un incremento' en·'1a·coí)d.úctancfa d~tipo ma'cróscÓpic6:Sé:demOstró 
que las con.ductancias obtenid.Os én \presencia'de)m gradiente deKCI 
indican quelós conales'iónicos'jnducic:Jos·po(la:toxino Cr{IC de··a.t.·son 
catiónicos. La actividod,·fLie observa.da a concentraciones de toxina que 
correlacionan conlas dosis letales determinadas in vivo. · ·· 



MECANISMO DE ACCION DE LAS o-ENDOTOXINAS DE 
Bacil/us thuringiensis. 

INTRODUCCION 

Los bioinsecticidas. es decir, los organismos naturales o modificados 
genéticamente y/o el(los) producto(s) de sus genes usados para controlar 
a una población plaga son el ejemplo más importante del éí!)pleo de 
sistemas de control bioléJgico. A pesarde que mas d~'JOQ'especies 
bacterianas han sido identificadasi.como patógenos de insectos; sólo. 
ciertas especies de , Bac1llüs t)qn fohido éxito comercial~ erifre .l(¡s e uales; 
Bacillus thuringiensiS, se•;t¡'.0 idestdcado: A•·.1.a '.ifec ha i·:B.·(ttiudngiensis ' 
representa del 90 0195% del mercadó dé biop'estiCidas;.é:onviitién'dosé en 
el producto comerdólC:lefüayordifusión'yusoa"hivelfoúndioE"}DeoiOoá su' 
!n oc u!d ad .ªílJ t?!e!)J(lC?. ci Hs.LJ\().Cti.~i~C1:9 ,5()i:)f é (,iijs~'~t~~ :' [~s!st~r)t~s\d. ' 
1nsect1cidas qu1mrcos .y; a su.· selectivo·'espectró de accrón;'su'utrlizacion'se 
incrementa'día'ódíó;·pcirfiC,úlqrmeñtecieí:ífródeprogram'ós•integral{:¡séJe., 

ma:•;:r~i&1tlif !t~~{ t:~~:~~~-;~;i¡)~Ji,g~~~~l'nn28. ' 
que se carcictei-iza};pof;. pfodúdr,z iné::lusiOn~s ;"cíistálinas\parciesporóles 
durante 10.espcjfu1aciqn~(figúrci\1:/."-c.~yciiforll)a\tó1i1'óño:~y,cohstitücion 
varían·. eritré'1 la~''diféíente~;fstll)especiés~.-CHófte j.•.Wniteleyf;l 989) > La.s 
diversas '•C:epos'/de~W.i'!~thuiingiénsis se' clé:isifican<dé~i'acüerdó~a·.·sú 
caracteriz()ciqn·serólqgié,aií)Jénotípicd:.Actuólrí:iente_se;tien'erlreportadas ·· 
34 distir:ítassércHié:lriedades•(de'.Bárjác\i Fráchon';',1990);\ <·' · · 

. , , ., .. ·. ,·.,(·~.;;r::~·.1n,::,;;~::··~,-~,:(:: :-·,·····'··-;::..·:,,-._.;,:-~:-. , ... __ - ... ,_ ~··~:~;-~- ,:: ':;. ·:·---~ .... ~_, --. . ..,;~~L ·;·,:. 
Los cristales.'pa'rae~p()roless~'éncú~ritrón fOrmÓdbs PrincipalmentE3 _por 

proteínas lla0(io()s~=-encióf2xin;as·ca próteína1 .. CÍ'/);fEn_1a •.. 1íter~turase han 
descrit~ '. a-eºndotc:),xinasqlJe{p~~s-ei~tah.'activic)SJci :tóxica ;éi;p-~crtic6 contr6 
larvasde,inséd().s;f~n~lóslórdenes>z e,óidopte(q. <[)ulrrú:ige;:, 19812, 
Coleopter(J.(Kriégycól, .. 1983)\o;Diprero (Gólberg~y;-Mórgalit\1977). 
Recientementé"; f ,Elitelsoh y~cé:JI:\~ 1992):cito~of:í;tóxinqs lcClpaces~de ·actuar· 
sobré· ác'ciros; plátel,niihtos y'pr()t.ofoóriós:;:postériormeí)te f Miccígén;. u ría 
compañía de, bioiriséC:tlcidós,::reportó :e1 ·ciésCútJrirn iéóto'0de•cepcis•· de 
B. thuringie17sistó~icós o -nérr)óf 89os e, tliíT)(:iric)~t~ro#.:<staH1esVlcOJ:; 1 ?93). 
De lo anterior,·puede inferirs_e·que.·es .. posibJe)encol)trari diferentes cepas. 
de B. thl/17ng1ensis. específicós virtualmenteparaYcualqÚier plagó, desde 
eucariotes unk:elúlares hasta el c:irtrópodo más evoluciOnodo: Una posible 

-_, ... : ' . '•' . _, .... :·. ,_ ... , ... ,, . ·,-.' ' 

2 



figura 1. Microfotografía de Bocillus thuringiensis. En esta figura .se 
muestro al bacilo en fase de esporuloción tardío y puede apreciarse 
tonto o lo esporo (E) como al cristal (C), separados por el septo de 
esporuloción (Feitelson y col., 1992); · 

3 



explicación a la gran diversidad de cepas de B. l/1uni?giensis encontradas 
en la naturaleza, es la coevolución entre la bacteria y su húesped. Cuando 
el insecto susceptible desarrolla resistencia ante una cepa de 
B. thunngiensis, se. creo presión selectiva para generar un_a cepa 
microbiana diferente,· 10 que puede dar origen. a .. ·. una nueva ya_riante 
tóxica hacia el mismo insecto (Feitelson y col.; 1992): . . . . - . 

La activÍdCJd tÓxib'~•clelm.toxina~·-d~.··· B .• 1hb1-tngJ~~;is• fis~~y\alta 
comparada.eón ólg'uhós'p~stié:idas,químicos:•ParaprciJeger.a:urí~cultivó 
del ataque•·.·de ¡nsi:któsplagcí, se~,"'oplicórl·'.dproximodaí:ñ~eí)té•.102.0 
moléculcis 'po(ac're[del)producto·Ól:Henidctaipóitirc:J,í3 {B/lhudngiensis; 
mientras que':los piretroipes >sintéticos -Jequieren: 3f/x ;.;io22. y;los _ -· 
organcífüsforac::fos'.8·--~?.10~4 :rfio1€1:C:ú1as.:pOf/acre.r~sRéé::ti\,áríléDt~;;1.o que 
representa•üna-pótei;icia m-Olecular dé\•300 •Y ;de',8p,ooo;:vec:;es~-maycir 
compórativón]ente'cFéitelson'ycol.1;.J_992)J< .';; ><' '.\. ·-'.:¡/, ';'i· i~:.•:_;; ).· ... 

... ,·~:::·,:-- ~·~/-~ .. <:·. ··:::-,,< t: ;;~'/ ::; \-.~:_\:,:·:·-'· t.· •. .-·~':·.L_:---:·, . .. -~:·-.,_, --:_., . 
. - •',·",.;.-.:,.--·:;.e,,·,,·,,,.,;,,•,,• '"l\o••,,'·: ,'.••" ,',• ' ' ',•' '••,• >''-~.·-·.::, ·::,~:, ... •::.:~·-.;::~':"':,;'.•,_"_~:.:-,·, 1.,,,'",'._',1...;::_ ... '. 

A pesar: .de, que.:Olgur:ias:~proteín:as~ Cry .han.sido•':i11c:;luidas .en 
tormu1ac:iones-ccom€/rcia1es ::.ciei "bioinsectic idas ;cfüréinte· 1c:ís .tres.'últimas 
décados,':"el '., limitadOySSpectro::, ded.acé:: ión :.ha:/sidó ;;~:aiscutido· 
frecuentérn eh te.· c:oÍ"!1Ó un O resfriccioil1 ¡ja rdsu· uso;corJ"lefrci(il c'éír:i)parddér ·. . 
con los• pestiéidas ~güímiCós~·:'PoY'ello ;0 divers.as'.comp'óñkis : oéin ;ufodo · 
numerósasJec'oicós'm:o1ecúlares·,c9g;el,finped.esarrÜllar:'pródu(5toS"qüe:al, .... 
combiricfr. génes 'de?f.ditererites·!:cepdsirésulten-en'un'incrémeritO del. 
espectro· C:fe·· acciÓQ'.ó Ofró 'limitante. recae .. en el.· hech'ó;. de\· la \.escosó 
permOnecicic:í:de. los procj~ctoii,dé · B:'. thur1ngiér¡sis sobre. el follaje /O•cciusa . _• • 
de la relátivc:iinesfübilidéid'de•estOs:en el·medio ambiente~(debido·ásu•• 
degradaéióíípofluz.ulfrdvi.oleta/el lavádoporlluvia,lodispersiór5porai~e, 
etc.);. LatmicróencopsúlgciOri:~dé Ja proteíná de B. thtJririgiénsiS,:-./eh: la 
bactericí·~:Grdm:negativa;'Pseudomonas f/uorescens} la\ pr,ófoge :de. su 
degradación'arnbienfoL por;loqüe se prolonga su actividad r~siduaL Con 
el fin de;resolvefef'p-roblemá'de.la .distribución.efectivO dél qioir)sectiCida, 
actualm ente;op·oririgéhieríé:igeneticci, se han obtenid.o · plánfos•resistentes 
a insectoslepi:<:Jópterós y:.cpleópteros al transtorrnarlds·:C:óh<difeieiites 
genes dé B.;1(7uringier¡sís. EstaSéxpresanla toxina C:oristitutivamer\te"O bajo 
la inducCión.de prom()tóres específicos, permitienél6e1:c;9ñtfo1 de.'. insectos 
de una ·manera,:etectivd¡(Brunke .Y: Méeus,eru,:19.9;1 ::1.Goldl3.urg\y)j(Jden; · 
1990; StarJIE;)S.')I c9I:;?J 9<?,~);:;: ·~,•·-·· <; · ·· · · ·· · •(

1

''·\f;. e{'' • . :c';~L ,;,. -.· · 

Las .. tóii~C:ii7"0e;T8.t/hDrin~{~~sÚffo*~~Í~t~f\~cifü)i~~g'gTl1'g:~;g~ofoxi~as 
inactivas; .qúé 'deb~rúdisólvers-et~<éictivdrse·:en {el Jnte,stino,.é:JeJ insecto · 
blanco antes de produé::ir sU efecto:: El infostinéfde'IO k:irvd éri-'los inseétos 
lepidópteros es 'alci::ílinó,JóqUe.rés'ú1ta,crUcial para disolver a·1a m·ayoríé:i.-de 
las protoxinás·;-de)B.{'thúringiens/s!'.;:0,-Ué;:¿·són.,corriún'fne'nte.-·solubles 
únicamente·a p8súpériorés'a.9.5 (Knciwles\/Dów,'1993):._Experiineritos.de 
deleciones .de .amir:ioácidos \y.de -inserción.del.'transposón JnS> han 
demostrado que Id actividad tóxica se encuentra en _la mitad amino 



terminal (N-terminol) de lo proloxino,y que la porción carboxilo terminó! 
(C-terminol) no es requerido para la aclividad tóxico CWobiko y col., 1985; 
Wu y Aronson. 1990). Por esto. uno vez que los proloxinos se encuentran en 
solución. son activadas por las proteasas del insecto, que cortan cerca de 
500 aminoácidos del extremo C-1 err:nina.1 d.e los protoxinas de 130 KDo y 28 
aminoácidos del extremo N-terminal;liberondo ola porción tóxica. cuyo 
peso molecular varío entre 65 a 55 KDÓy qUe es relativamenté resistente a 
uno degradación ulterior por proteOsas:ELé:ilineamiento de.las secuencias 
aminoacídicas de las. proleína(Cry ;·:reveló· qúe <:ilgunds de !Os_ proteínas 
cuyo peso molecular es próximo~a)OiKDó'(Cryll; Cr¡illl A, By D. así como 
CrylVC y D), pueden consi.derarse «::orn'o fc)~rrias.riaturalr:neinte:trúncoi:kts 
de la mitad N-terminOI delas•-proteí~ós.Cry'de 130 KDa.CKri?wlesy Dow, 
1993) (figura 2). · • ·~ ' '.i i \~ ~: }'r'): ''' ,(> > · . \ <:;; ( :,; < · .. 

,. ¡l/··. -~(:J:.\,~:.r'.·,-.:;· ... "~::-:-. :,:·_:<·<·): .. ~;r:: '..<-:--_ -_'._--.-->. ·-:~-... ~·:· .. __ .. y-~:<: 

se ha propuesfC> uno' c!Osific?bióhbasadg ·tanfÓ'.enla hoífi~iogíO d.é la . 
secu~ríéia•#~'i?s~~.n~#18~:~ s8ciJ'tic9iJ8§!~',1?sf 8:~8d.R.t8~í~p~··2.9,¡,¡'~·~.ri• e1·· 
espectro de.la act1v1dad1nsect1c1da·de:estas, agrupando a dict')as Jox1nas 
en seis ·.clases'píincipóles:icódO:úna·deestas'clasesf é'ontieh'e'isubclOs'es 
que reogrupán·ci genes'p\::lrcialrn'e[lte• ielaciOí)acios ;eritrei·; s((tpbla'l )!2 Hósta • ... 
el momento ·se;tien~. una\farpilia''constituída ·.al.'. meriós porX3l /súbé::lcises 
diferentes ;',donde '.é·aéJci.-.. UnóTde-·e11.0s. es·á1.tame~te :espécíficc:lipcirOun 
blonco'determinódo: t <' '"' ''<L• ·c.~.-.··'".• .. :.:...'.-.·••,•·?::', :.'•"'i''.- :)/: ... :· · '',:,: ·:: ',- ·. ,'~;.. ,: 

son L~~-~~elst~g~íi~~i~-~%.~~g1~Jf[§~w~~~~:1~~~~Jfi21~'l~~~~~ri.~~ 
la primera tieneia su1vez c~(ltrosUbdi\11srones(a-d);.Jodosdos:genes cry/·· 
codifican para protéínas''cuyo'pefo moleculÓGÓscilci ~ntref,f30;aJ 40 kDa y 
generalmeht~'f cristalfzarí.como•cuerpós'bipirafüidÓl.és"(CbCirnbers· .. y col:;··: 
1991; Feife1sóbYJ99_1·;~,G1eay~v:co1!F1992:Hotte·N-whiteléy;.-.19a9;:visser.y 
col., 199o)>c; :t·· ·~·];•~ •' 0

--'-" ·o1:/'.<•b -· ;.;:.:.:•-. • -'••< ,, ··-;/•'•'••' ,., ... ·.:'. 

