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1 Los biopesticidas, una herramienta efectiva para el control de 
plagas dentro del esquema de la agricultura sustentable. 

Son incuestionables los graves daños que el hombre ha causado a la 
naturaleza al seguir la filosofía de la revolución verde. Actualmente se plantea 
que la actividad agrícola humana debe concebir en lo posible los principios 
ecológicos básicos con el fin de mantener un buen estado de equilibrio y evitar 
disturbios que afecten tanto la rentabilidad de la actividades como la calidad 
de los bienes para la producción. 

En este orden de ideas ha surgido el concepto de manejo integrado de 
plagas. Una de las herramientas que contempla dicho manejo es et control 
biológico, es decir, el uso de los organismos naturales o de sus partes para 
mantener controlada a una población a la que se considera como plaga. 
Aplicaciones comunes de esta forma de control son la conservación de 
parasitoides, depredadores y entomopatógenos nativos, así como su 
introducción a los campos de cultivo. A los productos comerciales cuyo 
principio activo es alguno de este tipo de organismos se les denomina 
biopesticidas (Bishop, 94 ). 

En la Tabla 1 se enlistan los biopesticidas actualmente registrados por la 
Agencia para la Protección del Medio Ambiente de los Estados Unidos 
(Environmental Protection Agency o EPA). Estos productos representan en buena 
medida el tipo de biopesticidas usados en la actualidad a nivel mundial ya que 
ta EPA es considerada por muchos países como referencia. En 1990 el mercado 
internacional de pesticidas fue de 26,000 millones de dólares distribuidos de 
la siguiente forma: 4,500 en Estados Unidos, 4,500 en Europa Occidental y 
1 7 ,000 en el resto del mundo. Se estima que de este global los biopesticidas 
representan el 1 % (Frost y Sullivan, 90); de ésto los productos basados en 
Bacil/us thuringiensis abarcan del 90 al 95% (Feitelson et al, 1992). 

2 ¿ Qué es Bacillus thuringiensis (Bt)?. 

Bacillus thuringiensis (Bt) es una bacteria entomopatógena Gram 
positiva, que se distingue de otros Bacillus por su capacidad para sintetizar 
durante el proceso de esporulación un cristal . paraesporal insecticida (Figuras 
1 y 2). 



TABLA t.- LISTA ACTUALIZADA DE LOS BIOPESTICIDAS REGISTRADOS POR LA EPA 

NGREDIANTE ACTIVO 

BACTERIAS 

&.lciJJus popillia~ + 8. Jtnrimorbus · 

l. druringiensfs subsp. brsiaki (Blk) 

.i~robacltritun radiobacltr 

ltt subsp. 15ratltnsis 

ltt subSjl. san diego,, 

ltt subSjl. t<n<brionls 

Pstudomonas jltwresuns 

B:l: cepa EG 2J48 

B:l: cepa EG 2424 

B:l: cepa EG 2371 

B. sphuricus 

l. mbdlis GBOJ 

HONGOS 

Phytophthora rilroph1hora 

C'.0Ut101richum glotosporioidts 

T. polysporum (ATCC 20475), 

Glíocladium virtns (G-21) 

T. harziaruun Rlfai cepa KRL-AG2 · 

l..::gtnidium giganitwn 

PROTOZOARIOS 

.~t'ma locustat 

\"IJl.US 

Cuerpos de inclusión'dtl vifus ÑPV dr~;!a> 
; ~JomiUa gitana ' · · · · 

AÑO REGISTRO K REGISTROS 

1948 

PLAGA/ENFERMEDAD 
CONTROLADA 

Larvas del cs.:arabajo japonés 

Larvas de l.:pidóptero& 

; .. Erlfúm-cdad di: la agalla de la corona 

e .Jeq>os di: inclusión d.:I -.·irus N~~ di! ·~-Q·,...."·á~- -;¡~·la ·rriOsC~:ba,.;~~d~·r~·-d·c 1~~ 
=1.:lsca bam:nadoca de los pinos. ··rinOs',; ··,"\>"· ·· 

!".:us Tomada di:. atteo. s ••• MiJi:w~ki. E.A., Schne.i --~~~~,W:~.· ª.!ld B.I.: s_~_uts~Y-«l.99 ?· BioJogk~l pesti~id_es and th~_ U.~'-' 
Environmi:ntal Pmlc.:tion Ag°i:ncy. En." A~-_·an\:~d·c:·ngi~i:;;~~ 'p~~t!_~idis~ :·l. ~ffi (~d.i~~r}.:~farc-~1 ~i:~ki:r, t~~~ U .s_.A. p.· J2 t aJJS '. 
a Bacillus 1huringiensis (81) sub!<p. 'rJmriniit>~lS~~ f!.ú:' .r~'gist~-~~ i:~ 'J_~~l: ~;· de~pu_és fu~,r1!nÍp.la1.jdó por Ja Subs'p. kurs.t~Jci en 1970: 
b La dcsignadón taxonómica dd pcstidda r'ni~~.~¡3~0 ~,_.sÚh.sp·. 'Sdn _Ji~gn e;; 81 su.bSp. t~nebri~l'fis. 
e Trichoci~nna hor:ianum (ATCC 20476} )' r.·p~~ysp-o'nim (ATCC 2~?5) r.c vend~n y usán Cl'mbinaJ~mi:nh!. 

¡r 
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..... 

Figura 1. - Micrografía de Baci/lus thuringiensis cepa 
E62424 en la que se ilustran la espora(s), los cristales 
romboidales que contienen la proteína CrylllA (r) y el 

cristal bipiramidal que contiene la proteína CrylA(c) (b). 
Aumentos totales 60,000x. 

Tomada de: Car1ton, e.e. and C. Gawron-Burke. (1993). Genetic 
improvemenl of Bacillus thuringiensis lor bioinse<:licide development. En 

"Advanced engineered pesticides". L. Kim (editor) Marce! Dekker, lnc. 
USA. p. 43-61 
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~ 
Bh 

Bh Bh 8h 8-9h 8-9h 10 h 

Esqul'nmlizaci(m dt' la t!tporulachin y ~inlt'!tÍ!t del crbtul en Hacillus thuringil'n~i~. 

PC. par~d ct>lular; 
FA. filamcnlo axial: 
10, inclusilin O\-'al; 

,Ábrc\-·laturas: 

MC, membrana celular; 
SF, septo de la preespor.i¡ 

e, cristult 
ME, membruna externa; E, exosporo¡ 
ES, espora madura en una célula sin lisar. 

Figura 2 

1\1, mcsnsoma; 

FJ, preespora incipienlc: 
1\11, mtmbrJna Interna; 
CO, corteza; 

Adaptada de: Bechlel, O.B. and LA. Bulla (1976). Electron microscope study of sporulation 
and parasporal cryslal formalion in Bacil/us thuringiensis. J. Bacteriol. 127: 1472-1478. 
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lshiwata, un investigador japonés, aisló esta bacteria a partir de un 
gusano de seda muerto en 1901; sin embargo, fue hasta los años cincuenta 
cuando se relacionó a la estructura cristalina que produce con los efectos 
tóxicos observados al ponerla en contacto con larvas de insectos (Tabla 2). 

Se han aislado miles de cepas de Bt de diversas regiones del mundo 
(Martin, 94), mismas que han sido clasificadas con base en el antígeno H del 
flagelo, de acuerdo con el esquema propuesto por De Barjac y Frachon (Tabla 3 ). 

El cristal paraesporal está formado de una, y más comúnmente de varias 
proteínas llamadas 1i-endotoxinas o proteínas Cry. En el cristal, las proteínas 
insecticidas se encuentran en forma de protoxinas, por lo que deben ser 
procesadas para ser activas. Las 1i-endotoxinas son altamente tóxicas contra 
diversas plagas y muy específicas en su actividad. Estas pueden representar 
hasta el 20 o 30% del peso seco del cultivo esporulado (Van Ríe, 1992) y cerca 
del 33 al 43% del total de las proteínas sintetizadas (Aronson et al, 1986). 

A la fecha se han encontrado ó-endotoxinas activas contra lepidópteros 
[1901]1, dípteros [1977], coleópteros [1983], nemátodos [1988], protozoarios 
[1989], platelmintos [1990], ácaros [1990] e himenópteros [1992] (Feitelson, 
1993). Una explicación posible a la enorme diversidad de cepas de Bt en la 
naturaleza es que los genes bacterianos que codifican para las proteínas Cry y 
los genes blanco de la toxina en el huésped hayan coevolucionado (Rennie, 
1992). 

3 ¿ Para qué se usa Bt?. 

Las esporas y cristales producidos por Bt se han usado como princ1p10 
activo de insecticidas comerciales para controlar plagas agrícolas, forestales 
y también aquéllas que son vectores de enfermedades (Feitelson et al, 92; 
Lambert y Peferoen, 92). En Europa, el uso de biopesticidas formulados con Bt 
se remonta a los años treinta; en Estados Unidos se han usado a partir de 1961 , 
año en el que se registró el primer producto (Matten et al, 93). En México fue 
hasta fines de los años sesenta cuando Bt comenzó a usarse en los campos 
agrícolas (Galán-Wong, 93). 

1 En corchetes se señala el año en que se reportó la primera_ cepa con esa actividad. 
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TABLA 2.- ANTECEDENTES HISTORICOS DEL DESCUBRIMIENTO DE Bacillu.~ thuringierL~is 

AÑO DESCRll'CION 

1901 El cicntíticojaponés Ishiwata descubrió una bacteria aislada de un gusano de seda cnícnno 1 la que denominó Bacillus 
SOi/O. 

1911 

1915 

1915 

1927 

30·. 

1946 

1951152 

1953 

1953154 

1955 

1960 

1962 

1968 

1968/69 

l' descripción válida de B. 1huringfrnsis rcali7.ada por Bcrliner al aislar una bacteril aeróbica fonnadora de esporas de 
una larva cnfenna de Ja palomilla harinosa del Mediterráneo (Ephes1/a kuhnldla Zell). 

Berliner idcnlificó a esta .bacteria como u~ especie -Oucva Y'propuso el nOmbre de ·sacil/us lhuringiensis• ya que la 
aisló en Thuringcn, Ale.manii~·;.,_;~:..;L:· \/:C: -)~··:>;'·.>. '·:·F~¡· .-;~~':t'.' -;~-,~-: ;.;·. __ _ 

Se realizaron extci~-~-i~-~~rJ~~~~5~~:~~- ~'~~p~:g~~·:~~~~Ó~~~'.'~~-;f:d¡s· ~~~t~'.·O;;~~-¡~-:~!j~iii o;~-~~do~· del ma f z) 1 ~stas 
resultaron satisfactori~S_;· ~o~ :~S1ó~. ~.' elá~~~ ~-n- Pr~.~.éto"'COffiCn:.i~I 'Cn''Fr-~Óci8?···s~~~~·e·.: ~ producción de •sporine• 
tenninó al ser des1niidá' la r'bric8 ·qué 10' p'todúC ía duíanie la· Guérra P..fllndiaJ,'.1/- .+.:.\,¿'; ~,!- ·"., .. · 

Toumanoff y Vag~ ai'~!~~~-~~;~ -~~,~~:)íU;~~~.~~'~t~~~~}~~·~ :~'Plic~~~,.:~~;;:¡_~·ry~~'.·dc·~r~~·~;~'..'.~~·: ~.d~:-.y-_-~b~rYaron que 
estos síntomas varían cOn Ja· c"8illid8d dC CültiYO ingCOdo POr.la l&i-va'; 18 derioriünarOn. B.:·c~itiiS'.Var: O/esti. 

Hannay estudi6 la esporul~~ió~-dC-;8.';~t;t~:v~~/'~!;;,; .. Y_~d-éSC~~ri_ó e!)'_c_~~q,~;-&:-_'dese~h~.~7 c~·~~rma~do 18.s 
observaciones de Berlincr. Inf~~ó.l~~P~~~ci~ .d~-iñcl~~iOn~~: cri~lina~s-~en roriñ.a .. dC- di~~!lte Cn 1.~·s_'.c-~1U1a.s·. 
esporuladas y sugirió qu-e 105 ~~s~l.Cs: ~~~í_a.n:~~~-.~ ~:18~.¡0~~~-S-.. ~,~n_ ,1•:.~~~~n~.i~ ~~~~-qU~,~~~~c·i.~-¡ep.ti.~_Cirúa en 
las larvas de insectos. · .: :. -~ :- .:.:~·;: · .'. :-.~;~\~:· .. ;.,~ ~/.~~:._'. ·,;,~/ .3'._;_,?:{; ~>.>~'; _._':·:~~":~::·,,'.~',,j,'.·,::-~:'V~-,/.;";".t~'.1.'c:,.:;~';;_~.¿i~<, :',·",;:~:· ~·· -

Angus demostró que Ja.-tóXicÍd~~ e·~-.·~I instCto-~·s'tii ~~-i~d~ 'Princ·i~a1nle~1·e·c·~~-,iª.-~¡~-si·~·~-:;~~~la~1_¡'~'dé.1·.h~·c.ilo. y QuC 
ésta requiere ser solubilizádl en álcali dilu ído·o 

0

~D-iU80'-intCs1itla1 del inSCCtC>Pirl 1e'r ~c1iV~. · .. · , · · ! ... • ·: <."·- · · · -. 

Hannay y fitz.Jlmcs infom:iáfón .quC. la iri~.l~~-ió~' Cnttanna ~éá de ó:aiüralc~·-pi-Ot~¡~.':f"-~~t!tf i~~CSÍió-~{:ci auficfe'nÍé ·: 
para causar la muerte a l!rvas'de Jepidóptéíos suSceptibles. -.:; .. ":. ; ~;,: ,. ,-'.<:- · -- , ·.~·, .. : >:.:;, •· ... ' 

,•>;:.: •.. ,.,;;,' ,, ',,,.,,,, :·''' .• ,,,'' ,,, ,, •'""• ,, ..... ; " ",, ',,, " ' .. ,"' '' 
Dulmage aisló una cepa~ qu·~-· re·~ultó.~0-_2.00 .. vecCS .'máS ·p~hmte :~uc todas .IaS. cepas ~on~idas;: la denOminó HD-f. Esia ·.: 
cepa es la base de la nuiyor parte"de IOs pfoductoS ·comercialeS:· ,• ;;¡;. ~ ... " ·: i~f~' '/ ·-' ... _ 

1977 

1983 

~,º;~~;~ i,,~:l~~f d~~~brii~~ ;,;:'jira•!.'.una'~uevf~épaco~-OcÍ'i~idad, ¡,-;oial~~;,-;¡. -~~~¡'.:;:'/ f ~so~i·~~gras. ,·. ·. : :: 

~~ >~:~1:~~:t~;,~5;;~;;i:~~· t~~;;'~~,;~.··.~.ui~ •.• ~•r•'.d; ~' ~.~ •••}tr,~,· r ~dihriºd?u;j~',•o(l i~1ivida~ ·•··• · 

90·. 

Nota: 

-,,,, 

Adaptada de G~~-W~~.:l,J. (1~93),'~i~oria ~~1{Úb~~~~~10 Jisac;;,., ;~,Lfa;.,;S'. "Bioiconología para. 
Ja producciónde.bioin'sccticidas m~ci:-obi~nos c~n!rada.·cn Badll11S thm"!ngl~nsi.s~ Luis Galán_-'.-\'o~g_(c~n1Pilador). Ul".JM~· 
lzta~ala, MJxico, D.F .• p. 19-21. - - -' · · ·, · 
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TABLA 3.· CLASIFICACION DE CEPAS DE Bacillu~ thurin¡:iensis DE ACUERDO AL SEROTIPO H, 

ANTI GENO H SEROV ARIEDAD ABREVIATURA 

thuri11gie11sis THU 

2 jinitimus FIN 

3a3c alesri ALE 

3a3b3c kurstaki 

3a3d 

3a3d3e 

4a4b 

4a4c 

5a5b 

5a5c 

6 

6a6b 

7 

8a8b 

8a8c 

8b8d 

9 

10 

!la! lb 

llallc 
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20a20b yU1ma11e11sis YUN 

20a20c pondicherienris PON 

21 colmeri COL 

22 sha11do11gie1isis : SHA 

23 japo11e11sis . ...• JAP 

24 11eo/eo11e11sis :iL NEO 

25 corea11e11sis :). COR 

26 silo '':;:} SIL 

27 mexica11e11Sis /(' MEX 

28 monte"ey " MON 

29 amagie11Sis . : . i.;:,; AMA 

30 mede/li11 •· ,:;- MEO 
.. . J' 

31 toguchitii TOO 

32 cameroun .·\:\ CAM 

33 leesis . "'"' ';~; LEE 

34 
··~ 

ko11kukia11, • :•A . ,•1• KON 

· .... ?§i.p;:-S 
40 huQ;J¡o11g~iis;s; , · '"" HUA 

41 sooncli'eo~·t ,:·.·;:: : ·SOO 

N.O. jegath~sa~; ;e·· .1 JEG 

. '.':.>';?;·· ;< . ; . 
" r. ........ 

. -.:; , .......... ·. 
Cepa no mótil: wuháne1i'.ris (Hubei'Ínstitíl'te of Microbiology, 1976). 

' .. ,.-.. ·;. . 

Nota: Adaptado de De Barjac, H. and E. Franch~~s~~~). ~,,;,¡~~lion 'of Bad//us thuringiensis strains. Entomoph,"g, JS: 
233-240. . . . , . ' ·. ; ... ·. ;·,.::; .. . 

\--o:f-,"-

• l.t'<'add, )! .. \t., Frachon, E., CuS·ffiai;;:-[j~mJ¿~-i~r, V ... :~nd J.f,: D~- Barj-aé· ( 1994). An ·upda1ed v~rsioo of lhe Badllus 
1huringimsis slrains classification aCcOfding.-10: ~:5':~t>'.P.:s ·r~. l~t~~aÚonal C:ont'i:renc~ .. ºn B~Ci_llus .:1huri_n~ieTuis. 
Montp.:l&r, France, 28 August-2 September! AhS1rai:ls·; p. 345 .. En .e~ta ttíi:ri:nCia se indica que actiialmenle existen 45 
serotipos que represcnlan un total de .58 scrovariedades~ sin embargo. esta. lista ·actualizada de nuevos.Si:to~pos no ha sido 
publicada. " ·- ' "" - º · · 
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Las ventajas más importantes de los productos formulados a base de las 
esporas y cristales producidos por Bt son su especificidad (no son tóxicos para 
los humanos ni otros mamíferos, aves, plantas e insectos benéficos), baja 
persistencia en el ambiente y la baja tasa de desarrollo de resistencia a éstos 
por parte de los insectos (MacClintock et al, 94 ). 

En la Tabla 4 se muestran los principales productos comerciales basados 
en Bt. Se distinguen varios tipos de productos: a) los de la primera generación, 
que son todos aquellos cuya formulación incluye como ingrediente activo un 
conjunto de toxinas y esporas provenientes de una cepa nativa, generalmente 
aislada del suelo; b) los de segunda generación; son aquéllos constituidos por 
un conjunto de toxinas y esporas provenientes de una cepa en la que 
previamente se introdujeron por conjugación los plásmidos (donde se localizan 
los genes que codifican para las o-endotoxinas) de varias cepas nativas y c) los 
de tercera generación; son aquéllos cuya formulación contiene bacterias 
muertas Pseudomonas fluorescens (P f) a las que previamente les fueron 
clonados los genes que codifican para las toxinas de Bt. La tecnología utilizada 
para elaborar este último tipo de productos se conoce como "CellCap", ya que 
una vez que las células recombinantes de P f expresan las toxinas de Bt, éstas 
son tratadas con un solvente que las mata sin destruir su pared celular, por lo 
que se dice las toxinas quedan "encapsuladas" (Gaertner et al, 93). 

Es precisamente la posibilidad de clonar los genes que codifican para las 
o-endotoxinas en otro tipo de organismos lo que ha permitido plantear nuevas 
estrategias para proteger a los cultivos del daño causado por los diversos tipos 
de plagas (Leemans et al, 90). 

Varios grupos de investigación han desarrollado plantas que expresan 
dichos genes ya sea de forma constitutiva o de forma tejido-específica (Tabla 
S). Para lograr que estos genes clonados se expresen eficientemente ha sido 
necesario modificarlos de acuerdo con el uso preferencial de codones de las 
plantas, ya sea en su totalidad o sólo en algunas regiones. Se estima que las 
plantas transformadas con los genes de Bt estarán disponibles comercialmente 
en los próximos cinco años (Timmins, 93 ). 

Otro enfoque que se ha utilizado para el control de las plagas chupadoras 
y de la raíz ha sido transformar con estos mismos genes diversas especies de 
microorganismos epífitos y endofíticos; es decir, microorganismos que se 
reproducen sobre o dentro de las plantas (Tabla 6). 
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Ti\llL¡\ 4.- l'RINl"ll'Al.ES l'ROl>UCTOS COMERCIALES BASADOS EN LAS TOXINAS l'KOl>lJCIDAS POR lJutillm tburi•l!lkmis 

COMPAÑIA PROOUCTO VAR 1 EOAO /SEROTI PO BLANCO PROTEIMAS 

Abbott Labs. Di beta N.0./N.D. * ~-exotoxina 
Dipel kurstak í /3alb l !Aa, IAb, IAc, l IA y 118 
Diterra tenebr""ionis/8a8b e l llA 
Gnatrol israelensist14 o N.O. 
Xentari N.D./N.O. L !Ae !Ab IC y ID 

All Union lnst. Agr .. Hicrobfol. 8 i otoxksybacl l l in N.D./N.D. * ~--exotoxina 

American Cyanamid A e robe israelensis/14 D N.O. 

Saetee Bernen 8t kurs tak i /3a3b L N.O. 

Biochem Products Bactmos ;sraelensis/14 O N.O. 

Chemapol ·Biokrna Bathurin thurinaiensfs/1 l N.O. 

Ciba-Geigy Agree N.D./N.O. l !Aa, !Ae, IC y 10 

C"""8gnia di Rícerca Chim (CRC) 8actis kurstaki/3a3b l N.O. 
Bactucide israelensis/14 o M •. O; . , 
Exobac N.O./N.D. * '~-exotoxina · 

Ecogen, tnc. 
.,,, '." . . •. 

Condor
8 

kurstak i /3a3b l IAai. IAb/:IAc; llA y 119 
Cutlass

8 ~/3a3b L !Aa¡ !Ab/: !Ac; l IA y 118 
FoH

8 
N.D./N.O. l/C IAc.y',illA,>·":, 

Re ven .. kurstaki/3a3b C/L .. !Ac' lllA 'y' 11182 

Farbwerbe·Hoechst 8iospor kurstak i /3a3b L IA~/ IAb:' !Ac; llA y 118 

F~·~~~t~· ·ASC · Corporat ion Cutlass kurstaki/3a3b l IAa · IAb" IAc llA V 118 

Farmos Nuscabac thurinaiensis/1 l N.O. '. 

G l,•vmi,k,robi oprom Oendrobac il l in dendrol illlls/4 L N.O. 
Endobacterin sal leriae/5a5b L N.D. 
Eksotoksin tolworthi/9 . ~-exotoKina 
lnsektin thurin9iensis/1 L N.O. 
Toxobakterin tolworthi/9 . ~·exotoxina 

G;a·,i~·~p·;,¿~·~- L~b. Parasporin N.O./N.D. L N.D. 