Los···geA~d~fü)p;~·~~i~ib~%•¡;6·r~-pr5tefh.os-~~~o~~~-~}ÍJ·-~61~6d1~~;~aría- · 
entre 65 a )O'.kDci':y .los cristólés:tien'em•forrno.éuboidal/Se ,hQ'fr'élé.isificodo 
en tres sub'clas'E;¡s:(p.;~C) ~-n '.doridé'la súbclase:Acoí)sisfe E;n tina profeín.a, 
con aétividad:JóxicáB:füal para-ilepidópteros •y dípteros;: mientras; que las· 
subclases. B:y·c;inCluyéri a:laSto~inas Cryl!By·C,.YllC:~ lós c~ales'so16:acfúán 
sobre ·irisectos~le'pid6pterós\Lds· •• prótéínos· Ciyll ajuestran poca):similitud 
e'= 25%)¡cob·.el'r~st6':'.?~}1a:·;tarnili§<de. prote.íncis;(;,,.YJ.iSih\éfl¡bCírgc) ••.. se· 
consideran dentro'.cfoi~sta :fam)Ba i ya 'que.con~e¡\rpr1;algur:i9s~moti\ios de.··· 

~~~~~ncig••'.c.~~~~f!i~~s;~.ó~·tod<Js"1as·o~en~?tO,gi·n~--~····~H,?~.~-•'fcVX~ite!~v~· 

Los genes.·· cryltlcodificcin para protefnos.especfocas pbrOcoleÓpteros, 
que se estn..1cturan en forma dE:! ·cristales . romboidales, 'planos o 
bipiramidales. Sé han reportado cinco subclases (A~E).: En tres dé ellas (A, B 
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lnseclos suseeptiblos , 

lepidópte1os 

lepidópteros 

Dipteros 

Dipferos 

Coleópteros 

Dipleros 

lepidópteros 
ydipferos 

F1occlón léxica 

H2N - - .l.I ~-=--'--'----'-----'----i-· 1- - - - - -- - -- - - - -- - - -- - COOH 

P.M./ 
GEN 

130KDo/ 
CIJ:"M 

135 KoO/ 
cty/C 

134 KDo/ 
Cty/VA 

128KDo/ 
Cty/VB . 

73 KDo/ 
CtJt/IM 

72 KDo/ 
cty/VD 

66KDo/ 
ctyl/A 

. ~ogJ~ conservada 

figura 2. Comparación d~ secuencias . de arninoócidos de 
8-endotoxinas representativos de·.losdiferentes .clases. Las Cinco 
regiones representados pOr los rectángulos verticales están altamente 
conseNadas entre las: diferentes•· proteínas.; las. partes punteadas de 
estos rectángulosindican;cohser\taciém parcial delas secuencias de. 
aminoácidos (Lereclus y col., 1989): · · · · · ·· -
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TIPO DE ESPECTRO PESO 
PROTEINA DEACCION MOLECULARª 

CrylA(o) Lepidópteros 132.9 
CrylACb) Lepidópteros 130.4 
CrylA(c) Lepidópteros~ . 133.0 
CrylA(d) Lepidópteros 133.2 
CrylB. Lepidópteros 139.4 
CrylC Lepidópteros 134.6 
CrylD Lepidópteros 132.3 
CrylE(o) Lepidópteros 133.1 
CrylE{b) Lepidópteros 133.4 
CrylF . Lepidópteros 133.4 
CrylG Lepidópteros 129.5 
CrylH Lepidópteros 129.6 

.CryllA ·Lepidópteros 70.7 
Dípteros .. '::: 

CryllB . Lepidópteros >70.6 
CryllC · Lepidópter()S '69.6· 

CrylllA Coleópteros 73.9. 
CrylllB Coleópteros . 7s.o· 
CrylllCgall Coleópteros. .129.2 
CrylllC -Coleópteros 74;4 
CrylllD Coleópteros 72.9 
Cr{lllE Coleópteros. _ .130.8 

CrylVA Dípteros 
CrylVB Dípteros 

. CrylVC Dípteros· 
CrylVD Dípteros 

CryVA(o) Nemáfodos· 
CryVA{b) Nemátodos: 
CryVB Nemáfodos 
CryVC Nemátodos 
CryVIA Nemátodos 
CryVIB Nemátodos 

• El peso molecular esÍá expresado en KDa y se calculó .. de la .. secuencia de aminoácidos de la primera 
publicación que describe · 
el tipo de gen. 

NOTAS: 

'.· -.... ' '" . . . .. 
Existe una-granvariedad de'genes, aún no clasificados, que no han sido incluidos en el listado. 
Dentro de las subclases, se han reportados distintos tipos de variantes para algúnos de los genes Incluidos 

en la lista. · · ' 

tabla 1.. Closlficoclón de los 3-endotoxinos. Lo tablo muestro el espectro de 
acción y peso. molecular de diferentes proteínas Insecticidas producidos por 
Baci/lús thuringiensís (adoptado de van Rie. 1991). · 



y 0) la protoxina tiene un peso molecular de== 70 kDa, mienfras que en el 
resto ce y E) el peso molecular fluctúa en1re 130 a 140 kDa CDonovan y col .. 
1992; Hófle y col .. 1992; Hófie y Whiteley, 1989; Lambert y col., 1992; Sick y 
col .. 1990; Foncerrada y col .. Paten1e #0.498 537 A2). ·· · . ' ' -. __ ., -,- ... - ·-. ,··, ". ,,._ •. ,_ 

Los prod0c'té)~_d~IÓsg~í1~s '2;yt,0so~ é;of;g¡f1ª'ic~9~t}ci:'~í~5~r~~- __ las 
prot o xi nas; pertenecientes ···•a ~····esta.:clase , e i"istalizan , como•; cuerpos 
ovoidales>Es1a clcisé<se:hci div_idido 'éri c'Uafrq subclases CA-~D)j en donde 
las subclmes'A.v.B.preséíjtaf:i_domiriio(sirni_lares 9,los'.génes;;cry(\Y'.codiflcan 
para proteínas con_ün pesó·molec~lcir:cJeLl34 y!l 28 kDa 'resp€JCtivarnente. 
Estas, al ser procésaoas pfóteolíticÓrnenté)generaf)p'éptidcis~tóxic'os'cuyo 
peso molecular varía•. éritre 153'.'.'a 78 • kDa':Los'génes' perte'necientes'.o ·.las 
subclasés 'Cyo•Qeneréin'·p~ptidos···~e il8'V;72}Da correspondientemente, 
perosó_lo .• Cryl\/Df'.pl'sé(proc:;éscicia; dó,origehb'un"péptido c;ónfun'.'peso · 
molecularcje .. '30'kDal··.e_l;c·u·a1_._píeséota_•._una .. ,-rrienor•.si¡-nBifud:er1'séCue,nc:;i() 
con el resfo,de 10s o-~fid_~fr:i~ibc)'s'_cii._?5io) CH6flet y l]v¡-)itel~y. i9,8?~· '.\ <_ " 

Reci~llfa~-~~;+~: ;~~-:5:gci~r¿-gC,Vi6a()··i&s,"¿1C1I~s?cr?'v;y-¿·~)~1:•'c¡ue 
presentan actividód bio'Ci.da. contró 7'nemátodos; ·El aislómie'nfo d.~.· los 
genes sólo hó sido 'd~scrit_ó'eri f pótenTes:,ISef;hcih: repOrtado ;:'cuatro· 
diferentes; proteínós tipo Crylj.;que .se.han· dosificado •en\tresfaubclases ·_ 
<A-C) •. _donde 1a'pdm

0

era\'fienedos•sut)diyisiones,cd~b):-.Los·genes·in-c1Uidos -
en la· clase CryVI ése ,hón'dividido,'erli dos )ubc_láses;·c,l\~B)iy;¡ non '.-sido .
separados >de)o ~clase .cr-y.v, ·púes"presentCln funé:i3h1en0r' similifud ~en 
secuencia ·entré si.lo que/sugiereur!•origen· evolutivo difererite';(Feitelson, 
1992). - - . ' -· ._-_•' •.·.-.".··._· .•.... ·.·, •,-.;,-_ .·---- ···-->: ··;_-.•.- '.-_ •. : .. ··.-···.-·.·.•_·• __ ._·,-1_· •. -_·,·.·.--.·-·_ .. ·. ··<•:·:-- ,-_ 

<''_ "-,,_e,:·;~:?·:-: ~ • --; --._;,· ;~:_;O:':.:.~.,.,_,~. -~ - <~~?7·.;~{~'~'-"·'·· 

El análisis de:1assetüen'2iós é'tJ(h'a P..erriíit'idp,lcfid~ntificOcióhde cinco·•· 
bloques .de. alto ·siiniliti_¡i::f;dfstribuiclos ió ._ IOlargo/de la secuerii::ia cié 
aminoácido.s eri· 10: régióp)óxicaipresentes'e·n. cOatio .grupos defoxioas · 
Cry (Cryl;•ll;·-.111y:,1y):Estosbloéfuesse eocueritrórj separádosporsécuencias 
hipervariables ·de. varias. lorígitúdes \Léredys'y'.G(:)L·;) 988)Cflgura 2)y han· 
permitido'defir;-iir_á.lc)s géoés crycomo parté:aeunafairiilia': ~ \ <• '\ 

En g~-~.~ral, eí;rX~ci~io.',propu;~t~-Jar~~lm'écan'isUs;~·e;8ctiÓn dela 
o-endotoxincl·de -B,tiHCr!ng/ensisin-Volucrá. cJCis etal?as.:'.Ló~primerÓ consiste 
en la unión de.laproteína·al.ir'l.receptor:1específicóerl1a'súpérticié'de la 
membrana dete'pitelio .. larvario;que.ihcreílleihta;de;foónerólócólizódala 
concentrac ión;~de;;la .'{foxioO;~eri': el ;in:\iGro_arobient:e~~de; lcf~:sLJ'perficie · •• 
membranal,(!::lofrríanny?céil:~··l988¡~vdn'Ri~{:C:ól:;'~l.<;l¡39)~-;Ló''segúnda,.incluye 
la forméíéión de Un 'porO.deiJ 0~2o'A de diámefr.o'én lómembranO célular, 
que conduce.10 Liríd8sbalance ióniéócon loS'conse$UentéséambÍos en la 
diferencia dépÓtenciaLy. por;endé; en eltr6nsporté de iopés! nutrientes, 
agua y otros. métaf:>olitos:.: 10 ºqué finolmente;/prOduée'Ja citóHsis: í¡ en 
consecuencia, la muerte dél insecto por inanición V septicemia'(Knowles y 

·' ,·. ·,. '; . . - . ·. ·~ •.. '' _.-" •"; - '. .. "'. - .. ·• . ·, "·r • • ;.. . '."- .. · '• -
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Ellar. 1987). 

La estructura tridimensional de la 8-endotoxina CrylltA de B. thurlnglensls 
subsp. tenebrio17lst:ia sido descrita recientem~nte (Li y COL; 199l)(figura 3). 
Está constituida• por tres dominios distintos; los cuales son; a partir del 
N-terminal al C~termin.al:' · ... · · · · · · ··· · · · •· · · · · · · 

·oominio Lcomprérididó de.1 ~~trerl1~:qrl"lindtermina1.~tresiciu<:>29o. se 
encuentra. constltúído 'por,ün'grupó;desietec; c/tíé1icesl do'ñde\ún'a~hélice'. 

· .. , · · ,· , /;.·;."·.,_:_.'e f: ·. ·6:\: -_ --·:,.·~~:-:;_:·.'·' '',( ·~- . ;,:,~~- :,:~;- . ~ .;.'_;_: ·,, .-,,~·>. ' ¡·'o.;~. :, '. ·.'!: :;:.: · ;~~/, '.' ··:~ -:~';;· ; ·' ·-yr-~:··: -·,::.;~·/:,' __ ; -'"~·:,1c·'· •:~:;,·;; --~ :~-'.·,\.'.~: ·/..;. ;· ~; ~'.";. · 
central.( a-5).se epcµentra:ro'deaO:a¡::>or,las s,eis•rest?nt~s. D,1chas5'..i:x~.helrces 
son de ná,turalezó ,cfrifipáficü':v>. co11'.:LJ'ílc:i'. Jón'gifü?J Óapclz!é!efátravésar la•, 
membrana celutdr(Li \(c01:;J 991 ):~.Muti::í'Ciói)es 'püntuales,én lcirégióri que . 

• . ·-, - . '.:_-_ r·: ;1 ,·. : ·\·._>,-:· __ ,:.,;~/;~·'.!~- :·_.<to;.''-···-'';~}-;:::>~·:," .'.':y.;~:~·J ;t~,_:_;~_; .. ,;'t'''~~~.,; ,<':'\;:,'<.,: d,'.:. ->;.. ..• > ';,~-.:-·: :::._-::-:;.::-.::•, ·:;'!{;;. ·'.·:\.t_.'. ··~~r .. :: \ :_. ,, '· ·-· ' 
codifica para.1a.helrce a7s··en,laJox1na CrylA(c} gE>neraron mutaritescon 
baia o nula toxicid()c:l.Oi'EstcMtoxinas 'Si9üen:sieri8ó cal39c~s·~faé''~6füpetir ·.•···. 
con 10 toxina 'sil~estré por:li:iunión 'cil' receptor.· per6.'.pietaen léi cap'dcidad 
de inhibir'e1trar)spórte''de'ianiir)OC:i'é::idós 1depen8iénte·~de'K~t.én;\/esíC"u1as 
formadas. a partir' de la membrana 'ópicaide;celuiOs"építeliales é:lélintestino ... 
medió(VIV1ACE)'(3q'el'ibs.ecto .bl<JnSQ'.(Sa(;chi•y¡'col:~;,l 986}'.éPor;lo ,anterior, 
se propOne•qúe."()lgún i pOso p9sterioí_a'lá unióíf $e•'er'ié:uentra alteirado; 
como son el mecanismo.de ihserCion en IÓ mémbrarié:{y la'capaddad de 

for::~f J~r~f ii~\,~a?ia,8art1(d,,;es1Ju~gg;:~s1a el. resrduo.soo '"º 
formado.· pór tresJáminas. p las'cu91es se ~órístituyen a su vez poro~ce 
listones .!) y!ÚnÓ~t~éÍice/a:-étót;~egió~:'c()rresponde con •• ·10. región-. 
hipervariable/'qUé:tlíé 8etlnidc{én b'óse auna comparación entre las· 
secuendas'd~~las'tóxinas•,CrylA(a);if\(b) y A(c). Estas proteína~presentan 
una similitud 'enlseéuenCiO :de'. aminoácidos superior a• uri 80%; \l::sin 
embargó} sú(éspéétrO insecticidói difiere (Geiser .y· col. •. 1986).)A' éste 
domini() sé•1é\ha;asig'na'do·un pápeLen· IO. especificidad.:'deb.ido a~qüe 
cambios en'la(regió11és que;codifican_'para· diferentes .porciones,:de' este: 
dominioentrel()S geñes ctfll!(oJ:y_ c(y!A (cXrE)sultar¡.entoxirias híbi"idas con. 
la selectividad 'de. una 'delasJóxinas irr1plié,Odas (Ge y col:; .1989;,G,eY, col.; 
1991: Sc~nepfyéot:; il 990): Es)fr)pdrtailtE) llófor,que los list~9e1st8e,.lpstres 
láminas P .. erí •esté ·aomir)ioJ,eíminc)o ~Í;r /oops ei$.'uná regiÓÍ) Íocal.iiadaeíl .e·I 
ápi.ce.· de.: 1~.-.• f.(ixi6'q,:;,Est.~~ /o,.o{?s_ c'6.r/el~cióna~·;;c§~n~J(),sj_~gip9~s\rr)ós· •.... 
vana bles der¡tr9;dej,dom1i::i10Jl·entre las, tox1119s:Cryll!y,Cryl y se sog1.ere que 
puedentE)~er ~npa~elfundaf})eritatenl~ especificLdad: ., ' , ..•. ·Y: > 

Domini~'111.:;kit¿'~db,~-·~();Ftir···~~Í·r~~idu;.·55,··'.~j',644······~~?~rÓta de·.··un 

p-sandwk:f¡ .. •· .•. f¿rmad2''.pc)f c:lo'sJá.111iríds jp ;~n 'arítipdraleio,; ~ste dóminio 
también se·encue.lltra implicad,oen·10.especifi{:;idad CGe'y ·col .. 1991; 
Schnepfy col., 1990)yprqbablemenfoparticipé:i.en la.definición del sitio de 
procesamiento de protoxina a toxina (Haider y Ellar, 1989). · 
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figura 3. Representación esquemática de la estructura tridimensional de la 
li-endotoxina CrylllA de B. thuringiensis subsp. tenebrionis. Esta proteína 
presenta tres dominios distintos. El dominio 1 (en la figura en amarillo) se 
encuentra compuesto por seis a-hélices antipáticas que rodean a una 
a-hélice central. El dominio 11 (en la figura en púrpura) se constituye por tres 
láminas ~-plegadas en cuyosextremosse distinguen /oops localizados en el 
ápice de.lci J"TÍOléculá y.fin'airfíente;Xei dom.lnlo·llL(en la figura en rojo), 
conformado por Un aireglo ~-sandwich, que contíene la reglón C~terminal 
conservada en la mayoría de las proteínas pertenecientes a esta familia (Li 
y col., 1991 ). ·· · .· 
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Las hélices anfipálicas son frecuentemenle encontradas en poros 
transmembranotes. Eslo, aunado a los resul1ados an1eriormente 
mencionados. conllevan a proponer que el dominio 1 es el responsable de 
la inserción y formación del poro. y que eslá en conlacto físico con el 
dominio 111, al que se le ha. asignado ,además un papel en la conservación 
de la estructurajerciciria; ll)ientras qye;el dom i[lio. ll jcontie11e .·Id porción 
que interacciona .• con:el receptor de las cé.lúlási'epitelióles'dél intéstino 
larvario y por'e110;confieré'1a·especificidód'ae latóxind:por 'ótrapOrte; se 
ha·. observadogüe,los~.éinco:'.blOqUes¡cónservódós eritrel.as diferentes 
proteín?(t if'.?.<\s~Y ~onsti!úY~í,":7el_pof:Ozó.n: ~§19: to~Jns:l:; E.~t~. •c;i otp, ~ugiere . 
que toxinas de diferentes. grupos pue,cjen.tener estructur~s tndim.ens1011ales 

~ri~e{~~t~6í.··.~··;))~~-;~~f~ei~·~<?::~~'f¡J.~(i~:~.·pg~ij~?.~0\.r:_f?~.ú~;~ ·.tjd?s 

Ensayoshist6g6t~1Ógitd~\~áii~acj~~"eHÜd~~i:;d~sb9é~}ié"s_~¿tfatbdas 
con la· toxina;.Móestra'fi.· qué~.éstci se éídhieré[atnas';microvellcisidades 
presentes en el ~·pit~lió:frifestinql;~n :i(l'r~giób\ci'pic:a1.Y<:no;se;)nt~ináliza~ 
Distintos eventos:ocurre!)'.tras .. la•.á'dberencióJde' ló~foxina:a1 ·epitelio. ·Las 
células:se.·hinchan,seyócuOlizanj;_el.núcle°órfiigr_a··a'la'pórció[í~apical.ye_I 
ret!CU!o.··. ~nd()plÓ,smico{~rug()s§;·~s.~,;g~g'~Qer,o;.{Fir¡'i:Jii\1~rit~'.!'l~?tcél,ulas 
ep1tel1ales ·se' desprenden\de;:;,lai m~mbrana · basal•· Y···~e:'.:d~s1i;itegran, 
dispersándose •. _~acia_.ell(im_en_ int;stinó1;<Bravo'y•·co1.,_•·l 2). · .··• ••.... _·_'';: ..• _ •• ,._ ..... · .-.· 

Se. p_ro-~6n~'.dL~}~:~~:r;Grd:n¿:~~1~i~~ii2a_•.g·~··i6s;%i2[bv~Í:1J~¡ciÓ~es 
intestinolescootiene. receptores ·específicós':de.altO afinidad•pcirqla toídQa· 
de B. _thuringiJi€N7s/.S>de·papélJisiológii::'o}ciés.cónqciaC>,<Hófmarill)y:col.; 
1988; van Rie y~col:. ;:l98Q)>.Récie'nterrienté; se' reportó la. pl.irificación'~de 
uno pro1 eíria dé 120 k[)o; mayoritaria en el)ñsectO kMonducO:sex(O.'_que: es .. 
capaz de Unirse•c:i;lá toxirja C_ryl~Cc); Estppfoteínd:_fl:Jé· id~ritific'adii;~orno 
una. aminopéptidé::isd N yje postula que':funcióna.'coroc{r~céj5tóípara 'la·-•.• 
toxina CrylCc(Knight y"cól:, 1994; Sangadóla;[y colj;WJ99~));yd{qüe'ésta·· 
enzima:, süfriqd,a,8 9ba pr9teíoa ·d~ó,5,W,ó<suV.a.n?tu~ale~? P.~E§9~:ser>l.íoa · · 
fosfai aso)· a.1 ser• incorporadas•. en•· ve_s1culas·fosfohp1d1cas; 1ncreft)entan el 
flujo de e6Rb depeilciiente cie·c.onc_entrciciones nM _dé~Joxicia csarigac:la1c:1 y· 
col .. 1994), <';> - '" ; ~t. e ' 

Media.nt.e;,.est.udi_o~\cie·uí1i6kc1l.·1ak ..• t~~x.i~~s:;~~rcadasc~~n·;1.2s1_.·.·a· 
vesículos_qelci• .. mer:nbranci_cipici:J.[9ei;élu.1.a_siepi,t~liql_es;<Vty1ACE)/éstós· 
receptores· han sidodescrit()scórn(). sitici_s'.de unióri;scitlirables:y,altarnente · 
selectivos·, (Hoffrn on'n. y: col.; J 988 ;:\¡c:iff Rié' y~ol ::;;J 989) '.'.;Se. hCí'.en_contrado 
que los rece.pJores son_oistintóS'parct'éada'fipé{~de:insecfo'<De'nqlf ycOI .. 
1993;· Gdr'Czynski y é:ol_., .. 1991 ;,Hoffma11 _y(col;'; ··J988;;Krfowlesy Ellcir; 1986; 
OddouycoL:l9,91; Sanchis y Ellar/J9'(3). i,íque lciafinidcid de los diferentes 
toxinas por estos moléculas deterajino la espeCificidad; de fol nianera que 
algunos toxinas son activos contra uno o dós_ grupos de insectos; pero no 
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contra otros. yo que se ha repor1odo que el efecfo de la toxina es 
proporcional a lo concenfración de receptores presentes en la 
membrana, así como a la afinidad de lo primera por los mismos (Hofmann y 
col .. 1988; van Rie y col:, 1989).,Estas obseNaciooes pem1iteri sugerir que la 
unión alreceptores .el determinanté inicial,Em la toxic;:[d.ciéJ:Siq'embargo, en · .. 
algunos experifnE)nt()S ~.e'ho obser,~cíé:f?.i:Ju~··si pes.(l(d.e q'ye)q.t()Xi,~O 'SE:! · 
une a la membrana apical de lascelulas 1nfest1.nalesdel1nsecto;nocousan 
su muérte;•10 qué'sugiéreqUe deben•existirotros:fact,óres invqluc(óé:l6sen 
el mecanismo.·'de'Occion'·.•de·· ii::í'toxináde a.::'lhudngiel)sl.i:·'·tOles como .. ·1a 
alteración •en·~el proceso: de. activaciónde'J'.?rOtoxina·atoxiriS.<vá:séa p'orla. 
carencia d~ p'i'oteascis :específicas;o. por· una'·rnodificdé:ion en: el'pH); · 1a 
destrucciéin·O,igcibtivbci6n a.e .1ci'8-endoroxinÓ O 1éirn0Cíiticaci66~61e·8ü1ár 
del receptor gue'interact.úaconésta ... ~<F.~rré v.•.col :~:.199.1.:~•Ferro .. :'1.~93) ..•••. ·· 

Despué~~a~;~~e··1~;·to~in~se··~a:~ni~o.~1r~·~2s~i?•~J+c);~~11!·~·~~~lejo 
toxina-receptor •forman un Opero •que}lconstituye • 10'. lesión' infcial• en• él 

me:n::,:,:~,::::1:1e'éd~I. 1~f esflno:~t~16 ·en .1~¡.~;o;lepl:~~te'°s 
asimilan: a.· los'\aminoOci.dos principalmente, r:i:or •ún'J,!me.C:Onisfi:io '..de 
transporte. dependiente 'de~la•.cpncer:it[a'cióntdé:iór\és K+::•Por;euo:: una 
manero" indirect<)·~ dé. 'eyalu,dr .le(: a.lteraciórí .···.dej, gródie11~~ .• ;:oé<K+ 
transmemt>íar:lS1:i6Ciutid() •. por··ciiferent~s··0:er180úrias·a6·iFlhlJdng1e(l'S1s,·· 
consiste •eñ determinar 'la •.. inhibición ~del 'trCins'poite 'de,é:8 rninoócidos 
acoplado•. a• K+;:o.sócchLy cp1:·c1986),/demcístraroh que,i.a inhibición ·.del 
cotranspOrtadór;hp'se:debía .p y11();intéfocsióntdiíect,(J. (je•··.1at0~ir)ó eón>• 
éste. sind·é a·; tci '§eb'erad8n cie Gn ~'Qro'' inciuci<::Jófüóí. íóf ·g~éñ.~C>foxina .. 
Posteriórmenté) Hendrickx,i¡ cOI. (Í.990), d.emostrarorique ldabso'rción de . 
3H-L-alánind°?di.smir'luye'.dramatic.Omenteen. VMACE:.de+:.A4.> sexfa .. •en 
respuestó a IÓtoxiríq.CrylA(b) .10· .. qüé irnplicol.a disrúpciÓn ·d~l ·gradiérite de 
K +. mieriyras;.qUe la .toxina\CiylB;resultó inocuci\A.nibosdatos coinciden 
con IOJoxicidad{ d.eterH} ióO<::Jd; pcírci'.esta, especi9,:i;yvólfe~sb~Eírger{( 199.l) 
obtuvo:resulti::idós·simila~és. ól~ prob'<:lr'qúetel fefé'cfo~iñhibitorió en la 
asimilación .def.3H"L';'fenilalanino•provó'C¿.ado\ por' lcis',itóxiri(:isi.CíylA(b). y 
CrylA(c) enVMl\CEde (ymóntrio disporcbrreladona'directaníénte éon su 
toxicidad: ·. ·"·· ·, •· · ·· <' ;:;: i\ ~,. ::: .. "i >ti '< <•'• ,,. ' 

'.·,~ · ... : .,;.···~;;~L.,_~."·.:. . ·.~y:;';- _ .... , .• .:;.:_;.>. 

se Pr~89n~,qy~.'~/?rn~~é:inse§d~.ñsip ~,~}g~blt~rci~¡~~·ci~~9t?d,;~rit~. de· 
K+ transmembranal,";se !afecta2el;tronsporte•secundano.·act1vo •. Este se 
constituye po~uno bornbó déK+,e1éctrqgénié:óque'.'peítenececa kifaníilia 
de las ATPasasde tipovócuolar>Al:altera(elgíodiente'déJ<<:'.sec:lisipa lo 
diferencio depotendala.trovés de laf'nembranp apical (Va('.;hOf)y,col., 
1993), lo que perturbo los gradientes iónicos Cisí como la regulcié:ión del pH 

.. ·. ·_. ' . . .. :· .· ·:· · .. ·· ... 
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y lo asimilación de nutrientes (Knowles y Dow, 1993). Por otro lodo, se ha 
demostrado que el Bo++ y el Ca++ funcionan como agentes bloqueadores 
del canal formado por lo toxina en inteslinos obtenidos o partir de M sexto 
y pueden prevenirla octivida<::Uóxico de ésto (Crawford y HoNey,'1988); 
En estudio.s .élecfrófisiológi~ós de palch-clomp llevados o C-obo con .·una 
líneo· celulbr obtet;iidaJO P'.?rli(del insecto lepidóptero• Sppdóptero 
frug1perdd.'se{r:llcinifiesfo,.qúé,el contacto ·con la toxin() prpvoco' .. un· 
incremento en la cOnceíltración de,Co ++intracelular asícomO lo opértúra . 
de c.ónales/011ioriicos;foarticúlormente paroCh\de;lJnci)méinero. 
dependie'nfo del ;tiempo (SdTíN,ar:tz y: coi:; 1991); Este{dOt(,'sygiere; qde la . 
toxina ·•de. B.Vliurin{j;e/7~/S;XestéOpoz ;de. ,generari;éariales;:Onióhico.s>Sin 
embargo; Jó.:anterior• debe ser tomado• con r~servci;:puest6:'cjué<1amnea . 
cel ulor úf i.lizaC:ló: eo\ est'e•,i:~stúéHo{pr,ovi ~óe 'd e>.té jiélo.' ovó rico% p'.ór;·. IÓ ·• q·Ue 
posible.meiite)~stas:<:é1ú1as ccirezéan"del ·recéptór/v: porl(j'tórito'.'pudieran 
no represéntcirlo!que sUceélé en él.intestino lneaio'del inséétO':{}; ,,'. •.· .... ··. 

Los,;esfd:cifg{.~~j~~¿·¡¡~i~fgg;¡~¿}t11t0'~ágs'y~·-··~8J}J·~~:~[~t8~E1i~i(j¡c;<Js 
planas .. sintétié'asXcBLps).•··en:dondé'se;hari.inc·orpOrado lós·toxinasiCl)'lllAv 
CrylA(c); muestran'qüe~dict:'i'é:Js j:ir()feír)as en Ousénéia·del· recepte)( puedén 
tormar·cCín,ales'~i6nicos}a1fcimeí)t'éfsé1.e{;tivosipc:ira''C.óti6fies•.Y,qUe,1a 
formociórí';C!Ei''. esfósicaf)ales :sóJ()Ose'obseiyafa 'pH • olcÓlinós ' (Slotin y. col:, 
1990). sin emb'ar9&:sct1Wartzv'.c61.'J1.993);Jtr6s·incorpo·r¿¡ra•1at(>x.i6a .crv1c 
en BLPsi indicdi:i qúé'{dichoJoxii:)'a 1forri}a~canalesJ6Qic6s tafíto'.c:í.pH~a~idos 
como. alcólinof'Asifi:iismo/en este~frobojó'~setdescíibéil.múltipJesfestados 
de coridu~taBciáW.'.'s~''ínehción.a ~·cfUe)tafi.fo!:est6s.s'omo: 1()s_ propiedades 
cinéticos y,;Jó[s~lectividéfü-&.i66i.ca);del!c'á'nól/son:aej)"ei-idieñJes~dél·pl:-l 
utilizado'én'.1éi_J_r)s~ré:i9ri'de•la,tOX.inO'cS.1a•·scr:·Est6s-,datos1t:oiñcic:Jerú::on los 
resultodosooteni,dosj501-.i.B.Ütki::i'.\(Ccí1;(l99~)efrlos'·cúaléss·e··indicCl~qúé.en 
vesíc úlós:f tOs.fÓlipídicds'.t~'e'r)~,Ousenció' 'del;¡;'r~ceptor;:; IOHoxino> CrylC 
incrementa"su'cgpcié;idad•p(:¡rírjeábiliiante•tdrito'a pH inferiores a·.5 como 
en presend9 dé tósfolípidosfadé:las·)Re§ie8tefne'r:)te:'Walters y;·cc:i1: ·e 1993), 
en un· esfuer20~:'por..iaentific(:ii:!el frogm~nfo'~'rníílirnó'necesaíio .para.' lo 
actividad ~él~ ·.•.fórmóción de~ porc;:'jincorpO'roioh a i las~ BLPs' • frOgrnentos 
estables;·de•, la}reú;lió'r)•. N~t<:frmini::il~CJ~~:lo: toxir)o •'.CrylA(c).: Esfos;~fueron 
obtenidos ü¡; sómé!ter~a::1á ;tóxi~a ,y~:r'seO, é:i Liba :'digestiórfcoíl• e¡:fluidó 
intestinal a ~\s.rtrugip.~(dao; a,·yrio; hidrólisis.ol.c'alirici:;• En :dicho .estudio;. se 
demostró qLie?cimbcis;frpgííjeQtós'~(2F5'fr 24:5!kDq) sc)ri/ccipoées'de 
generar octividód(cie;'éancil. iónicO eij·•aÚsencici del,receptor;·similo'r;al 'qUe 
tormo 10 toxiria',ccirnpletci'."Non Jerschyc61::(1994);;des.éri6'eíJ 1a't6rmadón · .·· 
de conoles'0 iónk:osHó.ntdiporS.la~toxinp·~cl'y11182 c.or'i:i()p()r'.el~fr.ogmerito'. 
corresporidieotei,c;i!~iJc;'ij)ir:iiq~ 1:c¡::fo~.!sl. rr:i isi::rí<J,. (el C:U()l .fu~ :ootér)!é:ló''fueipidnte ·· 
el empleo de·l0Jecn1c.a dereacc1ó,n.'e11.cqdeno .. de,.1a·polirneroso~(PCR). 
De igual • fofrna :.: e,b '.'este :;estudio/se''. démLJestrci c:fUé :el ccimpOrtomiento 
entre la toxinaiCrylllB2iy (:ÍI .dominio'1··de.éstci;es:similar:fAmbos·tróbajós 
apoyan la propú~'s}afd~'q(Je':es:e1 dominio·.1'de•laJoxif¡a'·quien··es 
responsable de .1.a · torrnadón de•poro. Por otro lodo, se ha demostrado 
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que la toxina por sí sola es capaz de aumentarla permeabilidad en 
liposomas (Haider y Ellar, 1989; Yunovitz y Yawetz, 1988) .. Es importante 
señalar que en los estudios mencionados; se utilizar:¡ dosis cerca de tres 
órdenes de magnitud mayores que .las necesarias pára causar el efecto 
citolítico en ·experimentos in vivo/por lo que no necesaíiamente·se lleva a 
cabo el mismo proceso: · · -·· < : . · · 

'.' ., ;·.·~~·:; 

Los dCltosianteribre$>apoyan.ld .hi,pótesi~'df:i.•q~f'e(pcipeÍ:del r~:ceptor 
que reconoce a_ looSefic:lotb'xin~ de· a.·.· thunhg1¡;nst:;<C:ó11sÍste:enincrementar 
la probabilidad de:qu~ Íci'toxioa:sea• c·apciide· forrnar un; por0!pér(Y nÓ·· 
excluyen la• posibilidad·• de' qúe la interdéCi6r{toxinci:recéptof active· un · 
canal iónico preexistente en la membrana que antes •de la unión 
permanece cerrado. ·· ' · ·· 
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OBJETIVO 

A pesar de que generalmente se acepta que las 8-endotoxinos de 
B. thuringiensis, ejercen su efecto tóxico alt.erando la permeabilidad de la 
membrana. plasmático en . los célulás del intestino medio en. el· irisecto 
susceptible>hasto ahora" no se .ha demos1rado la formación de canal.es 
iónicos ··.por estos toxinas io•o'cóncentráciones en .• Jcis . cu ale~·.·.· es 
fisiológicame'nteoCtivóen~el insectoblqnco CnM): Sin·embargo;·se hcin 
descrito cohól6siónicos~'.fórmddós· por .diferentes proteínas Cr\! en 
membranas lipídicas sintetices y en•ousencia ·del receptor•.específico, 
utilizandó porO ello ,cOncentraCionºes µM (Schwortz y col.; 1993i Slatin i¡ col., 
1990):· .. : ·· ·t<;:;:){¿:•: • < .. ·· · ·· ·· · · e '.>•··•·•<,.;·. 

, '.! 'i., .'~':; ), - . ~-':' '·. :~~·· ',: 

Por • .•. 10 ahfe;i'or,•i~ g\d•~16J:;D~~to 'que .el .. receptor de .• lb 'g:~~~doxina 
producida porjj .. /t(Ú(irig1'eós1's}juega un P()Pel fundamental en el proceso 
tóxico;. al'fOcilitOr 10.' inser.Ción de ·ésta yen la membrciñb:cetülcir: No 
obstante:. perrrfdr')ece 16'iptertogon,te ;:yoque nó se ha é:óñ:iprObddo Oún si 
los cOnOtes formc:i'dós p'or tCis·tóxiriós 'de ·B . .. thuringiensis;.·observados én 
ausencia 'del_recéptÓr;r.epr'es'enfori'álos canales'formadosi/n vívqduronte 

lo intoxicación coo'~stasproteínas/• ... ··•• •••..•...••.. ; ' · .. · •·· ... · \ ,~. •\ > ..•. •.·. ·.···•·•• 

rec~~6~i~~í~t~~~~~Wi$a~f~~1~~/~'e~~~~~~~',iitÉWfJ,fa · 
permeobilidoé:l)::le;iafrnembrano; así éoirfr) cáraéterizar 'el ~tipó''de canal 
que induce lo toxina.en presencia de éste; · ;;<>' : '/ · 

:-: .. '"'·,·.::_ ··."';',."·· 1·.~- .. ' ' ... ::._,.:e;-:., '.'(';,-., ~ .. ·.·_;~ ~,-.O': ~: ;_~:;· -

Paro:i()g~af1? ;t:5·~}~·~8'Uieí~ 8Sntbr '.un ··sist~~6ic1G'e\;~effuit6' ~~tud;ar. 
finamente• el efe'cfo'.i d,eila;ctoxina 'en '.presénci.o ,·desú'Ye'C::eptof .; ~st6 
permitiró:'coííob'orcií'sLlos·,éanales i6niéos· t:idstóohorO'.de·scrifospciro este 
tipo de proteínas; 'sori'de'[eelevanci6 fisiológi~aéib el prócesóJóxicó'.· La 
técnica.: etéCtrófisiológicO ;;llain'ada ;~~'bicopOs'.i:'pldnds'.'. ~~cubre:\éstas .· 
necesidades; Utiliiéfncio;'este:sistémq": seid.eterminará'ila:'éfiéieh~iá. de la··• 
toxina (purificad() d;f)orriogeneicj,ód;O,P:eiitii:;de::E.. cp////áCtivádcirne_dionte .. 
su digestiór) cor) tripsina)pcirq)orrñar;cc\Íia.Jes. ióhicos ;¿in'.expE;rin'ientos .. en·, 
los que se preinc()rp()rci~a11'proteíoas'de lom~ni6rana ppipól 'de las celulos •. 
epiteliales •. ··del. iritéstir\o fo e' dio 'de·' s :rrt:ig/j:Jerda, ·óbtenidas:a 'partlfde • lciíVcis 
del últimoesy:)dici:··> :;;'{ 'W'.; ;E~·.+•./\ w:·:·/.''!''.c;. '( [.>~·: t'}(;%;~i 'J.· :·~~···>·• 

· <:. ·. >/\· · _-"··~ .. :: -:~\:~:· ·;--;/~'-('::_i.::.,,'..;·-;_::\ -:·e:',/'.:.::~:\·'.,:· -:,·T _:~, _;-~;,,~~:.::L··.-~-)~:-~~~:.<:t.i<~:'.'.://>:~,,_\·~:_ --.'?<:- ··.:-··<:-e·-·._-_ 
Hemos seleccíoóddo como fnoéfelo .atlcittóxiilci-;,;crYtc~0 la•'"cúal es 

producida~po(B.~j/1uri(lgiens1s'_suosp':,~ntomocidüs,y•:8a:·.s.idpJ::lcinada .y 
expresadá 'en/Esch{;Jr(cf;J/o ?-ol(LEs.t~.J(jxirj9 .. result~ ,altéiflle.titet(>xicci para 
larvas de S.frugip~r.do, .un insecto pertenec::iente al ord~n t:epidoptera;. 

: < _ ·- ·: ·: ?,'.:_:'' : '<'::.·. ·,.:.';; · .. < .. ,; . , ~ .. _·_·· .. _ ::·· '.-·: -,'- . -~· .: ·. :':','· -- -::'~->:_ ;· ::·· .. ·~~-.' • ·>' 1'. /.l'.·< ·:~;-.>e·:_- ·' :~·> . .. 

La evoiua~iÓn deJo acti;,,ida'ci. biolÓgÍ¿; dé 16 ¡¡~~nd¿t~~'in2/e~P1~ada 
se llevará. a. cabo pOr rnedi.o de bioensayos en lorJas del 1 er estOdio de 
S. frugíperda. . · · · · · ' · · · · · · · · · 
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MATERIALES Y METODOS 

1. OBTENCION Y CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE VESICULAS DE LA 
MEMBRANA APICAL DE CELULAS EPITELIALES CVMACE) A PARTIR DEL 
INTESTINO MEDIO DE LARVAS DE s. Irugtperda (Srnith) DEL SEXTOEST ADIO 

1.1 coNs10ERACIONÉS'ENtA PREPARACION.bEsóCúdoNES 
;:_. ' ··. ,·,::_ - -~~ :, . ·- .-:- _·, . . -

Todos las so1U6i'o'~,~~'t.iti1ii<:td6sén:lci. d;t¿nc,iÓn dé',\}MÁCE a partir del 
intestino rnedio'.'cle):.s>'trllgtP,érda, .así ,·corno .:aqueUo,s uso.das para lo 
caracterización bioquímica de las mismas, se prepararon con reactivos de 
grado ánolíticó yernplecíndó cigUaMilli9 (MQ):' .... ·. . 

"-: /:··tf''..:::· ::·/:Y ,_~, 

1.2 MATERIAL BIOlOGICÓ 

Se utitizdr6~ Ld~G~:d~;S. frJgipe;da ~n ~I últimó estadió dedesarrouo: las 
cuales 'fueron· ériados en ~el L(lboratorio .·de Patología Vegetal de la 
Universidad'Nciciónal Autónoma del Estado .eje More.los y proporcionadas 
por el M. en q Educircio Arando. Col:l e] fina e obtener lasvesículcis:que se 
fusionarían posteriormente a tos pica pos pionas, se siguieronl.cis pOsos ·que 
se describen ci.co~tinuaCion: · · · ·· · ' · · · · 

1.2.1 ÓÍ3TENC::IÜN 6~ lARE~1St>J~EbíA l~TESTINAL, 
El protocolo (je Cifséc:ci(in 'dise6ad,o fJe el sigÚiente: 

·r,·-·;-. ;'<i:.··.·.· ,. 

2. Estas tuerohifiiadas\a ünatabíéi cie ciisécción 
entomol,c)gic9s:\ , ,_ .·•· · '• ' · <. i• 

--. ·;. .. _, :--:::~-··. :· 

3. De ambose-xtremqs de ló larva se eliminarón:3 Ó4 segmentosrnédiante 
un corte trorisversa1,;y Oi;iriicio de la regióf¡ médióseJléyóOcobo un co.rte 
longitudinal 'del .!egúrí)ento _dorsa1;e1 .cual• se fijó con'.él•fir)'i::lee·xpoDer el 
intestino ~e~i~ ~~ la~larva: •, O:: < •.. -·· · ce.e'.:~~: / .? ::~~:-·· ~~:- .· ... 
4. Se llevarori·.a cabÓ\dós cortes transJersales erilosexfrernos dei intestirió; 
separándolo. : . . . • •· · - · · · 

5. El intesti~o ~e~iofl1e ¿bi~rto íf1ediante Un cort~ lo~;it~~i~61 } se ~njÚagÓ 
su contenidci cori lo solución A fríO (Mariitol 0;3 'M, EGTA5 mM;.tris.HCI 17 
mM, DTT 2rnM,pH7.4) a, lo que se leodi.cionó .PMSF 0:5 mM: ... 
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6. Uno vez limpios. se colocaron en lo solución A. sobre hielo. hasta 
terminar con el lote de larvas. 

7. Se lavaron dos veces con lo solución A frío con PMSF 0.5 mM. 

8. Se centrifugaron 0500 gfoura~te J 5 rfiinYa¿¡!oq'.cc)0 ¿Uin d~ sep?ror 
el tejido de.la•solúción:: Seidesca.rtó;el sobreí)adonte y se peso el 
precipifadp. ·.• · · · · · · · · · · .... · ·. · · 

9. Este fu~ f~sÚspéndi~o'í: r~n'rélocióri pl~ con'¡~· solutiÓn' A diluida <:l1 50% 
con aguo; y se cong~lo dé)6mediato e_~'hielo secó con acetona. ' 

·~~,-· .. ; ',~~·'·. ,:·!.~:" 

10. Se guartjé) Q -~2 ;;¿;; hasta.;~u\.Jso'. . > . 
•!'·1·····-: i;: :/·>'· ... " 

.: .. : j·.~¿>·ü~::;"' . ', ~. ,:· ·:\·' 

1.2.2 PURIFICAS:ION·DELASVMACE . '. •' 

La purificO~i¿~.d~ :10{ Vrl/1ACE a pbrtir de l()s iÁtestinos ··medios 
disectados>:lnr el 'púñfo 1.2.J .)se llevó a. cabO.sigLJiendo el protocolo 
reportado<por Wolfersberger · y. coL·< 1987);•:corno)se. describe ··a 
continuación:':/ .·.·.y· · >• ' · ' · ~·· •' ... ;. · •'e 

l. De losint~stio~sÓbteni<:los y cons~rvddo~ cr~lOoC.'s~ tÓ!i1Óuncf muestra 
que se ;colocó' en\úr)Illornógehizó'élor; de.vidrioYcQ.n'éflÍbolo~ae .Jeflón'· 