, ICI A;ni,ri~a~.' Í~c~' Ecodart M.O./N.O. N.O. N.O. 

i::nott Biopr(;d~~ts; e~ .• !ne. larvo·Bt kurstaki/3a3b L !Aa, lAb, lite llA y 118 

Korea Explosives Bt kurstaki /3a3b l H.D. 

Kyowa Hakko Kogyo Ca., L td. Selectgyn ªiJii_ll!ªi11 L N.O. 

o 



LJBEC Loboratolrc 

Merck 

Hycogen 

Nor·Am Chemical Ca. 

Novo Nordisk 

Nutrilit~·PrOd .. 

PfiZer: 

IPhiUi"'~ oup11ar (Ch..;..agro) 

Sparlne 

Agritol 

M·One 
M·Perilb 
M·Trakb 
MVP, 

SOK 

Biobit 
Foray 488 
Novodor 
Skeetal 

Biotrol BTB 

Envi rabac·ES 

Bactospeine 
Bactimos 
Futura 

kurstakl/3a3b 

N.0./N.O. 

tenebri oni s/8a8b 
kurstaki/3a3b 
son di ego/8a8b 
kurstaki/3a3b 

kurstaki /3a3b 

kurstaki/3a3b 
kurstaki /3a3b 
tenebrionis/8a8b 
israelensis_/14 

N.0./N.O. 

N.0./N.O. 

kurstaki/3a3b 
~sis/14 
N.0./N.O. 

.!!..:!: 
N.O. N.O. 

e lllA 
l N.O. 
e lllA 
l IAb 

N.O. 

L IAb, IAc, llA y 118 
l IAb, IAc, llA y 118 
e 
o 

N.O. 

l 
o·., •. 
N.O."••; 

I ·Procida Plantibac kurstaki/3a3b I 

R~do',.;j~':< Saturad kurstaki/3a3b 

Rohm 'ar.d Hass 

, Sandoz,: C?rp. 

Serun Zavod Kal inovica 

Shionogi and Ca., ltd. 

Th~on·Hayward Chem. Ca. 

Towagosei Chem. K.K. 

Nubilacid kurstaki/3a3b 
Hoskitocid ~sis/14 

Bakthane 

Javel in 
Thuricide 
Certan 
Teknar 
Trident 
Trident 11 
Vault 
Delfin 

Baktukal 

Sacil lex 

Bactur 

N.O./N.O. 

kurstaki /3a3b 
kurstaki/3a3b 
aizawai/7 
i sraelens i s/14 
tenebri on i s/8a8b 
tenebrionis/8a8b 
kur:!takl/3a3b 
N.O. 

thuringiensis/I 

kursteki y ei~a~tj/3a3b v 7 

kurstak i /3a3b 

c 
L 
N.O. 

i1:A•·:'•,1A~Y 1Á~;·. 1 iA .y 111i 
~·IAa/.lAb,- lAc~· JIA·y 118 
;N,o;•;,,;: \ 
·N.O.· .. » . 
. lllA 
.11 !A 
N.O. 
N.O. 

N.O. 

N.O. 

N.O. 

Toaro·CT 1 kurstak i./3a3b l l 1 N.O. 
Toara kurstaki/3a3b l N.O. 

Notas: Adaptada-cre-sn.vo.-A.~ -Lorence A -Y R. Quintero 0992c>· Perspect1vas en ta util 1Zación de Bac1 llus thurinqiensis 
como bioinsecticida. Biotecnologfa 2 (5·6): 139·154. 
N.O.= no disponible; * =no especffico; a curación de plásmidos y conjugación; b tecnologfa Cellcap. 



TABLA S.- PLANTAS TRANSFORMADAS CON LOS GENES ill DE Bacill11~ thuringiensis 

~ 
GEN 

cry/A(b) 

cry/A(a) 

cry/A(c) 
cry!A(b) 

cry/A(b) 

cry/A(b) 

cryll/A 

cry/A(b) 

cry/A(b) 

cry/C-cry/A(b) 

cry/A(b) 
cry/A(c) 

cry/A(b) 

cry/A(b) 

cry/llA 

cry/llA 

cry/A(c) 

CRISANTEMO 

cry/A{b) 

OBSERVACIONES 

Gen 1runc1do; promolor MS 

Gen truncado; promotor CaMV 3SS + AMV 

Gen sintético; promolor MS 
Gen 1inlético; promolor CaMV 3SS 

Gen tmnc1do: promolor PR·la 

Gen truncado; pronl~tor C~MV·35s''.J. ,~AMV' 

ORGANISMO BLANCO 

Manduca sala 

Manduca suta 

Manduca sala 
M~fiducO sex1a 

Mal1duca sexta 

·Heliolhis vinscens y ua 

Manduca sata 
Heli01his virescens y ua 

Spodopl~ra exigua 
He/iothis virescens 
Manduca sexta 

REFERENCIA 

Vaeck et al. (87) 

Banon et al. (87) 

Perlak et al. (91) 

Williams, ~' al. (92) 

Carozzi <I al. (92) 

Suuon <1 al. (92) 

Fischhoff et al. (87) 

Dclannay et al. (89) 

Van der Salm ~'al. 
(94) 

. · otas: MS manorma sinf.:tasa: CaM\' S vi~~ del_ m.o~ico de J~ Ct?~~~lo~: -~tV_ vi~s-~~l m~sa~co_ d~. la a_Jfa_lta: P~~Ja pro~olor di:: .1~ prole¡ na 
a.;..:-.;iada a la palogénesis {inducihle por ác~do salic ítico~; ~E~ prOnu?lor de la fos,fotnolpi,.U\·a_to cal'Do~i_laSa: g~o truncado -~ólo 'si: donó la 
ri:.sión que codifica para la ínicción 1óxica del ge~\~omspondhmte; ge~ sin1~1icO:mooiticad~ ~ºel. uso r~,t~ri:n.:ial de.codom:s para pennilir 
ur-..a mejor e~Nsióo en la pJanll: gen modificado_ en sitios _pote~_~iates de P~,liadenilación.. · · 
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TABLA 6.· l\flCROORGANISl\IOS QUE HAN SIDO USADOS COMO HOSPEDEROS AL TERNA TIVOS 
PARA LA CLONACION DE GENES ID DE Bacillu.~ thurin~ien.ds 

HOSPEDERO 

Agmenellum quadr11plica1um 

Baci//us cereus 

Baci//us megaterium 

Bacillus sphaericus 

Bacillus subtilis 

Bradyrhizobium sp. 

Caulobacter crescentus 

Clavibacter xy/i subsp .. 
cynodomis 

Pseudomonas cepacia 

Pseudomonas fluorrsans 

Rhizobium leguminosorum 

Rhizobium meli/oti 

Tetrahyme11a pyriformis 

BACULOVIRUS 

Autographa ca/ifomica 

GEN 

crylVA 
cry/VB 
cry/VD 
CrylVB 

cry/A(c) 

cry/B 
cry/IA 

cry/VD 
crylA(a) 
crylA(cF 
cry/IA ·. 

ORGANISMO 
BLANCO 

Aedes aegypli 
Aedes aegypti 
Cu/ex pipie1is 
Cu/ex res1ua11S 

N.O. 

N.O. 
N.O. 

Aedes aegypti 
N.O. 
N.O. 
N.O. 

REFERENCIA 

Angsuthanasornbat y Panyim (89) 
Chungjatupomchai el al. (90) 
Murphy y Stevens (92) 
Soltes·Rak et al. (93) 

González et al. (82); Aronson y 
Beckman (87) 
González et al. (82) 
González et al. (82) 

Donovan et al. (88J 
Shivakumar et al. (89) 
Mettus y Macaluso (90) 
Mettus y Macaluso (90) 

····~~~·.• .. · ... ~; Áed~ ~~gyp1i ·· 
.. J,.u . }Aed~ aegypti 

Poncet er al. (94) 
Poncet e{ al. (94) 

cryIA(c;; 
Í:n•IA(b)•, 
c;)•IVD, ' 

• < Nalcainúra.~Jmanaka (89) 

._ ·;-··;·_:·.-,·'•_-: 
.. Trichoplusill!IÍ ''.".• ¡.•.•: iMerr}'\\;é<ither'ei al. (90) 
: Pieris brassii:áe • · •· M~rtens 'é1)1¡_"(90¡ •·• 
N:o .. > ., <:/ i>añs er .11~'.c92r < 

Adaptada de Kozitl, ~1.G·;. Car07ii~·-N~~B.~.·Currii!~~:T.é~f \~~,~·~n.-:G.-·w. ·;~d-.S·:v'.··E~~~~ ci'99)).'_-n~- ¡~S~cti~idal cryslal prottins 
or Bacillus 1h1uingítnsis: past. pNS.:nt. and futUN 'usl!s. Bloh:chn~log\• aOd G!!nl!'ti~ Engin('~ri~g Revt~;,._·s 11 i '7 l ·228. 
N.O. = no disporu"bl.: " · - · · 
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La clonación de los genes cry en baculovirus (virus de insectos) es 
también una nueva estrategia de control de este tipo de plagas (Cunningham, 
88). 

Igualmente novedoso ha sido para el control de larvas de mosquitos la 
clonación de estos mismos genes en microorganismos que residen en las capas 
superiores de los hábitats acuáticos (Porter et al, 93). 

4 Nomenclatura y clasificación de las o-endotoxinas. 

En 1989 Hofte y Whiteley propusieron un esquema de nomenclatura y 
clasificación de los genes cry basado en su secuencia nucleotídica y el 
espectro insecticida de sus productos (proteínas Cry). Se establecieron cuatro 
grandes clases: cryl, específica contra lepidópteros; cryll, específica contra 
lepidópteros y dípteros; cry/11, específica contra coleópteros y cry/V, 
específica contra dípteros. A esta clasificación se han aumentado dos nuevas 
clases cryVy cryVI específicas contra nemátodos y ácaros. Cada clase a su vez 
se divide en subclases (ver Tabla 7). 

4. 1 Toxinas Cryl. 

Esta clase de toxinas es la más comúnmente encontrada en los serotipos 
de Bt (Yamamoto y Powell, 93). Se han caracterizado a la fecha trece 
diferentes holotipos (autores reportados en la Tabla 7). Todas estas proteínas 
se producen como protoxinas de 130 a 140 kDa y generalmente forman 
cristales bipiramidales. Las fragmentos tóxicos pesan entre 60 y 70 kDa. 
Aunque puede generalizarse que todas ellas son activas sólo contra los 
lepidópteros, existen excepciones. Las toxinas CrylA(b) y CrylC son tóxicas 
tanto para lepidópteros como para dípteros (Haider y Ellar, 88; Smith y Ellar, 
94 ). El caso más extraño es la toxina CrylB para la cual se ha reportado 
actividad contra lepidópteros, coleópteros y áfidos (Brizzard y Whiteley, 88; 
Aranda, 95). 

4.2 Toxinas Cryll. 

A la fecha se conocen tres holotipos de esta clase de proteínas. El peso 
molecular de las formas inactivas es de 70 kDa, mismas que se acumulan en 
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TABLA 7.- LISTA ACTUALIZADA DE LAS PROTEINAS Cry Y Cyt PRODUCIDAS POR Bocillw; lhutiiwil'llSis 

ICP 

Cry 19 

Cry!Aa 

Verf antes 
Cry!Aa 

CrylAb 

Variantes 
Cry!Ab' 

•. ,, . ~~~: ;~t~i ; .:;,; 

TAHAÑO (a.a.)/ 
PH PROTOXINA (Da) 

1176/132. 985 

1176/133,021 
1176/132,971 
1176/132,927 

1155/130,478 

; 1155/130,322 
'1155/130,553 

115'5)13~ ;573 
1156/130,998 

'1177/133:000 

;;;;T/l3t966 
.1177/133,008 
:618/69, 182~\'.' 

CrylAi{''· ·. 't'•X ¡;;¡ i'M\3:í'!zi8' e '' 

· CrylC ., 
1 > . ·,· 

1 

V1 

»v~;.¡~~tes ::·. ·~e~_,' 
Cry1c:1 c ,·.,, 

CrylCb;·.> 

Cr~ID ;•;i<i 

~v~~·¡~~t~i 
CrylE 

Cry!Eb · 

úil\>/~J.4; 686 

;ºií761ú2;72o ·· 
·1189/134,662 

;';',',_,..,.,.., .. -.. 
1171/133, 104 

'iiÓS/132,333 

í\7it133, 104 

:11111133, 118 

''íi74im.m 

RANGO 
HUESPED 

l/C/AF 

l/0 

N.O. 

N.O. 

SUBESPECIE ORIGINARIA 
DEL GEN/CEPA 

k.Ul"staki /HD1 

afzawai/IPL-7 
entomocidus 
N.D./FU-2-7 

Berl iner/1715 
kurstaki/HD-1 
aizawai/HD-133 

kurstaki/NRD-12 
aizawai/IPL7 
Berl iner/1715 
aizawaf/ICT 
kurstald 

kurstaki/HD-73 

kenyae/H0-588 
N.O./PS81GG 
N.O./BT589A 

aizawai/PS811 

thuri ngi ensi s/H0-2 

entomocidus 

gal leriae/H0-29 
afzawai/PS811 

kenvae 

aizawai/HD-68 

tolworthi 

kenyae/PS81 F 

aizawai/PS81A2 

PRINCIPAL BLANCOz 

Bontwx mori 

Bº"*'rx mori 

Varios lepidópteros 

Varios lopidópteros 

Hel iothis virescens 

Hel iothis virescens 

N.O. 

Pieris brassicae/ 
Leptinotarsa 
deceml i nea ta/ 
Rhooalosit>htin maidis 

Spodoptera l ittoral is/ 
A~eA eeavot f 

Spodoptera exigua 

Soodoptera L i ttora Lis 

Manduca sexta 

SPQdoptera exigua 

N.O. 

N.O. 

REFERENCIA 

schnepf et_a_l.C85a) 

Simfzu s.L!l· (88) 
Hasson ~· (89) 
Udayasuriyan (94) 

llabi ka &..fil.. (86) 
Geiser et al. (86); Kondo et al. (87) 
Chark y Jen (93) 

Hefford tl..fil_, (87) 
Oeda et al (87) 
HOfte et al. (86) 
Haider y El lar (88) 
Thorne et al. (86) 

Adang tl__lll. (85) 

Van Tersch et al. (91) 
Feitelson c91J 
Oardenne et al. (90) 

Fei telson (91) 

Brizzard y llhiteley (88)/ 
A randa et al. (93) 

Honée et al. (88)/ 
Smith v Ellor (94) 

Kalman C93) 
Feitelson (91) 

Bosse •t al. (90) 

Hofte et al. (90) 

Vi sser et al. (90) 

Feitelson (91) 
Payne y Sick C91bl 

Feitelson (91) 



Cryll 

--
CrylG 

Variantes 
CryJG 

CrylH 

-

11T4/133,4fl 

1156/129,582 

.1151/128,996 

1157/129~~3t 

al rawa l/EG6346 
aizawai/PS811 

aal leriae/11-67 

N.O./OSIR517 

N.D. 

CrylX4 • 1 lSl/Í:!ÍJ kDii. N.O. 
(crfptlcol 1 u!.ll!:i.u ---

CrylX ii.o;¡~' 81.k:o~ 
~.:, "·':,; ·"·" 

Cryl N.O;/-: 133 kOa 

Cryl ? N.o;¡~ 133 koa·'¡, '• • 

. • ll Cr~I ? . 

Cryl ? 

N'.o'.i~ 133 ko~·:: 
N.o./~ l32 koa i 

11 Cryl ?' : .. ·.: 
N.o./; 13s~i~a ' r. L 

Cryl ?'' .. .. 
··:·:.:;i·• :¡; >: .; ,;¡,,.· :' 1 
N.O./• 134· koa•;1 .; . 

Cryl ? :· ·· N.O;/• 47/'37/34 . . . L · 
. ·:··· ... , •. , ... ?·;.;·.;::.::;.;: .. · .. , •. :i'.'.'.id:.· ¡· 

,·y :32, kDa ''-:..: -.:.~ -:: .. ::~ ., 

'éryll~ 

ll Cryl,IA 1 ~ :: . 'f63]j7Ó,773 

l~'B·i· e;}~: 1 ~~~~!0,662 
Cryl!C) ,;., :;;¡ ;~W69,651 

Cry llls 

ll·'r;J; ¡652m. 953 
644/73,027 

L/0 

L 
(críptico) 

e 

N.O. 

N.0./PS81RR1 

N.O./PS81GG 

N.0./811A2 

N.0./8118 

N.0./81182 

N.0./81 IA 

N.0./PS158C2 

kurstaki/H0-1 

~/HD-1 

shanghai 

tenebrionis 
morrison;/EG2158 

Soodootera ex I gua 

Gal leria mel lonella 

Phthorimaea o~rcutel la 

All'f>l lo espectro de 
le idó teros 

N.O. 

N.O. 

N.O. 

N.O • 

N.O. 

r .N.o; 
: 1 

Ñ.o: 
11:¡;: 

1 'N.~: 

Baja toxicidad para 
errbos tioos de insectos 

Manduca sexta 

Trichoelusia ni y 
Manduca sexta 

deceml ineata 

1 Chodi@ro et a l. (91) 
Feltelson <91) 

Snulevitch et al. (91) 

Gleave et al. (92) 
Wi le et al. (94) 

Van Rfe (94) 

Shevelev ~. (93) 

----
Gewron·Burke et al. (91) 

Payne y Sick (90) 

Payne et al. (92a) 

Pavne v Sick (91a) 

Payne y Sick (91a) 

Payne y Sick C91al 

Payne y Sick (91a) 

Payne et al. (93) 

Donovan et al. (88a) 

llidner y Whiteley (89). 
Dankocsik et al. (90) 

llu et al. (91) 

Herrnstadt et al. (87) 
Sekar et al. (87); Hofte et al. (87) 
Oonovan et al .. (88b) 

1 

1 san diego 1 Leptinotarsa 

644/73,041 tenebri on; s/81256·82 McPherson et al. (89) 11 · ·' 1 644/73,041 1 1 tenebrionis/81256·82 1 1 McPherson et al. C89> I! 

Cryl 118 659/75,075 e tolworthi/PS43F L. deceml i nea ta Sick et al. (90) 
oaldstani 

en 



Vn1 lru1!rq 

CryJJJB 

CryJJ JBZ 

N.11./74,~5' 

652/74,302 

cr'vrnc~: • 1 ii38i129.~47 
Í:ryÚ1c/··· N.o:/~ 7Ó kOa 

crvr r icb ;;:o:/;;'J.o koa 

CryJJ JO 1649172;945 
CryJJÍÉ ·_. 
·':·'.,\;.> •. ;:_, ·· .. ': 

cí-vui 

.CryJJf;?'> 

C~~II J ? •. · 

''&0~'~i~~Ji;­

1í57j,~o,8~ 

1169/133;3\,5. 

;'.J13a1i28;6:i3 
~:.\ ';·,:., ... '• 

:1138/129;514 

1186/131,547 

:~gJ;·í :?''.:'t{:lJ l ;'¡;6~¡'1':io'.281 
crvrn "1< '.I~H Íl;~f/~"'13o'koa 
CryJJ 1 •?:•,:,·(;{Y, 

Crylf 1 ·? . •.: ·¡ ;\;-:<. 

:'t54/r4i~28 
'iÍ:o:;.:7z'v 65 koa 

crvr u ? · ; 1 ·N:o:1~.ii:/ · 
ryl_ll ·7:. ·;1~~fa¡~iih{?2 Y 

_crv1, r _?.-- :_, :-.} 1 4is/54:o4s} >''1' ¡·: 
' : N~O:/• 45 kDa · 

e 

e 

e 

e 

e 

C/A 

e 

e 

e 

e 

e 

e 

e 

C/A 

CryÚ l .-1 :~.'o' ,/~Js~; l~5, · I :; .. :. C/ff 
98, 62 Y· 58 koa·· ,;.:,. , .. · 

Cryll 1 '~.íi'.fii.o:: e 

Cryff 1 N.0:1N:~: . >'I 
Cryll 1 N.0./N.O. I> 

tolworthl/EG28lft 

kl.lllal110toens i s/EG4961 

oal leriae/BTS137J 

N.O. 

N.O. 

kurstaki/BTJ 109P 

klJllamotoens is/PS50C(a) 

klJllamotoens i s/PS50C(b) 

dakota/H0-511 

kunamotoens i s/HD-867 

sotto/PSBOJJ 1 

·aoonensis/Buibui 

·aponenis/N141 

N.0./PS43F 

morrisoni/PS12203 

N.O./PS4001 

N.O./NCIMB40152 

N.O. /PS86A 1 

N.O ./PS8603 

N.0./14·4 

N.0./14·5 

'~.0./14-8 
Crylf 1 N.0./N.O. e. l.:0.·/14cfo --....¡ 

L. dec"1!1f neat a 

L. decemlineata y baja 
toxicidad para 
Diabrotica 
undecirmunctata 

L. deceml ineata 

N.O. 

N.O. 

N.O. 

L. deceml i nea ta/ 
Tetranvchus urticae 

N.O. 

N.O. 

N.O. 

N.O. 

AnotMla cuorea 

A. cuprea 

L texana 

L. deceml ineata 

Alchitobius diaoerinus 

N.O. 

N.0./T. urtfcae 

N.O./ 
Monomoriun Pharaonis 

N.O. 

N.O. 

N.O. 

N.O. 

Rupu et al. (91) 

Oonovan tt.Al · (92a l 

Hofte et_al. C92> 

Oonovan et al. (93) 

Oonovan et al. (92b) 

Lant>ert et al. (92al 

Narva y Fu {94a)/ 
Payne et al. (92c) 

Narva y Fu C94a) 

Nerva y Fu (94a) 

Narva y Fu (94a) 

Narva et al. C94b) 

Sato et al. (94) 

fizuka et al. (94) 

Sick y Gilroy (91) 

Payne (89) 

Hickle et al. C92> 

Cidaria et al. (91) 

Bradfisch ~- (93)/ 
Payne l't._al. C9Zc) 

Brodflsch ~· (93)/ 
Payne et al. (92bJ 

Carozzi et al. (93) 

Carozz i et al. (93) 

Carozzi et al. (93) 

Carozzi ~t_ al. (93) 



Cry IVs 

Cry!VA 

Variantes 
Cry!VA 

Cry!VB 

Variantes 
CrvJVB 

1180/134,370 

1180/134,388 

1\361127,621 

' 1 ~ ·~ !'' .... 

1136/127,706 
·. 1135/128.362 

o J hraelensfs 

D 1 israelensis/HD-522 

D 1 israelensis/402·72 

o 1 israelensis 
i sraelens i s/HD-567 

1 Aedes aegmt f y ""'seas Ward y El lar (87) 
negras 

1 A. aegypti y moscas Sen et al. (88) 
negras 

A. aesypt i y moscas Chungjatupornchai et al. (88) 
negras 

A. aesypt i y moscas Tungpradubkul et al. (88) 
negras Yamamoto et al. (88) 

o 1 israelensis A. aesypti y moscas Thorne fil....!1- (86) 
........ ras 

D 1 israele~HD-567 A. aesYPt i y moscas 1 Donovan fil....!l. (88c) 
negras 

u ,~·~ r)li,á 1 1 1 1 1 
CrY_IVO ,' 643!7Z;íác> ..... 

cry1v .. 1 .·.. 1 N.o.;P13S"lco~ D ) N.D./PS71M3·1 N.D. 