(PotteH1elvehJer:nf)irjfoés'o en hieló; 'l:se:(jnCiVeroh :~¡, r~lación l: l ü' p/v. 
con lo solútión Afríci ··•\ .. ·•1';\: :;, ~ : : :'.:<.,·•~·.'. ::h : '··· ''/ • : ~--, · , 

2. Se dieron ~gqlpes030ÓO~pm~,0~~~1fih~~JZ~iib'dc):r.•·.\;·•.•··· .. 
'-.·_-:, .. ->·. •:':'T>-=-- , ;··_o:"""' - -:;: :. ·;-,~·::~:~:-.··-·. - ·_, 

3. Se agregóbn·~~iÜm€lnigodfd~:M8Plf24:riiM'.s~·'agitó'.v 2:01~co 15 min 
sobre.hield·. ::·~:-)-~ -___ ,·:1 ·:·~ ·¡: -<· : ;-_-;:,·-_~_:_.~:e:_~· - :·/_·:--·~,~·:·~;-.•.·"~~ "::-:·:.:. · ·"_,__ .. 

«' ,, . -

4. La mezda,fesultante:se t~'ntrlfugÓ, a2 SÓO·ga 4 ~CdUr9f.i'te:3o min .. 
- ·- ~- ·, 

5. El sobrenddante'Yfue d~é<:i'ntabo'y cer)triiúgado ·b 306()() g a 4 oc 
durante 30 m.ifl. > , 'k ,/<;:-..<:": . ;· ·' ·.• •.·. ·• .·:·•· ~~;: 

.-.,,_ 

6. El sobrenad2l~te-~~··ci~s6órt·¿)_y.el ¿feci~it.cid6JJ~resú~p~Cldido .en lo 
mitad del volúm'en.del. f:)orr)ogenádo~cón 1a:5o1(Jción Ntríci; tr9tado. éon 
MgCl2.v centrifugodcicomoel hor'no'génadoóíigina1.·~ ·~~~<'.·~, .·· .. 

. -;"' •, .·· . . . -. :'.·;_:·, .·_-- _:_ -. ::_._ .. __ -'. ;·-' -- -- ~~-·-:A,- '--:c:,-c--,-=.'-'.-'o~·-_ , .. --;·:-;=~ _-_;:: .'·:- - ·. ----:· , 

7. El seguf1ci6."pr~cipfracio qué se ób1iene tras centrifugar c:f 30. 000 • g 
constituye la preparación de:jm \)MACE; e.1 cual se resuspende en la 
solución A fría.diluida .l:l con agua MQ, en el homogenizOdOr. dando 3 
golpes a 3 000 rpm. · ·· · · 
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8. Con el fin de eliminar el Mg++ de lo preparación, ésto se dializó una vez 
contra 1000 volúmenes de ta solución A con EDTA 5 mM durante 12 h, a 
4oc. 

Este_- po~o- tien'~-c~m6 C>bjeti~:<:)'.geri~rar un·>grodiente .osmótico 
favorable po~osu füsión con unabic'opcitipídié:o preformado (Finketstein, -
1986; Miller'y;Raeker,' 1976 :en UévOllo:c:1989)?Poía lograrlO; se' utilizó la 
siguiente técnicd: ___ · _,. --- :: . ' •·· -__ -__ •· -- -- ---- - ----- --- ' -·· 

/<:'"-.i:, ·.-:,-- ~->-~·:, ·.-i1:··~·:--_· • • '. ·;=f~;~ .-., ':."!· 

l. Se tomo '\Jna alícuota de'to f;atci6~ mef'ntiranat (de 2: o ;3 mg de 
proteínatotcit'porc'i::ldaml})'_, <·-·'.f :_·\ } ,;': : __ :: ____ ·· .. 

;e:;¡~~~J~t~f cltJlf !fr~Iill~~~~f ggf j§J~~r~r~~~is~e~~g~ 
sonicádcirde.bdñfr (Cole Parmerf·;·ffiodeló::-88SO~Oo)::a '8.l W'Otts de 
potencia. >:.· ·--:;;;· ,, .:i';,>{i·'<::W;•:-:"; ~- ?{:';\.;!¡ _,._ · --- . 

4. Una véz scs'nicadas;1ci~ve°sí~D1o{~~:i~g~}~~on~~--Úa¿cionés de 2sµL; se 
caract.erizaron bioquímicamenfo;'{se güi:irdcír6i:i á :~10 oc l')óstci su'uso: -

-- ·- , .... - ., .;·· • - ,<- ,, - • '! ... i;_:,, __ ·.-. :· ·-· - ' - . ,." . ,' •. ·- . .. . 
>:\'i º-: (_. - : . . , .. , •. '• ;.·.. " " - -.. -~ .-"'- - ---~-·-: -. ·-·~·. 

• ' ,. r, ,:-; :,~:·,2 :- ~~}\,-. •'. • ·: >;~·:>,:.· • ::. • 

1.3 CARACTERIZACION·BIOÓUIMICA Ó(L:Á'-PREPARACION DE VMACE 
- . ~.-:- .~: ': ·. -:0-L-'--_' ¡o.--- '. ,_-;~·:: -~-~~-_-_,;.':, - ... ~. '" .. . }~:-~_-_::_;_-; __ /·;~:·J.: '}' ._-' ' . 

'- --- - ' - '""·-':~!.-¡~~·~. 
··,.··:. ::~~ ~,_:-,\~:.· ... ~·: . :.~'" _-. ¡ 

1.3. l DETERMINACION DE PROTEINATOTAL 

La con·ce~frc:i.dÓ,n • ci<i pÍ,Óf~'ín{j)olat del homogenado y -de todas_ las 
fracciones fue determinddá' pórét métodO de Bradford modificado para 
proteínas de meinbraric:i(Bra,dfórd;\_1987) utilizando el reactivo de Bio-Rady 
atbúminasérica'.bo\íing•(Sigrrío).ccimo estándar. Con el fin de disolver ta -
membran(l ptasmótféci;y,.·ex¡:x:íiierosílas proteínas embebidas en éstá; ta 
muestra.se incut:}ó co~ r\J~í-íexyi~13~gtúcopiranósido ca una concentración 
final del 10%) dürante 5 mirí; posteriormente. se desarrolló el método en la • 
forma acOfü.ímbfdda. c:i:: ; : - ' - - - - - -

~Js~A~!~~RfJú~5~~NfDE;L~ ACTIVIDAD ESPECIFICA DE LA ENZIMA 

La determinación de la oé:iividod específico de lo enzima fosfotasa 
alcalina, un marcador enzimático de la membrana plasmático, se llevó a 
cabo de acuerdo al protocolo citOdo por Harlow y Lane (1988), con 
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modificaciones, de la siguienfe manera: 

1. Se disolvió 1 mg/ml de p-nitrofenil fosfato en la solución de sustrato 
compuesta por tris,HCI 0.1. M;MgCl2 0.5mM,pH 9:5; conleniendo el 0.02% 
de trifon X-100. · · · · · · · 

'- - -·" . - . :: ~ -'· . 

6. se···refirió1c:J,'a~1·of~ar,l8iCi,obt~;:,icl~ .• •••c?htr8.Gíi9:C:Jí\/Ci,estÓndar•··de · 
p-nitrofenol; desarrollóda simultáneamente; c;onsiderando que una unidad 
de actividad enzim6tiéa'se,defin'e ,como• 10 c:;'(intidad·'de mg de: proteína 
necesarios parci transformar Jénmol de ,O.nifrofei:idl fcisfoto énJ rnin:( 

, .> ~);~.:- ¡.';__/: -~- t->t~~: -<;.. :.\~~>--'.--~---·: 

La clet~r~ir,ibc:ióh de la~'8d;0iCÍócj,de' 1ci. e.~ziiiJ.~ ~itof r9fu.<) 'có~idb'sa '·un 
marcador enzimático .de la· rnem_braha/mit9co'ndribl;t:y·'por ello, un 
marcador' negativo' ér) nuestra~'preparación;~ sétllevó•;de •:ácÍJerdo al 
protoco!O citado'pOrGarcía-Soto'y coL< 1988); coff modificcició'Oes/de la • 

~i~u~~::~~¿::S·. ·e:·d~ .... ·¿·~rdzó n·.·.·. d·~.··66 G~11i.lib~'.;,}(1'.r~;;u~.?~edu~cido. 
previamente coposcor.b.ato (10 mM) y diblizadoduraoteJ 2;h contra 100 ' 
volúmenes défris.HCI 20 'mtvt'pf:l 7.~; Ó4 o.e. con· él fin de eliminar: el exceso 
del agei1t~_ ~e_dUct9r .. ·;:~: -¡.'\ ·~, ~:<-~ 1~:-·L)r:::c L<:-~o_~_;,~'°-~:~. ·;-:_,-

,~_·'.,_-.,.:;:,.:.:·/·;;;:e ,~,,-, -,-','.·.·~:·)"·'-._·,~ .,. .--:-·",'.· /.,-~;;·. 

2. La aetividOé:lde. lacitocróm8 co~iddsa··s~ determinó ;e.h'uría'sólución 
compuesta porKCIOJ··M:fris:Hc120.i1}M;Hrit,on x-1006(0.Q2%;¡pH'7.4.a la 
cual se le adicionó el2ci~c)cr6mo ·.c;íeducidó', c()m.oisústrato;: .. a. una 
concenfrci~iélofioal~de9-' ~i'ryt,"e·stó~fu'e considerado cc)mofof blanco. del 
ensayo.'. · · .. ; ;> ·, · · ,.\ .:~·. ,.,. ·· ···· · •:'" ··:; ·, , .. -. '~.~·:: / ;·>:.; . 

3. A 1 mL de IÓ s~l¿CÍÓr¡ oíiteiÍbrs'e 1€; cinaái~r;;~ 2Üµg d~ é:Oda muestra. 
• . • . -. , -· • . ,,' ' ·. .. -i ! . - .. ,. . ,, .. ' ' • • . • . : ' i "' • . ..... " . ~ ' ; -. ' 

4. La cixidac'ió~.: del '.2it6Er6mo .; s~ ~ib~iÓ a' sso-540 hm. en un 
espectrofotómefro de longitud dé onda ducil (SIM AMINCO DW-2000), 
utilizando celdas de pOiiestireí)o de· l cm. · 
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5. Se calculó lo oclividod enzimática específico o por/ir de ICI gráfica de la 
cinético obtenida, considerando que uno unidad se define como la 
cantidad de mg de proteína necesarios poro oxidar l nmbl de cilocromo 
e reducido en l min. · · · 

1.3.4 ENsA vos 6f: ÜNihN ríro;ooi-szo! ., .. ·.---· .,.,, .. -· ... . 

l. 20 µg. de. kj 'p~c;;~;~bfa+c:i1 ~~ 13;pr~6araciÓn finoi .de. las VMACE Osíc'omo 
20 µg_del hoín()ge~odo inicicil>se iricübarqn con o: 10 y 20 nry1 de 19 tóxina 
CrylC en la solúcióril<tris.HC/50 mM;'pH 8;0, NaCIJ50.mM);,durante lh a 
temperatura arnbie'nteY ' ;:p :'.> ·:. . . .. , " 
2. seduJv0i2.0kc·~~·¿g{fás;1úbión··1 :0s~;~~~+riiu9óa·15oqoo¿·~durante 
l ha 209q;> ..•. ;_. \ .,} ;<;¿>". . . \•. ·\;• <·•·•·•·· ·> ;ifi .. 
3. Se desc<ii;t6'i eísoprenócicmte y. el pre<:;ipitacio (qué c§r:itiene'.OJas 
VMACE unid.os ci la toxina) fue resuspendidó en lo µl dé la solu~ión':.l, tras ·• 
lo cual, e.oda una.de ICisrnüestrás fuei'oncÓlocOdasscibré;unafoembraná· 

de nitrocelulosa .. ;,· •~<: .u :.. ··.. •· '.,, :~;. '.:'.{: } '.~·. • : ·: '.;·: ..•• :.: , .· , ·• .. 
4. con el fin de bloquear/a unión,rio',específico; lo mem,brci.110 s.ein:cubó. 
con la soludón 2 (tris.tfCJ ;50rnM;,pH 8:0i NaC/n 50 rnMi•cifbúrnina,séricci.••·· 
bovina al •1 %;J\iUee62o:a1 0.05%) citemperati.írOómbienté.-ciurante' Hl1 .. \ · · 

5. Se lavé> fa. m~~b;~~~l~~n la sb1~e:;·¿n'·G'Ctris .HC/ 5~ /¡,~ ~b,~~~'.b;:'NaÓ i l 5Ü 
mM, tween 20 '.a1\0:05%)~ dúrar:ifo~.5j-nin:i:y~;se incuoó\durórite iJ'h .. a ·· 
temperaturo;ó~bi~hteF~q'n;e1:áhti<:;úeip_o!f,11ógqC1of-101 c;20AoE_9/que.·es 
específico párO.la p.rofeíriaCi:Y1.c;·(dilúidoenreloeión .1:5 000'.eri)a n:iisma 
solución .... ·· ·.:.:.· ····•· ··' ··'. ·" · · · · ··· · ... ,. ·· ···· ·:..<· /···. 

6. El antic~erp6~óDhidbs:ed~scÓrtó·J,·,~~di2 JecllibSrór1t~·~~in 6on la. 
solución 3.•: '·J ::::···::.•z:'. .. ;,'c;·: i· .·::· ,<· · ··· ·>:/ ·7.<~>· ··: "'••\'··· .• ·••··•. · ·. 

7. la memb~anb fúe'illcubaá6 .. dLJ~antel. hccin el segu';l\jo á~~icuerpo 
acoplado a peroxidasó(AnticúerpOde conejo anti-ratón ~DAKO~) \¡ diluido · 
en relación r: 1'0~9. ~D I~ .solución 3:< ; y / y · y ? 
8. El anticL1e'rf;íon'() Úni~o se éliminél e~jUcigóndé3 una .vei;:c9frcigua MQ, . 
Javando.cjos.¡yecesJcjüíonte 5min con·1asolucióri3 V-Uíiayezporuna 
solución compuesta por tris.HCL 10 mM, pH 8.0, NoCLl 50 mM. · · · · 

9. Los complejos recepfor-to;in~-a~ticuergo se revelaron con unasolucié>n 
compuesta pordiaminobencidina Cl mg/ml) y H20 2 a/0.03%; disueltos en 
la solución anterior. · 
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2. TOXINA DE B. lhuringiensis 

2.1 TOXINA SELECCIONADA 

La toxina seleccionado poro el desarrollo de este trabajo fue lo toxina 
CrylC, que es altamente tóxica a larvas de lepidópteros, particularmente 
para S. frúgiperdo. Esto es producido por B. thuringiensis subsp. 
entomocidusy ha sido clonado y expresado en Escherichio col{ · 

2.1.1 · PURIFICACION DE LA TOXINA CrylC de B. lhuringien:Sis . . . 

1. Se sembró uiio asado de la cepo seleccionado e~ 20, mLcie medio LB 
(peptona de caseína 10 g/L. NoCI 10 g/L; extractodeleyodúr05 g/L) con 
ampiéilina (300 mg/L)que se incubó por]4 h'·o 37•.ºC'y250 r~m en un. 
matraz Erlen¡-neyerde 250 mL ._ •... -· ;. , : \''':\\ :,\: :} ''> -/, .. ·_ 
2. El culti~ó(:ínt~d6'f:.s~inbcúl<:i'e~ 5ü6'ri1(ciem~dib_LB, 8oh\~1.cihtibiótico 
señalado.eh unrnatroz•Fernqochde 2 L_ysé;iné:úbO:a'30 '?C y:120rpm. 
durante3h:•','.•j~.--·}-':c;é•·; .• ,··· ..•.. :•.•:'.'¡,;;C: ~.··_·;'•'.'.-'.\•·.·?-• · · : 

3. seadici6~S- id~p'r;p-il -fÜ-t)~d~1d~t8'birb~·g~si~b-:}1rr<;?:a :una 
concentrdCioh final de 100 ¡iM e ir1cubóJ4 h bajo las cOrídiciories Citadas 
en el poso-'2:,i•c · ·. --·· •• • , .. · ··. · · :- · · · · . , ••:· · 

;·..:: ··""·~· 

4. El cultivofu~c~ntrifugadÓa?0000 rpmdLfrante2Órnin: .••. _.·.·.... O •. · 
5. El preciplt~~4~~Jt~~fcio;s~··16~~~(;¿n-16q:L~di~~s•.c~oa{io _mM,_ NaCI 
150 mM, pH 7:2) yiesta suspensionse céntrifugóa ;1 O 000 rpm por 20 min .. 

" ··.·-,, ,, ".·':- . .,--,.·,·;.,•- •', .- ; . »,' ., :.:, •.. ·-. :-_··-.·:·;.::.:_';' .. · •.. >· .. -.... ,,-¡--' • 

6. Posterioífi)~nteYe1 precipita8() ·se ~~~u's'8~~dió\en:1 ci:'~L.;'de:fos ctris·HCI 
25 mM>pH···B,O.EDTA 1.o·mM.,:sac9rcísa;ó1 ;15%Yyise.-.congelóó··-70 oc 
durante30min>. ···· ·"··.; +\J.>. )\ · ·· · ·· •·_·_•.~.·:.-·-'" 

···:·.:;·,;'. 

7. A estasú~p~nsiÓnse leadicionó.Fn:)ü'8e'sóíü2iÓll'de lisozirnci(lO g/L en 
tris-HCI · 1 O mM; pH 8.0)'porcacja ,500 rnldeicuitivovse incubó por 30 mina 
37 oc. . . .· .. •.: ¡ ; .;,·,·· .• ,... :_ ..•. _ .... ~.::-<;:.".. .... . ./,' •. . .·" 

·- .. ¡'. 

8. La suspe~~iÓns~ sohi~()'~_?b'5 pÜl¿Ós ~~ 11r:niA'ds'cici\:ino:········ 
_ ~ ,Zo-;-=.' .-:-o:c:--""" ~~-· z 

9. PosteriÓrmente/éstOJL!e centrifugada o 12 500' rptn du_ r·_anté 30 min. _,·. -. - .• . - .,. - .. . .- '. 

10. El pre,ci¿·itodo ·~~ resuip~~dió en_ l Oml d~ TTN (tri;·HCl 20 mM, pH 7 .2'. 
NaCI l M. triton X100 al l % v/v) y se incubó por 15 min O 25 oC con 
agitación suave, · · · · 

21 



l l. La suspensión se cenlrifugó a 12 500 rpm por 40 min. 

12. Se repitieron los pasos l 0- 11 . cual ro veces. 

13. El precipitado fue lavado. dos veces. con PBS~ace1ona (5:1 v/v) y se 
centrifugó a 12>500,rpr:' c:J~rOnte'~p n¡in: ·.• .·--. ·· · · - · 

14. El prec:ipitb~6'se.lav6 qbs/Í/e¿es'c;bn~B§y ta'suspeFsiÓ~ se·c~Atrifugó a 
12 500rprn p9r_49 ír)in:,,.· ;- · ,; · 

15. El pr~cipit~ddseresDsp~nBió ~n la··mLde:so1udióna1dCi1;nacl'Ja2C0350 
mM, ditiotrit()l;.1o:mMfEDTe<5 rnM;i1u'or'úro'de,~~nil0etils~l~Sr1il,:Pfli1SF,c l rJ)M .. 
pH 10.0) e incubó dúrante.JLl ha 37 oGy250 rpm. > > ' 

. ---\ ···:->;: .>·:·-~ ,'"_ .::~· ~ ':-~ ¡~·:-/;· ~-:::~::.·:· Y ::·x. ->~·-_ .... -~ -:{ .::!·: .i:·: . .--.::.::. ;··: \-..,, :· ~:·: ... ·r: .·._. -- f, -,:' .. 

16. LO susp'3A;;ón's~;t~nÚifugé>' .a\10 (í66_rprn por3b !Tli;,. ·'Él sobrenadante 
obtenido.contieneci la toxina soluble:. -)> •····· - · .1• · · ··: 

17. Po~te~ig;~~At'~.:~~ u~·v6ia 6~Ji\61~~i~r~i~¿¿;6k'J~;86()-?i'c'~ntración 
de proteínáJofol pofrel •m<§fodo:de Brddfo-rd:O:utiliiOnd9'el;íeciCtivo de 
Bio-Rad y cilbú;m!,nci ~~ri~p ~~vi1~~ coi:\(:,_ ~sJáq<:]áJj)S·'.;·-)I: L . ... ,::. ·,:. · .·.•· .· · 
18. El sobrkA6ci¿-nte obteiiido'. e~ 'e(paso:t6' foe 11<:Jio liz6cio_: cOntra_ 400 
volúmenes 1deTCS Ctris·HCI 20rriM.pH 8'.6;NaCI 0:2M):'·':¡: e'. • - , e -

19. se ádiCio¿~1;.rnÓ de~Jripsina (disü~lto;~~-Hc1,z1·· ~~:'.~~~1;:,20'0iM) por 
cada 50· ,.Dg'cieipróleína tótcilal~sobrenadanteédiolizado y-se incubó 
durante 5 h a)? oc cOn agitación suave .. La rea

1
éd6n s~ detuvo eón PMSF 

a una concentraéión'JinciLdél-mM/ ,·,, , •, __ · •.~~-~~;·;~,::~.,':,,~'·<<• '~e • · 

20. La· fra8ci¿~ ,3~f~n~d~:s~-,~n8:;izÓ}p.Ór ~í~~frdf~;Jsis;~~ 1un;·gel de· 
acrilamidO-SDSol'10 %;tiÍ"liend0con azul de·commasie Claemmii;_l,970). 

21. Postefi6r~~n'f~ .• Xé;f~' 'sk desÓló 1:fJ¿;,':2'l~;n'.~f~~;¿fí¿:_;~A' cblurnna 
empleand() 8:2s_c1?tifürn(jcj9)y:se.:eluyó 'enfris·Hfl 50 rf)rv¡),pH 8,.5) Kci-so 
mM. Se analizóporJele'étrófore.sist:bajo.las\cOndiciones'•¡previamente 
citadas.}: · ·. ;;', ·:' ':_·_.'•'•.-·,·;_.·_·-•.•·_.-_'..-_:_· .. /' ::'"/'''-;. , • '-•- '·.,'.''.. , .. _ ... ,;·.''.' :.<~>:1'''· 

;·:.~·.< ~~--.7<>·-··· ·<_). 

22. La frb~~i1óh/de'in,t~r~ifs~:r~;¿1v;6 p<:lrcro~cit<:lgfafíg~d~'';r1t~r¿ambio·· 
iónico en unacó1uífina.dé1 l 'IT)L.'empacadácon· DEAE~sephorosefosl'tlow 
(Pharmaéio) ;·que;habia t:sidq·_ e{:¡'uilibrci,dci' previo'merite••C:p_ij léi~sólución~-· -
anterior.· se· lleyaroñ):::icabo dos lovai::los con úna's'óluéioí) 'éompuestO por 
tris·HCI 50mM, pH if5. KCI 100 mM, Eldespléifomiento se recilizÓ corítris.HCI 
50 mM, pH 8'.5; ~Cl\l50mM. F > , ··- .,.•.•·.• .. ··.··._····· • ':: 'f '.; /•é; , / -

23. Las fracdones obtenidas flJeron analizadas por eiedroforesis; bajo las 
condiciones anteriores, Aquellm que contuvieron; óld.toxinO'Cr\tlC. se 
analizaron mediónfo ensayos tipo Western-blof.· ··· · ···· · 
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2. J .2 ENSA VOS TIPO WESTEl?N-BLOT 

Con el fin de. corroborar la id.en1id()d de la pro1eína purificada, las 
fracciones obtenidas p0r·e1 niélodo. descri1b en el inciso L.l fueron 
sometidas a éste tipO de anólisi~. tpl y"corrio se s(3ña1.a. a cori1in~oción:. 

J. l µg' de proteína Jo tal de la fracción purilicÓdcr:'. fLÍe. analizada. 
electroforéficame'nté .• y e1ect~otransferida•a'.~una·.:·111embrana de· 
nitrocelulosoCTowiri ycoL .. ·197.9); c(400 mA vAºC duronte;J;h:\ ' 

.: , ' (;.:': :_·.·:·_. · . "_: .·· ~,_:_;•' .. · ~»/·--·: · _,'.'/::;, ;·-.;f• e':?.;-..·,, '·';o,;-,-'- - .-~··'' : - :· ,.~. - ·;:,,~:·;.·_ ·,. .'..':'· . ~<• .. \ -'· 

2. La ~niÓn ~ó específitCI se blÓqu'~ó incÜtsa:-ld&1ü:;ñeffibrari"a. 6onfa 
solución ó,(PBS.tweén'20 Ól·2%):0Cios\íeces: dúranlé 5'min o temperatura 

ambient~ cor agitac;ió~ su~ve.t ,. . < .........•.... < > .•. ·.· ..... · • ' 
3. Esta.fuela~ad~~Snig·~:g,u·C:¡ó~.b.(PB~ .. tvb~e~·2CJ ?l.0:0,1%).dgs·.\/eces. 
duranteSn1in,á t~mper9tura ambiente con agitación suave. i> 

4. Post~ribrm~n+~;~ I~ ~~rii8r~~a};ue~irld~t58dJ:~~·16/só'1L¿iÓn~b •;on el 
anticuerpo rn6n0Clon·a1 20A6E9fen)reloción •¡: l 000, durOnte l h a 
temperatura a.mbierite con agitación sucivé. ··.· . .• . . . . · .• · .. 

' . ' - " . ,,, . <'o'•·- ~/-. - ·- -. . ;..- > ' ' - " • • - - • '-; - ,. - __ , ·: ' - ,, ' '.: - - ' • -~ :·; -.-

5. La me~bra~B 'de ~itr6ce1G1Cii6 s~' e~) Cago breveir,ent~ db11dgua MQ. 

6. El anticG~rpo ~()J~;cid'[j~ elimi~bdbtotaimellte'i; 16vcir~~IV como 'se 
señala 'en el inciso 3. . . ,· ·· · :. , .... ; J> <· ;~; ), ... 

.. -} .. ; 

7. La m~mbró~O fue'cinbü8Ciciá~dÜr~nt~·y·,;;e:Wr) .l.Jn'~~guRci~'anticuerpo 
acoplado a peroxiddsci c~:inti~úerpó.de~conejo ónti-rcifóri~DAKQ-).Y diluido 
en relcidón l:]OO.O:en lasolución b/dürante'·(h a tempeíqturaambi.ente. 
con agitación s,uciy~:'. .. ,- ·.·. :<~ • '.e• •.•.X.: •.. :,: ........ •. >.· ::.> '.•: , .. <: ·:': 

-";,:_ 

B. El antic~~rp6 nSu~';ci6 .se¡ ciescoHó~bi ~'~jug9(i;~.u·~¿S~~ ;t6n.ógua• MQ: 
lavando dos veces durcii:ite 5 min ·e:qn la solución b')í.uria vezdurarifo 5 min 
con PBs:··:. /)'Y , .. :·• '' .;::; .· .. · .. :::• ·6i. '"'' ,, .• é.r!·é': :> '•> · 

9. El cornplejdto;irÍa~CJnfiéúerp()s~: r~ve1'i:); c;~~ :¿~o·fo1Lcioh ·compuesta 
por diaminobencidi°ila e 1 · mg/rnD y H202 aJ0.03%; disueltos':enpss: .. · .. · 

,~·:<: ::.:_:;: ,,-., · ·.... :;-:·~:_.i·i> -.,-:.~~~~-:~~;~~-- ~ ·~ - ···':¡·_~..'.·; ·. ~ .. :s·:~~~~:-
. <<; _ ,'_:::; .=--;--;~. - . -- -- . -::.~~--'_:-;-;:¡--,..,.; ·,,-0 -"'-;~>:':.!'.-;.::_--=-" ·7,".;~:;_-- -~ ~-::-.:--o:;-o'~:- ---:-: 

2. 1 .3 DETERMINAc:ióN. DELA cóNci:Nn<'AóoN·Li:fl\L MEÓ1A<c~o> 
, ·--· · · -, , .; - ·. ., . · . , ,·... _ . .::·,~_.;·'- _ .. -. · '·: ·, ?:~·_,: ,_ ul-.' , ·, -: '. : •.',~;: .. ,, , , · • -. -" , 

Se utilizÓJnáde las fracbio~e~d~Ja'.toxillci'c~ICp,udfi~ado .• ia cual fue 
enviada al: Laboratorio;de:J=>afologíci .Yegetolp.erteneciente a la 
Universidad Autónoma del Estado de .Mórélos'. donde se. llevó a cabo 
dicho estudio. · · · ' · 
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El bioensayo se realizó de la siguienle manera: 

l. En cadoun9 delos 24 .Pozosde .una.placa de poliesfireno, se 
adicionaron 2 .mL de la dieta merídica .descrito por Singh (1977) y 
modificada porMihh (1984)·. ·· · 

2. Una vézques'.01fá¡n·~ó,;e dgrégó él volumen adecuado de losolución· 
de toxina'poro óbten,erl(l cantidad deseado de prot.eír1(). porúnidadde. 
área (ng/cm2);J?ostéri0rmente;·sé agitó con el.fin de lograrurio distribución 
homogénea} se SE:)Có ,<:í temperatura ambienté: · · ... · 

\' ·:· • '.'~,}:· -o:: 

3. Se cólocó'üna iiJíl/é:i nécínata des. frugip&rdaenCacio'Gno:;delos 24 
pozos de la plac;'?· :. < > • ..•.••.. ·. ·,· ~ •. · .. ··•·· .. < .1.:; r ;;. !? : : < 

4. La placase cdb~iÓ corl"plÓsticoaÚtcia:aheri6Íe;•~~;fb'rdhdÓiasuperficie 
con un alfilér.C'on él objeto de permitirJa'éntrOdá.dé airé:;Se!colocó la 
tapa de plóstico_acojir)ado yse s~jet(> cÓQJigd'sico(l_1a:fir5alidód/de;évitar 
que las larva,s.escopérí:•-;·, ,;· '=• 7<' <, 'f ;'';··o;·'.( :< •!;.•=;.y;_\/···· . · 

·!.',, -,. "~;:_; < :!,'. .:D,\•··~~. :,, ··;-~;·:·.': '·:- ·: -·-··· 

5. Se incubó éJUr61lte/días a 28.~C; c,ori6s6/o de hüméciad rélati\¡a'i/ baja·· 
un fotoperíodo /uz:obscuridad de 16:8 h. , - ,_ ._.-::>-'. _ .. _ _,._. _;,_ -·-: 

.: :-,~· :.: ... - _ __ . ..:.-~--· ,_ ·:: .; "':._;_ ::<i:<- :.~:~.-·;:: •·"-··" ·-T~":,;;:·,, :;-·---:-~-_, ;-:;;: ·: 

6. El 7o dÍa, se cuOntÍficó ~lnÚmero de iorvasvivasy ml.Jehas,'ºasícorno la 
talla de lás lár\tcis so~reviviente~. , . ·:' · · • . · · · · · · 

7. Los datos de mOrtOlidacLfuE,ron-s;rfie'ficlbsa.Ü~ anÓlis.is dé.varianza, así 
como a Uncií)álisis probit cO'n el objetivo de determinar lci DLso. . . . . 
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3. BICAPAS PLANAS 

3.1 CONSIDERACIONES EN LAPREPARACION DE SOLUCIONES 

Todas. los sOJucion.es utilizadas .se prepararon con reactivos de calidad 
analítica; enaguo MQ bidestiloda. Lo qisl oleríci empleado. tanto para el 
almacenamiento d.el. aguo como para los soluciones hechos con ello. se 
enjuagó de'monerOex~austiva conóguq.bidesliioC:l.o ysehorneó durante 
2 h a .175 oC\OJue·calenlodo con un'mec8er6de gas. con el fin de 
quemcir cÚCÍlquier.·residuo.de n1ateri.a'.órgonlcóqueestuviese pegado a 
las paredes: Unóvez preparados las sOJucicines?éstos fueron esterilizadas 
en el autoclo\ie y conser\!aaas o L1 oc'.,/··.·· ···· · · · 

3.2 PREPARÁc10~:'0É:~l.f:cTroóos·[)E~élAkó · 

PorO I~ fa~i/;c6fi6~· ~~ ele~t'rbdbs ~~ p()~6~izobles de ·¡:>rd(a c!Ürurada se 
utilizó la técnico clásica 'que se élescribé acontin'úocjón: • . . . .. 

l. Se cortord8:6r{~;(d~;~IO~¡;F~s .8~ ~plo~d ~0r6'.<Gqo'.dtell6\/.i};Metols · 
Science• Park)de dpí~xirn'adómen1e.·4 'cm·de.·lórgoyf mmd!diá;etro: •• 

2. Se limpi~i()n'.~a1~f1t6nci~1j~>()1rbi~·i;Q ~~~ flÓma; h~sf~ ~Je.18;s~perfi~ie 
:.u1:~:~:::::~elos:t1a~~;es ~~.:e~:~~:~6·'()1.•tDe:Jº /~ª;;ª q:ue ... ~e···obtuvo 
una esfera de 3 a 4.vecefeldiámetro ciel olambre: . '. \ . ·. ·•• ...•• · 

4. Los eleéfrodos de.plata fueron'soldadós 'a los coneCtoresrnetálicos 
utilizados paró conectaílcís eléctricamente (Dcigan Corpófation)'. .. · .· .. 

5. Estos ses~~J~gi~;b~.~n Únb solüció~ de.f¡ipocloritc) ~~ibdI6<CloralexMR). 
durante al··menos 30 min.(cón .esto se·logra una capa''hoinogénea de. 
cloruro d€) platc)so()réla {úperficie de los electrodos!•que.'es'~videÍ)tE:i:por . 
el color sepiá generado; el cual debe ser homogéneo y 1a·supérficie de los · 
electrodos debe.'qLlédar d€) aspE)cto lustroso). · · · , · ··· ···· · ' · 

6. Los eleetrOéios yc;-pr~parados, se enjuagaron profusamente y. se 
secaron con papel.absorbente. · 
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3.3 CAMARAS PARA LA FORMACION DE BICAPAS PLANAS 

Para la formación de las PLBs. se u1ilizaron cámaras de 1eflón descritas 
en Liévano ·. (l 989). ·Esta liene dos comparfimentos dé ·.·500 · µL, 
interconectados por un orificio cenfral de apróximad0mente0;3 cm; en el 
que semonta'IÓ pélícülo plástica. la cual.presénfá u'nórificiohidrofóbico 
que tiene Ún .diámetro entre 200 y 300 pm, éste se forma d,e,la manera 
siguiente: · · · · < . , .· .· · · · · 

: ~"· -

l. La película se·monfó sobre: unc:i pieza cilíhdrica:de}eflÓnqlJe tenía una 
pequeña apertura en' la parle cen1ral. ' ·. · .•. · ./ \: ; : ' : ;/:' :: . . 

', '•,' ' ~; :·,,;-~A'.> • , • '¡ > .. • • Ó i,, 

2. El cilindro 'deteflón fue colocado entre dos éle'c.trodos IJletólicos, cada 
uno de ellos'q aproximadamente l cm de distancia'de la p'elícúla plástica: 
Uno de los electrodos se conec1ó a una bobinó de' é'hceqdié:lo;'Outómotriz 
(PrestoliteMR; módelo P5- l3) que estaba en paralelo conür{concierisodor 
de encé.ndido automotriz (de aproximadamente 300 ÍIF): íllientras'que el 
otro se conectóa la tierra del sistema. . . , ·.; " :·;.X : ' . ·. . 

3. Para g~n:rar una chispa a través de la pelícLi~·~1él:fo~~. s~ cerró el 
circuito entre la bobina y una balería de 12 V, :> .; f''' ."' :e: ··.·. ,· .. '· · .. 

La prlntipal ventaja de este rnét9do; es eiGi 1b~·~lificiÓs quedan casi .. 
circularesy con bordes regulares; qúe permiten la forrnaciónde PLBs .muy 
estables: · ' ;: ···· :·· , .. ' • · ····· · 

:~~.,~- : ,, 

.;, 

3.4 LAVADODE LASCAMARAS? '· .. ,,/.,.i' 
•.i··-· 

Para el 1()1/a'dOCfe''.la'sYcamaras;'se':siguieron 1()5 pasC:is citados por 
Liévano (1989),fsónlo~'sigüieri.tes·: ,,, · •.• ... ·•. • '. : 

·-¡·,: '.'",:;:. ·. \:;;···· 

l. Las partes. de teflÓn se híiViéroh d~rbnte 20 minéri NaÓ1-(1. M; 
. '·-" .. ,.-, 1::\.-,-.--------- -.- .. -. -:. ;~---·'...:· .. :·~'·· .. -... ~."_::_-~-,~-~~,,~---- ·.,- .· 

2. Se descart61á'sóluciófí. anterior'. y'se hir\/ieron nue.~arnente} esta vez en 
HC1 l M. durante 20 rnh: .··;: . ·. · / ·· <'> ··•·· <· o·· .. · .. ' · · ,, 
3. Se eliminó ~Sfa sÓludÓn. y,'se,hiNi~rón duranfé 2Q min,~n agua pura: · 

' . . ''....·-~~;~- ;:;.~"'' . --~~~-~-; ;_~ ~'.º -~-~>~. ~-::::_:'- ---ª'~;-:-~ -,,-.-:;_~-.·_, :-~-"O"~ . ,. --~_o'-~~~.,-;.:,:';_:·-.----- '·· ;- - .. -.. 

4. Entre laipcl'rede~·de 1éi C:órnbráV la peÍícula'plÓstic:ci;~éi.de,pC:ÍsitÓ una 
capa delgada devciselinO.refinada <Vasélif\éMR) cón·unhisopolirnpio de 
algodón, con'el objetivo;desellar perféctamenfe la.unión'levitcírde'esta 
manera coffi~ntes espúreas. ' . . . ' ' . ' ; i< ¡ . . 

5. La cámara se'l~~bd~·~~n~ra exhciusti~ac~n lossi9uientes S()lventes. 
en forma secuencial: agua: etanol. met.anol. cloroformo:metanol (2: l). 
cloroformo, y, finalmente; hexano. . · · · 
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3.5 FORMACION DE BICAPAS PLANAS 

Se utilizaron PLBs formadas de acuerdo a la técnica de Müller y Rudin 
(1963), la cual consislió básicamente.en depositar una pequeña cantidad 
de fosfolípido, disperso en un solvente alifático· no.volólil,tal como·tr· 
decano, en un"orificio:hécho ernin sépt(J hidrofóbico e inmerso en un 
medio ocuo5o.': ' '' '' ! '' ·,, 'Co " ' ' ' ' ' ' ' ' 

Una véz que, elEfósfOlípidÓ ~~·•·.deposita: ¿rtéLs~pld. ,c;I e>(céso ;de 
solvente se ;arena: héic:;ia'la.'perifefiá ·forrnOndo el '/tarus''.:ck·lci ,• bicapa, 
hasta que·.1as:monÓCapós'ext~rncis qúe"~stéll'l en'~óntciefó.con.él ri1edio 
acuoso coplEiséen ;;fórrnai-iélo:.urióí:>equeña zoí;ia 'de.bb::ipó> que,.actúa .. 
como •.focode tormddór1'parc{únO:maly6r,óreade .bicopa~(Jairí, l.972 y 
White; 1986 én Liév .. a.:no;•19a9),<: • •· .:;.·.· .::i'•'.• .... . ': .••• , ••• ,.. • ..... ··• ·.:;.:; .... •· " 

"'•¡"• 

se···~·fr.~1J6·,:JMt88ói1i()¿fcit\~11¿61ir\ª~·~PPP·$/:C:6~?}é1;Jrpi8b~'Bisp.~rio 
(sintética; fwc:ínti Polar. Lipids) auna .coné:.entroc.ión .fíf)aL d?: 20;mg/ml en 
n-decano, q9e se separóenfrciccíon'és d.e .. 25 µGy si:¡ guardqré:>n a.~~20 oc .•. 
En el transcurso del:experimerito;'esfo; preparación se; mantuvo en un• 
baño de hielo:"·'' '{ ·;' <·e:•,> <.':>.i •:'<'"' " ): <;, c-:)i'.i •· .· .. ·· 

La técnico,~e fcírmadón.de bic6pasutilÍzC1~~ fÚe lós{gGi~nte:··· 

:n::::'~2t:~a;I~ e~~:!º dé tormoció~~:.blco:os Y•d¡sPUés .de 
haberse lavado con solveotes, seprefrató el oi:ifÍCio en' el que se ;·pinta" la· •. 
bicapa de la ··sig'UieflteJnarte~a: . . ~-~ · -~-:.~> ].··· :_--<~' · . '::/ ~ é· 

_ .; --··:~·--· --; -~<~~~: .. ~~~~~,;~ · ;:s;L,'.:~;~:~~ )_~\~,~-:- -\rt.~.-~· ~ -.--~,~:= ~:-:':,,\ :,--~ ~)- ~ :/;'.·-.. ~~~{;_ -r,<:!·-,~-. }_'.~<:·: · ._,:~-;:~>., .!·:-~.:; :<~-- .· :)<~·-
1. Se depositó con'Un'pinceL·mUy.;fino (#0) ur:ia ;pequeñá;capa de la 
dispersion de fósfoíípido en ambos lodos del óíificio que se utilizo paro 
formar lo bicapa. · · · . · · , ' 

2. Se hizo' Bascir.Gná ~or~
0

iente•'~~ N2 aJra;:Íésde esf~dJranle·2c7. ínin, con 
el fin de év0¡5órór uno peqqeñócontidad'cjésolveQte.'. · L ./ 

'l "', . - '.!..."- - ,, - - ~- :•. :- ·:;. 

3. lnmediátaríie.rlte despúés, se añadieron 300 µCde 16 sÓ!uc.ion a utilizar en 
cada uno de'. los compartimentos de la caínaro,,evifoné:lo que se tcirrncíran 
burbujas. ' :· ··:· "· · . ·> • '·'.:é.,, • ·-· __ ".~·-;: · ~! .. ·--

~".;_·-,: ___ ~-:---_ -

4. Se conectaron 'fos eleC::frodos de . plata ··. clorJrcida en cadb 
compartiménto; al generador de voltoje(lado trdns) y al trans(juctorde 
voltaje (lado .cis). que es el· lado de la bicapa que se encúentra 
virtualmente a tierra. de tal manera que se luvo a la bicapa en 
condiciones de fijación de voltaje. ·· · · 
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b, Formación de bicopos planas: 

Poro "pintor" lo bicopa en el orificio del sep/Ó hidrofóbico; se utilizó lo 
siguiente técnicá: · · · · 

l. Con uno· pünt<:l~amorillo 'para pipe/as .,.Gilso~u. ,que"te11ío 'el extrem,o · 
estrecho· sellado.yréd.ondeado a/·f,uegq; se lomó uri:qpequE)ña co11tid_od. 
de lo dispersión de fosfolípidos_ yse d€)posi1ó cuidadosamente en e¡l_ orificio 
queseutiliZopárOJormor,IObiccipa::' .;<<: ,, .. '·'-~···' ·'· ' 

, >«./-( .:,__A··:·-- . ·, /:·· 

2. Lo .dépoiic::iÓh d~I \'1ibid() ¿~' :ÚbuiÓ eléctri¿bmEint~'c6rnb'l.Jn0()Jinénto, 
súbito en la·resisteñcia; que 'se midió:registr'Ondo la•bíusco 'ciisminuCión de . 
lo corriente_i6nico~resulforité,d'é' 1C:Faplic0Ciórit:de .. ·un{pequeño; pulso· 

:'.::~~:~~ái:!-~Wr8~~~IB~:~~:j~\~t~~·b;¡~~j~·siguró·j¿s~~a~ki~~~·i¿~te 
el incremento' de lc:ú::cipoCifondá\\16 que seoso.cio eón el ÓdelgcizamientO 
de lo-pélícidolipídiéa.·;:'-•;/, •. ·••.: ..•...•. _.;.·:,-.·,,~-:)." ~\ .· ,> ./ .. •·.•'·······•-·•••-.• · 

: ·.--:,.~:<~· ::·:~. -

Lo copaé::itanciof!Jé calé:u10dd directa rúen te por el. trOnsductcír, y no es 
mas que el resultado deJO siguienté fórmula:> · · .· · .· ·· 

.. - .. :..-_ ,-- .·.· -·_, _. .... ,._ . •.;·.,--;_,;,·" ·. 

donde f:.. V es {31 vqlcx de1iu1s6 apli¿ado: en. volts./esla corrie~te iónico 
resultante :en 'cimperés y dt;es el difE)rencial 'de tiempo erí que; ocurre la 
relajación de 19 ~orr_iént~ en la,espigdcopaci1ivo. (;cinodendo.el área del 
orificio.en qCte ,se(formó lobicopo; se.puede,C()lcúloíld?é:apocidad. 
específica (µF:cm-2)'.'. El•áreó de.·losorificios. utilizados.dúrariteesteJrobajo, 
fueron. m'edidos con! ún micrómetro~ Con esta técnica; se.;obtuviéron 
bicapos convalores de capacitancia en él rango dé o:4.d0.8'µ_F.crn·2; que 
es cercanoa:l.µF.cm~2,valor típico de los rriembrcinasbi<)lógicós (Joiri. 
1972 en Liéilano,;1989). .. . . '····· .. ·,· ··· ·• '::~~ :. · 

" ;-- ---'OC--,;_-- --·- -_ __,. ~ - - . - .- . ·• __, ,• '. " 

~-·,<-.. · ~:.--.~--~ 

3.6 /NCORPORACIONDECANALES ION_ICOS POR LATECNICA DE FUSION _,,-,,, __ 

Para lo incorporación de las.\;MACE a k) PLB por io.técnidci ci~ tÜsión, se 
siguieron los siguientes' posos: · · · · ·· · · · · ·· · · 

Teniend~ f~rmOdo iobicopa, se d~jobo lÓ mill sin pérturbbr, pasados 
los cuales se aplicaban uri por de pulsos; el primero de + 100 m V y el 

28 



segundo, de -100 mV durante el mismo lapso de tiempo; coll la intención 
de verificar que lo bicapo era estable y que no presentaba ortefaetos de 
ninguna índole. · 

Con el fin ele fusionar las VM/1.CEso lciBLP(eÍ p~tenciaLse fijó ,a +50 mV. 
se adicionó .un·.gradierite~ ióQico .. compuesto ~por·.KCI ,'0J;lodo;cis 1de la 
cámara y.se·()gregó'üna'pi:iql.leña cClntidad,de-¡a.·prepaioción'deYMACE 
en e1.•·mismo comp'drtim'énto' (que' se:enC'oñtrObaoci¡ótagitaCión 
constante); con' tá idea;d~ 'incorpórciflosf¡agme'ntOs qe membrana pói 1á 
técnica .• de :tusion·. e M illEic;\1 :'. Rqc kér ;{1 9.76 ·en \Uévari():• 1989)' .. u..11ci\\lé~
ogregadó'1d' fidcªion -. membra[la1>se';esper-cibO'h'astac qúe;¡9(::ufriéra. la 
fusión 'de. una vesícú1ci''qtleJu\1iése'un:éan"a1.16r)ico; c\L!e:era evidente por ¡() 
aparició'n':_de~típicbstfo1tos{de'.í;co'ííiente'6sociados\pon ilafoC:tiviF!ad''de 