~ 1 U f\ /b~'71M~-., N.O. 

1 
1
j CryiV ? · ··.. j ii:o;/~'78\ri'i.' ,¡ ' 1 . 1 .... ,. -· .... ~ 1 

-~ 

Cry. Vs .' ... , .. ,;«, ·' 

__;..,., ~~ 

:·.:.~.·'.".::·'.' 

CryVB6 

CryVC6 

Cry Vis 

,7¡9/81;204 
>719/81, 160 
. 719/81; 125 

i:ía~í152,210 
"-:: '·"~ ·' ....... , .. 

1 125'7 iJ'42, 1 o7 

803/88,044 

C/L 

L 
N.D. 

L 

N/AT 

N/A7 
1 

NJA7 

1 kurstaki/JHCC4835 1 L. deceml ineata (baja 
toxicidad) y Ostrinia 
~(alta 
toxicidad) 

N.D./BP465 
kurstak i /HD· 1 
kurstaki/DSIR732 

darmstadi ens i s/PS17a Caenorhebditis elegans 
y Haemonchus contortus/ 
T. urticae 

1 darmstadi ens i s/PS17b c. elegans y~ 
contortus/ 
T. urticae 

N.D./PS33F2 C. elesans y !!..:.. 
~/ 
T. urticae 

N.D./PS63B C. elesans y ~ 
contortus 

Sick (91) 

Sick (91) 

Tai lor fil....!l. (92) 

Shin fil....!l. (94by(:) 
Shin et al. (94a) 
Gleave et al. (93) 

Narva fil....!l. (91 )/ 
Payne et al. (92c) . 

Narva fil....!l. (91 )/ 
Payne et al. (92c) 

Narva fil....!l. (91)/ 
Payne !L!!.- (92c) 

1 Narva fil....!1- (91) 



CryVIA 

CryVIS 

:110 .··. : . 
clesincadáS 

475/54,015 M/A7 

395/44,018 N/A7 

crv? l 11111133:266·:: ::; P >,;/ 
iú':/~ ''rrh 70 y'35: :.,;· .. ii'-' \ 

l 
.... , .. '"". ·1 ··· .. 
c.koB·:;:: .. ::- -.'<!;'/ t·:.,_·~i·':_ .:: ··:_ , 

N.O./PS52A1 

N.O ./PS6901 

N.D./PSBIF 

M.O./PS140E2 

N.0./PS211B2 

C. elesans y !!.:. 
contortus/ 
T. urt;cae 

C. elesans y !!.:. 
contortus/ 
~e 

Giardia lan*>l ia 

M. d?areonis 

M. pharaonis 

Hervo et al. (91 )/ 
Payne et al. (92c) 

Norva et al. (91 )/ 
Payne et al. (92e) 

ThClll>!!cn v Gaertner (91) 

Payne tl...!!!.· C92b) 

Payne il.A!_. (92bl 

1r-:--:---:--~-,-r:-::::-:-7::"'.-::-::--:---:--+--:--,-~~t-~~~~~~-+-~~~~~~--<l--~~~~~~~~~~~~1 

cr~ ? , 1 -~229Ji39.5~i 
1 ci-; 7; Cl:11á1/133.ss~ · 

"11 crv 1 " "'' I T178/í33;14s 
1 ~r-~·?./ ·.:,, :• .. 1.·11~1/1i9';632. 

cry 1·· >e\ :1i6i/i~'1':'8s1 
crv 1 l 11~6if:sri:8i3 
Cry? 

Cry 7 

Cyts 

Cyt A 

Cyt B 

. ' 1 1172/132,832 

·1174/133,202 

249127,310 
249/27,284 

259/29,202 

N.0./EG5847 

N.O. N.0./EG5847 

N.O. alesti 

N.O. kurstaki/PS85A1 

N.O. N.O. 

N.O. N.0./ST500349A 

N.O • N.D./ST500349A 

N.O. N.0./9T502069AA 

N.O. N.O ./8T500349A 

Citolftica 1 israelensis 
marrisoni/PG·14 

Citol ltica 1 kvushuensis 

N.O. 

N.O. 

M.O. 

N.O. 

N.O. 

N.O. 

N.O. 

N.O. 

N.O. 

Citol ltico 

Citol ftica 

Oonovan (94) 

Ooncvan (94) 

Lee y Arcnson <91) 

Feitelson (91) 

Lan*>ert (94) 

Lari>ert (93) 

L8"*'ert (93) 

Lan*>ert (93) 

Lan*>ert (93) 

llard y Ellar (84); waalwijk !L!!l· CB5) 
Earp y El lar (87); Galjart et al. (871 

IConi y Ellar (93) 

Notasi Esta tabla fue elaborada con base en las secuencias de nucleótidcs incluidas en Gen8ank 85 (Genellcrks 2.4, release 14.0, october 1994). 
A'= ácaros; AF = áfidos; C = coleópteros; D = dlpteros; H = himenópteros; L = lepidópteros; N = nemátodos; P = protozoarias. 
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N.O. • no diffponible. 

1 peso molecular predicho por Genellorks 2.4. 

2 organismo particularmente susceptible a dicha toxina. 

3 peso molecular de la toxina CrylA(c). 

4 Arrbos grupos propusieran el nont>re CryX para estas protefnas. 

5 Anobos grupoa propuai eron el nctrbre Cryll IC p11r1 eat11 prot•fn11. 

6 Anbos grupos propusieron el nocrbre CryV para estas protefnas. 

7 Se ha reportado que estas toxinas con activas contra las formas larvaria y adulta de los nt!t'Mtodos CEdwards ~, 90). 

Brown y llhiteley (1992) reportaron t.na proteína con actividad tóxica para lepidópteros (Manduca sexta) aislada a partir de t.na cepa de 
B. thuringiensis subsp. ~de 340 residuos y 37.505 Da; dicha protefna no puede considerarse de la familia Cry ya que la secuencia 
de nucleótidos respectiva no contiene ningt.no de los 5 bloques conservados caracterfsticos de dicha familia de proteínas. 

Recientemente se describen en el 11abstract 11 de una patente nuevas cepas y protefnas Cry con actividad acaricida para Dermatochagocfes 
pteronyssinus (ácaros del polvo); la denominación de dichas cepas es: 054581, PS42J, PS94R3, PS17, PS62B1 y PS74G1 ª Biotechnology ebstrects 
13(25): 68-69. 



cristales de forma cuboidal. La activación de estas proteínas da como resultado 
fragmentos de SO a 60 kDa. La toxina CryllA tiene actividad dual para 
lepidópteros y dípteros (Donovan et al, 88a). CryllB y CryllC son activas 
sólamente para los lepidópteros (Widner y Whiteley, 89; Wu et al, 91 ). 

4.3 Toxinas Crylll. 

Ocho diferentes holotipos integran esta clase de proteínas (autores 
reportados en la Tabla 7). Pueden diferenciarse dos tipos de protoxinas, un 
primer tipo de peso molecular de entre 70 y 75 kDa que forma cristales de tipo 
romboidal y otro de 1 30 kDa que se acumula en cristales bipiramidales 
(CrylllC) y esféricos (CrylllE). Se considera que las protoxinas de menor peso 
molecular son productos truncados de las más grandes. Las formas activas 
pesan alrededor de 66 kDa. Puede generalizarse que todas estas proteínas son 
activas exclusivamente para los coleópteros, a excepción de la toxina CrylllE 
que además es tóxica para los ácaros (Payne et al, 92c). 

4.4 Toxinas CrylV. 

Son cuatro las proteínas CrylV, todas presentan actividad contra los 
dípteros, pero difieren considerablemente en su peso molecular. CrylVA y 
CrylVB se producen como protoxinas de 135 (Ward y Ellar, 87) y 128 kDa 
{Chungjatupornchai et al, 88) respectivamente; los fragmentos tóxicos 
correspondientes son de 50 a 70 kDa. CrylVC y CrylVD se producen como 
protoxinas de 78 y 72 kDa y sus fragmentos tóxicos son de 58 y 30 kDa 
respectivamente (Thorne et al, 86; Donovan et al, 88c). Esta clase de proteínas 
sé ha encontrado comúnmente en el serotipo ísraelensís. 

4. 5 Toxinas CryV. 

En 1992 Tailor y colaboradores propusieron el nombre CryV para un tipo 
de protoxina de 81 kDa con actividad dual para lepidópteros y coleópteros. 
Recientemente otros autores han reportado genes con una secuencia altamente 
homóloga al gen cryV de Tailor. Los productos de estos genes son protoxinas 
de 81 kDa con actividad exclusiva para los lepidópteros (Gleave et al , 93; Shin 
et al , 94 a, b y e). 

Otros autores (ver Tabla 7) también han sugerido la denominación cryV 
para otra clase de genes. El nombre propuesto para los productos 
correspondientes es: CryVA(a}, CryVA(b), CryVB y CryVC. Las protoxinas pesan 
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1 52, 141.8, 142.1 y 88 kDa respectivamente. Las tres primeras tienen actividad 
dual contra nemátodos y ácaros, la última sólo para los nemátodos. 

4.6 Toxinas CryVI. 

Dos proteínas integran esta clase {CryVIA de 54 kDa y CryVIB de 44 kDa), 
ambas son activas contra nemátodos {Edwards et al, 90) y ácaros (Payne et al, 
92c). Una característica de estas proteínas es que se acumulan en cristales 
elongados que permanecen unidos a la espora después de la citólisis del bacilo. 

Se ha reportado que las proteínas activas contra los nemátodos (CryV y 
CryVI) son tóxicas tanto para las formas larvarias como para las formas 
adultas de estos organismos (Edwards et al, 90). 

4. 7 La necesidad de un nuevo esquema de clasificación. 

Como puede verse en la Tabla 7, son varios los casos en los que se 
presentan ambigüedades en la denominación de las toxinas, ya que varios 
grupos de investigación han propuesto el mismo nombre para diferentes genes 
(p. ej. cryl/IC, cryV). Este problema se agudiza cuando se considera que aún no 
se ha dado nombre a más de treinta genes que se han clonado, secuenciado y 
determinado el espectro insecticida de las proteínas para las que codifican: 
diez productos tóxicos para lepidópteros, dieciséis para coleópteros, dos para 
dípteros, un producto activo para protozoarios y dos para himenópteros. 

Lo anterior pone de manifiesto la necesidad de diseñar un nuevo sistema 
de clasificación para los genes cry, mismo que pudiera estar basado en el grado 
de similitud de su secuencia nucleotídica, como se ha sugerido recientemente 
(The Pacific Rim Conference on Biotechnology of Bacillus thuringiensis and lts 
lmpact to the Environment, Academia Sínica, Taipei, Taiwan, R.O.C.). 

l 

5 Estructura de las 6-endotoxinas. 

Por estudios de proteólisis in vitro y análisis de deleción (Schnepf et al, 
85t; Hofte et al, 86) se ha demostrado que el fragmento mínimo de codificación 
de la toxina está localizado en el extremo N-terminal de las proteínas. La 
porción e-terminal no se requiere para la actividad tóxica (Wabiko et al, 85; 
Chestukhina et al, 90). 
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El alineamiento y comparación de la estructura primaria de las proteínas 
Cryl, Cryll, Crylll y CrylV, reveló la existencia de cinco bloques de aminoácidos 
altamente conservados. Estos bloques están separados por regiones 
hipervariables de diferentes longitudes (Hofte y Whiteley, 89) (Figura 3). La 
alta conservación de estos cinco bloques sugiere que son importantes para la 
función biológica de las proteínas Cry. 

En 1991 Li y colaboradores publicaron los resultados de los estudios de 
difracción de rayos X de una de las ó-endotoxinas en su forma activa: la toxina 
CrylllA de Bt var.tenebrionis. Dichos estudios revelaron que esta proteína está 
compuesta por tres dominios estructurales, como puede verse en la Figura 4. El 
dominio 1 (residuos 1 al 290) está formado por un haz de siete a-hélices 
antipáticas; seis de ellas están dispuestas alrededor de una central, la a­

hélice S. El dominio 11 (residuos 291 al 500) está formado por tres láminas ¡J­
antiparalelas que terminan en asas (loops) en el vértice de la molécula. A este 
tipo de topología se le ha denominado prisma fl (Murzin, 94 ). La región que 
forma estas asas es la menos conservada en las proteínas Cry (región 
hipervariable). El dominio 111 (residuos 501 al extremo e-terminal) tiene una 
estructura 13- sandwich con una topología de doble hélice 13 ( Murzin, 94). 

Cabe señalar que los cinco bloques antes citados constituyen la parte 
central de la molécula (denominada "corazón" de la toxina) por lo que se 
propone que todas las proteínas Cry poseen una conformación general similar y 
por lo tanto un mecanismo de acción semejante (Li et al, 91 ). 

La evidencia que apoya esta afirmación fue obtenida por Grochulski y 
colaboradores (94), quienes determinaron la estructura tridimensional de la 
porción tóxica de la proteína CrylA(a) (residuos 34 al 608) de Bt var. kurstaki 
cepa HD-1 . Estos autores encontraron que el plegamiento de la proteína es 
muy similar al de CrylllA: un primer dominio integrado por siete a-hélices 
antipáticas (residuos 34 al 250), un dominio central conformado por tres 
láminas 13 (residuos 258 al 457) y un tercer dominio con estructura tipo ¡l­
sandwich (residuos 463 al 600). Una característica diferente de las asas que 
conforman el vértice de CrylA(a) (dominio 11) respecto de la primer estructura 
reportada es que son más largas. 

La posible función en la que cada uno de estos dominios está involucrada, 
así como el papel de cada uno de los bloques conservados, se revisa en la 
sección de relación estructura-función (ver sección 8). 
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Figura 3.- Esquematización de las diferentes clases de genes donde se muestra la localización y 
extensión aproximada de las cinco regiones altamente conservadas (bloques 1, 2, 3, 4 y 5}. 

Tomada de: Aronson, A.I. (1993). The two laces ol Bacil/us thuringiensls: insecticida! prolelns and post-exponentlal 
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Figura 4.- Representación en forma de listones de la estructura tridimensional 
de la toxina CrylllA de Bacillus thuringiensis var. tenebrionis. El dominio 1 (mostrado 

en amarillo) está constituido por siete a-hélices antipáticas, seis de ellas están 
arregladas alrededor de una central, la a-hélice 5. El dominio 11 (mostrado en verde) 

está formado por tres láminas 13 que terminan en asas (loops) en el vérticede la molécula. 
A esta topología se le conoce como prisma 13. El dominio 111 (mostrado 

en morado) tiene una estructura j3-sandwich con una topología típica de doble hélice 13. 

To"1aca de: LI, J .. Carral. J. and D.J. Ellar (1991 ). Crystal structure of insecticidal ~-endotoxins from Bacillus 
thuringiensisat 2.5 A resolution. Nature 353: 815-821. 
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6 El intestino de los insectos. 

El tejido blanco de las proteínas Cry es el epitelio del intestino medio de 
los insectos susceptibles. A continuación se presenta un panorama general de 
la singular fisiología de este tejido, con la finalidad de entender mejor el 
mecanismo de acción de estas proteínas. 

6. 1 El orden Lepidoptera. 

El estadio larvario es el período de vida de mayor voracidad de los 
insectos; el lugar donde se lleva a cabo la mayor parte del proceso digestivo y 
de absorción de nutrientes es la región media del intestino. Esta región se 
caracteriza por tener una muy alta alcalinidad (pH 9 a 12) y concentración de 
iones de potasio (K+l en el lumen versus la hemolinfa. 

El intestino medio larvario es un epitelio tubular simple constituido por 
dos tipos principales de células (Figura 5): las células columnares que poseen 
una microvellosidad apical, y las células caliciformes, que se caracterizan por 
una cavidad grande unida en la región apical por una válvula que se cierra en 
forma de cremallera. Estos dos tipos de células están unidas y acopladas 
química y eléctricamente mediante uniones estrechas y desmosomas. La 
absorción de nutrientes y la regulación del transporte de K + son las funciones 
que se han atribuido a cada tipo celular, respectivamente (Dow, 86). Una 
membrana denominada peritrófica, compuesta de quitina y glicoproteínas, 
bordea el intestino, separando su contenido del epitelio (Crawford y Harvey, 
88). 

La fisiología del intestino medio larvario está determinada de forma 
importante por el transporte electrogénico de K + de la hemolinfa al lumen. La 
diferencia de potencial transepitelial característica de este tejido es de más 
de 150 mV (positivo en el lumen). Se ha propuesto que esta gran diferencia de 
potencial se debe principalmente a la actividad de una ATPasa tipo V localizada 
en la membrana apical de las células caliciformes (Harvey. 92). Esta ATPasa y 
un intercambiador H+/K+, en conjunto se denominan "bomba de K+". Esta bomba 
mantiene un ciclo fútil de H+ que proporciona la energía necesaria para que el 
K+ pase del interior de las células caliciformes a la cavidad de las mismas y de 
allí a través de la válvula apical al lumen intestinal. Se sabe que existe 
transporte activo y pasivo de K+ de la membrana basal al interior de ambos 
tipos celulares (Knowles, 94 ). 
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6.2 Orden Díptera. 

Al igual que tos lepidópteros, este tipo de organismos se caracterizan por 
tener un pH intestinal muy alcalino, en el que predominan las serino proteasas. 
El epitelio intestinal de los dípteros es un tejido cuboidal que no posee células 
caliciformes. Al contrario de los lepidópteros, los dípteros tienen una relación 
K+/Na+ muy baja en la hemolinfa (Dow, 86). 

6. 3 Orden Coleoptera. 

El epitelio intestinal de los coleópteros también carece de células 
caliciformes (Dow, 86). Se han reportado especies susceptibles de dos 
subórdenes: los crisomélidos o escarabajos que se alimentan de hojas y los 
escarabeidos que se alimentan de raíces. Estos grupos poseen una fisiología 
muy diferente. Los crisomélidos tienen un pH intestinal de neutro a ácido en 
donde predominan las cisteíno y aspártico proteasas (Koller et al, 92). Los 
escarabeidos, al igual que los lepidópteros, tienen un pH intestinal alcalino, 
donde predominan las serino proteasas. Ambos subórdenes son similares en 
cuanto a la alta relación K+/Na+ de la hemolinfa (Knowles, 94). 

7 Mecanismo de acción de las b-endotoxinas. 

Los síntomas que se observan en las larvas de insectos cuando ingieren 
las proteínas Cry son: cese de la ingesta, parálisis del intestino y tracto 
alimenticio, vómito, diarrea, parálisis total y finalmente la muerte (Aronson et 
al, 86; Van Rie, 92). Estos efectos empiezan a observarse desde un minuto 
después de la administración de las b-endotoxinas (Gupta et al, 85). Los 
estudios histopatológicos han mostrado que las células columnares son las 
estructuras afectadas inicialmente y en particular la microvellosidad apical de 
las mismas, la cual se destruye totalmente (Ebersold et al, 78; Mathavan et al, 
89). Los efectos en las células caliciformes son más lentos, pero en este caso 
también se ha observado citólisis (Gupta et al, 85; Bravo et al, 92a). 

El hecho de que los rápidos efectos de la acción de las proteínas Cry 
estén confinados a cambios estructurales del epitelio del intestino medio y la 
aparente ausencia de un período de latencia, sugieren que las b-endotoxinas no 
necesitan internalizarse. La evidencia experimental que apoya este 
planteamiento proviene de estudios inmunocitoquímicos in vivo sobre la 
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localización de estas proteínas en el intestino de larvas de lepidópteros y 
coleópteros intoxicadas, en las que se demostró que las toxinas se unen a la 
microvellosidad apical de las células epiteliales del intestino medio y nunca se 
internalizan durante todo el síndrome patológico (Bravo et al, 92a). 

En la Figura 6 se representan de forma esquemática las diferentes etapas 
de que consta el mecanismo de acción de las proteínas Cry: 1 ) ingestión del 
cristal proteico por el organismo plaga y solubilización de mismo; 2) 
procesamiento de las protoxinas liberadas por acción de las proteasas 
presentes en el intestino; 3) unión de las formas activas a los receptores 
presentes en la microvellosidad apical de las células columna res; 4) inserción 
en la membrana y 5) formación de poros, lo cual conduce a la citólisis (6). 

7. 1 Solubilización. 

Los cristales producidos por las diversas cepas de Bt son insolubles, 
excepto a pH alcalino (Gringorten et al, 92). Tal como se describió en la sección 
6, el intestino medio de la mayor parte de los insectos susceptibles se 
caracteriza por su alto pH y condiciones reductoras, requerimientos 
indispensables para la pronta disolución de las ó-endotoxinas. 

La estructura de la toxina CrylllA reportada por Li y colaboradores (91) 
reveló que existen por lo menos cuatro puentes salinos intercatenarios que 
estabilizan dicha estructura. Esto podría explicar las propiedades de 
solubilidad de la toxina, la cual se disuelve tanto a pH ácido (3.9 a 4.2) como a 
pH alcalino (9.5 a 11.3) (Koller et al, 92). 

Se ha observado que la solubilidad de los cristales depende de su 
composición específica de protoxinas, y que éste es un factor que puede ser 
importante para la actividad tóxica de las ó-endotoxinas (Aronson et al, 91 ). 

7 .2 Procesamiento. 

La mayoría de las ó-endotoxinas se producen como productos inmaduros 
(protoxinas) que para ser activos deben ser procesados por las proteasas del 
intestino de los insectos. Puede generalizarse que el procesamiento típico de 
las toxinas Cryl se da por el corte de los primeros veintiocho residuos del 
extremo N-terminal y de los últimos quinientos del extremo e-terminal. 
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El alineamiento de las secuencias de aminoácidos de las proteínas Cry 
(Hofte y Whiteley, 89) reveló que las proteínas de 70 kDa (Cryll, Crylll y 
CrylVD) pueden considerarse como formas truncadas de las proteínas de 1 30 a 
140 kDa. 

Se han descrito sitios posibles de procesamiento que mapean en las asas 
entre las hélices a-3 y a-4 (CrylllA y CryllA) y entre a-5 y a-6 (CrylVA y B). 
Las proteínas procesadas in vitro en estos sitios retienen su actividad in vivo; 
posiblemente ésto se deba a que el fragmento N-terminal permanece 
estrechamente asociado al resto de la toxina después del corte (Knowles, 94 ). 
Se desconoce si in vivo se presenta el mismo fenómeno, pero este hecho puede 
estar relacionado con la inserción de la proteína en la membrana. 

El procesamiento de las proteínas Cry es un factor que puede contribuir 
en la determinación de su especificidad. Un ejemplo ilustrativo de ésto es el 
reportado por Haider y Ellar (87) en el caso de CrylA(b) proveniente de Bt var. 
aizawai cepa IC1, la cual es tóxica para los lepidópteros (Pieris brassicae) 
cuando se procesa con tripsina, y activa para los dípteros (Aedes aegyptl) 
cuando se trata con jugo gástrico de éstos. 

7. 3 Unión al receptor. 

Siguiendo diferentes metodologías se ha confirmado que las proteínas 
Cry, después de penetrar la membrana peritrófica, se unen a sitios específicos 
(receptores) localizados en las microvellosidades de las células columnares 
del intestino medio de los lepidópteros (Hofmann y Lüthy, 86; Hofmann et al, 
88a). coleópteros (Bravo et al, 92a) y dípteros (Ravoahangimalala et al, 93) que 
se han usado como modelo. 