canales iónicos en.vfrtl:k:t'i::tef.voltOje:aplicaaO~ Pc)sterlormef)'fe}'se llevab:a a . 

r~~~~~;tn~~~.~~~~*~~~~~~Yii~~ri~11lf.'~~~~r~~t~r.JJ.~!i 
reg1stro'de,1d'activ}dad;:ianic'a•a·~distintós~·poténc1a1es•Be·iñ~mbrcina; se 
adicionabc(lá'.foxi("Íci_CiylC,y~eesperaba a''que dcürfiera'1á;if¡C(jfporación 
de ésta,: hecno:que· seYinterpreto'como·· 1éi'apOriéion'fi:.JeYCictlvidáci fon lea' 
distinta :a :;1a:iníc1at tfosilo.foúal' se. 11évÓ'.:aYcabo'.:e1 (registro,: b'ajo ·1as 

co:d~:~~~~i~~l~l~'J~~~~~~~f~~~~~gf Wl~~.·~~lrJm~11$~º;1ª···· 
toxina .C:rylC~esta fue,'in'c.órpoiciaci{a}6icapasj·p1a~ias;'.•parciieste··_tipo •de 
experiméntos;)ás bicapas. ptdnas•.·se,}ormaroff:'.con: Df>PG;,o ·con'. una. 
dispersi.ón .. ;::_,1¡pí<:Jic:r::vi;''·.cº:f1.sJiJuidp{f;tp~:rt;·~:üna\rlú:ne_zctci) de ·. 
fosfatidlletanolamlna/fosfatic:lilserina (purificádos;"~Avanti PolorUpids) en Una .· 
relación Motcir.:1,::l}cO,~ün~().:9:?fié:&n_!f9'.cféo:t¡n9,19_é:2~.ín9!n5~\é'oin:I:J.ecan6), 
Uno vez-v~rificoda '..ta;ir)te'grida_d/de:la'. bicapa••lip1dico¿torrnod.a;~y trqs)a 
adición del gradier'iJe'dé-l<C:t/e(poterídoi de'm'emb"ráncl'se.fij9 0~+50.mV, 
La incorporacióil'-de •. 1ajoxlna:crl¡'1c::;a(tas'biCópas ¡J1anas··59·106tü;;o .. tanto 
por eventos•;'de'~inc·o[P'cifoción?:espóntáíiél9Jfcoqió~i'.P(:)r '.~\i~ntos·de 
incorporació.niriducida~!enteridién'do:E:1st0s-ultimo.s~com(>• ldformáción de 
1a bicapa.ptanci!en·preiserícla'\'de{1ó!foxinateni'soiuc¡o,n: E(reglstro .de· 10 
actividad iónica obte!'iidci se)le\tó c(cábo'O distinfos'\fbltajes;' '!-\ · ; •. . · -

·-~.::~-, · -.. · ···~~'.;:, :~~·""i;::r·.-,;·;;."~'--·>~· , .. , "c·.:,c,· '·'~~::·:_,,_-•. 

": ·.;':~·-· ... ···:: ·.:;-··.··._·'. •. ,:. !~.\--.-. ;::; - . ~.: .. :.·:>~--' :·j:,>_"_--~·->-."«>-. 
;'':'·.·,/.,.-' .- ... -,,.\·{:·~'.-;:)~---- ~:_~.:_ -- _. __ -,.~--

3.7 ALMACENAMtENTOYÁNALISIS DE:LÓSDATOSOBTENIDOS'• 

Las. ·c()ifT~~t.~1:f i::t~f6~~*\~W~~¡tg}16·~~éáf~~~;~,ff~~~t:i~~¿s· g~on··· -un 
ampllf1cador <1.e¡·patch-p}a!Jlp.·'iD.Oga_a.:3.?00('.;'(Dagg_riytC()rp:;,MN):>La 
corriente ·obte.nidá~eri;cáda~e~peíirnento:•tue filtrOda":a· 2000 500Hz ·y 
digltalizadá'en·lír:iecí'a :l;o 2 Khz,:réspectivamente.:t:as:datps almócenadcis;• 
fueron anátizddos'en una 'coinput6cicir.a •persona1.ütillz(Jíí'dó.1a~¡nteífóce 
Digidata 7 200 i/los programéis comput9cionales 'Axótcipí;J; pC!af:r¡p (Axon 
lnstruments, CA) y f.xum rD2 (Trirnetrix lnc,, CA). El diográmOdelsistema 
empleado se ilustra ,en la figura 4; · · · ·· · 
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OSCILOSCOPIO 

COMPUTADORA 

cis trans 

figura 4. Diagrama del sistema de "bicapas planas"utlllzado. Este sistema 
consiste de dos compartimentos acuosos llamados cis y trans. El lado de la 
membran.a al cual se agregan las vesícÜlas se •. deflne. como el. lado cís, 
mientras que el ladó opuesto, ;{rans,•(se 'conectó al convertidor 
corriente-voltaje y por. ello.· fue .. 1a.tierra • .yirtüó1{ La·. seña1.··de la corriente 
procesada; me.dlante .·.el. uscY del. convertid.or ;analógicó digital. fue 
almacenada, para su análisis posteriór, en la computadora designada. 
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RESULTADOS 

OBTENCION Y CARACTERIZACION DE. VESICULAS DE LA MEMBRANA 
APICAL DE .CELULAS EPITELIALES . .. 

El.rendirni~í1tÚd~-tejidoillt~sti~ol frestb 6!:>1enido pÜr cad¿ 100 larvas 
disectodcís fu(3 de:"Oproximádornen1e 2 gJn::S):,1ó.•merribrána .de lo 
microvellosíd0d apitbl.•que cóh1iénE; di fecep1Ór.por01as'o-endÓtoxinos, 
fue.•·. obt'enicia; a~ pclrtirS.cieLéste·: mciterió 1 .• • mé.ciiante/ur;i • proceso.' -•de. 
purificacióh.p,0r.elrl)ét0do;C:Je.precipitación';diferencial•con ·MgCl2.·.tal y 
como SE; hÓ déséritó 'en lc(seccion pe Moterialesy Mé,todos,EI reodimiE;nto 
final de recúpeíacióh'pofconceritiaci60'dé proteína total fue éercano al 
3% (n=S) (tablo 2)!\' Y• ·· ... ·.•.·.·. /,, : .. ·._ .. •_:_•> ··' · · . • · 

¡ ... ·..,'\·"·' '• '!·:: .. ··· - .. ' 

Poste~iorfn~ÍÍte1)sernev6 •() c6bo, lc:i''é:aráct~riiÓCiÓ~: bioquírnk::b-d¿_las .. 
VMACEobtenidos.···.Ld-cciro~teíizc:ición .se 'dividió en dos• ·etapas: la 
enzimáticcií/IOdeinmí..inodét?ccióni_ >•... · '' 'r .·::··,~~: .. '••···~/.)/ . : 

,. ·~··:.-!;Yx'~: ·L~,..; ~· .·. ":,: 

Lo~ rés'uffó86~'}~6h~~rgT~nt~sFa la ,Caract.~r-ii?¿¡9~}.;~~zifriatí<::a· 
obtenidos en· las tres.ultimas preparaciones .(que fueron las,üt1hzodas erí los 
experimentos'defusióna. biccipOs • plaíJas)• indicaron un emiqúecií:ñie'rito:Cle · 
9 .3 veces erilo Octividád dé l9Josfatasa alcalina c;oA' respeCfo'<'.:í' léí'de la 
citocromóc6xidas·a~<tóbt$p::··.· :.•_ .... ·.·· · ·· · ·. ·•·· · ':····•·>·'<· ~\'Y <: •.. ·_-._ .. · 

Con el o~jeto d~-~stablecer.qué' pbrcentoje 8~;Í6 pref:laro'c~ion de 
VMACE. éOnterííq; él(rr)Oré.ador positivo•(lá enzim,o fosfotosa.~alcOHná). 
orienfodd·h_Ocia\la cara ·~xtracelular, al· i?üc:ilciue'~l .receptór.:'.9e-la 
o-endotoxinadet§. lhJr/ng1rf1l1i,·se'>p1c;nteó unE;~perim'éntd'~citciÓnaÍ.qúe 
permitiera :co'i]'oC'er~ló yectohalidÓd:de.'las vesíéu!Os •.en•. iaipí,epdración: 
Paro ello. tuépecesari0:diso1vér .. las'm'embrancis de tcíl forrn,9 qúe.todcis las 
moléculas· de, l_o :.enzima éqüedciro[i':expuestOs 'ol<reaCti\ío '.del ~ensay§: Se 
empleó tritón'-)( 100, ól :0:02%''v se cuOritific6Jci,0<::ti\¡idcid''enzimática en· 
presencioyen, Ousén~ia··,cle·~t§sté:;• fos''.íesultoélos·iseñcikm"qUé:en ·lá 
preparOciórii]}aproximoc!ámentei•un\ 90% 'se.·••ericuentrO ·:·orientado 
correctaíñ~Eú1t6'::'. ~">:- ~" ~:){";:'.,<<}· ·'. ···-\: ' .. -·:~_<.!t'.; >-,,. , e _t·~;:_.( ,:t·:~-~\;'}<-'-·' 

Por '.oltimo ... cdA el .-prOr9(ish8 C¿je~; CCJ~;~b~br~B~~'.~.e\~f r~~ebf or';se ... 
encontrabÓ eri~'estÓdo fUriciónal}'es;decir; capaziaé"líhir, éspecífícornente .. 
a la toxiña;_Cr)'IC;rse·ll~\.ídronfo ;cObo ensóyos'. de:;ín'munodefécción .tipo 
dot-b/ot,'utilizanao',a•!c:i'·tóxin'O·.·crY1c;activcidaconfra~·uná 1:Conc~ntración 
constan.te. de proteínaJcítciL: Esto.se hizo tantoierí la: prepardCión finalde · 
VMACE _como en ·elho!IÍ:Ogenado inicial.· La tóxina_1únidó,ólréceptorse 
reveló mE!dicinte_lci utilización de un ciniicuerpo monoéloncil onli-CrylC.y un 
segundo Onticue,rpó anti-IGg de ratón oc Opio do o la. enzimci peroxídasa. 
Los resultados de. estos estudios se mues1ron en la figuro s ... 
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Rendimiento final de VMACEs en. base 
a la concentración de proteína total 

Actividad de 10 ~é"~¿i;riei··r6ktci'f~sa 'aicalina • 
determinada en 10 j:irep9ración de VMACE 

-\:·'.· ::/,::::_·,:,, . L\~) .':;;; :_, 

'·~~··(< ~~~·}; .. : '> ._ 

Actividad de 10 énzir-h·a·dté)C:rofpocoxidasa • 
determinado en 10 preparódóh de .· VMACE 

.<'. · .. ,,:_:., :;:.<':::>:- '.!·~-:. -: .. _~; ~~:)· 

Factor de enriquecirnieMó 'én id actividad de lo 
enzima fosfatasor ak::ol,ino .con respeetci o lo 
actividad de lo .. enzima Citocromo ·e oxidaso 

2.6% 

114.8 

13.6 

9.8 

tabla 2. Promedio de los resultados obtenidos en los últimos tres preparaciones de 
VMACE obtenidas a partir del tejido intestinal medio de S. frugiperda en el último 
instar. 

La actividad específica está expresada como nmol/min/mg de proteína. 

32 



1 2 

n 

B 

figura 5. Unión de la toxina CrylC a VMACEs. (obtenidas a partir de 
S. frugiperdaen el último instar) i::málizadcí por experiment()s tipo. dot-blot.. 
A 1. 20 µg de VMACE; A2, 20 µg deVMACE ihcúbapps con JO nM de.la . 
toxina. B 1. 20 µg 'del homogenad() inicial; 82.: 20 µg del ·hoii;logencido 
incubados con 10nM.de.laJoxir;ia,,La,presericia.del receptor.en ~stad.o·· 
funcional, para la toxina CrylCenla preparación:deVMACE, se demostró. 
por la capaéidád de éstas;pcirci Ünir.Ó 1016.Xinade:manera Eispecífica.La 
señal obtenida se revefó<rnedidnte\~l. uso de un anticuerpo monoclonal; 
específico parOJa toxina CrylC,y'unsegundo anticuerpo.án/flGg de ratón 
acoplado a la enzima peroxidasa: . . . . ' . 

33 



Los datos anleriores señalan que en los preparaciones de VMACE 
obtenidas, la membrana de la microvellosidad apical se encuentra 
enriquecida y presen1a al recep1or de la ioxina CrylC funcional y 
orien1ado correctamen1e. 

La .1oxiQo Cr~1dcfue· P'Jririco~o a homogeneidad de acuerdo. al 
protocolo de: purificación pre.viomenle mencionado en la .sección de 
Materiales y Métpdos·:- El palrori eléciioforético de ésta demuestra que su 
peso·•mole_g~1a{7és''próxim()c{60\kQá (figura :6) .Y/que 1a·purifícóción 
prácticamehte carece itánto de 'próteíncis contaminantes como.· de 
productosdedeg~pd()dón(flgU'rqf::/y7).'••: <, .·.-~~-·-··L.:·•••.·.•·.·'/'.... · 

La d€lt~rmi~a~b'ió:~,·d~ 16fC'L5o''iUede:36\ .38~9¡¿~20e~:1af;a!J ··de 
S. frug1perqC>'P,erte~e,c,i~gf:isOl l,~r ~stcídi<J{; ; · •(_'. e - •· · 

Estos ~,.€l~J1tadq~·;ndi~6~ .~Gé'{i~fc?;i8.g ¿-~~A2.·68teci;ci<'.J cÜm~I~ con· las 
exigencias planfeódcis pqrá larealizcidón deeste,frabojo: ··· · · 

EXPERIM~~T9i ~~ ~l~APAS. ~;l;,'~~i~u~~s . \. 
Las BLPs 'óbtehidas C°6~'C:Jft¡fanoilfosfÓÍÍdilcolina ,i fueron estables por más 

de 1 h Cn"=lO) en lci'solüciónér11p1eada CKCl.lSOmM,tris:Hcl so mM, EDTA 
0.5 mM, p}-j ?;Di'~[' ,ª.Ú'8~s;S?rC8<:J:~i-~~01<)s)ti . ~:·. _• ..... • ., -··· . . · 

Bajo Ja;.cóndi2(M~s-·rné~cidridciós•pre\íidmente e!l•.1a. sección de 
MaterialE)s._y:Métodosi(.fue~posible· c)btene(cotididnamente ever:itos 'de 
fusión délas)!~f.\C.Es.fo_ figur.(:i a-il.l'.Js{ró'.lo's ~ve.otos'.de.canal.únitario. más 
frecuentemente''detectados fr()s lo füsión de los VMACEs .a lasBLPs (panel 
A). Estos experimenfosis~ (:jesorrollciroÍ( en presencia de un gradiente de 
KCI 3. 7.ve_cE!_s.mayc)f;er} el{cofüparliiylento cts. A ·pártir de·una relación 
entre el potencial delrnémbron'ooplicbdoy lo corriente obtenida (cúrvcis 
l/V), se calcularon· cc5nciüCtónCios o n.i.v'e1 de canal unitario de 31 ; 47; so y 
91 pS CfigurQ;·a,;p()~·erB): fos'.,aosprir:ÍferÓs, presentan un potencial de. 
inversión Cerc9rló: á?:l s;rnY: fiii~otrcis'.que para los dos últimc)s,;este ;fue 

próximo ª-~2q~lfs·~J~~~~i~,B~~.;~~--.c·· . .... ... ··•·•-•.· :.·>· .~·.!., ~- .· 

El efecJotras lqapiqqr;(pe•la toxina CrylC se ilustra.en: lofigura9.Dos 
tipos de.·respú(3st:<:J:se)na'riifiestaniri'dependiente111ente:La.-prirnéro_<panel · 
A), involucra la cíctividadd~.sórciles uni1mios,·mieqtras.qué,lci .• segundci 
(panel·• B) se:• revSIO ·:corn.o un . incrém.entoen .10~ c·ondüctancia ·· 
macroscópica;C¡ú(3 cüe_ibcluso en.él ~ango de.os Ci11sertoén el panel 0). 
Las curvas l/Vobtenidas'en presencia de).in gradiente.de KCI 3.7:1,·en .cis 
con respecto atrp(Js,• también se préserítan en esta figura (panel D), 



1 2 

-----

.. 
-

figuro 6. Análisis por electroforesis de las purificaciones utilizadas en el 
desarrollo de este trabajo. Electroforesis en gel de pQliacrilamida al 10%, en e 

condiciones .desnaturaliiantes:Carril l.~ Marcódorésd.e.peso molecular.··. 
Carril 2 y. 3 .. Diferentes> preparaciones obtenidas de. la; toxina·. CrylC ·de· 
B. thuringiensis. Se utilizo en ambos cosos tris.HCI 50 mM; pH .8.5;'. KCI 150 mM 
como buffer de elücion. >.• t 

• En orden decre~iente: Fosforiloso. B 97:~ KDo. Albúmina ser1co Óó.2 kDo. 
Ovoalbúmino 45 KDa. AnhidrasO carbónica 31 KDo. lnhibidor de tripsino 21.5 KDa. 
Lisozimo 14.4 KDo. · · · 
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·-----

figura 7. Ensayo tipo westem-blotde las diferentes purificaciones utilizadas 
en el desarroll.o de este trabajó. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 
10%, en condiciones desnaturalizc:mtes. Carril 1. Marcadoresde peso 
molecular,~. Cór[il 2 .y ~ ;,'_Dif~reot,es,preparaciones. de. la .toxina :cr)ÍIC de 
B. thuringieí/sisA.Lci', señ9l '~ób~enida.~se • •• reveló mediante, el · us6 de un 
anticuerpómónocfonci1;:específii:;6 pOfa .. 10 toxinéi'CrylcY.un segundo 
anticuerpo:antflGg de rótóo•aCoplad60 leí enzima peróxidasa: · · ·. ·· · 

'.-~ .\"·- L ,.,, ;:,'~-:·. ;'~· ·~·- .. ,:,_. ') '<·-... -:·~,,'.·; ,:,'>_:: 

* En orde~ d~~r~Ciente: Fosforlla~·a B 9i4 KDo. Albúmina séric0 ó6:2 kDo. 
Ovoolbúmino 45. KDa~ Anhidrosa carbónico' 31KDo. lnhibidor d.e tripsino 21.5 KDo. 
lisozimo 14.4 KDo. ·· · · · · 
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figura 8. Registros de car;i(JI unitario r~presentativos (!;.)y dürvas l/V dE) lqsJransici()nes mas.comunes (8) de 
VMACEs de· S. trur¡;iperdo, f usi()nad()S a BLPs !ºrrn ac!9s· ~?.11. DPPC. Los reig!stros. se Obtuvieron en presencia 
de KCI 550 mM,tns·HCI. 5mM;EDTA 0.5mryl.pH 9.0en,cisyKCI 150mM;tns.HCI 5 mM. EDTA0.5mM. pH 9.0 
en trons. Los potendalesde marltenirniénto'.(Err;) ·.están expresciciosenmVy'sé"indicari a la derecha de 
cada registro. El nive,I cero de éOrri~nte .sé encuentra 'señalado. pÓr líneas .punf edas: Se distinguen. dos ER' 
el primero, cercano a "l S mV I el segUl"lC:lo','píÓximOac2o ·r:ny . . . . . . . . .· ·. . 
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figura 9. Canales ~atiónicos. formados por la toxina CrylC en bicapas con YMACE prefusionadas. Los 
registros se obtuvieron en presencia de KCI 550 mM, tris.HCI 5 rnM; EDTA 0:5 ll)M, pH9.0 eri cisy KCI 150 

. mM, tris.HCL5 mM) EDTA.0.5 mM. pH 9.0 enitrans. CA? transiciories de carial.únitario óbse-ríadas 7.5 min 
. después de la'adiciónde·:lO'.ónM de J6foxirí0 Cr'flC. (B) respuésfo macroscópica qbsérvad() tras 10 min 
de lci adición de la' misma concéntrcición de~cixina,LC1s flec~as .verticOles:én:Ay B'iñdicdn' Id adición de la 

. toxiria: ·ce) tróñsiéiones· ?e ·~afléi1 · ~ñiforiürepíesentatiyos :a;o :ffiy de ~BLps qúe ;cóntenían>VMACEs 
expuestas de';l;3·a.!.10.6 riMde IOtóxiria CiylC,Lcis-línéps'púnt~adas indiécir)él nivE:l'cero~dé corriente. El ER 

. fue cercq~() Q;-20 ~\j;(D) CLJ¡yas l/V de las transiciones de canales unitários presentadas en IÓ figura C. El 
inseito colocado en él extremó izquierdo supérior de la misma, muestra la curva l/V de la respuesta 
macroscópicci CY= 1.9 ns). 



señalando un potencial de inversión, para ambos tipos de respuesta, 
próximo a -20 mV. El análisis del registro de .los canales unitarios indica 
conductoncias estimadas de 50, 106 y 360 pS (n=5) (panel C y D). 

Con el pro
1

pósLtode:~erifica(lb capacid6d·forn1odorade poro.en lo. 
toxina CrylC V' éstafüe incorporada a' bicapas plarios:C,en · a,üsencia ·de 
VMACEs v·.bajO lcis ·'misrn'as condicioriés':qlielos expe,íini'éiltos descritos 
anteriormente:.La có0dúctaríCió' prindpal• evalUcida pprO.éste·conal ,fue 
de alrededor'é:le ~i oo pS con/al menos; dos estad()s'de subcónaúctancia 
de 48 y 90.pS. El potencial déreversiOnfué.cercánO a :30.mv (ti::3)(figUro 10). •, .. . . . . . . . 
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~I 

1 ms 

figura 1 O. Registro de canales unitarios representativos obs~rv()dos tras la 
adición de la toxina CrylC al. lado~ cis de. fa BLP; El· registro se obtuvo en 
presencia de KCI 550 mM, tds~HCIS'mM>EDTA0.5,~mM, pH 9D en .c1sy KCI 
150 mM, tris·HCI 5 mM, EDTA 0.5 mM; pH 9.0 enlrans: El potenCial de 
mantenimiento para esta sección.del registró fue·de 60mV; la .líne.a 
punteada indica el niv~ICero de c:()rrienfo. · · · · ·· · · · 
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DISCUSION 

OBTENCION Y CARACTERIZACION DE VESICULAS DE LA MEMBRANA 
APICALDE CELULAS EPITELIALES . . . 

La pureza enlcisprepOrÓcio~es(jevesí~ulmd~la mWmbíana6pic;I eje 
células epiteliales (VMACE) ;obtenidas a portirdel,téjidomedio~ intestinal de 
s. frugiperdd.túé é::arácteriidda.enzim.óticp e'irimunologica!Í)ente: · · · 

. . •;· . i' :· .. ~-- ' - . - ' ,, -~ .--. ~ ' '" '' ,' 

La .~ar6Ct~riz6ció'n '~~ztrnÓti~B( g.¿ri~i~ti$';.e'freTs~gyirnient()•de., un. 
marcador dé la membiClriO:;apicál:y 'Otró'aela'.membrana mitocondrial. 
Este sistemó·ei;iuríaforrr)cí:cdmúnde rn'onitOreOr: proteínas ·de membrana 
en procesos; dé púdfiéOci66 '(E?(irls'.n .'2.?0;}Thomas. y McNamee; l 99Q); La. 
fosfatasa olcalina;·:áqUf1e~'pleack:i':6::imó marcador de la membrana 
apicpl 'ae las'c~elulas}i:Je(epitélió intestinal; ro sido previamente• utilizada· 
como uh m'(Jrcador é'nzirn'ótiéo,eh: microvellosidades de vertebrOdosV su 
actividad}t(;)n~:jí)s'e~t()s;;'.,s~'eri'(;Liénfrci:restringida ·a la.• pOrción fnedia. 
intestincil·<WolférsbergUér; ;1984)rDeiaqúí su .. utilidad para el·.presénte 
ensayo::.Pq[•C>trci'~P.9,rt,e:;-.:{.s~·.•h.ét\ré¡::>.~[tado .. que ·.el .contómir:an~~ctn?s 
frecuente;;:er:i.(.·este}¡t1po•;:,de:;preparac1ones es ·la·.·.•·. m1t,oc9ncjpa·· .. 
(Wolf.ersbergi.Jél'i:J?8~);·peb(d()J'.aigue'.iocitocromo ·c·o><idas.O;e~.:ufla · 
enzima integtól típic;'a.de membrcin.dcnitocohdrial .. su dctiyidad fUe elegida 
como un in'dicddoddel gradó'dé'contdmir{ación eh los prep'ardciOnes;:· En 
las prepard(:;ionesfobtenidas;de>VMAcE;·.1a .. áctividdd dé~1a·i,fosfatasa 
alcalin'a :tLié éririquécida:9 ;3jveces. al. compararla 'cor} la? actividad \de la 
citocrcimo e oxidasa}(tÓbJÓ'¿2): ·Dentro de• este 'coi:itextcí)~fóctóres' de 
enriqúeCimieírtoT·similOresi,héin • sido•.reportadós para[fotrasiE)sp·edes:de 
insectos;lepic:!opterós'<Hoffman y col., 1988; Woltersbergüer~.yco1:;n9a7): 

, /'é,'~--~ ., , . \ --~ ' . . ' . ' ~ _J;, ~· '\,',_.;.:_~;:- ' - . 

El p'rÓ¿é§'~ ¿¡¿ ·~'füi¿~ ~embranal conserva la vedt6ilbíicidci.Ó;igihal 
(Zimmerl:3erg:'/co1.;v1980): Con el fin de asegurar queJos:ensayos invitro 
fuesen confiables;' fue necesario determinar en la prepOróci~ii'aéVMACE 
el porcéntaíe que presentaba el receptor para,1ar;~~~r1(:Jótp:i<ina (je 
B. thuringiensis óriehtcido correctamente .. El. mét6dó{mas''B6muri• para 
determinar la .ubicación de una proteína de membrana: con'siste'eri f-nedir 
algún aspecto de su función en presenciay:ai::i's'Ei6d(l'.8e~utj'.detergente 
solubiliz9nte • (Jones y col., 1990). Nuestros. resulfüdos'¿señalán~qtle¡ en'da • '. • 
preparación; aproximadamente· un SO%~de;1a·s\vesícu1a·s~seien'cuentra · · · 
orientado correctamente, por lo queió,probóbilidad~de'tfüsióniciéUriá 
vesícul.a cuya vectorialidad tuera erróneO;\fúe aceptoolerri.ente bajci:; ·•• 

Se ha descrito que tras IQ unión 9 ur\ r¡,d~S;o{~~é~~·~¡~gfr1J~():u}6d~, en 
la microvellosidad ·de, las. células; del epitelio intestin·a1::.en ehinsecto. 
susceptible. la. toxina. se inserta de mónera irreversible; en'. la Jnembrana 
celular (Knowles y Dow,1993). Los resultados de los ensayos inmunológicos 
llevados a cabo durante el desarrollo del presente trabajo, diseñados en .· . . . .' ..... , . . . ' . ' 
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base a esta característica, mues1ran que la señal es evidente en la 
preparación de VMACE incubada con la 1oxina (figura 5, sección A2), lo 
que no sucede con e.1. homogenado inicial (figura .5 .. sección 82). Lo 
anterior indica que en la preparación obtenida, .\31 receptorque reconoce 
a la toxina Cr:YIC se encúenlra enriqueddo\í'en estado fUncional. 

;~•' ' ." - ,;, •.. ·: .. · - "\. ·:.• - · .. •.' ·"e . '. ;,·'. . ' ·~' \. . • .:=-.' .. ·. . ····'.; " -. : .... 
. -',_• 

TOXINA CrylC, d~~·a.·'.i6bitn,9/en~is . 
La pUreici:8~;16~tdxin6cícfti~S.d8' GJ()·ddeg.,est~~.~t~di;;¿fidura :6 y· 7), 

reduce la probóbiiid~d·'de·que~el\lefec:tosobíe·1ao9ividad.elédrica se 
deba a ·1a cié::Ción':de\ofrO.tipo 'cié'próteín'as.' El p'esO:moleculór obtenido 
para· esta;:proteína·\·réc6r116inónte<coir:ú'.:idecori iel 'peso· molecular 
esperado (Honée;G: v'.,col.•;, 1988)'.· (·'/·' : .· .. ·., ':i· ..... 

. :::> .· ' i'.( i;j', ,.,,, 'i> ·:(>·· .. >. 

EXPERIMENTQf~~. ~1cAPA~.CR161S/\Sf L~~AS. ··.' 
Entre lo~>hri~dpal~s·Str6·~·ti06s%ue''atiece la .técnica .. de·. bicapas 

planas, se. encüerítrári st/capci.eidád pOrci'rñeCliCiones el.éctricas de alta 
resolució.n y e! 9cceso y;c,ontrol .sobré. E)l 'aje(:jio ;óínbiente a· ambos lados 
de la mémbra11ó.' Sú 'principa1¡pplic'cidóri~.Eif1 :trabajos dé reconstitución han 
sido sobre:~e;I, estúSJi~;·pe~Ju:n~i9nes;,'c!~~;.r:r:i~m.1J_r8fld~';.esq~iadas con la 
translocac1or:i,de•cargas a traves;de;la:b1capa,llp1d1ca;esto es, en canales 
y bombm:'A pésóí'de.traf arsé de;·mef¡,bré:inás 'extremadamerite estables,·. 
suerte y u~a::extráordincfri~pa7ienc.iósonreqüE;ridas(Darszon)l 983) ... • 

Las·. BLPs .•. f¿~~:Jg~·~··éª,)?11 •~;i'i~Esi§6;1t~r~fcg:G;f1i~()~·a.•··i~e,r~ri·estab1es 
por mas. de 1:l•'h(eh:las·cohi::licionés Lisdd9s '(K81• l 50·mt111:'tris,HCI 50.mM, 
EDTA o.s mM/pH.9.o>enan)bos'compOrtiméntos·;a ·~nErn'.+50mV),tiémpo 
suficiente p'órcN:qúe.· el. expe'ri¡r)enfo~. se. 11eve\á;cabo,<°EI., criterio··. de 
"estabilidad'.''usadotfúe'•k:l;'aufoné::iá de C:é::frnbios enicOnductanda rio 
específic;a·s! : , .. ;~ · ·;::z,_,; . . ;'~.:· 

:. --: · .:/-.:· ';.\~~, .. ;):·.r- -~>><·:.:_;:_:·~:'.--:?~s->_ ::~~;>__::. ::::.~-/:·:_/;(---:;_~':.,-:<-·- -~:-~-:: .. -_ -;---:.·,,- .:;.:-~'... ;-.~<,.;~." :~·(<.-.\::t~-'_ .... :/~'.::~;_-_- ·\<< :~~-,: _ 
Se ha propuesto,que~ehproceso deUüsi6n se·Ueva a ca.bci debido al 

contacto de una\iesícúla'Jurgeriteicon·1a BLP.con lci subsequeríte:ruptura 
de ambas en lél'zonéí.de:cor¡taC:to (Cenen.y cOI.; 1980); Con lci'finálfdad de 
provocar.diC:h'a túrgenciq 'eh~lá 'préparación''de ve.sículas, s'e llevó a éabo 
el precargado. de~ las mismas';,éon· s.ócafosa: (Finkelstejri!:J98ó;;~Miller~y: . 
Racker;•.1~?l;, .. :~9·:q\3\/,cfü.s':'.~1989):~~sif0i~m 07se tic¡-sE§'ri(ilqqo~C'orl).o:.r~qUisif o 
esencial parq.ele~ento :de ;fusión; .la ·existencia de.· üngíadie11te.osmótico 
a través d.e·la •BL~i'con 'el;lado:c-/s,(el·com,pórtimenfo qúe•éontie.ne'a las 
VMACE) hiperqsmótié::'o·c.on'respecto al lado trons (Cohen ·y coL, .. 1980). En 
este trabajo,\él '.precargado 'de,:\/MACEcon·sacaíosa/',así c<:lmO lci 
creación del Qf.adienje sólinó fransmerribranal (3:7 veces mayor eri Cis.con 
respecto. a tráns); incfomentmon riótablém ente la .. frecuencia• de· fusión 
entre las VMACE y las BLP~ preformadas: · · 
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Bajo las condiciones experimenlales usadas en es1e estudio. el análisis 
de la actividad iónica propia de las VMACE fusionadas a las BLPs, arrojó 
valores estimados en conductancia de 31, 47, 80 y 91 pS (figura 8, panel 
8) .. Todos losensayos se llevaron.o cabo teniendo una concenfración de 
KCI 3;7 véces mas:alta;én':c1s,qü~ en lians/El.potencial de inv.ersión·(o 
potencial decórriénfe7cero),dét.eánin~do .• pé:lra'éste tipo'déJr.ónsiciones 
unitarias/ fú€l c:érédrío0:,;:1 s.·mv. en':los,,dos • ¡:)rir:nerbs;y p/óximo'a :w ·rnV 
para, los dos últirnós~· El:poterlé:ial ae, iriversiori'puede:ser'emplepp,o'para 
calcularla selectividdd-del cóllal entré los ioríes irriplica(jos''.é'h'érgradiente 
salino.en este'cóso; entíe:ionés'Ki<ccóti6n'6s);,y eritié,ión'es·c1~·icanionés). 
Las tronsicioriés:;ar\ál,izódas pertené'ciéote's\aLcório1ésfcuvo\potéñ9ia1'de 
inversión fú'e. céícar)O'a·c.l S'íl)V son' cptio'ri sel~étií/'os; con \:ina ,PK~l'Pél~,,;,· A :3 
, mientras que 'aqúelios qGe' p'(esé'Otaroil'lin'potencial _é:Je.ióve'rsión,próximo 
a -20 ·mv; s.On\catión\s,el€)ctivÓs(cor1úf)ó'!'P¡('f%Pc12:;/~5:?'.'i,Ef:\'t~sfudios;de .· 
monitoreo de. ~:)otencial dé{mérr1Srark1Luti1izdnaéí'uña 's6n8ó'.t1uórescente; 
llevados a'cabo.póra1e1cimente'én éstélaboratório/se:8éterminó'.ciuela .· 
selectividad :ae •.. los Cóncílés •· intr.ínsecós}eni lasiV.MACfsig1J'e1ó;siguiérite 
serie: NH4+:>Cs+>~~~~+;:.~~:frFR.~;~·~:JC ,:''. · *: ·:/· , .o_~·, '.'".i

3 
~J }~,: ~:':', ·· •. < · 

Es important~'se66í6rfqué.'.ei:ie1}60%·de:1i;t:casos•cn=:20>!1os:cc:Jna1es 
endógenos'de lós;VMACE'pérdierpn su:activiéfcid,fras el eyento:CieJusión •.. 
(rundown):'.Y•.en.·un'20%;restante;ló actividéíd•iónica ·5e·pavó'~;en:1os · 
primeros .. rniputos}(r,1,/ós!fouf);·'pórjlo'.:gú'E:J}fú'ejrj)p6sibletcd~actérizar: · 
flnamente·,estetipo~de···c:·a~ales.iónicós eri lam(jyóría·ae·Jos·.expé[imet')tos 
realizados.· Este' éomportamierítO; f)a··sidofrecüébté'mente.i~p'oitpaóe.ri la. · 
literatura·€JnpreparOciofíes1.ó.qtenidasa·paf-tiri'.aé/aiferentes•,tejidos:tanto 
de· mo!uscos}c6r:rú5'Fdé'i.verte6rddos{(Byerly/y; HagiWara:hl?82;! FenWiék~y .. 
col., ;J982{eh:HHlef~ll99J)1'.\{{se;'Hai:demóstr9di:)~qúe'';este~é·fecto;püeae• 
retardarse 'ó';incluso~r'évertirsé;te[11p6ralm'en.téial;adici6.r')á'fz.2ATP;;~Mgf!:. ·. 
cAMP b láunidad catcilíticCi:de'ld'proteíil0é:inasO)ipo.A(By'erly:y~agiWará; 
1988; chad.Y.so1:>J987f'.2D'i5roshenkOW cü1Jf.1J982;;~óstyuk\v:201i'::;;19§1 en · 
Hille, l.991)~ •• rCI: ~ecuperacióri '.en él'.tróhsiér)te:'·ifisihú~:{cjué. ei fenóméno.de 
"lavado''.•·se;debe;~sen~p·arte?fa'laTpéfdidá''.dé'ifósforilcícióí):'':L'o:::'anteriór 
sugiere. qüe'.déotro::de}Ja)'po610éion~aé.''é:áhales:iónicostpropios•.de las 
VMACEs; .• ·existénfoaAá1és\regü1.aaosi'pO'r:,fO'ct<:5.resk:e1ú1dres'irnp'Orta.ntes 

para mº?91~~'8.~,;R¡~.~~D~K!'.~~~t~~0 1~{1t~!i~i:~~:;?~:l;l~;· .:.~i;•hf·.··'·( <•·:· ·.: .. · ·. · 
El. efecto, tras\la.\Odieióh}c:J_e la.JJ.o~iha\CrylC;·a,'las 'BLPs ;con :YMACEs 

prefusioncidas·ci.'.éstó:se:ilústrq'§lJJ11a1figur.d';9,:"'.Dós·~tipos~de; respüesta se 
manifiestOn·d.e m'On6fq;i6cf~p:eñdierife:•Ld'primera·Icpahel.'f;.).involucra· la 
actividad de can0iés~úf1itóriosimiénfré:is que lcfsegui'idc:i' (panel 8) 'se revela 
como un•increme.nfo'IT\aéfosc'ópico·;~eh''Ja'conductcir1ciéL:TCimando. en 
cuenta. é¡ue se pOíte e:! e~ Lin~ci 'prepórOción • héterogenéd,iies ·decir,. de la 
membranciópiccil de.las célÜlas•epitelióles y.nodéi'un·a proteínO purificada,· 
es pOsible qÜ€J .esto vari6cióh'séé'de6é{fúndarl1erjtalmente /dio naturaleza 
o.al número de VM1\CEs' preincorp~oradas a las BLPs, lo qú€J se relaciona 
directamente con el número· de receptores disponibles paró la toxina 

43 



CrylC durante el ensayo. 

El tiempo de respuesta dependió de la concentrac.ión de l<:J toxina. Al 
adicionar bajas conce,ntraciones de ésta (0.6i3 nM) se requirió mas de 45 
min de espera <n=J3) antés.deobservmcüalqUier}ipo,:de,efE:J:ct9, ('l")ie.nfras 
que a cóncér¡traciónes rnayores (5-JO nM)} la;respuestciJue inmediata u 
observada· der¡trc)'de'ílos~ píirr\e'ros ·lo rniri' < ~3).' Esto;pt6b'9blé[riérite se 
relácione;cón lcf próbabilidad'de encuentro'. éntre: 1d;fo'.<ir:ió érí. súspénsión.' 

fi~i~~~g!i4~~~~~~~t::'?:'~~~:~~~~!i!J!~iº~1!~~::~'j~. 
Una. de las principales :aportaciones .de' este~Jrabajo, ~adica ·en Ja 

demostración de la'.óctividad.• ionicü'de la toxinéfa •c:·on'centrciciónés•nM .en 
presenciadel reCeptor:prei.ncórp'.orac:Js);g,'.lq:ffiefübfgn'a'.sifüé!.i<::a:ú.sé:ida .. A' 
altas· dosis (µM); algunqs t9xir¡as<Cry;•, Opare.nte(Dérite;" són .c9paces •de . 
dispensar del •receptor'e¡ .. irisértarsé'.enbicópcis\fósfolipídicas artificiales, ·· 
provocando la aparición cié cünólesioñic·os' <Englisn·y:c:o1;·¡:1991 ;~ Haidery · 
Ellar, 1989; Slatinyc·o1.;~1990;.yunovitz y}fciW:etz;cJ988);'Sin embargo; en 
presencia de;·la me¡mbrana.éfo. la'.micro\Íéllosidaéfepiteliol; obteni.da a 
partir del insecto süséeptible, se' redu'c·e. la:dosis"de'foxir\a. requerida. en, al 
menos, tres :órdéi:ies•de magr¡ifúdY.JdsfresultadOS óbteriidos en este 
trabajo, coiné:iden cón~dafos apteriormeljteieportádos, en. otros. sistemas 
(English y ... col.;/•1991)'.· probando•a.deí'f")ás :que el cambio en la 
permeabilidad sé. debe o lci forrnáción ,de cariOies iónicos por la toxina 
CrylC. :D' .; .. . ,, e-; ¡ •',~ ;' ; ' 

"' . " .¡ .. ";~_· 

El anÓlisis'del regisfro'de:1oi·ca'nal~s:.unitcirios.señala con'é:fuC:toncias. 
estimadas dé'.50; 106y 36o pS Cr],:5) (figura 9/paÍlelC.yD): DiversosgriJpos 
de investigación;.ál, tr9bajar con :distintás t6'xiri'as5Cry~en ausencia• del 
receptor; han ·señalado un compoitamiento simil.ar:.Slatin v.col:;(l 990), tras 
incorporarolOs toxinas'C,r\tlA(c)·y;,Cr'{JllA''.y obséir\iar;én;ellasrnas.•.de:un 
nivel de conducfoncia; sugirieron;qüe'esto,siprobablemente se deben a·· 
difererite(estados de agregóción 'en. lás protéín'as: SchWartzy~colt(l.993); 
al incorporar 0 la toxina CrylC~. réportó'ron 10 forr1)óci6n';cie;:yari(ls tipos de 
canales. iónicos;con diferentes;'cófnpórtOm.ieht(ís·cinéticcis;·AI ·respecto· 
propor:ien cjúe' eLínoqo;.'.de~formdci6n\cjeJ.• cc:lí).01;:1dependieñ(ló'.de· las 
condiciones·pr~valecie.ntes:arm'oméhtó delaJnserción;;·pudie'ra .formarse· 
por unó sólo .prótéína;O"po( úncF afociOcióll'óligomérica ;:Wáltéís. y.col.. 
(1993), al·incorporar'én B[Ps\a latóxinaCrylA(c);así;comoó frógmentos 
obtenidos ;á\;pcírtir,,;;l;'éle':ésta,:pór 'hidrólisis.··· .. enzimática··· (los•···· que, 
presumiblernentéi;;•perteñ'eceff al dominio .1 de la: .. toxinó Completa),· 
discuten que los esfodós de conductancia obtenidos, .son el resultados de 
la agregación''y/o dEil: disparo cooperativo de pequeños· unidades 
formadoras de poro. Por lo ontedor, y en base a nuéstrosiresl.Jltaé:J.os;,es 
plausible pensár que las diferericias en los valores de cpriduetanda se 
deben a distintos estados de agregación en la toxina. que cúlmifian eón la 
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formación de un poro es1able. 

Las cuNas l/V obtenidas a partir tanto de los even1os unitarios como de 
la respuesta macroscópiC(),medidos en presencia .del.grádiente.solino; 
indican, que l()S C:anales ()CJhíados •por la :to.xi na son catiónic,os (figura 9, 
pariel cv·o)::CDiversc;;s••.•o~endoto~iñash'an .. sido iné::cirporadas'aBLPs••en 
ausencia del receptor(Sch\',lariZyi:::'ol.', 1993;Slafiri§c:ol:, 199Q;Von Tersch 
v coL, •. •1994; Wa1ters 1 y;col:~·l993);'.A''.pesw';de~qúé·ló•sélectividad'de 
cationes sobre:aniones varía •para cada úbá{de''ellas; en. fodos. lós ~ccisos, 
l?s. car)p1$s ,füfr:riadSís':s9:~ 'ge 'n'()t9Fal~#ai\c_gtic)foc.q:•~ f':J~uélstrp~f~esµ1tó.dos 
un1camente ... c9ntrastamc:;on•·aqu,ellos.:reportados¡en·1expenf'l}entos··de 
permedbilidad.-.direCta.•·méaidó,s sobré)!líneas;c'elúldres;:(~n'owles•;y •. Ellar; 
1987) y sobre•vesíé'úJCis obtehidós ··a pOiiir de'la·.micrbvellosidód 'épitelial ·. 
ccarro11iyE11ao~:19.~3);f'dóhcié'faeconc.1uye"qiJé~1ós;t6xinas;crY,f probad.as 
inducen· 10·,:fofrñci'ción: aé"un 'pór&permeable ó'iCc]tionesY~ar\iones y 