La unión al receptor es la etapa determinante de la alta especificidad de 
las ó-endotoxinas (Van Rie, 1992); por ésto, diversos grupos de investigación 
han dedicado mucho esfuerzo a entender este proceso. A continuación se 
describen algunos de los resultados más relevantes que se han obtenido al 
estudiar la cinética de unión in vitro de estas proteínas a vesículas de 
membrana de la microvellosidad apical (VMMA) preparadas a partir de intestino 
medio de diversas especies de insectos (Tabla 8). 
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TABLA 8.- ES1'1JDIOS DE UNION DE IZSl-TOXINAS EN VMMA DE DIFERENTES ESPECIES DE INSECTOS 

TOXINA INSECTO e K (nM) B (pmol/mg) REFERENCIA 

CrylA(b) Manduca sexla 6.8 ng/cm2 0.43 4.3 Hofmann el al. (88
8

) 

CrylA(h) Pieris lmwdcae 0.9 µg/ml 3.20 13.6 
CrylB Pieris brassicae 2.8 µg/ml 4.70 18.8 

Manduca sexta 20 ng/cm2 1.10 9.9 1 Van Rie et al. (89)
8 

20 ng/cm2 0.20 7.9 
9 ng/cm2 0.20 6.3 

.. 1•irescens . 1 157 ng/cm2 o.so 
7 ng/cm2 0.40 
2 ng/cm2 0.40 

Sexla N~D. 7.7 Hendrickx et al. (89) 

\ .re.xta 20 ng/cm2 · -. 19.9 Van Rie et al. (90) 
111 ng/cm2 8.95_y 9.44 
73 ng/cm2 :'' 2.97 y 283 

. /iuoralis 1 > l ,350ng/cm2 .. :,_:N.U. 
93 ng/cm2 " .. , .. 

- 2,04 y 38.9 
88 ng/cm2 . 4.73 y 230 

·virescens 1 157 ng/cm2 1.16 
>2,700ng/cm2 22.4 
> 2, 700ng/cm2 N.U. 

CrylA(b) Lyma;urfr1 dispar 1.08 ng/cm2 19.80 2.70 1 Wolfersberger (90a)b 
Cry!A(c) 425 ng/cm2 2.03 •3.69 

Cry!A(c) Manduca •sexta 4.51 ng/cm2 1.58 ... 20.2 1 Garczynski et al. (9l)c 
Heliothis vire.rcen.< 2.26 ng/cm2 2.09 '38.0 
He/ico1Y!rpt1 zea 464 ng/cm2 5.66 44.4 
Spodoptera Jrugiperda >2,000ng/cm2 0.68 4.S 

w 
N 



w 
(JJ 

CrylA(b) 
CrylA(c) 

CrylA(h) 
CrylA(c) 

CrylA(a) 
CrylA(c) 

CrylA(a) 
CrylA(b) 

CrylA(h): 

Cry!A{b) . 
CrylA(c) 
CrylB 

CrylA(b) 
CrylA(c) 

CrylllA 

CrylC 

Notas: 
N.O. 
N.U. 
CLso 

Kd 

:max 
b 

c 

d 
e 

Heliorhis virescens 
sensible 

Heliothis virescens 
resistente 

Bombyx mori 

Bombyx mori 

Ma1uluccz sexta 

· Osrri11ia 11ubilalis 

Trichop/usia ni 

Te11ebrio molitor 

Spodoprera /illora/is 
Bomb_1~r mori 

No determinado. 
No hay unión. 

0.21 µg/ml 
O.ll µg/ml 

15.0 µgfml 
1.S µgfml 

0.002 µg/larva 
0.421 µgflarva 

1.9 µgfg 
27.8 µgfg 

7.5 ngfcm2 

50.0 ngfcm2 

531.2 ngfcm2 

105.8 ngfcm2 

480 ng/cm2 

320 ngfcm2 

21 µgfcm2 

73 ngfcm2 

10 ngfcm2 

S.92 0.37 Maclntosb et al. (91) 
1.29 0.37 

9.48 2.14 
4.93. •·. 1.40 

3.50 1.95 Lee er al. (92) 
50.35• ¡:·/ ·.: .. 2.85 

0.89 7.68 lbara er al. (93)d 
L46 ·• 5.22 

.. 

1.075· 3.162 Vadlamudi et al. (93) 

o.66 ···· '•··' 4.75 Denolf er al. (93)e 
7.38 3.30 
N.U .... , N.U. 

3.6 0.64 Estada y Ferre· (94) 
4.7 0.79 

11.5 304.0 Belfiore er al. (94) 

10.5 9.0 Sanchis et al. (94)f 
10.3 8.0 

Concentración necesaria para caus~ la nuerte al SOX de la población. Generalmente se reporta como dosis de toxina aplicada sobre 
superficie o peso de dieta Cng/cm 6 pg/g). En otros casos se reporta como concentración de toxina de la solución en la que se 
11bañan11 discos de hoja de la planta hospedera del insecto correspondiente (pg/ml). Tarrt>i~n en alg""os casos se alimenta a las 
larvas directamente para lo que se reporta la dosis de toxina aplicada a cada individuo (~g/larva). 
Constante de afinidad. 
Concentración de sitios de unión (receptores) por mg de protefna de vesfculas. 
Usando la toxina CrylACbl en VllllA de ~ se demostró que la UNION ES IRREVERSIBLE. 
Este es el primer estudio en el que se demostró que NO EXISTE CORRELACION DIRECTA ENTRE AFINIDAD DE UNION/NUMERO DE RECEPTORES 
Y TOXICIDAD IN VIVO. En este caso incluso dicha relación es inversa. 
En este estudio se mostró que CrylACc) la cual tiene i.na iruy baja actividad para s. frugiperda se une saturablemente y con al ta 
afinidad a las veslculas de dicho insecto. Este hecho sustenta la idea de que LA UNIDN ES NECESARIA, PERO INSUFICIENTE PARA LA 
TOXICIDAD IN VIVO. 
Primer estüiiíCi'eñ el que se ruestra que la UNION de CrylA(b) al tejido de !,_mQd es REVERSIBLE. 
En este estudio se demostró que los análisis de COl!petencia usando toxinas marcadas con yodo en VllllA y aquellos en los que se 
eq:>lean toxinas marcadas con biotina en cortes de tejido arrojan resultados cualitativamente coq:>arables. 
Se demostró que la UNION de CrylC al tejido de !,_mQd es REVERSIBLE. 



7. 3. 1 Estudios cinéticos y de competencia. 

Se ha demostrado en forma contundente la unión específica y saturable de 
toxinas marcadas con 1 zs1 en las VMMA de larvas de lepidópteros y coleópteros. 
De los resultados obtenidos en los estudios de competencia homóloga con 
proteínas Cryl, puede generalizarse que la constante de afinidad (Kd) del 
complejo toxina-receptor es del orden de 0.2 a 20.0 nM y que la concentración 
de sitios de unión (Bmax) va de 2 a 62 pmoles/mg de proteína de vesículas (ver 
Tabla 8). Sólo se ha reportado un estudio de este tipo con VMMA de coleópteros 
usando la toxina CrylllA; para este caso se determinó que la Kd es de 17.5 nM y 
la Bmax de 304 pmoles/mg de proteína de vesículas. 

Los estudios de competencia heteróloga han revelado que la unión al 
receptor no es un proceso simple, ya que una misma toxina puede tener más de 
un sitio de unión en el mismo insecto o bien varias toxinas pueden competir por 
el mismo sitio de unión. Un ejemplo que ilustra esta complejidad es el del 
lepidóptero Heliothis virescens en el que la proteína CrylA(c) se une a varios 
receptores, diferentes de aquél por el que compiten CrylA(a) y CrylA(b) 
(Van Ríe et al, 89; Maclntosh et al, 91 ), dos proteínas muy relacionadas a ésta 
(la similitud de la secuencia de aminoácidos entre estas tres toxinas es mayor 
del 80%). 

Van Rie y colaboradores ( 89) fueron los primeros en analizar la cinética 
del desplazamiento de una toxina marcada por su homólogo "frío"; en dicho 
estudio se encontró que esta cinética es bifásica, donde el componente 
mayoritario es irreversible. Varios autores confirmaron la irreversibilidad de 
la unión de las toxinas a sus receptores (Garczynski et al, 91; Lee et al, 92; 
Belfiore et al, 94). Dos estudios recientes presentan excepciones a ésto. lhara y 
colaboradores {93) trabajando con VMMA de Bombyx mori y las proteínas 
CrylA(a) y CrylA(b) encontraron que esta última es quince veces menos tóxica y 
que esta menor actividad no se debe a diferencias en Kd ni en Bmax. sino a que el 
componente mayoritario de la cinética de desplazamiento es reversible. En 
fecha reciente se demostró que la unión de CrylC a VMMA de este mismo 
insecto también es reversible (Sanchis et al, 94 ). La reversibilidad de la unión 
de la toxina a su receptor es entonces un factor importante para la actividad de 
estas proteínas in vivo. 

Son varios los casos en los que se ha encontrado correlación entre la 
afinidad/concentración de sitios de unión y toxicidad in vivo (ver Tabla 8), pero 
ésto no puede generalizarse. En la literatura se encuentran varias excepciones 
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a este respecto. CrylC es una proteína prácticamente inactiva para Heliothis 
virescens y sin embargo se une específicamente a las VMMA de este insecto 
(Van Rie et al, 90). Otro ejemplo similar es el de la toxina CrylA(c) en las 
VMMA de Spodoptera frugiperda (Garczynski et al, 91 ). Wolfersberger (90a) 
reportó que en el caso de las toxinas CrylA(b) y CrylA(c) la correlación entre 
Kcv'Bmax y toxicidad in vivo para Lymantria dispar es incluso inversa. 

Esta evidencia experimental sustenta la idea de que la unión es un evento 
indispensable para la toxicidad, pero no el único. Los insectos en los que no se 
ha encontrado correlación entre actividad tóxica y unión, son candidatos para 
usarse como modelo en estudios sobre los pasos siguientes a la unión, es decir, 
la inserción en la membrana y la alteración de la permeabilidad de la misma. 

7.3.2 Naturaleza bioquímica del receptor. 

Desde 1987 se han hecho importantes esfuerzos dirigidos a 
identificación, purificación y caracterización de la(s) molécula(s) que sirve(n) 
de receptor(es) a las ó-endotoxinas en la microvellosidad apical de las células 
columnares del intestino medio (Tabla 9). La metodología más empleada ha sido 
incubar fas VMMA de algún insecto con la toxina específica para el mismo y 
analizar este complejo en electroforesis en gel de poliacrilamida en 
condiciones desnaturalizantes; posteriormente las proteínas son transferidas a 
un filtro de nitrocelulosa, donde la unión específica de la ó-endotoxina a 
atgúna(s) de las bandas, se revela primeramente con un anticuerpo antitoxina y 
después con un segundo anticuerpo dirigido contra el primero. Es discutible que 
la toxina y su receptor conserven su estructura nativa y puedan interactuar 
específicamente en estas condiciones, pero al parecer así ocurre. 

Usando este tipo de experimentos se ha encontrado que para la mayoría de 
las toxinas Cryl estudiadas, las moléculas a las que se unen con alta afinidad 
son glicoproteínas (Knowles y Ellar, 84; Haider y Ellar, 87; Oddou et al, 91; 
Garczynski et al, 91; lndrasith y Hori, 92; Oddou et al, 93). 

Fue hasta el año pasado cuando después de solubilizar las VMMA obtenidas 
del lepidóptero Manduca sexta y hacer pasar el solubilizado por una columna de 
afinidad a la que previamente se unió la protoxina CrylA(c), que se purificó y 
secuenció una glicoproteína de 120 kDa que aparentemente es la molécula que 
sirve de receptor a la proteína mencionada. Esta glicoproteína es altamente 
homóloga a las secuencias previamente reportadas ae aminopeptidasa N (EC 
3.4. 1 1 .2) de otras fuentes (Knight et al, 94a). Un análisis más exhaustivo de 
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TABLA 9.- RECEPTORES PUTATIVOS PARA LAS PROTEINAS Cry DE Bacilhr; thuringie1L5is 

PROTEINA 

CrylA(b) 

CrylA(a) 
CrylA(b) 
CrylA(c} 

CrylA(c} 

CrylA(a) 
Cry!A(b} 

CrylA(b} 

Cry!A(a) 
CrylA(b) 
CrylA(c} 
CrylC 

Cry!A(a) 
CrylA(b) 
CrylA(c} 
CrylC 

CrylA(a) 
CrylA(b) 
CrylA(c) 
CrylC 

CrylA(a) 
Cry!A(b) 
CrylA(c) 
CrylC 

CrylA(a) 
CrylA(b) 
CrylA(c) 
CrylC 

CrylC 
CrylA(c) 

CrylA(c) 

CrylA(c) 

CrylA(a) 
CrylA(b) 
CrylA(c) 

CrylA(c) 

CrylllA 

. otas: 

ORGANISMO 

Línea celular CFI de 
ChoristoMura fumiftrana 

He/iorhls virescens 

Manduca sala 
Htliolhis virescens 
Helicowrpa ua 
Spodop1<ra fiuglptrda 

Bomhy:rmorl 
Spodopl<ra //tura 

Manduca sala 

Hdiolhis virescens 

Heliothis ua 

Spodopl<ra linoralis 

Spodopkra uigua 

Manduca sexta 

Manduca sala 

Manduca sexta 

Hdiothis virescens . 

Tenebrio molitor 

RECEPTOR 

Glicoproreína de 68 kDa 

Glicoprotelna 170 kOa, 
Glicoprotefna 170 kD11 

Proteínas 120 y 140 kDa 

Glicoprote 1 na 120 kDa 
Protefnas ISS kDa y·120, 103, 9Q, 81y63 kDa 
Proteínas ISO ltDa;l20, !03, 90 y 63 kDa 
Pro«elna 148 ltDa ; · 

Glicoproteina1 2:20; 1so·y 130 kD~\'; h'V 
Glicoprote 1 na 160 kDa ·;, ·• ·.- · 

Glicoprotelna 170 ldla 
Glicoprotefna 170.kOa . 
Proteínas ISO, 140 y 120 kDa:,,·. 
N.O. 

Proteína 160 kDa 
Protelna 160 kDa 
Protelnas 12S y 115 kDa 
Prole í na 40 Wa > 

; i'r01e'iO.;uo kDa 
.- ProielnaJSO kOa · 
; Proié1"'(125 kDa 
,:Pr0ie-ínA 4o kDI: ,_ 

,' Piói~ lna 4o. kDI• · 
'.Prole í ni 40 kDa · 

; PMt~I~ _ 120 Wi (A.\UNOPEPTIDASA N) 
: l'ióteíria 65 kva (FOSFATASA) 

(P~l~í~ Úo 'l:oac 
;Proleína 210 kDac 
!Proteíni 210 kDa0 

·¡,ic,;'einas 140, 120, 90 y 60 kDa 
(Aétividad de A.\11!'\0PEPTIDASA N•l 

REFERENCIA 

füider y Ellar (87) 

Oddou <1 al. (91) 

Garczynski ti al. (91) 

lndrasith y Hori (92) 

Vadlamudi <tal. (93) 

Oddou <tal. (93) 

Sanchis y Ellar (93) 

Sangadala ti al. (94) 

Knight ti al. (94.J 

Maníni:z-Ramírt:z e/ al. 
(94) 

Co~·les et al. (94) 

B.:lfiore ti al. (94) 

. . no e1enn1na o. , .... »<.·; .·. _,." .. ;-· ·, .... ·, . . . .. .· . 
a CrylA(a) y CrylA(b) ~unen a Ja" mis~ glicop~~eina: los e.xperiment~s de compehm.:i~ sugi.ere.n que~ unen~ sitios diferentes. 
b Cry1C se une también en menOr gÍ'ado 8 otra proleina de 65 k:Oa. . 
e CrylA(a), CrylA(b) y CrylA(é)"' Únen a I~misni.o. proteína:_ . : 
d No se iden1ilic6 cu11 de las proteínas es la qúe ~i,ene actividad de ami~op.eptida~ N._ .. 
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esta molécula mostró que contiene abundantes grupos N- y 0-glicanos. El 
tratamiento con peryodato, que destruye los carbohidratos sin alterar el 
esqueleto de la proteína, elimina la interacción específica de CrylA(c) y su 
presunto receptor (Knight et al, 94 b). Lo anterior demuestra que, por lo menos 
para este caso, la presencia del carbohidrato es importante para la unión entre 
la toxina y su receptor. 

Los resultados anteriores coinciden con los reportados por Sangadala y 
colaboradores (94 ), quienes prepararon anticuerpos monoclonales contra una 
banda de 1 20 kDa proveniente de las VMMA de Manduca sexta a la que se unió 
específicamente la toxina CrylA(c). Dichos anticuerpos se usaron luego para 
purificar por inmunoafinidad el presunto receptor a partir de vesículas 
solubilizadas. En este caso resultó ser una mezcla de dos proteínas, una de 120 
kDa y otra de 65 kDa, lo que constituye el receptor. La secuenciación parcial de 
la proteína de 120 kDa reveló que ésta es altamente homóloga a las 
aminopeptidasas N reportadas previamente en el banco de secuencias de 
proteínas. Por ensayos enzimáticos comprobaron además que la mezcla de 
proteínas de 120/65 kDa tiene actividad de fosfatasa; los autores sugieren que 
la proteína responsable de esta actividad es la de menor peso molecular. Este 
mismo grupo de investigación reportó después (Adang et al, 1 994b) que la 
proteína de 120 kDa está unida a la membrana por medio de un ancla de 
glicosilfosfatidilinositol, en forma similar a como se ha reportado en Bombyx 
morí (Takesue et al, 92). 

Es interesante mencionar que algunos coronavirus que infectan células 
intestinales de cerdos (Delmas et al, 92) y humanos (Yeager et al, 92) también 
usan como receptor a las ectoenzimas dependientes de zinc, aminopeptidasas N. 

7.3.3 Unión y desarrollo de resistencia. 

Hasta hace unos años se pensaba que los insectos no desarrollarían 
resistencia a las o-endotoxinas, debido a que a pesar de que éstas han sido 
usadas comercialmente desde hace más de tres décadas, no se tenían reportes 
de aparición de poblaciones resistentes en et campo. Sin embargo, 
recientemente se ha demostrado la aparición de poblaciones silvestres 
resistentes de Plutella xylostel/a en Hawaii, Florida, Nueva York, Filipinas, 
Tailandia y Malaisia (Whalon y McGaughey, 93; Tabashnik, 94). Asimismo, se han 
aislado poblaciones de laboratorio resistentes a las proteínas Cry de al menos 
diez especies de lepidópteros, dos especies de coleópteros y cuatro especies de 
dípteros. De estas diez especies de lepidópteros, cinco ( Trichoplusia ni, 

37 



Plutella xylostella, Heliothis virescens, Spodoptera exigua y Plodia 
interpunctella) han desarrollado un alto nivel de resistencia. Estos cinco 
lepidópteros representan tres familias del orden Lepidoptera (Noctuidae, 
P/utallidae y Pyralidae), lo que sugiere que la capacidad de desarrollar 
resistencia a Bt está ampliamente diseminada en este orden de insectos. 

La reducción de la unión de las ó-endotoxinas a su receptor se ha 
identificado como el mecanismo primario para el desarrollo de resistencia en 
Plodia interpunctella (Van Rie, 91) y Plutella xylostella (Ferré et al, 91) (ver 
Figura 7). 

En contraste con estos estudios, dos investigaciones independientes en 
Heliothis virescens no encontraron una relación clara entre los cambios en la 
unión de la toxina y la resistencia a CrylA(b) y CrylA(c). Uno de los grupos 
(Maclntosh et al, 91; ver Tabla 8) encontró que las larvas resistentes tuvieron 
una Kd de dos a cuatro veces mayor y una Bmax seis veces mayor comparado con 
las larvas susceptibles. El otro grupo (Gould et al, 92) encontró disminución de 
Kci y Bmax· De estos resultados se concluye que el mecanismo de resistencia en 
este caso es diferente al descrito para los dos insectos antes citados. 

El hecho de que no en todos los casos la resistencia se deba a cambios en 
los parámetros de unión de las proteínas Cry a sus receptores, apoya la idea de 
que puede existir otro tipo de mecanismos de resistencia. Dichos mecanismos 
pudieran ser la disminución de la solubilización del cristal insecticida, la 
alteración de las proteasas responsables de la activación de las protoxinas o 
bien, la reducción de la sensibilidad a los eventos posteriores a la unión, como 
la inserción en la membrana y la formación de poros. 

Recientemente Oppert y colaboradores (94) han encontrado evidencia que 
apoya este planteamiento, ya que demostraron que la aparición de resistencia 
en una cepa de Plodia interpunctel/a se debió a alteración en la activación de 
una protoxina específica para dicho insecto. 
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Figura 7.- Mecanismo de resistencia propuesto para las toxinas Cry en Plodia 
interpunctella. Los insectos pueden adquirir resistencia hacia estas proteínas al 

cambiar las características de unión a los receptores del intestino medio. La unión 
menos eficiente debida a la disminución de la afinidad del receptor de CrylA (b) 

causa resistencia a CrylA(b). La cepa resistente es, sin embargo, más susceptible a 
CrylC comparada con la cepa sensible por el incremento en la concentración de 

sitios de unión para CrylC. Abreviaturas: PiS. P/odia interpunctella, cepa sensible; 
PiR, Plodia interpunctella, cepa resistente. 

Tomada de Van Ale. J. (1991). lnsect control Wilh transgenic plants: resistance proct?. TIBTECH 9: 81-83 
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7. 4 Inserción en la membrana. 

La aparente irreversibilidad de la union de las o-endotoxinas a sus 
receptores observada en los experimentos de desplazamiento antes descritos, 
suele considerarse como una evidencia de que las proteínas Cry se insertan en 
la membrana para luego causar como consecuencia final la citólisis del tejido 
blanco (Van Ríe et al, 89). 

Se ha demostrado que a dosis muy altas {µM), las proteínas Cry son 
capaces de interactuar per se con membranas lipídicas artificiales e 
insertarse en las mismas, haciéndolas permeables a cationes y solutos neutros 
relativamente pequeños (ver Tabla 1 O) (Yunovitz y Yawetz, 88; Haider y Ellar, 
890 ; English et al, 91 a y b). 

En un estudio recién publicado se comprobó que la capacidad de la toxina 
CrylC para interactuar con la membrana y disipar el potencial transmembranal 
aumenta de forma sustantiva al disminuir el pH (pH < 5), y que ésto está 
correlacionado con el aumento en la hidrofobicidad de la superficie de la 
molécula (Butko et al, 94). Estos datos sugieren que en estas condiciones in 
vitro, la proteína sufre un cambio conformacional que la lleva a un estado 
competente para la inserción; es posible que in vivo se logre una transición a 
un estado conformacional similar, por ejemplo, por la unión al receptor o por el 
procesamiento proteolítico del complejo toxina-receptor. 

Es importante señalar que a concentraciones fisiológicamente relevantes 
{nM-pM), las o-endotoxinas no parecen insertarse espontáneamente en las 
membranas biológicas que carecen de los receptores específicos para ellas 
{Knowles, 94). 

7. 5 Formación del poro. 