~~~ci~~~-.~i~?:~~~~r~:~Ws~~6~%~~1@~'~~-?a~.~fgbii~~~t~~:~r,~;~:-~~ 
incubación'coh'1d•foxiria:'.schwartz;y,c'61.';(l99l')fol·fraoajar;cón Jd·'Jíriea 
celular Sf9 de SffrÜgij:/erdá,·· proVeniente{cie}tejidif óvóriC"ó· séhalari!'c-omo 
efecto ií;iicial 'c:Je ló.toxina Cry1c: l1niin'~rem'eritoTenila'coricentiación de.· 
e a++ ··;nt[ac'~1q1ar:1;' ~~te>: el(ecit:O>Ai~8.::rX(~QsJ:(efütrgW'.'(J'.~0.9La.~o, 'ª'··· 
desenca.denamiento de'múltiples procesps·qúe'1nclúyenJa·.·activac1ón·de · 
diversos •canale.s·iónicos,c Es pO/ esto~'cj'u'e~el'.Ónalisis¡tj ef~te:cfo'tóxkjo~dEi!be ·· 
evaluars.e en'. los pj'im-éros'.in iñi.JtCis~ Üi;ic(inforpret<)Ción'posfedor.\debe. ser 
considerada•co:n freser\i9s:· Los ·,estudiós···de ·manit_ore'o .'de 'potencial 1de:• 
membrcina;':llevcidos\a;"ccíbó~pó'rOleJd'Íljente)en''esté'Jaborciforió,·· 
concluyefrque la selectividcid de' los ccínales fOímados por Jd:foxiriaCrylD 
sigue elsiguie.í1te:patrón:K+,>NH4+~Ndt>R~'+~U+>Cs+: '· · · .. · ,·: · 

La re;p~a:stJt'~·v;a·i~xin:a;1~r0~. ~:\;b;~~ó en 15/ 17 casos> 1i- que · 
representaél 88'Yc,.delos.experiméntos ·realizados. La. conductcind() t0ta1· 
en estosenspyos;:evalúq(:jqip9f:rnedio ·de· histogramas de 9mplitud·· .. 
(considerando':en'\'.éstós'-•eJ. valoí de la corriente rnáXiíl)a);? fue 
incrementadaehlíf:iícicig()'(je12 a.40 veces. Si se llevaran a cabo'.estüdios ·•· 
similares, ,a cónc·entraciones;cónstantes tanto de la toxina Cr{ICcóino del 
receptor' de ésta púrificádo ~a homogeneidad, se debiera generar el 
mismo tipo de respuesta inmediata. « . · ' 

Dura~;:9,!¡,J¡~5~t~J1}&·;J~.~ste.••trabajo, se.·estudió.Jd.d61m~bii~ de· 
canales iónicos pó(lá-foxií{c(CrylCen ausencia del receptór.•Se.deinostró 
que él•.pf.odlicto\'d,€;,J •g'eri\;áy/(7,.activado medí.ante 1c:i:•digestión,•con 
tripsinci; es•cdpaz:'deforrnar canales ·iónicos en. bicapásplohasi?Aligual 
que enel caso clé,otrá~proteírias Cry, Jos canales obtenidds son s'eJec:tivos 
a . cation.es ':y/ no se .ob.servó actividad iónica. ! a" menos:; qúé•. una 
concentración njáyór á,5 ¡iM se adicionara (n=25) (Schwartz.'.ycol.,1993; 
Slatin y col.; lCf?O;;Von Terschy col., 1994; Walters y col.; 1993):EJ estado de 
conductarida principal así como los estados de sübconduCtancla 
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evaluados, rinden valores próximos a los repodados anteriormente para 
esto toxina (n=3) (Schwarlz y col., 1993). El complejo patrón de actividad, 
juzgado por el ruido en. los estados abiertos del canoLfor¡nado, pudiera 
deberse ola inestabilidad delo toxina en lci membrana sintética (Von 
T ersch y C?L~ ·l,99~); ··(·'. ' . . .. ' 