Angus (1968) fue el primero en proponer que las toxinas de Bt podrían 
actuar alterando la permeabilidad selectiva de la membrana de las células 
blanco. En la actualidad se ha confirmado sin lugar a dudas que esta alteración 
es lo que conduce a la citólisis, alteración de la integridad del intestino y 
finalmente la muerte del insecto (Knowles, 94 ). 

Para entender cómo las o-endotoxinas afectan la permeabilidad de las 
membranas se han usado gran diversidad de enfoques (Tablas 1 O y 11). La 
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TAllLA 10.- ENSAYOS IN VITRO QUE HAN SIDO USADOS l'ARA ESTUDIAR EL. MODO DE ACCION 
DE LAS 6-ENDOTOXINAS DE B11cil!us thuringimiis 

-S ARTIFICIALES 

* l iberacién de 14c-sacarosa 

* Unión • le mcmtlrena 

* ~~~~~~~ ~= ~~-=:=~~:i~"l~~u~:c~l'~ 
* Incremento del influjo y eflujo de 86Rb•-K+ 
* Incremento de la permeabilidad al agua 
* Ningún efecto en la permeabilidad a Cl-

* Alteración de la permeabilidad 
* Inserción a la ment>rana 
* Agregación de monómeros dentro de la menbrana 
* Actividad hemol ftica en eritrocitos hunanos 

* Unión a la ment>rane 
* Coensant>lamiento con •·hélice 5 de Cryll!A 

* ESTUDIOS EN BICAPAS LIPIDICAS PLANAS (TABLA 11) 

CELUlAS EN CULTIVO 

* Unión a receptor (gl icoprotefna) 
* Citotoxicidad 

CryIC activada (10 pM) 

CrylACbl octfvod• (50 ~g> 

CrylACc) activada 
C~g/~g lfpidol 

•·hélice 5 cryll IA 
'(0~01:1 - 0.2:1, proporción molar 
toxina: l !pido) 

•~hél i ~é' 7 '~r~I l IA •.• .. 
(ldem que el' anterior) 

T~xinas activadas cepa HD·la 

Vesfculas de FC:C 

Lfpoa°""'• de 
FC:D if f FC:C:D iF 

Vesículas de FC 

Ves f cu las de FC: FS 

N.D. 

* Efecto· protector N-acetil-galactosamina y ácido .!!:!!l!.! 
eso pg/ml·,células) 

Linea celular CF1 de 
Choristoneura 
-~ 

Yunovi tz y Yawetz <88> 

Holder y Ellar (!9b> 

Engl ish tl...!!.· (91 a> 

Gazit y Shai (93) 

Shai y Gazit (94) 

·~no~les y El Íar. (a.\) 

1 N·aC:etil.:neúraminico . ¡ 

* Inhibi~iÓn de la ATPasa H+ IK~ sensible • ·Toxina 68 kDa de ver. kurstaki Linea celular CHE de Eri~'(j~{'$:~al1tiey <86> 
Van8dató · · ' --- Manduca sexta ' ,. 

' - - -
* liberación de marcadores int~acelulafes _en·.- .· ,. 
función de su peso molecular (tamaño) · '·.<'.:·-.;-·· 
* Protección osmótica del efecto de la toxina por. 
ra f i nosa y sacarosa · 
* Estimación del tamaño del poro (0.5-1.0 nn) 
* Hipóteis citól is is osmótica como mecanismo 
general de acción de las proteínas Cry 

* Citotoxicidad diferencial de acuerdo al tipo de 
procesamiento 
* Unión a proteína de llleflbrana de 68 kDa en CF1 

CrylA(a), CryfA(b) y CrylA(c) 
activadas'< \i·:,..• 

· ·c100 ~g/mt;: 1-2~106 células/mi> 

cry1~cb) ~c~Ív~~ 
cso-1og pg/ml::células 
1-2x10 células/mi) 

Linea celular CF1 

Lineas celulares CF1 
y de Aedes albopictus 

Kn0íi[l;;}íEll~r (87) 

Haidér 'y rn'a~ cs7i 



~ 
N 

* Patch claqi 
* Formación de canales aniónicos (configuración 
"inside-out11

) 

* ~~nto de la concentración intracelular de 
Ca 

*+Allllfnto df la permeabilidad de la """'*'rana a 
H • K y Na 

* Cftatoxfcfdad 

INTESTlllO llEDIO AISl.ADO 

* Inhibición total de la corriente de corto 
circuito (lec) 

* Inhibición parcial de lec (efecto irreversible) 
* Disminución de la resistencia de la membrana 

* Inhibición total de lec 
2 * Protecz¡ón y reversión del efecto por ea + C4 

11#1) y Ca (5 11#1) 

,*.-. ·r.M.J06tOé~l:i·Za~iÓO d~ tO~ina U"lida en larvas 
;al i~tadas ~ .. __ _ _ 

*·:Daño ~-i~to\ógico 

•. ~niÓ~·es~,6-i~},Sª 'in 'v;~r~11 .~; ,cortes .d~ ~ejido·.•· 

.. , .. --, ::~;-:;~ ):~ '::~;,;;·,. ~{,· 

* 1'dem -_q~_,._-~ó~ ··~-~~>ª;~·~-~/~~~~: ), ·.~.~~-~: :: .·: __ -·-~· ,: . '.. '::~: .': 
* Coq>etenc1a homóloga, y heteróloga· en cortes de 
tejido -· -· ·'· ·~•.<":::.::--.. ''"' 

• lnhtbfcfón._t~l-~t~~~~ i'~~_;::c'.~~·~·-,~~-:··.·tl~~,~-~rti> · ... 
* Pérdida de la caí>acidad de. inhibidórí de' lec· 
(rutantes) - · " , · · · 

"""' 
• Inhibición acumulació~ ~e ttistidi;i1K: 
* No aunenta la permeab1l1dad a Na -V H 

* Inhibición de fosfatasa alcalina sensible a 
vanadato 

* Inhibición de ac\JllJlación de alanina/K+ o Na•:. 
* Alllll!nto de permeabilidad a alanina 

CryIC activada 

CrylC activada 

o·Hél le• 5 Crvl l IA 

Protoxinas cepa HP-1 a (60 
pg/larva) 

Toxinas activadas cepa HD-1 8 

Protoxinas CrylA(a), CrylA(b) y 
CrylA(C) 
(5-50 ~) 

crylA(bl activada (5 pg~larva) 
CryIB activada C5 pg/cm ) 
CryJ llA ~c:t.f.vada <_1 .. g/ml) 

CrylACbl' 'activada 
CrylB ·activada 
Cryll IA activada 
<2.5 .' pg/laniini llal 

CrylC, CrylD 

CrylA(a), CryIA(a) R526K y 
CrylACal R532K 
co. 11 pg/ml > 

Toxina var. kurstald e~ 4432 

Toxina activada C60 kDa) cepa EG 
2042 

crylMb) activada (0.1 pg/ml> 

Linea celular SF9 de 1 Schwartz et al. (91) 
Spodoptera frugiperda 

L !nea celular SF9 1 Vachon et al. (94) 

Linea celul1r SF9 1 Shai v Gazit C94> 

M. sexta 

~ 

M. sexta 

M. sexta 
Plutel la xvlostel le 
Lept i no tersa 
deceml ineta 

M. sexta 
;;:-xyro5tel la 
l. deceml i nea ta 

S. frusioerda 

Bont?yx mor f 

Pier-is brassicae 

Hel iothis virescens 

~ 

Griego ttM· (79) 

Harvey y l/ol fersberger (79) 

Crawford y Harvey (88) 

Bravo ~- C928 ) 

Bravo et al. (92bl 

Sánchez'QÚintána (94) 

Chen .!!_&. (93) 

Sacch i ttM· (86) 

Engl i sh y Readcly (89) 

Hendrickx et al. (90) 



+>­w 

• ¡nhibición de ac\Jll>lación de fenilalanlna/IC+ o CrylA(c) activada 
Na 

• A.....,nto en velocidad de encogimiento (medido CrylA(c) activada 
como canbios en la dispersión~• i• iuz) (ng toxina/pg l lpidol 
• Aunento de permeabilidad a Rb ·K 

* Inhibición de ac1.m.Jlación de fenilalanina/K+ CrylACbl y CrylA(c) activadas 
* Correlación dire~ta capacidad de inhibición (8.7 pmol/mg protelna memrana) 
act.mJlación a.a .. /K y toxicidad in vivo 

* Inhibición preferencial de acl.ITIJlación de Cry!A(c) activada 
leucina/k vs aspártico/K+ (1.6 pg/mg protelna vesículas) 
* Interacción directa con el cotransoortador 

* Inf\ibición de actmJlación de leucina/k+ CrylA(c) activada 
(protefna silvestre) CrylA(c) naitantes en la •-hélice 
• Pérdida de la capacidad de inhibición de S e introducción de residuos 
aclll>Jlación de a.a./IC (nutentes) cargados o crol inal 

• Alteración del potencial de meni>rana CrylA(a) act ivllda 
• A.....,nto de la permeabilidad a cationes mono y (10 r-14/20 pg protelna vesículas) 
diva lentes 

• camios del voliinen vesicular (monitoreo de CrylA(c) activada 
canbios en ta dispersión de la luz) (3. 75 pmol/mg prote{na veslculas) 
* Allnento de la permeabilidad a aniones, cationes 
y solutos neutros 

• Inhibición de aclll>Jlación de l isina/K+ e 
histidina/K+ 

CrylA(b), CrylC v i:rylD activadas 

* Interacción directa e inhibición no coq>etitiva Ki 3.84 pg/og protefna ves!culas 
del cotranspartador de histidina 

* Atmento de lo permeabi l ided a 86Rb+ -.:• CrylACc) actfvada 
(0.0Z-10 1"14/2.5 pg prote!nas 
120/65 kOa) 

* ENSAYOS CUANTITATIVOS OE UNION (TABLA 8) 
.. Notas: 

e colesterol. 
di cet il fosfato. DiF 

DifiFC 
FC 

di fitanoi l-fosfatidilcol ina. 
fosfat idi tcot ina. 

FS 
VMMA 

fosfat idi lserina. 
Ves!culas de membrana de la microvetlosidad apical. 

~ l/ol fersberger (90bl 

Vesículas hfbridas English il..!l· (91a> 
FC:VMMA H. virescens 

l:t!!!ntria dise!r llol fersberger (91) 

~ Reuveni y DLIV1 (91) 

~ llu y Aronson C92> 

l.:-!!!2d Uen&Jra @t al .. <92) 

M. 'sexta Carral y Ellar (93) 

b...!!!2ti Giordana il..!l· (93) 

Aminopeptldasa N: Sangadala et al. (94) 
fosfatasa de ~ 
(120/65 kDa) 
reconstituidas en 
ves { cul as de FC 

a 
b 

la cepa HD-1 contiene las prote!nas CrylA(a), CrylA(b), ~rylA¡c>, c711A y tryllB. _ 
Son permeables aniones pequeños (Cl- v SCH-), cationes (K , Na y TEA ), aniones de mayor tamaño (gluconato ) y solutos 
neutros (sacarosa). 



interpretación de los resultados no es simple, ya que por ejemplo, los efectos 
que se han observado en ausencia de sus receptores, no necesariamente 
correlacionan con lo que sucede in vivo. Otro aspecto que complica la 
interpretación de dichas observaciones, es que la naturaleza propia de algunos 
sistemas empleados no permite conocer cuál es el efecto inicial de las 
proteínas Cry en el tejido blanco, por lo que la información que dan está 
relacionada principalmente con fenómenos que pueden considerarse 
consecuencia del efecto primario. 

Los dos sistemas experimentales que más se han empleado para 
caracterizar la naturaleza de la acción de las proteínas Cryl son el monitoreo 
de los cambios: a) en la corriente de corto circuito Occ) de intestinos medios 
aislados y b) de la acumulación de aminoácidos dependiente del gradiente de K + 

en preparaciones de VMMA. 

La lec es una medida indirecta del transporte activo de iones de la 
hemolinfa al lumen (Chen et al, 93); al agregar toxinas del lado lumínal del 
intestino medio de Manduca sexta, diversos autores han observado que después 
de 5 a 60 minutos la lec cae total o parcialmente como respuesta a la formación 
de una vía de permeabilidad adventicia (Griego et al, 79; Harvey y 
Wolfersberger, 79; respectivamente). La evidencia que sustenta que esta vía de 
permeabilidad es selectiva al K+ es la obtenida por Crawford y Harvey (88), 
quienes demostraron que el Ba2+ ( 4 mM), un bloqueador general de canales de 
K+, es capaz de proteger y revertir el efecto de dosis fisológicamente 
relevantes (S a 50 nM) de las protoxinas CrylA(a, b y c) en intestinos aislados 
de este mismo insecto. 

La toma de aminoácidos a través del epitelio del intestino medio larvario 
depende de la existencia de las diferencias de potencial eléctrico 
transmembranal. Esta toma se lleva a cabo por un mecanismo de simporte 
dependiente de voltaje, localizado en la membrana apical de las células 
columna res que permite el transporte de K + y aminoácidos al citoplasma. El K + 
puede reemplazarse por otros cationes monovalentes para el transporte de 
aminoácidos in vitro. Se han identificado seis sistemas independientes de 
transporte de aminoácidos en el epitelio del intestino medio de los 
lepidópteros (Gill et al, 92). 

Usando VMMA de algunos lepidópteros a las que se incuba en un medio que 
contenga alguna sal de K+ impermeable, y exponiendo éstas a la acción de 
concentraciones fisiológicamente relevantes de o-endotoxinas en su forma 
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activa, varios grupos de investigación han obtenido evidencia que indica que 
sólo la proteína Cryl selectiva contra el insecto del que se obtuvieron las 
vesículas, aumenta la permeabilidad a cationes de la membrana. 

Una mezcla de toxinas CrylA's aumentó la permeabilidad al K+ pero no la 
de Na+ y H+ de las VMMA de Pieris brassicae al igual que el ionóforo específico 
de K+, valinomicina (Sacchi et al, 86). Un análisis similar en vesículas de 
Manduca sexta mostró que la toxina CrylA(c} aumenta las permeabilidades de K+ 
y Na~ (Wolfersberger,90b). Hendrickx y colaboradores (90), trabajando con este 
mismo insecto, encontraron evidencia que concuerda con ésta última, al 
mostrar que CrylA(b} también aumenta las permeabilidades al K+ y Na+, pero 
además parece también hacer lo mismo para el aminoácido alanina. 

Estos dos últimos trabajos coinciden en que el Ba2+ no tiene ningún 
efecto sobre la inhibición de la toma de aminoácidos inducida por las toxinas 
CrylA(c) y CrylA(b). Se ha sugerido que las diferencias entre estos resultados y 
los obtenidos en intestinos medios aislados, se deben a que la protección y 
reversión de la acción de las o-endotoxinas por el Ba2+ es un efecto sobre las 
uniones estrechas entre las células columnares y caliciformes y no un efecto 
directo sobre la vía de permeabilidad formada por las ó-endotoxinas (Hendrickx 
et al, 90). 

Trabajando con VMMA de Lymantria dispar que es el insecto en el que se 
ha reportado una relación inversa entre afinidad de unión/número de sitios de 
unión y toxicidad in vivo, Wolfersberger (91) demostró que existe una relación 
directa entre la capacidad de inhibición de la acumulación de fenilalanina/K + y 
la actividad biológica para las toxinas CrylA(b) y CrylA(c). Este resultado apoya 
la idea de que los pasos subsecuentes a la unión al receptor determinan de 
manera importante la toxicidad in vivo de estas proteínas. 

La inhibición preferencial del transporte de leucina/K +vs aspártico/K+ 
observada por Reuveni y Dunn (91) en las VMMA de Manduca sexta, sugiere que 
la toxina CrylA(c) interactúa directamente con el cotransportador. Giordana y 
colaboradores (93) encontraron resultados similares en las VMMA de Bombyx 
morí que permiten proponer que la toxina CrylA(b) es un inhibidor no 
competitivo del sistema de cotransporte histidina/K+. Sin embargo, éste no 
parece ser un mecanismo general de acción de las o-endotoxinas (Carral, 94 ). 

45 



La principal crítica que se ha hecho a los resultados obtenidos al analizar 
el efecto de las proteínas Cry en la inhibición tanto de la lec como del 
cotransporte de amínoácídos/K+, es que la información obtenida es 
tendenciosa, debido a que ambos sistemas están íntimamente ligados al 
transporte de este ion (Carro! y Ellar 93; Carral, 94). Por esta razón, diversos 
autores han diseñado y/o adaptado nuevos sistemas de análisis del mecanismo 
de acción de las o-endotoxínas que permitan determinar la naturaleza de su 
efecto en el tejido blanco. 

Un primer enfoque consistió en analizar la alteración del potencial de 
membrana (medido como el cambio de la fluorescencia de un colorante sensible 
a dichos cambios de potencial) causada por la toxina CrylA(a) en VMMA de 
Bombyx morí (Uemura et al, 92). Usando este sistema los autores encontraron 
que después de incubar las vesículas 60 minutos con la toxina, ésta aumenta la 
permeabilidad de la membrana, aparentemente tanto para los cationes 
monovalentes como para los divalentes. 

En 1993 Carral y Ellar, usando un sistema de monitoreo de los cambios en 
la dispersión de la luz debidos a cambios en el volumen vesicular, demostraron 
que la toxina CrylA(c) después de estar en contacto una hora con las VMMA de 
Manduca sexta, causa aumento en la permeabilidad de la membrana para aniones 
(CI- y SCN-), cationes (K+, Na+ y tetraetilamonio+), y en menor medida también 
para aniones de mayor tamaño (gluconato-) y solutos neutros (sacarosa). 

Los resultados de estos dos últimos sistemas deben considerarse con 
cuidado, ya que ambos muestran el efecto que las proteínas Cry causan en la 
membrana biológica después de una hora de interacción, por lo que es discutible 
que el efecto observado corresponda a la acción primaría de estas toxinas en el 
tejido blanco. 

7. 5. 1. ¿ Cuál es el papel del receptor en la formación del poro ? . 

Se han propuesto varios modelos sobre las funciones que podría tener el 
receptor en la formación del poro (Knowles y Dow, 93). Una primera posibilidad 
es que el receptor per se sea un canal transmembranal que se activa al unirse 
la toxina. En este caso se esperaría ver una correlación directa entre unión y 
formación de poro, pero como se citó antes, ésto no sucede para todas las 
proteínas Cry. 
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Otra posibilidad es que la toxina y el receptor, en conjunto, formen un 
poro. Wolfersberger (comunicación personal en Knowles y Dow, 93) ha 
reportado que los canales formados por CrylA(c) en bicapas lipídicas planares a 
las que previamente se incorporaron las VMMA de Manduca sexta son muy 
diferentes en tamaño y cinética de aquéllos formados por esta misma toxina en 
ausencia del supuesto receptor. Esta evidencia experimental es incipiente, pero 
hace pensar que es probable que el receptor participe en la formación del poro. 

El receptor podría también catalizar la asociación e inserción de la 
toxina en la membrana, sin participar en la formación del poro. Dicha catálisis 
podría consistir en aumentar la concentración efectiva de toxina en la 
superficie de la membrana, o bien, en inducir un cambio conformacional que 
conduzca a la toxina a un estado competente de inserción. 

En el primer caso, se esperaría que la toxina a altas concentraciones 
fuera capaz de formar poros en ausencia del receptor. La evidencia 
experimental que sustenta esta propuesta es la obtenida por diversos grupos de 
investigación que han estudiado la formación de canales iónicos por las 
proteínas Cry en bicapas lipídicas planares (Tabla 11 ). 

Usando este sistema, se han analizado proteínas de las clases Cryl y 
Crylll; ambos tipos forman canales catiónicos, aunque para una de ellas se ha 
demostrado que la selectividad de los canales varía con el pH (Schwartz et al, 
93a)- Las conductancias de los canales formados por las b-endotoxinas de las 
clases 1 y 111 van desde 50 a 4000 pS; en todos los casos se han observado 
varios niveles de conductancia. No se ha hecho un análisis fino de los registros 
obtenidos para ninguna de las toxinas, por lo que no puede discernirse si dichos 
niveles de conductancia corresponden a la actividad de un sólo canal con 
subestados, o bien a la actividad de varios canales. Un rasgo característico de 
todos los registros mostrados es que los canales no son cuadrados; lo más 
frecuente es observar canales en forma de espiga. 

Otra evidencia que también apoya la idea de que el receptor funciona 
aumentando la concentración efectiva de toxina en la membrana, es la obtenida 
por English y colaboradores (91a), quienes demostraron que la presencia de 
membrana de la microvellosidad apical de Heliothis virescens reduce en tres 
órdenes de magnitud la concentración de CrylA(c) necesaria para aumentar la 
permeabilidad a 86Rb+- K+ de vesículas sintéticas de fosfatidilcolina. 
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'l',\111.A 11.- mm1mos l>F. u ACTIVIDAD DF, LAS PROTEINAS Cry DF. BntillUl! thuri!l!!il'!l.'!Íll F.N RICAPAS l.IPll>ICAS PUNAS 

""" CX> 

TOKINA 1 DOSIS 
pg/ml 

CrylA(c) 32 

CryIJIA 23 

CryIC 2.5-15.0 

ó 0.25 b 

CrylC 2.5-15.0 

1 

·o~i~1b ·(~ ,, 
CrylA(c) · 

11 fü:'f :~;Í~~'.i 1 J~'.o'Y -~ ·' 
'º"" .,,·,· .···''•.''.·::, ,. · .. • : ... ·· . :··· c-hél 1i:e 5 ·; o.1sP · 

11 ,.cr~~~.«:l :;i;;; . :;;" ';< ' 

Cry!A(a) 

CrylACa) 
R526K 

CrylA(a) 
R532K) 
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169 101 y 5zd 
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25f 
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so-1000° varios niveles de conductancia 

eo-1000º varios niveles de conductancia 

60q Conductancfa única 

N.O. r Estado abierto 11 ruidoso11 que fq:>idi6 
estimar algún nivel de conductancia 

N.O. 1 438 t 308 

N.O. 1 583 t 295 

N.O. 1 747 t 79S 
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Motas: 
A Asolectina; e Colesterol; FE Fosfatidiletanolamina; FC Fosfatidilcol ina; DififC Difitanoil fosfatidilcol ina. 

N.O. No disponible. 

a Condiciones simétricas de IC+ (300 ntl KCl, 5 llfl CAPS, 5 ntl cacl2, 0.5 ntl EDTA, pll 9.7). No se observaron canales a pff 7.0. 

b se usaron 2.5-15.0 ~g/ml para la incorporación esponUnea de la toxina o bien O. 25 ~g/ml para le incorporación inducida; esta última 
con la finalidad de a"""'1tar la 1tflciancia de formación de canales por CrylC; 

c Condiciones simétricas de K+ (150 11'11 KCl, 5 11'11 Tris, pH 9.5). 

d Condiciones slmt!trlcH de IC+ (150 ntl KGluconato, 5 ntl Tris, pll 9.5). 

e Condiciones simétricas de IC+ (150 llfl ICCl, 5 ntl MES pH 6.0). 

f. Canales catiónicos con una razón de permeabilidades PIC:Pcl menor que la de la de los canales observados a pll 9.5. 

g Condiciones simétricas de colina (150 nt4 Col inatl, 5 ntl MES, pH 6.0). 

h ,fntl zn2+ disminuye en forma evidente la probabilidad de apertura (Pa) de los canales a voltajes negativos. Estos canales son similares 
a los obser.vados en. estudios de patch·clamp del efecto de la toxina CrylC en la linea celular Sf·9 en cuanto a su selectividad y 

c~rt8miénto ciné~íco. • 

i.Ge~éradopor:proé~~amiento de la.toxina (55 kOa) con jugo gástrico de Spodoptera frugiperda (fragmento.de Z4·.5·koá) o bien por 
solubilización· aléalina (100 Íltl KOH, 37 ºe, 17 dfasl (fragmento de 21.S kDa). 

_ : .; , ~,., .... ;·.~;,::y·; ~:·i._:::1\j, r~·~:'t¡:<.;,;;:~:_,, ·;·''"· ·" .. '. 
j Condiciones.simétricas de K , (300 ntl .. KCl; 50 mM CAPS, 5 ntl cac12, pM 9.5). 

~r~~;:~~l~~e~:rfü~~~~~~'.k¿(~t\~~,c~~.J.~es fºrmados por la toxina c~leta es mayor que la de los canales formados por el 

- . . -~ :·· __ ·.·:< ;> :_:'::{'·_::·. j'. ;.; ~~·-···:·_::"''_- .. :··.- ~--·::: .. ·:. '-·~ :; ~;,· " ·;.·,- ·"-
·' l El.c°""".rt.amiento. cinético y la presencia de diferentes niveles de conductancia de los canales formados por las ... tantes son similares 
a la. de los cánales-''formados par la protefna silvestre. 

' .:'.:;: -~:'<'·'. ~ ;:,!;~·<. --<'..\~·_'.:_:~\ ::+. '. - - -
m Menos tóxica.'que: la-toxina silvestre para la linea celular CF1 de Choristoneura fll!liferana. 