El. efecto't'óxico foick:ll /¡:iroducic!Ü'porlas•·a~endotoxincis ~iri\/oiucro 
teódcarnentei a!"ñ)eríos.itres etap'ás':,10 recepcfón de IQ'protefrici'por'uno 
molécula espédfic;a.loc'olizCida en leí süperfic::ie del epiteliO'intéstinól_ en el 
inse,cto · ~usc.dpúbf e;,c~sto iés,';et ~receptor:·f:)drci:'1(:¡';8>~-~~~ofo~iód, de 
a. thl)riiigiehsis):Ja:int~rcalóción:de 1otoxina"eilk:i'membrana'p1asrríatica v.· 
finalmenfe';>1a •f()i'rn'cii::ior:íi'deliporo'.' que.conducirá .·01 .·désbolar)c~ ·1ónico 

cuyEY;J~~f %¡f ~k~~(j~~i'~~)~¡~¡~Í~~,,~~~jª*~;~J~.~g~ª'ª. 
las toxinas Cry;"hc):sidoamplicinie'nte discutidó/Eneltrabcijo:c:je K6owles y 
Dow < l 993)s:~ ~ro_f sn:ef rj· í.ais'.~-:ui~~t;~ 9ger~9ti¡)as_:'•.-· · :~: · ;,•; · {'{ :y . ··~· ·, _·. 

~~~,::1z1~~$il1~~~i~~t~~J;~JS f~;,f~i2?:f~~:~:: 
directa· eritreciO\Llriión:cieJci t()xlna a!Jejido·t>1ánco.cori la formacion _del 
poro. Sin embórgo:\sena/éportqdó que;la toxina CrylA(c)se'.une_cQi) alta 
afinidad q:meml:)rar-iasóbteni<:fas.o partir: del insecto $. frugiperda; ante el. 
cual._.no·~s t()~icq,:lo'.r<39c~y·cóL(l92"5) demostraron ••que··estatoxir'.\O.·fu_e .. 
incapaz,de álter~r.ló,pern1eqbilidócj.en V!V!ACE obtenidas. a partir;ae" . .6ste 
mismo insedQ;ipcfr c:)tro'pdite; los toxinós CrylA(b) y CrylA(c) que se·ünen al · 
mismo. rec~ptor én.'L!.d,ispái, rijue;¡stran úna. relación inversa al cóÍl')pórár su 
afinidad de unióiiyersussu capacidad para incrementar lb permeabilidad 
en ta_rnemb·ran·a:·.<Khoyvfes_y',DoW,-··1993). ..,. <.,-.,~.<, -··-~-.-~ ;.,'-~ 

; "· ,','..(:;- '..>.:;: 

b. El complejoSo~ibá:'recE;P.t?rtormd el poro. '· •,t . 
Si estO,hipÓt~sis .:f~fii6' ~Orrect'c:l. ; los.· característicás. 8~ 'f8sf@c,;;g·l~s 

obserJados· en. 'presencia::Ven ausencia ·_._de1·.·•recepJor.;'.debefJa6>ser 
distintas;.·P,osiblém.ente'. este·proéeso'se.lleve:a <:;Ob()¡in;vivo,sin'ei'r)bórgo, 
existen pocos ,d_qfos .al respe~tb,~W,olf~r,sb~rgüei~.(cóaj_uoicqcié>f:i•personal 
en Knówlesy_02o"'{;~(l.993));;91 jncorporar:.a;ld;prpteínaICr)ílA(c) _.eh ·.BLPs. 
:anto elip~es<¿~cicí'.cof;n_qj,er¡;p~_seocia_\'.(:le.·\f t06<;ES:9,~t.~bi9ó's· e) p~iitir,(jel · 
1nsectosuscept1ble ;' M.;sexta, senala ,que los.canales· 1onicos,for.mados so.n 
distintos; tc:mto'(eh',c()11düctf:incia·•éornoiem(pr0pie'dacfos~cinéticdsJLos .. 
resultados· obtenidos \clurcinte'.el defo rrollo: de':est etrobajo :sor).'sim ita res a• 
los anteriormente:'i:Citddos:!:La.; mognifÚd · delcis"_ástados(copaüctivbs·· 
desplegadós pOr.Hó foxiilo en presencia 'de:la merf)brancí epitelial; ~e 
encuentran dentro de,un inteNalo mós amplio que los determinados al 
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analizar lo actividad iónica producida únicamen1e por la 1oxina CrylC. La 
selectividad a cationes es mayor en los canales formados por la toxina en 
ausencia del receptor. El. comportamiento cinético que· exh,iben los 
canales, en ambas condiciones/igúalmente difiere. Finalmente; la 
inestabilidad mostrado en 1.os' canales formados .. por. la. t.oxina Cry19 .·.en 
presencia de la membrana de la 'micrpvéUosidad, juzgcidá po(eL'.:ruido" 
en los estados abiertos del'cánal; es menor que lci observada en canales 
generados tras la incorpordción':de:esfo proteína a la .BLP eru:::í(Jse0ciclde 
VMACEs, lo que·. súgiere ~un ·estadó éonformac.ior\aL distiri.to·.eniambas 
condiciones. . · · · .•.. :,;,. · :~, ,, .e :e} • -.• e,, '\ · '· · 

c. El receptor increm'ent¿;ld';C6nc'éntraciÓni eféctiva .·de Ja ,t8~inci ·.en· 1a 
superficie de la membronósinpdrticiparen lo f0rma,c,i6ndel poro. ;/···.· .. · •.• ••· ·. -

se . h.a · .. · discÜf ido-,qJe·\G~·~:fr~-dsi8¡~'..'fü~·6i6ri ~~1 .• ·.r~c~p{b;r·~~a-1a 'de 
catolizar 10·.formOción' del c5'anal:'Jdvoreciendó.la iri'serciór) de lqtoxina en 
la mernbíanci · m,édianteun órregloioligom'érico, esp~c::;ial{D-~estó forma; 
igual se·pódrkí·.explicor·;1a•.diverg~ncia_'.eocónfrcidé:i;'entre}los;:car1ales 
formados;'en', presenéiéi. y}éf1 '.aus~n<:;ió•'de~lo:f:r1emoran_a. epiteliál: Esta 

~~~~~~!SI~~1~6W~n'.l~Li~~~~8~~~*~~;~~¡(~~~e~:69~j~%~~~w~¿~~~~~ 
empleen; altascco·r)centréi'cio~oés';;de,~ 10'.füxioa; (Loreocé 1/Vcol ;, · 1995; 
Schwcírtz Sí:col.)199,3i'Slé:ltii-)''.y có1.;;(1990;lvon'Jérsch"y col., .19,94;'.Wálters y 
COf.,1993). ;- -·· "'" >:· .•... ·•' ,;¡·~¡·>·•'"<LC';~ ... ;.,c ::; \, .. 

gu~º~"2t4~~~i~?~~~gg~e~}~c~~~~)f ~~or~a~Io~~1 Jn '%tox1ná. 
Este mod~Ío implica cfue";'(31?e¿~ptores_eséncial{poralaformociondel 

poro, ya que'sin éste;: 1a;toxina'n6 podría insertarse ér1.1a membfona. s.e ha·. 
propuesto;que.ürG:ambioYcoritórrnaciOñál•J:)üdiera•s.é('alterrlativamente· 
generad6 po(el."pH pí~.aHno i3:reiJó1é'éiente.é:Qt'e1. infesfinO:i.Jel insecto, o· 
bien, porló proxirhidaa de_latoxiná'alorri'embrói)a nidrofóbicd'(Knowlés y 
Dow, 1993).·BÚtkO;Vé01:{(~199~);°d~müesfráii; en vésículás'fosfolipíaic;as en. 
ausencia del receptor/qóe'.la éOpocidad{de:'inserciÓn'.e"n' la\toxiria .CrylC 
se incrementi::tae.rn6nerci notable '01: prooorpH ócidos o bieh;rfosfólípidos · 
ácidos. Lo.anferiór.sUgiere qué·11a.:üniór).,~ñtre·'..·e1;recepfort'y;1a~t6xina:.de·· 

~voi~~~J;i~~~¡¡,°c~§~:i\i11~~'º'~'"'~º'.!!!~1~,~~r~~'f~~,~n'~º' 'ºP'º'· 
En este Jrabajb, s:e .de~Ú~stréi qué. ~I rec~pt~r;jlieg~ •un· papel· 

fundamenfol e~ 1a•actividadinsécticida 'dé:1a_k':i.:endotoxi~Os·'~rodücidas 
por B. thuringiensis. 1.:éls datOs Oquí .' presenfodos/dpoya('\ la propüesta 
según lo cual el papel del receptor no solo se,lim.it.a c:ilo uhión específico 
con la toxina de B. lhuiingiensis Cincrementa()do'la'concentradón,lócolde 
lo misma), sino también, catolizo la formación del canal; estabilizándolo. 
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Probablemente el receptor participe de manera dir.ecta en la formación 
del poro, y debido a esto, las características de.los canales formados en 
presencia y ausencia de Vfylf.CE presenten diferencias.entre sí. Si bien es 
cierto qúe diversas 11~endotOxinÓs.sqr)<ca15oces de exhibir. actividad 
formadora .de •. poro;.ciel:)eil)os·~considerar,que··ladosis requerida para 
obseNar dicho efeCtp es:mil:\lecés mayor;:; Este hecho, aunado a .las 
claras diferencias eil IOrríéigñit~d>sélecfividCld;y propiedades cinéticas de •. 
los canales·forfr10é:los;·erfpr~seriCiO:'de'.léi membrana epitelial; pudieran 
sugerir que el rnéécinisrno;86Jorrnáción'.(::lel poro(esdistinto'en·ausené:::ia·· 
del receptor. Estudios·'.en?é:fistintOs sistémds;'experimentales;en 19s que se · ·. 
estudie el efecto·dé'divernastoxinas"én présencici'del'rei::eptórpurificcido>. 
resolverían el pap·e1:éJel\rEiceptor;(eQ(e('.proce5o:'Jóxico{:Por'ultimo;··· 
atendiendo·· a 1.osYesfu~rzos· Hevddos'ci'',cabo/'pór ·distiritos.· grupos 
involucrados .. eri··.el .esCláredrnienfo·Cle'la.}ndturé:llei#;del)r.eéeptór. es 
probable que, iil.vivo;ló.tóimóéión delú::anal dépenda~~de\distintos 
componentes de. mernbr.ana. necesbri.Os para' é:ófolizOr. lá intercalación 
efectiva de la toxina en ésta/' · · · · ·· · · · ·· · · · 
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CONCLUSION 

En este trabajo se presenta evidencia adicional que sustenta la 
propuesta según la cual las membranas aisladas de la microvellosidad 
apical a partir del tejido intestincil (VMACE). en el irn;ecto susceptible, 
contienen al receptor funcional. poro la toxina de 8 thuringiensis. 

En bicapas lipídjcas siotétic6's/Jr6{,ci int~r¿C(~·rón d~:/a .toxi~CJ CrylC con'' 
su receptor i.-s:e induce u.n ;increriiento. en'.! la Yperrn'eabilidad.' de la• 
memb.ra_nO _c)·.,c_()!i<5b.ef rn~c:Ji9r:iteúl,a.f()rll)d<:ió_n•de:_~ar:iq!es;i,ór}icos~ •• Los 
canales. obseN()dos;• difieren• enOmagnitud/s_e/ectividad¡y propiedades 
cinéticas conOquellos formados. eh éiüsenciddel recepfori·é. ::f >.; . : ·. · 

La _.;esgu·l~i~i~--,~·!_tg~'.;~:dfg¡v,cfi;~~;·~r~~i~;~i~-.·~:~:;,.J~~¿E•t~ .-~bt:Gto ·.a 
dosis nM, /o qüecorrelaCioho eón la conC:entrac,ióí") /etéfdeterminada por 
medio dé biOensayos' en lai:Vas 'del insecto susé:::eptibie/S.. fri.Jgipérda ; .. ; 

Los resu/tacioEugi~r~Íj Cid~-·~, prbd~~od~'-~itc:,;isis,éri;~ ,:()rv~-del •. in~ecto 
susceptible> es la conseéüendcí':de, la ~formación_ del• poro ·cqtiónico, 
mediado por el receptor e inducid.o por la foxina'. · · · · 
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