" -·- .· >-~_:;:- :~:,,:._.:/>;'.//}r::J·:_ -.. . - . . -
n Tox1c1dad COIJllarable a la de la toxina silvestre para la lfnea celular CF1 • 
. -.- '." -.. /-' :::<-~~::,<·.:··:·;-'·:;<·.!~,'<·;;,\~_:.· '. : + 
o Condiciones ~i~t~ica~ de IC (300 ntl KCl, 5 mM CaCl_2, 0.5 mM EDTA, 5 mM CAPS, pH 9.5). La eficiencia de formación de canales resultó 
extr~dament_e·baJB. No:se observe.ron transiciones b1en ~finldes, sino estados abiertos ºruidosos"~ 

.;·'·''· 

p C~arxÍo.:se usaron concentraciones más al tas de toxina se pudieron observar canales a los pocos minutos de adicionar ésta al Coq>artimiento 
cis, sin."eimárgo para ver corrientes unitarias h\bo que dis11U1Uir la dosis de prote!na y esperar de 30·60 min para observar la presencia 
de .. canal~s;·.' 

·, q ¿,.ji~iones simétricas de K+ (150 mM KCl, 50 ntl citrato, pH 4.0). 

~ ~or.iJi~i;~;;es simétricas de K+ (150 ntl KCI, 5 ntl TES, pH 7.0). 

"s El c"""°i-tamiento cinético de los canales formados por las prote(nas nutantes es diferente de aquel correspondiente a la protefna 
silvestre' La Pa disminuyó para ant>as rutantes; este comportamiento fue más evidente en la 111Jtante R53ZIC. 



Resultados similares fueron obtenidos por Sangadala y colaboradores 
(94 ), quienes reportaron la purificación y posterior reconstitución en vesículas 
lipídicas sintéticas de una mezcla de proteínas (receptor) provenientes de las 
VMMA de Manduca sexta. Se observó que con esta mezcla de proteínas (120/65 
kDa; aminopeptidasa N y fosfatasa, respectivamente), pudieron reproducirse los 
resultados descritos en el párrafo anterior. 

La segunda posibilidad, es decir, si la función del receptor es causar un 
cambio conformacional en la estructura de las toxinas para conducirlas a un 
estado competente de inserción, es una cuestión que aún no ha sido aclarada. 

7. 7 Citólisis. 

Independientemente de la información obtenida acerca de la naturaleza de 
la lesión causada por las li-endotoxinas en los diversos sistemas in vitro 
usados, el efecto de la formación o apertura de poros en la membrana biológica 
depende principalmente del medio ambiente celular (Gill et al, 92; Knowles y 
Dow, 93; Knowles, 94). 

Se ha propuesto que las ó-endotoxinas causan la muerte de las células 
epiteliales al inactivar el sistema que mantiene el gradiente de pH 
(Wolfersberger, 92) o por citólisis osmótica (Knowles y Ellar, 87). 

La evidencia que sustenta la primera hipótesis es aquella que señala que, 
de alguna manera, las proteínas Cry aumentan la permeabilidad a los cationes 
de la membrana de las células columnares, la cual en condiciones fisiológicas 
se considera poco permeable al K +. Al alterarse la permeabilidad selectiva de 
esta membrana, se colapsa la diferencia de potencial (DP); ésto causa la 
pérdida de la fuerza motriz que dirige la entrada de aminoácidos al interior 
celular y permite la redistribución de los cationes entre el lumen y el 
citoplasma. Varios autores consideran que la consecuencia más devastadora de 
la falta de la DP, es la pérdida de la energía de mantenimiento del gradiente de 
mil veces de actividad de H+ del citoplasma versus el lumen (Harvey, 92; 
Wolfersberger, 92). Al perderse el gradiente de pH, el citoplasma se alcaliniza, 
y ésto interfiere con el metabolismo celular normal, causando como 
consecuencia final los efectos histopatológicos antes descritos y la eventual 
muerte de la larva. 

La hipótesis de la citólisis osmótica está avalada por la evidencia que 
sugiere que la lesión formada por las o-endotoxinas permite no sólo el paso de 
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iones, sino también de agua y moléculas de mayor tamaño (p. ej. alanina y 
sacarosa). Es importante señalar que esta hipótesis fue formulada a partir de 
los resultados obtenidos al trabajar con algunas toxinas Cryl en células de 
insecto en cultivo que no son de origen intestinal, por lo que es discutible que 
el receptor se encuentre en la membrana de dichas células; sin embargo, una 
observación constante ha sido que el hinchamiento celular siempre precede a la 
citólisis. 

El esclarecimiento de cúal es el efecto inicial de las o-endotoxinas en la 
membrana donde está contenido el receptor, permitirá conocer más finamente 
el mecanismo molecular de acción de las proteínas Cry. 

8 Relación estructura-función. 

Como se mencionó en la sección 5, el corazón o parte central de las 
toxinas Cry está formado por cinco bloques de aminoácidos altamente 
conservados en la mayor parte de las o-endotoxinas. Tomando como referencia 
la estructura tridimensional de la proteína CryltlA, cada uno de los bloques 
mapearía en las siguientes regiones: el bloque 1 en la a-hélice central (a-5) en 
el dominio I; el bloque 2 está formado por la segunda mitad de la a.-6 y la u- 7 
del primer dominio y la primera ~-plegada del dominio 11; la última parte de la 
1 a ~-11 y el asa que conecta los dominios 1 y 11 constituyen el bloque 3; los 
bloques 4 y 5 abarcan las tres hebras enterradas de la lámina antiparalela 
central del dominio 111 (U et al, 91 ). 

La función que se ha adjudicado al dominio constituido por las u-hélices 
antipáticas, algunas de las cuáles tienen la longitud necesaria para atravesar 
la membrana, es la formación del poro. 

La evidencia que sustenta esta proposición es diversa. Los experimentos 
de mutagénesis dirigida que consistieron en reemplazar residuos hidrofóbicos 
de la u-5 (bloque 1) de la toxina CrylA(c) por residuos cargados o residuos de 
prolina, dieron como resultado proteínas mutantes que perdieron su toxicidad 
contra tres insectos altamente sensibles a la proteína nativa ( Heliothis 
virescens, Trichoplusia ni y Manduca sexta), pero cuya capacidad de unión al 
receptor quedó inalterada (Wu y Aronson, 92). Además se demostró que las 
mutantes fueron incapaces de inhibir la acumulación de leucina dependiente del 
gradiente de K+ en las VMMA de Manduca sexta. Estos resultados E;!n conjunto 
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sugieren que las sustituciones introducidas causaron que estas proteínas sean 
incapaces de insertarse y formar poros. 

Dos grupos de investigación independientes obtuvieron resultados que 
demuestran más directamente que el dominio 1 de las toxinas CrylA(c) (Walters 
et al, 93) y CrylllB2 (Von Tersch et al, 94) per se es capaz de formar canales 
catiónicos en bicapas planas (ver Tabla 11 ). Las diferencias en la conductancia 
y selectividad observadas entre los canales formados por el dominio 1 y los 
formados por la toxina completa, sugieren que otras regiones de ésta 
participan en la modulación de los canales (Slatin et al, 94 ). 

Recientemente Gazit y Shai (93) obtuvieron evidencia que apoya la 
hipótesis de que la a-5 (bloque 1) es un componente estructural de los poros 
formados por las ii-endotoxinas. Sus experimentos consistieron en sintetizar la 
región a-5 de CrylllA, así como un derivado que contiene un residuo de prolina 
(Pa-5). Se demostró por dicroísmo circular que en un ambiente hidrofóbico 
(metano!), el contenido de a-hélice del péptido a-5 es de 58%, mientras que el 
de Pa-5 es de 24%; al marcar ambos péptidos con sondas fluorescentes e 
incubarlas con vesículas sintéticas, se encontró que el N-terminal de a-5 y Pa-
5 se localiza dentro de la membrana; las isotermas de unión respectivas 
sugieren que sólo a-5 se agrega dentro de la bicapa. También se demostró que 
a-5 pero no Pa-5 es capaz de disipar el potencial transmembranal de vesículas 
de fosfolípidos zwiteriónicos y acídicos y que además tiene actividad 
hemolítica y citolítica para una línea celular proveniente del ovario de un 
lepidóptero (Sf-9) (Shai y Gazit, 94 ). 

Cummings y colaboradores (94b) sintetizaron la región a-5 de la proteína 
CrylA(c) y por experimentos de dicroísmo circular y resonancia magnética 
nuclear, demostraron que este péptido tiene estructura de a-hélice en medio 
hidrofóbico (metanol) y estructura no periódica (random-coil) en agua. Haciendo 
experimentos en bicapas planas también demostraron que a pH ácido (4.0) pero 
no a pH alcalino, a-5 forma canales unitarios (60 pS) selectivos a cationes. 
Dichos resultados concuerdan con los de Shai y Gazit. 

Las primeras evidencias que sugirieron que el dominio 11 es la reg1on de 
las ó-endotoxinas que interactúa directamente con el receptor, fueron las 
obtenidas por Schnepf y colaboradores (90). Sus experimentos consistieron en 
el intercambio de las regiones menos conservadas (hipervariables) entre los 
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genes de tres toxinas que entre sí son más de 80% similares: CrylA(a), CrylA(b} 
y CrylA(c), pero que cada una es más potente para una especie de insecto. El 
intercambio de dichas regiones resultó en el intercambio de especificidades. 

Usando este tipo de experimentos se ha determinado que los "dominios de 
especificidad" para las toxinas CrylA(a}, CrylA(b}, CrylA{c), CrylC y CryllA son 
como se indica en la Tabla 12. En la mayor parte de los trabajos se han 
intercambiado regiones muy grandes que abarcan una o dos de las tres láminas 
~ de las que está constituido el dominio 11. 

Son dos grupos de investigación los que han logrado un análisis más fino 
de las regiones que determinan la especificidad de las o-endotoxinas Smith y 
Ellar (94) comprobaron que la región que probablemente interactúa con el 
receptor en CrylC es la formada por los residuos que mapean en las asas 1 
(G317, R31a. N319 y F320) y 2 (Q.374, P375, W376 y P377). Coincídentemente, Lu y 
colaboradores (94) encontraron que al sustituir por alaninas los residuos 365-
371 (asa 1) de CrylA{a), o bien al quitarlos, la proteína mutante resultó tres 
órdenes de magnitud menos tóxica para Bombyx morí. Estos datos constituyen 
la confirmación de la hipótesis planteada por Li y colaboradores que desde 
1991 sugirieron que las asas localizadas en el vértice de la molécula, de forma 
reminiscente a la de las regiones determinantes de la complementaridad de las 
inmunoglubulinas, podrían ser regiones importantes para la especificidad de 
las o-endotoxinas. 

Wu y Aronson (92) demostraron, por experimentos de mutagénesis en los 
residuos A92 y Rg3 del dominio 1 de la toxina CrylA{c), que la conservación de la 
carga positiva en el residuo 93 también es importante para la especificidad, 
como lo sugiere el hecho de que CrylA(c) A92D no es capaz de competir con la 
toxina silvestre por el receptor en las VMMA de Manduca sexta y que lo hace 
muy débilmente en las VMMA de Hefiothis virescens. 

Este mismo grupo (Aronson et al, 94) siguiendo una metodología similar, 
obtuvo evidencia que sugiere que los residuos de serina 503 y 504 de CrylA(c), 
también son importantes para la especificidad. Lo anterior se indujo de 
observar que la toxina mutante perdió la capacidad de unirse al receptor único 
que tiene en Manduca sexta y a dos de los cinco receptores presentes en 
Heliothis virescens; ésto concuerda con la pérdida de toxicidad observada en 
bioensayo para M. sexta y la disminución de la potencia en H. virescens. 
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Notas: 

V1 
~ 

TABLA 12.- DOMINIOS DE ESPECIFICIDAD DE LAS PROTEINAS Cry DE Badil!§ thurin¡iemis 

Aedes aegypri 

Bombyx mor/ 

He/imhis •'irescens 

Mamesrra brassicae 

Manduca sexta 

Spodoprera exigua 

Trichoplusia ,,¡ 

a llidner y llhiteley (90). 
b Ge et al. (89) 
c Leeetal. (92) 

CryIA{a) 

332-4SOb 
332-428 +428-4S0c 
36S-371d 

A92D1 

CryIA(b) CrylA(c) CrylC CryHA 

307-3828 

332-772e 
A92D, R93Xf 

A92Df 429-447e 
A92D, R93X1 

SS031, S504I9 

454-630h 
loops 1 y zi 

332-447e 
A92D1 

.· 

d Lu et al .. (94). Cuando se sustituyeron los residuos 365-371 de esta proteína por residuos de alanina o cuando se hizo la deleción de esta misma 
región, la protefna modificada resultó 1000 veces menos tóxica para la plaga señalada. Al hacer un alineamiento de CryJA(a) con CryJIIA esta 
modificación mapee en el loop 2 de la lámina ~ 2 del dominio 11. 
e Schnepf et el. (90) 
f llu y Aronson (92). De los experimentos de nutagénesis de los residuos 92 y 93 de las proteínas CrylACaJ, CrylA(b) y CrylACcJ se concluye que 
la conservación de la carga positiva en el residuo 93 es inportante pare la actividad tóxica. La nutante CrylA(c) A9ZD no es capaz de conpetir 
con la toxina silvestre por el receptor en \IMMA de~ y lo hace nuy débilmente en las VMMA de H. virescens. 
g Aronson et al. (94). 
h Bosch et-;;-¡-:-(94). 
i Smith y El lar C94J. Haciendo un alineamiento de las proteínas CrylACc) vs Cryll IA las regiones anal izadas en este estudio mapeen en los loops 
1 y 2 del dominio 11: loop 1 (G317, R318, N319 y F320J, loop 2 (Q374, P375, 11376 y P3nJ. De los experimentos de nutagénesis de estas dos regiones 
de concluye que 811b!s son nuy importantes para la especificidad de esta toxina para S. exigua y/o~; el loop 2 es particularmente sensible 
a la introducción de residuos cargados. 



Se ha sugerido que el bloque 2 (región comprendida entre la segunda 
mitad de la a-6 y la ¡1- 1 ) podría funcionar transmitiendo, del dominio 11 al 
dominio 1, la señal generada por la unión al receptor necesaria para que el 
dominio 1 alcance un estado conformacional competente para la inserción y la 
posterior formación del poro {Li et al, 91 ). 

La función que se ha asociado al dominio 111 es la de mantener la 
integridad de la proteína, ya que las toxinas mutantes en esta región son 
sumamente inestables al tratamiento con proteasas (Li et al, 91 ). 

Recientemente se ha abundado más en el esclarecimiento de la función de 
los bloques conservados presentes en el dominio 111 (bloques 4 y 5 ). 

Chen y colaboradores (93) realizaron experimentos de mutagénesis 
dirigida en los residuos de arginina presentes en el bloque 4 (esta región mapea 
en la ~-17 del dominio 111) de CrylA(a) (Rszs, Rszs, Rs30 y R53z). Las proteínas 
mutantes en Rszs y Rs30 se expresaron muy pobremente en Escherichia coli, 
probablemente debido a alteraciones estructurales. Las mutantes en RszG y R53z 
perdieron la capacidad de la toxina silvestre para inhibir la lec de intestinos 
medios aislados de Bombyx mort, los autores demostraron que dicha pérdida no 
se debió ni a alteraciones en la estructura de la proteína ni a la pérdida de la 
capacidad de unión al receptor. Se ha sugerido que estos residuos podrían estar 
involucrados con aspectos regulatorios de los canales que forman las proteínas 
Cry. 

Los resultados de experimentos de mutagénesis dirigida de los diez 
residuos que forman parte del bloque 5 de CrylVA, señalan que esta región es un 
elemento importante para la estabilidad de la estructura proteica pero no para 
su toxicidad, como lo sugieren la mayor susceptibilidad a la acción de la 
tripsina y la termolisisna en las proteínas mutantes, y que en bioensayo la 
concentración letal media de las proteínas silvestre y mutantes resultó muy 
similar (Nishimoto et al, 94). 

Knowles (94) ha propuesto recientemente dos modelos posibles de la 
inserción a la membrana y formación del poro de las o-endotoxinas (Figura 8 ), 
con base en el conocimiento que se tiene actualmente acerca de las posibles 
funciones de cada uno de los . dominios y por comparación con otras proteínas 
transmembranales que son canales iónicos (Kamb et al, 87) y con otras toxinas 
formadoras de poro (Li, 92; Parker y Pattus, 93). 
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Figura 8.- Modelos de inserción de las proteínas Cry en la membrana 
plasmática del insecto basados en la estructura de CrylllA. Las a-hélices del 
dominio 1 están numeradas a partir del N-terminal. El receptor se indica como 

R. (A).Posible orientación de la toxina al unirse al receptor. Un cambio 
conformacional disparado por la unión puede transmitirse del dominio 11 al 
dominio 1 vía la a-hélice 7, iniciando la inserción en la membrana de dos o 
más hélices. (8) El modelo del abrecartas modificado de Hodgman y Ellar 
(1990): las hélices a5 y a6 se insertan en la membrana como un "hairpin" 
helicoidal. (C) El modelo del paragüas modificado de Li et al. (1991 ): las 

hélices a4 y a5 se introducen a la membrana plasmática como un "hairpin" 
helicoidal, y las otras hélices se aplanan sobre la superficie de la membrana 
con las caras hidrofóbicas hacia la misma. En ambos modelos, la inserCión 
del par de hélices debe estar acompañada por la formación de un poro en 

forma de barril con un canal central acuoso. · 

Tomado de: Knowles,B.H. (1994). Mechanism of action of Baci/lus turingiensis insecticida! ~-
endotoxins. Adv. lnsect Phisiol 24: 275-308. · 
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La evidencia obtenida por Shai y Gazit ( 94) favorece el modelo del 
paragüas. Después de sintetizar los péptidos correspondientes a las a-hélices 5 
y 7 del dominio 1 de la toxina CrylllA, por dicroísmo circular se demostró que 
ambos adoptan estructura de a-hélice en un ambiente hidrofóbico (58 y 60% 
respectivamente). Al marcar éstos con sondas fluorescentes y ponerlos a 
interactuar con vesículas de fosfolípidos sintéticos, se encontró que sólo a- 5 
es capaz de penetrar al interior de la membrana, mientras que a-7 se coloca en 
la superficie de la misma. También se encontró que a-5 pero no a-7 tiene 
actividades hemolítica y citotóxica para la línea celular Sf-9. 

9 Diferentes estrategias de búsqueda de nuevas ó-endotoxinas. 

El creciente uso de Bt (Feitelson et al, 92) aunado al gran interés en el 
manejo preventivo de la resistencia a las ó-endotoxinas ha incrementado los 
esfuerzos por encontrar nuevas toxinas que permitan un espectro mayor de 
acción y especificidad contra plagas no sensibles a las proteínas hasta ahora 
identificadas (Carozzi et al, 91 ). 

Algunos de los métodos que se han empleado para caracterizar y 
determinar el espectro de acción de las proteínas Cry (o los genes que las 
codifican) provenientes de las cepas de Bt que se aislan de muestras de suelo, 
granos almacenados, hojas de árboles o de insectos muertos (Smith y Couche, 
91) son: bioensayos (Dulmage et al, 71; Gallegos, 90), Southern (Kronstad y 
Whiteley, 86), anticuerpos poli y monoclonales (Hofte et al, 88), PCR (Carozzi 
et al, 91; Cerón et al, 94) y unión de toxinas marcadas con biotina a cortes de 
tejido (Denolf et al, 93). 

Detectar por bioensayo una ó-endotoxina activa contra un blanco 
determinado partiendo de una amplia colección de cepas es un proceso 
confiable, pero lento y caro. Esto se debe a la gran cantidad de individuos que 
es necesario criar para poder hacer un análisis estadístico confiable del efecto 
de dichas toxinas sobre la tasa de mortalidad de la población. 

Es importante resaltar que la principal desventaja de los métodos antes 
citados, a excepción del bioensayo, es que sólo pueden identificarse genes o 
proteínas ya conocidos. 
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Con los sistemas basados en la inmunodetección, se requiere tener las 
proteínas puras a fin de producir los anticuerpos policlonales que permitan 
diferenciar las diferentes clases de proteínas Cry; para poder identificar los 
diferentes subgrupos, además se requiere producir anticuerpos monoclonales, 
lo cual es excesivamente caro y laborioso (Carozzi et al, 91 ). 

Con los sistemas que detectan el tipo de o-endotoxina (clase y subclase) 
por hibridación, es necesario tener el gen o la secuencia correspondiente para 
diseñar la sonda específica. También se requiere conocer la secuencia del gen 
(o de algún gen muy relacionado), para diseñar los oligonucleótidos que se 
utilizarían en el sistema basado en PCR. 

El uso de estudios de unión de o-endotoxinas marcadas con biotina a 
cortes de tejido como metodología para la detección de proteínas con actividad 
potencial hacia un organismo determinado, tiene la desventaja de dar falsos 
positivos, ya que como se ha discutido en las secciones anteriores, la unión no 
en todos los casos correlaciona con la actividad in vivo; además de que no se 
puede garantizar que el receptor en las muestras de tejido fijadas sea 
funcional. 

En los casos en los que se obtienen resultados negativos en cuanto a qué 
gen posee, o qué proteínas Cry produce una cepa determinada, no se sabe para 
qué es tóxica ésta, además de que sí en una cepa se encuentra un gen (o su 
producto) ya conocido junto con uno nuevo, éste último no se detectaría, usando 
las metodologías antes citadas. 

Dado que en todos los casos hasta el momento conocidos la capacidad de 
alterar la permeabilidad de la membrana blanco es una propiedad que sólo 
poseen las proteínas que por bioensayo se ha comprobado son activas, una buena 
alternativa para detectar nuevas o-endotoxinas con actividad hacia un insecto 
determinado, sería tener un sistema que de alguna manera permita monitorear 
el(los) efecto(s) causados por éstas en la permeabilidad de la membrana donde 
se encuentra localizado el receptor. 
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OBJETIVO 



El auge en el descubrimiento de cepas de Bt con actividad biológica 
novedosa que se ha presentado desde la segunda mitad de los años 80 
(Feitelson, 93), es una razón importante por la que mundialmente se siguen 
realizando importantes esfuerzos encaminados a encontrar ó-endotoxinas con 
actividad hacia plagas de importancia comercial que hasta el momento no son 
susceptibles. La gran diversidad biológica de algunos países, como es el caso de 
México, es un incentivo adicional para buscar en ellos cepas de Bt con nuevas 
actividades. 

El interés del presente estudio es diseñar un sistema de detección de ó­
endotoxinas de Bt con actividad potencial contra insectos plaga que no han sido 
controlados con las proteínas hasta ahora descritas. 

Considerando que la capacidad de alterar la permeabilidad de la 
membrana blanco es una propiedad que sólo poseen las proteínas que por 
bioensayo son activas, proponemos como un buen sistema de detección el 
monitoreo de los cambios que las ó-endotoxinas producen en la permeabilidad 
de la membrana que contiene al receptor. 

Este monitoreo podría llevarse a cabo en intestinos medios aislados o en 
preparaciones de vesículas de membrana de la microvellosidad apical (VMMA). 
Como se muestra en la Tabla 1 O las VMMA han sido una buena herramienta para 
hacer estudios in vitro del(os) efecto(s) que las proteínas Cry producen en la 
membrana blanco y avanzar en el entendimiento del mecanismo de acción de 
estas proteínas. 

Desde fines de los años 70 se ha hecho uso extensivo de las sondas 
(colorantes) que responden ópticamente al potencial transmembranal. Estas 
constituyen una herramienta no destructiva que permite medir cambios en la 
diferencia del potencial eléctrico a través de la membrana de células, 
organelos y vesículas (Bashford y Smith, 79; Waggoner, 79). De acuerdo con el 
tipo de sonda que se elija, los tiempos de resolución logrados oscilan entre 
microsegundos y segundos, para los colorantes rápidos (p. ej. merocianina) y 
lentos (p. ej. cianinas y oxonoles) respectivamente. 

Hemos elegido usar una de las cianinas (3,3-dipropiltiodicarbocianina o 
di s - C3-( 5) como herramienta pára hacer el monitor ea antes citado. 
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Diversos autores, usando preparaciones de membrana de otro tipo de 
organismos han mostrado la gran utilidad de esta molécula para estimar el 
potencial de reposo de la membrana, así como para conocer si ésta experimenta 
una hiperpolarización o depolarización como respuesta a algún estímulo. 
También ha sido posible usarla para hacer estudios de selectividad y bloqueo, y 
combinar su uso con el de otros agentes que permiten por ejemplo, estudiar en 
paralelo cambios en el pH o en la concentración de caz+ intracelulares 
(Reynaudet al, 93). 

Es también de nuestro interés aprovechar las propiedades de esta 
molécula para contribuir al entendimiento del mecanismo de acción de estas 
proteínas, por ejemplo esclareciendo la naturaleza del efecto inicial que éstas 
producen en la membrana blanco. 

Hemos elegido como modelo experimental el lepidóptero Spodoptera 
frugiperda el cual es una importante plaga del maíz en diversas regiones de 
nuestro país. Las toxinas a las que sabemos este insecto es sensible son CrylC 
y CrylD. Se usarán como controles negativos dos proteínas a las que el insecto 
no es sensible: CrylA(c) y CryllllA. 
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llRESUL T ADO~f 



la descripción detallada de los materiales y métodos usados 
para llevar a cabo el presente trabajo, así como de los resultados 
obtenidos está contenida en el artículo que a continuación se 
presenta. 

Dicho artículo fue sometido a revisión a la revista FEBS Letters 
con fecha 5 de agosto de 1994. La versión corregida del mismo, fue 
aceptada para publicación el 1 6 de enero del presente año. 
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ABSTRACT 

Membrane potential measurcments using a íluorcscent dye indicate thal two specific tmdns 

active againsl Spodopterafrugiperda larvae (CrylC and CrylD) cause immediatc permeability 

cbanges in midgut epithelial brush border membrane vesicles (BBMY).The initial response and 

t.be sustained permeability change are cationic, nol very K + selective, and occur at the in vivo lethal 

doses (nM). The toxin response has a different ion selectivity and is more sensitive to Ba2+ than 

t.be intrinsic cation penneability of BBMV. Experiments incorporating BBMV into planar lipid 

bilayers (PLB) demonstrale that these vesicles contain calion channels (31, 47 and 76 pS). A 2~ 

fold conductance increase was induced by nM toxin in PLB containing BBMY. Cationic single 

channel transitions of 50, 106, 360 and 752 pS were resolved. Thus, Bacil/us thuringiensis ó­

endotoxins induce an increase in cation membrane permeability involving ion channels in BBMV 

containing functional receptors. 
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!. INTRODUCTION 

Baci/lusrhuringiensis (Br ) is a Gram positive bacterium that during sporulation produces 

crystalline inclusions fonned by proteins called b-endotoxins or insecticida! crystal proteins (ICP), 

which are roxic to the larvae of various insects; ITlªllyofwhich'are di,seas~vectors ormajor crop 

pests. Numerous ICP genes have been ,cloned~~;~eq~ellc~d··¡¡j¡cJ c1:~~5¡ff~(j i'~io five groúps and 

se\·eral subgroups on the basis of sequence h6m61o'gy a~d toxi~itysp¡i~1rJip J .. 

ICP are synthesized in the form o(in~ctive protoxins\'rhaFare solubilized and 

proteolytically activated in the insect gut. The activaté\i t~~iri'.bi~d;tci~pecific receptors located in 

the apical microvilli of epithelial cells in the ins~~t;~'~id~~t?An~ibinding, the toxin inserts 

irreversibly into the cell plasma membrane L2] aridrorffisipóf~ o;lesion that allows net uptake of 

ions and water, leading to midgut-cell swelllrÍg a~d'.eJ~ntÜ~I ·¡~sis. lt has been proposed that 
.. ., -·. ' . ;,._ ... \,,.¡. 

K--selective pores are in volved in this process (3: ?I·> :" /'~'.;; , ... · 

The puritied ICP ha ve the ability to indu¿e i¿~'ieak~~~:in~ynthetic phospholipid vesicles 

(8. 9). In the absence of specific receptors CryIA(~). cr);fo.A:;c&m82 and CryIC toxins form 

cation-selective channels at alkaline pH and CryIC;alsofo~s ~·~io'ri2~~ti~tiv~ cha~nels at pH 6.0 in 

planar bilayers ( 10-13 ). The toxin conce~trat'ic;~·~·pe~d~d;ló é'~~ri.tn~S\\·effect¿ are at Íeast 1000 

times higher than the in vivo biocide1'~ó~·c~lltráti0'~: lt,has be.en ~rÓpÓsed illat the receptor 

functions as a binding protein to incre.aseihejocal 'éoncentraticuíofthe toxin in the vicinity of the 

membrane ( 11). Recently the receptorro/ci;IA(c~t6~i~In.Miilidu~~s~Í:Ía has been identified as a 
metalloprotease aminopeptidase ~(I 4)'.'. J '· T:~~· ..... . . . . ... . · 

:·': ':. ; , ' -

Recen! in vitro. assa;~ u'sini'bru~h. borde~·membrane vesides (BBMV)hav¿ sho.wn 

permeability changes'•ind~ce~. by .. Crytox'in~ at physiological cdncentr~tions(n~Y. [ 15, 16). 

However, the toxin effect~ ~~·re ·r~cq~ded aftefJ 'I{ of ÍnéuiJátioñ ~iib the vesicl~s'fmissi ng the 

initial response prod~'tedbylt;~to~irí'¿nclit irÍÍ~rncts ~ith itsr~ceptor. 
--:-. ;.:·-

'',~•- .. -

Here we showthatríM•ICPca~;e án.immediatechangeiií me~br¡¡ne,¡>oténtial. méasured 

;~;:":~~~~:f ~~~!~f~iill~f ;;t:,;6:~~Jt;J~tkFTc%1Ji~!~iit;tr:~: 
nontoxic ICP (CryIHAánd'cr9íA(c}) ¡:ere~~eC!.·. W~s;~~ied th'e io~ic ba~is ~f th~ to~in-in.d~éed 
membrane potential ~harÍges·~nd.~xploredtheir phannac61og§ .• Having r6~~d.spe~ific toxin 

responses in these BBMv,· ~~ inc~~~\r~t~d ;h~m intopla~~r bilayers where ,they·dispÍa)·ed 
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intrinsic single channel cation conductances mainly of 31, 47 and 76 pS. A 2-40 fold conductance 

increase was observed when nM toxin was added to bilayers containing BBMV. The toxin-induced 

conductance incrcase was cationic and single channel transitions of 50, 106, 360 and 752 pS could 

be resolved. These results indicate that the toxin receptor is fundamental for eflicient toxin-induced 

cation pare fonnation. 

2. MATERIALS AND METHODS 

2.1 Preparation of the brush border membrane vesicles 

BBMV from 5th instar S.frugiperda larvae were prepared as reported[ l 7J. The. vesicles 

were dialyzed ovemight against 400 volumes of 150 ITIM KCl,2mM EGTA,0.5~M EDTA, 10 · 
... , .. ,. . :,,,. ) -· ' . - ., . -' . '-" . -. ,. . :. - - .- . . . . . . ' ' ,. 

mM HEPES-HCI pH 7.5 (Sigma, St. Louis. MO) alld sollicÍl.ted for sixJOsec perlods at 25 oc 
.-.···,_+_,·_'·.-.--~-'.:>.''.''"i:f:..:~:. t::'.··:,·;·:,:.:··· ';-,~:','- · .. -... ";, •... ;., .;.:.: __ · __ ,y·~-> 

<BRANSON 1200 sanie bath, Danbury, CT) in the sa.me sólution3he.BBMW~sed inthe ¡)lanar 

lipid bilayer experiments were loaded ovemight wÍth 'i·.?6.~ sll~ro'~¡ at:o'oc.ancl ~t¿r~d ~~ -7o oc 
until used. ·- ',.,. · -., ·-· ,~;-_·, .-- <--;" · · 

Receptor concentÍ-ation. in'.the vésibles,and the .• h~m1ogenate,wásm~asu~ed •• after CryIC 

binding using ITionocl§llai '.~ntib,~dy020f~~~agai~~tth~:to¡i~ (sli~pli~d'¡jf D(M:ger~~oen, Plant 

Genetic Systemsi Géni;'1ielgium) anda sécond alltibcidycollpled to peroxidase (data not sbown) . 
. ·;:.:·~ ~·.• , .. :. \ .• ··;':~ :,-~:'· ·~':.:-:.·~·-~;.- ).- ' 

2. 2 Preparaiion ofi~~criÚda(c-;;,.1:1ar {Jr~íei~:S· 
· .. · ~·, . ·:,~-: ~~ .: ? .··: -- .. '-._:: ·:. 

Escherichil1coli r~'cC>mbin~ri'i strains ~~ntai?ing thecry H:: ancl cryIDg~nes; derived from 

B; var. entónz~ddt~s;_;pd~f~~pl:.:r~:sp~ciiyely, we~~ki~dly sll~pll~d b;·,O~I M: Pefernen. The 

inclusion bodies~weré;solubiliúd;;acÍiv'ated and:purified as in [20J. CrySÍáls from Br. var . 
. ,.,, .. --., ·,.' ..... ..._,,._,,.,,. _,,,• .. ',',-.. ; ·-·;··· '·.·-! . -·--.·· .,. '."'- ,, . ,•, -· .·.,·.. . 

;enebrionis sti-ain B~S I; coritaiñfog t.he CryHIA protein, 'a~d f rom 81 . var. kurstaki strain 

HD-73, containing C~IACc) p;~t~in, iiere procillc'eci a~d puriried as.described in (211. Toxills 

were dyalized agairíst 200\~ol~mes of200 .:i,M NaCI. :2.() mM tris~HCI pH 8.6 (buffer A) and 

maintained al 4oCát most f~r ~ m~llth. Activated tcixi~ purity~~s e~~mined by SDS-PAGE [221 
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and by Western-blots 1231. The CrylC and CrylD toxins were denatured by boiling them for30 

min in 90 mM NaOH and then neutralized with HCI. The denatured toxins. losl their insecticida( 

activity for S.fru,~ip~rda. lnsecu~xicity was assayed with (si instar s.•¡rugiperda larvaé 

according to l24J.:Pr~tein \Vªs '01e~sured as des~íibed in' 125] u~ing BSA as sta~dard (New 

Eagland Bi~liibs~ Beyerl'y; MA). ····- . 
23 Fluorescence measurements 

Membraae potential was monitored with the fluorescent positively charged dye, 

33'-dipropylthiodicarbocyanine (Dis-C3-(5), Molecular Prob~s, Eugen~, OR.; 1.5. µM final, 1 

mM stock in DMSO). Fluorescence was recorded ~t the 6201670 nm _excitation/emission 

wavelength pair using a Hansatech system (Norfolk;"Engl~ll,iJ'; 3; in [26]. Hyperpolarization 

causes dye internalization into the BBMV and fluo~~~§~nc~~d~Ar~~s~; depolarization causes the 

opposite effect. Dye calibration and determination of resting membiane potential were performed in ... : ··---,· .. ,,, ·: 

the presence of valinomycin (2µM) by successive additioll~ ofKC::lto BBMV (20 µg) suspended 
! -- ;~-;:-! '_ •· 

in various media (700 µI). Neither carbonyl cyanide m~chloro phenyl hidrazone (FCCP, 1 ~tM, 

Calbiochem), a mitochondrial uncoupler aor oligomycin ( 'o:s ;~, ~igma), an ATPase inhibitor, 

altered the membrane polential measurernents, indicating thaftlÍ~rg is~~ mitochondrial contribution 
''' ·_.-:., ~,;'-,_-. ·,._:;·:,.-··....::,-•.,-_-c·.oo~ - -..: -

10 the recorder signals (data not shown). Ali determinations ~e-re;madeat 30 '.~e \Yith constan! 
• /· .:·i,_,;._,,,,,.,,.:_,,._ ,,,,. :·; ·' 

stirring. Time O (to) was considered when BBMV were added; and the KCI additions were made 
. - . ·. ;.. .. , . . ~". •·; " ,. . ; '. . . . - ... 

after9 min. Membrane potential determinations weredonel'Otirl1eswitb_4clifte.rent'v~~ide batcbes 

under the different experimental conditions used., Cation·s~b~tÍt~H6n~i'~ th~ iii~~b~a~h buffer were 

made by replacing theN-methyl-D-glucamine chlorid~ (M~Gl~Cl)'b~The:i-~di~t~d-~Í~(~) (mole per 

mole), maintaining the osmolarity (-150-160 01d~m). ci',·~~~~~hitit~~·e'd';ith· methanesulfonate-. 
' ,, .. _ .. -···- ,_ ", ,··. ;.o .. -... ·- ··. 

K+-channel blockers.Ba2~ a~d~s+,w~L)rom•/T. ~ak~r,};hiHipsburg, N.J., 

tetraethylammonium chloride (TEA> ¿~d .f~mincipyridille (4:-AF') rri>iri ÁiC>n1one Latis;Jerusalem, 
. - . - . - -•,· ' - '-~ ,:- - "' . -. -~- ·'' .,._ ~':·, . '-~ ,_- . . . - .- " . . - , -. .:. --

lsraeland. 

Planar lipid bilayers (PLB) were made by the Müellér and Ru_din meihod 127], as in [28], 

\\ ith diphyta~oyl~ph~~ph~tidyl~hbiÍne (diPPC)(Avanti Polar Lipids, Birminghalll; AL. 20 mg/ml 

in n -decane).Typi~ill bil~yercap~~iiance values were betwee~JSO and 250 pF. Buffer solution 
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(300 µI of 150 mM KCI, 5 mM Tris-HCI, 0.5 mM EDTA, pH 9.0) was added 10 each of lhe cell 

compartmenls. Once the bilayer was formed, a lransmembrane sall gradient was established rising 

[KCll to 550 mM in cis, the compartmenl where sucrose loaded BBMV (0.2-3.7 µg protein) 

were added far fusion; trans was held at virtual ground. Vesicle incorporation was assayed afler 

application of a 50-mV holding potential across the PLB. Toxin (0.6-10.6 nM) was added to the 

cis compartment. Ali experiments were performed al room temperalure. 

Single channel currents were recorded with a Dagan 3900A palch-clamp amplitier (Dagan 

Corp., Minneapolis, MN) as in [28]. Currents were tiltered at 200 or 500 Hz and digitized on-line 

al 1 or 2 KHz, respectively and analyzed on a personal computer using a Digidata 1200 interface 

and Axotape and pClamp software (Axon Instruments, Foster City, CA). 

3. RESULTS AND DISCUSSION 

3.1 The resting membrane potential of BBMV. 

The resting membrane potential of BBMV loaded with 150 mM KCI, and assayed with the 

membrane polential-sensitive tluorescent dye Dis-C3-(5), is not far from lhe K+ equilibrium 

potential (Ek) calculated by the Nemst equation. In the presence of extemal 1 O mM KCI, 130 mM 

~aCI the measured resting membrane poten tia! was -59 ± 3 mV (n= 13) and -99 ± 5 mV (n=.38) in 

extemal 140mM MeGluCl (Fig. IC). The calculated Ef.were-71 and-IIB mV respectively. This 

suggests that in the BBMV of S. frugiperda, K + penneabil-it; contributes significantly to the resting 

membrane potential. K +-additions experiments without valinomycin indicate that the vesicles ha ve 

intrinsic channels permeable to K+ (Fig. IA and 1 B, control traces). 

3.2 Effect oj ó-endotoxins. 

The CrylC toxin was about two fold more active t_han CryID toxin against S. frugiperda 

lar\'ae (LD:;o"s of 31.2 ng/cm2 with a l 8A8.Cl95 alld 77.6 ng/cm2 with a 17~147 Ct 95, 

respectively), whereas the CrylA(c) and CryHIAfoxirisslio~~d no ~ctivity. 

Addition of 100 nM of either.ofth_e active ll)Xi~~. (app;~xi~ately 2.S pmol 1oxin/11g BBMV 

protein) to BBMV suspended in __ 140 mty1 MeqluCtprc';du~eÚ fa~! hyperpolarizalion. After toxin 

e\posure. lhe \;esicles.lllso increasédtheirresponse to KCI ádditions. 1vhen compared to the 
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control in which the same amount of buffer was added (Fig. IAa). Experiments in the absence of 

BB~1V with an equivalen! concentration of fluorescenl dye, showed that both toxins induce a fast 

Iluorescence decrease, smaller than the hyperpolarization seen with the vesicles (Fig. IAb). This 

artifact, which may result from electrostatic interactio~OÍthe to~ins ~ith'the dye, was determined 

under each ionic condition and subtracted in?árÍ:-~üb~é~~e-~t:~~p~~¡fTl~~;~(Fig. IAa-b). The 

hyperpolarization (9 ± 3 mV, n=23) and the highe.?e~.siti~li/~f th/~!~si~rés .to externa! K +are 

consisten! with a toxin-induced increase in K+ perméabilicypossib,IY~édiai~d by ion channel 

opening. 

33 Ion Selectivity and Specijicity. 

- . 

It has been reported that CrylA(a) toxin increases cation perineabilitynon-seléctively, even 

ior divalents, in BBMV from Bombyx mori [ 15]. To explore the s~le.cti~ity ~~Cryli:> and CrylD 

responses in S.frugiperda BBMV, MeGluCI was replaced byNaCI in théextemalm~dia. Under 

this condition which is more physiological, both CryIC and CiyIDi6xíri5 i~du~ed a dépolarization, 
· · ·,,, .·o_.., v:,_.'>'"·" • ' 

even though the toxin addition artifact decreases fluoresc"ence (Flg. 18). This response is dueto 

the electrogenic uptake of Na+. and suggests that the toxi«-i~-d~ced Í>~~eability pathway is not 

\·ery selective among monovalent cations. 

As mentioned above, the cation pe~ea~ility_ofB~MV increases after toxi n addition ( 100 

n.M CrylD, see Fig. !A). In this conditi~~ ió~ s~l~cÍi~ity can be estimated from the ratio of the 

slope of the fluorescence rises which res~ltfr~~ ~ddiÚ6ns of increasing concentration of a certain 

cation vs that ofK+ (mx+fmK+>· SiricéJ.3BMV_hllyeintrinsic cation perrneabilities, the response to 

serial additions of each cation wás dete~i~ed i1111l~ ~bsence of toxin. as described earlier, and the 

slope subtracted from those obtained in its presence.Table 1 shows the selectivity series for the 

intrinsic permeabilityofBBMV (NH~+> Cs+> K+; Li+ > Rb+ =Na+) and forthat induced by the 

toxin (K+ > N~+ >Na+> Rb+ > Li+ > Cs+ ). As the initialresponse.triggered by the toxin, the 

sustained permeability change is cationic, although not.verj K + ~lecti ve:• 

Osmotic swelling ex peri ments in BBMV from ~lánd11c~sexrdhare indicated that CrylA(c) 

toxin increases anion penneability 116]. ExperinÍ_e-~Ís ~her~MfolüCl_wassubstituted by MeGlu-.. ~. ' . ..... . 

:nethanesulfonate in the incubation buffer s"iio_wed that the tÓxirí dc>es not induce anion pem1eability 

.:hanges, but a hyperpolarization (8 ± 2 ~~V, n'=J)d~~ to K+~fílu~ (a~ in Flg; JA). How~ver, 
::itrinsic anionic channels may exist in these veslcles. 
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The coleopteran-spccific toxin (CrylllA) and the non-toxic lepidopteran-specific toxin 

<CrylA(c)) were used to detemiine the specificity of the effect. Neithcr toxin affccted BBMV 

intrinsic permeability, even at higher concentrations (500 nM and 200 nM, respectively). In 

addition, the CryIC and CrylD toxins lost théir insecticida! activity and thcir capacity to change the 

pem1eability ofthe vesicles whe~ boiled. 

Although the CryIC toxin' is two fold more toxic to S.frugipe;da • thanCryID toxin, it is 

less potent to induce permeability changes on the BBMV. Howeveri":1n~_to~icity assayswere 

performed with 1 st instar larvae, in contras! to the permeability assays~hi~Í)w~'re p~ñormed with 

BBMV purified from last instar. In BBMV isolated from the 2nd and 3thinst~~ \Y"e h~~e Íou~érthat 
CrvIC and CrylD have similar effects (data not shown). It is possible ;hat the CrylC and CrylD .. - :, .",_, '• . ."' 

receptordensity in BBMV varies during larval development. 

Table l. Relative ion penneability 

BBMV intrinsic CrylD induced 
Cation permeability penneability 

(mx+/mK+) (mx+/mK+)* 

K- 1.00 1.00 
Na- 0.83 0.70 
Li· 0.98 0.56 
Cs- 1.15 0.32 
Rb- 0.83 0.65 

N~+ 1.25 0.79 

Cakulations wcrc as dcscribcd in scction 3.3; mx+, slopc oíthc íluorcsccncc changcsinduccd. by diffcrcnt XCI 

additions to BBMV. )(+. diffc~cnt monm•alcnt cations; ffiK+, slo¡ic fo~ KCI additions. (mxJmi;:+)*, cstimatcd 

relali\'c pcrmcability Óf thé toxin CrylD.indÚccd-¡)orc~· aflcr subÍracling thc intrinsic éha~~cl r~lati\'c pcrmcability. 
Ali standard des,·iations lnfrc foss tháii 5 ~ (n = 5). · · · 

3 .4 PharmacoÍÓg!c~J.'ch~ficJ;'¡:(l¡¡{/? > · • 

Previously it \Va~ repb{ted th~tth~'CrylAs~inducedpenneability increase is very• sensitive 

to externa! B~~¿:;~nd 'c~2'tli1>?~bl~_~'co%pii~s t~eeffect of sorne K ~ channel blo~k~rs and Ca2+ 

on Lhe intrinsic chanii'~:1sÜf B81\fy aJ<l~nc:ih~ir·~~~(Jonse to CrylD toxin. The intrinsié channels are 

more sensitive Í~ c~2~; Cs+;TEA+.'ancl'.4-AP ,'\Vhiíe less sensitivc to Ba2 .... The distinct ion 

seleclivity aridse~~itivity to~~~ds vari~Us blockers of the intrinsic and the CrylD~induced 
penneability chángc~ ~uggest that they ire differcnt; 
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Table 2. Effect of K + channel blockers and Ca2+ on the in virro activity of the CryID toxin. 

K- channel 
blocker 

Ba:• 
Ca2+ 

Cs­
TEA 
4-AP 

lntrinsic 
channels 

A B 
400 ± 45 µM (.50%) 
400 ± 40 µM (.50%) 

10 ± 2.5 mM (.50%) 
30 ± 5.0 mM (.50%) 
4 ± 0.5 mM (50%) 

CrylD channcls 

A B 
200 ± 20 µM (50%) 
600 ± 40 µM (.50%) 
100 ± 10 mM (0%) 
200 ± 20 mM (26%) . 
30± 5mM(0%) 

Column A, channel bloekei: con~entralion (± S.D., n=5). Column B; % of K+ penncability inhibition~ IC.50 were 
delcnnincd froin dosc-responsccurvcs. · • 

. ~'~- ; 

3-"- Toxin responses of planar lipid hilayers containing: BBMV. 
- . ·.,. ' .. 

The previous results sugges(tllat ~ati6n cha~~~ls ~ec!iate'ihe taxi n effec!s: Th~s. tóxin 
'·, .. ,. ' - , .. -- . ,-·- _ .. - '.·" . '.... : ." . .~ .: ... :,, . . .. ·. ·,- -". : ' - -~ ·- - - ·- --

induced single channel activity was e~ahi'iiíeé(in planar bil~Ye~s; Figure 2Á iÜúst;atesthemost 
- . ' - . . ·... . . . . . ·' -·· -. . -, ' -- _, --~· .•. '•'• .,_ ' ' . - , •.' _, - ' ·, . - .. - . -

frequent. single channel transitions déÍected irí'PLBto whi~h BBMV were fused (see methods) . 
. -- . ,_ ~:. ;; : . - ._ ·. _, ~- ---~-· . -,_ .- - ·• '.', ... ··- .... " .. : . '. .. \ - . - . . .. -. . . . ' -

Tbese experiments were performed h~~ing ~3.7fold highe~_KCÍ~oii~en~ration irÍ.~i./thancin trans; 
-- .... __ , -····· ·. <.-•'·' .. '.·.. • • ' ' .•.. • • ,- . 

Single channel conductances oÍJI ~-'.41 :~~d 76 pS ~~re lia1'~ul~t~d. fr()lll '1-V cu+.Yes of 'thesé 

transitions which ha ve reversa! pot~ntials ~f..:. ~20 rllv. indi~ating th~t Í.hése ~h~~nels ar~cation- · 

selective with a PK+/Pct· ;.; 5.7(Fig:.2.13f 
. ·: 

.·,.,., ::.'. . ', . 

The endogen~us'BBMv_cha.nnels.washout, lasting only 1-2 min. This makes their 

characterization~Úffi~~l,t;~o~éver,iÍ12/3'experiments made in 100 mM CsCI cis /100 mM KCI . ." ·' '.' ; ) ... ·,, '"· . " .. · ·~ - , .. 

rraiis, no ~ingle c~a'~rié1 ~~tivity was detected after BBMV addition, although channels appeared 

after nM toxin a<Ídiú6';i;~Th~;~ preliminary results suggest that the endogenous channels are 

blocked by Cs+ while Ú~ose ind~~~d by the toxin are not, in agreement with the mem~rane potential 

experiments. · 

lt has tie.enshown that the purified toxins alone can induce single channel activity in PLB 

[JO- 131. We repc~tcd ~hesc ex~eriments and never saw channel activity (n=25), unless > 5 µM 

toxin was used. The single channel transiÍion~ ob.served with r1M toxin were cationic and similar 

to those described earlier 1 IO~ 13 Í. 
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The response to CrylC of PLB containing BBMV was tested. Two types of toxin 

responses are illustrated in Fig. 3: one involving few channels (Fig. 3A. C), anda macroscopic 

conductance increase (Fig. 38) where sorne large single channel transitions can be resolved. 1-V 

curves ofthe toxin-induced single channel events (Fig. 30) or from macroscopic responses (Fig. 

3D insert, 1.9 nS curve) measured under a 3.7 fold KCl gradient indicate that the loxin-activated 

channels are cationic. Toxin-responses were observed in 15117 experiments where the conductance 

increase ranged from 2 to 40 fold. The time to induce a response in bilayer experiments depended 

on toxin concentration. Low concentrations (0.6-3 nM) required up to 45 min (n=l3), while at 

higher concentrations (5-10.6 nM), the response was seen after O-JO min (n=3). Figure 3C shows 

examples of the toxin-induced single channel transitions 752, 360, 106 and 50 pS in bilayers 

containing BBMV. The symbol on the left side of each current record correspond to the 1-V curve 

for that channel (Fig. 30). 

This work presents additional evidence that BBMV contai~ ii~nctional Bt toxin receptor. 
¡ <·;>· 

Both, in vesicles and in PLB, ICP after interacting with their rece~tors;'¡IJc!IJbe an increase in cation 

membrane penneability involving ion channel~. Th~ res~ciri~~~ ~ere observed at toxin 

concentrations (nM) which correlate with the in vivo lethal _clo~~~ and with the range needed to 

inhibi.t aminoacid uptake into BBMV of others insects [7J'. :fh{resuÜs indicate that midgut cell 

lysis results from receptor mediated toxin-induced cation porefo~ation. 
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Figure l.- Effect of the CrylC and CrylD toxins on the membrane potential in Spodopterafru¡.;iperda 

midgut brush border membrane vesicles. Membrane potential of BBMV (20 µg) loaded with (mM) 150 

KCI. 2 EGTA. 0.5 EDTA, IO HEPES-HCI pH 7.5 were recorded as described in section 2. 

Pre-equilíbration with 1.5 !lM Dis-C3-(5) (9 min) and the effecl of 0.5 i1M oligomycin are not shown. 

An upward deflection indicates a membrane potential depolarization. The arrow on top of the traces 

corresponds to the time of toxin or buffer A addition. F.A.U. = íluorescence arbitrary units. (lA) 

CrylD response of BBMV suspended in 140 mM methylglucamine chloride, 10 mM HEPES-HCl pH 

7.5. (a) Final K+ concentrations were (mM}: I= 4; 2==13; 3=30; 4=64 and 5=133. In the control, buffer 

A was added instead of toxin. (b) Interactíon of the CryID toxin with the dye in absence of BBMV. ( 1 B) 

Cry!C and CryID effects upon substitutíon of methylglucamine chloride incubation buffer by JO mM 

KCI, 130 mM NaCI, JO mM HEPES-HCl pH 7.5 buffer. Final K+ concentration were (mM): 1=23; 

2=:-14; 3=85; 4=165; 5=367. The control trace was obtained with buffer A addition, as well as with 

CrylIIA, CrylA(c) and boiled CrylC and CrylD toxins additions. ( lC) Resting membrane potential was 

determined as described in section 2.3 from a &F (%) vs EK+ (mV) curve. In the presence of externa! 10 

mM KCI, 130 mM NaCI the measured resting membrane potential was -59 ± 3 mV (n=l3) and -99 ± 5 

mV (n==38) in externa! 140 mM MeGluCI. 
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Figure 2.- Representative single channel records (A) and 1-V curves from the most common curren! 

transitions (8) of BBMV from S.frugiperda fused to a diPPC lipid bilayer. Records were obtained in 

550 mM KCI, 5 mM Tris-HCI, 0.5 mM EDTA, pH 9.0, cis; 150 mM KCI, 5 mM Tris-HCI, 0.5 mM 

EDTA. pH 9.0, rrans. Holding potentials in mV are indicated on the left of each record. Zero curren! 

le\'el is indicated by dashed lines. ER was around -20 mV. 
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Figure 3.- Cation channels formed by CrylC toxin in bilayers with fused BBMV. lonic 

conditions were as in Fig. 2. (A) single channel transitions observed 7.5 min after I0.6 nM CrylC 

addition. (B) macroscopic response observed at 10 min with the same toxin concentration. (C) 

representative single channel transitions at O mV from bilayers containing BBMV exposed to 1.3-

I0.6 nM CrylC toxin. The doted lines indicare the zero~~~rie~t l~vel. ER were close to -20 mV, 

indicating that these e han neis are cationic. (D) J-V ploi· ~f thesingle chánnel transitions presented 

in figure C. The insert in the left si de shows also the 1-V curve of a macroscopic response (y= 1.9 

nSI. 

(' ESTA TESJS NO l1EBF 
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DISCUSIO 



1 Purificación y caracterización de las VMMA de S. frugiperda. 

Se han descrito diversos métodos de purificación de la membrana de la 
microvellosidad apical (MMA) de las células epiteliales de varias especies de 
lepidópteros y coleópteros (Giordana et al, 82; Santos et al, 86; Wolfersberger 
et al, 87). De éstos, el método basado en la precipitación diferencial con Mg2+­
EGT A desarrollado por Wolfersberger y colaboradores es el que sin requerir de 
equipo sofisticado y sin consumir mucho tiempo, da como resultado 
preparaciones con un buen nivel de enriquecimiento. Por esta razón decidimos 
estandarizar el proceso de purificación de la MMA del intestino medio de S. 
frugiperda usando dicho protocolo. 

El resultado de los análisis enzimáticos llevados a cabo para los cuatro 
diferentes lotes de VMMA que se emplearon en el presente estudio, mostró que 
el enriquecimiento de la MMA de la preparación final versus el homogenado 
inicial (9.5 a 12.S veces/mg de proteína), es similar al reportado para 
preparaciones del mismo tipo obtenidas de otros lepidópteros (Sacchi et al, 86; 
Wolfersberger et al, 87; Hendrickx et al, 90; Giordana et al, 93; Carrol y Ellar, 
93). Esto comprueba la reproducibilidad de los resultados que pueden obtenerse 
usando dicho método. 

La única diferencia importante en el procedimiento de purificación de las 
VMMA respecto del original, fue la adición de una mezcla de inhibidores de 
proteasas a la solución amortiguadora con la que se lavaron los intestinos 
medios extraídos de larvas de S. frugiperda; ésto con la finalidad de evitar la 
degradación de las proteínas presentes en el tejido por acción de las 
abundantes proteasas características del intestino de los insectos. 

La fosfatasa alcalina (FA) es una proteína transmembranal prácticamente 
exclusiva de la membrana apical de las células epiteliales que al igual que el 
receptor para las toxinas Cry se encuentra orientada hacia la luz del lumen 
(Wolfersberger, 84). El monitoreo de la actividad específica de FA en presencia 
y ausencia de detergente (0.02%, Tritón X-100) permitió determinar que más 
del 90% de la población de vesículas presenta una orientación positiva; en otras 
palabras, una gran parte de la población de las VMMA presenta los receptores 
orientados hacia afuera. 

Con el ensayo tipo dot-blot descrito en la sección de resultados en el cual 
se detectó la presencia de toxina CrylC unida a su receptor con un anticuerpo 
antitoxina y después con un segundo anticuerpo acoplado a peroxidasa, se 
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comprobó cualitativamente el aumento de la concentración específica de sitios 
de unión (receptores) en las preparaciones finales de vesículas, comparada con 
la de los homogenados respectivos. 

El aumento en la concentración específica de receptores y su correcta 
orientación en las vesículas fueron requisitos fundamentales para garantizar la 
utilidad de estas preparaciones para estudiar el efecto inicial de las ó­

endotoxinas en la membrana blanco. 

2 Purificación, solubilización, procesamiento y almacenamiento de 
las ó-endotoxinas empleadas. 

Las propiedades de las proteínas Cry con base en las que se han 
desarrollado los diversos protocolos de purificación son: su solubilidad a pHs 
extremos (alcalino para las toxinas Cryl y Crylll y ácido para las toxinas 
Crylll) y su resistencia al tratamiento con proteasas (Li et al, 91; Koller et al, 
92). Sin embargo, es importante señalar que los diferentes tipos de toxinas 
pueden presentar diversos grados de resistencia a la acción de las proteasas. 
Por ejemplo, los resultados de la purificación y posterior ensayo de la 
actividad biológica de las toxinas empleadas, demostraron que CrylC es la 
toxina más susceptible a la acción de la tripsina ( 1 :20, incubada a 3 7 oC toda la 
noche) comparada con las otras tres proteínas usadas en el presente estudio 
(CrylD, CrylA(c) y CrylllA). En las condiciones de activación con tripsina ya 
citadas, CrylC pierde su actividad biológica; el análisis respectivo en gel de 
poliacrilamida-SDS, muestra claramente la presencia de dos bandas de peso 
molecular muy parecido (datos no mostrados) y cercano a aquél reportado por 
otros autores para la forma activa de esta proteína (Honée et al, 88). Al 
parecer es la banda superior la que conserva la actividad biológica. Para 
obtener preferencialmente esta forma fue necesario usar condiciones de 
activación más suaves (1:50 tripsina, incubando a 37 oC durante 3 horas). 

La presencia de por lo menos 1 50 mM de KCI o NaCI en la solución 
amortiguadora donde se almacenó la toxina CrylD fue indispensable para evitar 
su precipitación, aún a concentraciones de proteína relativamente bajas (0.5 
mg/ml). Esto pudiera deberse a asociación de las moléculas de toxina, ya que 
su punto isoeléctrico: pl=8.2 (valor determinado por Leopoldo Güereca en un 
experimento de enfoque isoeléctrico) es muy cercano al pH del medio de 
almacenamiento (pH 8.6). 
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3 Condiciones óptimas de ensayo para el monitoreo del potencial de 
membrana de las vesículas. 

El colorante elegido para monitorear el potencial de la MMA de S. 
frugiperda es una molécula que a pH neutro posee una carga positiva 
deslocalizada (Bashford y Smith, 79). La presencia de un grupo ionizable débil 
en cada uno de los dos heterociclos de que consta, implica que el pH del medio 
puede modificar su distribución dentro y fuera de la membrana en función del 
potencial. Por esta razón se decidió usar soluciones amortiguadoras intra y 
extravesiculares con pH cercano al neutro. 

Se prefirió usar HEPES-HCI en la compos1c1on del medio intra y 
extravesicular ya que esta molécula se considera prácticamente impermeable 
para las membranas biológicas. Por ésto puede despreciarse la contribución del 
HEPES al aumento o disminución de la fluorescencia debida al movimiento de 
los iones. 

Para encontrar las condiciones óptimas de ensayo, es decir, la 
concentración de colorante y de proteína de vesículas más adecuados para 
monitorear los cambios en el potencial de la MMA se hicieron curvas ~F(%) vs 
EK· (como las mostradas en la Figura 1 C) manteniendo fija una de las variables 
y modificando la otra. Aquella condición con la que se obtuvo la pendiente más 
grande y el coeficiente de correlación más alto es la que se consideró más 
adecuada. 

Las concentraciones de colorante y de proteína de vesículas que se 
determinaron como óptimas para este ensayo (1.5 µM y 20 µg, respectivamente) 
coinciden con las reportadas por Uemura y colaboradores (92) para un ensayo 
similar; ésto pone de manifiesto la reproducibilidad de los resultados 
obtenidos usando este tipo de sistema. 

4 Determinación del potencial de reposo de la membrana de las 
vesículas. 

El potencial de reposo es el parámetro que nos permite conocer cuál es la 
permeabilidad principal de una membrana (Hille, 92). Tal como se citó en la 
sección de resultados, el potencial de reposo calculado para la MMA de S. 
frugiperda (-59 ± 3 mV (n=l 3) en el medio de incubación con NaCI 130 mM, KCI 
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1 O mM y -99 ± 5 mV (n=38) en el medio con cloruro de n-metil-D-glucamina 
(MeGluCI) 140 mM) es muy cercano al potencial de equilibrio del K+ determinado 
con la ecuación de Nernst (-71 y -108 mV, respectivamente). Esto significa que 
en el reposo, la permeabilidad más importante de la membrana de las vesículas 
es al K+ y no a los otros iones presentes (CI- y MeGlu+ o Na+l, en las condiciones 
experimentales usadas. 

En concordancia con lo anterior se observó que la membrana estudiada es 
permeable al K+ en ausencia de valinomicina (trazos control mostrados en la 
Figura 1 ). 

Otros autores que han analizado la permeabilidad endógena de VMMA 
obtenidas de otros lepidópteros (Uemura et al, 92; Carrol y Ellar, 93) o bien de 
vesículas híbridas compuestas de MMA y lípidos sintéticos (English et al, 91 a) 
también han observado que dichas vesículas son permeables al K+. 

Esta evidencia parecería estar en contraposición con la encontrada por 
diversos autores quienes han descrito que en condiciones fisiológicas la MMA 
es muy poco permeable al K+ (Harvey, 92; Wolfersberger, 92). Esta divergencia 
en los resultados del análisis de la permeabilidad intrínseca de la MMA puede 
explicarse con los siguientes argumentos. 

1 ) En las VMMA se ha perdido completamente la estructura original del 
tejido y por lo tanto la regulación del transporte iónico del mismo. Como se 
citó antes el potencial de reposo de la MMA de las vesículas es mucho más 
positivo que el potencial de reposo fisiológico, el cual en algunas especies es 
mayor de -1 50 mV. En esta nueva condición es probable que algunos canales que 
fisiológicamente no están activos ahora si lo estén. 

2) El K+ pudiera estar pasando por vías de permeabilidad que in vivo son 
selectivas para otros cationes. 

En la Tabla 1 pueden verse resultados que son consistentes con este 
planteamiento. En esa tabla se muestra la secuencia de selectividad relativa 
para las vías de permeabilidad intrínsecas de las vesículas (NH4+ > Cs+ > K+ > 

Li- > Na+ = Rb+ ). Esta serie de selectividad refleja la heterogeneidad de la 
población de canales iónicos presentes en las membranas biológicas, en este 
caso la MMA de S. frugiperda. Dicha heterogeneidad explica porqué esta serie de 
selectividad dista mucho de las obtenidas para los canales de K+ típicos (Hille, 
92). 
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3) No puede descartarse que en la preparación de VMMA estén presentes 
otras porciones de la membrana de las células epiteliales que sí son 
permeables al K +, como lo son la membrana basal de las células columnares y la 
mayor parte de las membranas que conforman las células caliciformes. 

5 Efecto inicial de las o-endotoxinas en la MMA. 

En todas las soluciones amortiguadoras usadas las toxinas interactúan 
directamente con el colorante, al parecer de forma electrostática, ya que dicha 
interacción puede separarse con la adición de sales de cationes monovalentes y 
más marcadamente con las de divalentes. Este fenómeno que hemos denominado 
artefacto siempre se observa en la misma dirección, es decir, en todos los 
medios de incubación empleados siempre observamos disminución de la 
fluorescencia al agregar una alícuota de toxina al medio que contiene el 
colorante en ausencia de vesículas (ver Figura 1 Ab). Dicho artefacto es 
reproducible y desigual para cada toxina, probablemente reflejando diferencias 
de la carga superficial entre éstas. 

A continuación se discute el efecto causado por las toxinas después de 
corregir los trazos obtenidos con los artefactos correspondientes. 

Esta metodología nos permitió determinar que en el medio de incubación 
compuesto por MeGluCI, el efecto inmediato causado por CrylD en la MMA es una 
hiperpolarización (9 ± 3 mV, n=23), es decir, una disminución de la 
fluorescencia debida a la salida del K + de las vesículas en favor de su gradiente 
de concentración. También se observó un subsecuente aumento de la 
permeabilidad al hacer las adiciones de KCI. 

Ambos efectos, es decir, la hiperpolarización inmediata y el aumento en 
la permeabilidad a KCI subsecuente, son congruentes con la idea de que la 
alteración de la permeabilidad de la MMA se debe a que la toxina induce la 
formación o apertura de un poro. 

Cuando en el medio externo el MeGluCI, una sal de un catión de gran 
volumen, se sustituyó con una sal de un catión que puede considerarse más 
fisiológico (NaCI), el efecto inmediato causado por CrylC y CrylD en la MMA 
resultó completamente opuesto al antes descrito (Figura 18), es decir, en este 
caso observamos una depolarización. Este aumento de la fluorescencia se debe 
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entonces a que el catión de menor volumen (Na+) es capaz de pasar (entrar a las 
vesículas en favor de su gradiente de concentración) por la vía de 
permeabilidad inducida por estas proteínas. Esto apunta con claridad hacia que 
dicha vía no es muy selectiva entre los cationes monovalentes presentes en el 
medio intra y extravesicular (K+ y Na+, respectivamente). 

6 Especificidad de la respuesta observada. 

Los resultados obtenidos al medir la actividad biológica de las diferentes 
toxinas hacia larvas neonatas de S. frugiperda mostraron que la proteína más 
potente es CrylC. Sin embargo, en los ensayos de fluorescencia con VMMA 
obtenidas del último instar larvario, se encontró que la toxina que causa mayor 
alteración en la permeabilidad de la MMA es CrylD (Figura 1 B). Al estudiar el 
efecto en este mismo sistema con VMMA obtenidas de larvas en el segundo y 
tercer estadio, se observó un efecto similar con ambas toxinas (CrylC y CrylD). 
Esto podría explicarse proponiendo que cada toxina se une a una población de 
receptores diferente, y que éstos se expresan diferencialmente durante el 
desarrollo larvario. 

Sánchez-Quintana ( 9 4), al hacer estudios de competencia heteróloga en 
cortes de tejido de S. frugiperda con CrylC y CrylD marcadas con biotina, 
demostró que CrylC no es capaz de competir con CrytD por los sitios de unión, 
pero que CrylD sí compite con CrylC. Con base en ésto el autor propuso que cada 
toxina se une a diferentes poblaciones de receptores pero que CrylD puede 
unirse también a la población a la que se une CrylC. 

La determinación de la constante de afinidad (Kct) y la concentración de 
sitios de unión (Bmax) en experimentos de competencia homóloga y heteróloga 
de la unión de 1251-CrylC y 1251-CrylD a las VMMA obtenidas de los diferentes 
estadios de desarrollo de S. frugiperda permitirá esclarecer si esta propuesta 
es correcta. 

Se comprobó que al hervir CrylC y CrylD en las condiciones descritas 
previamente, éstas pierden su actividad biológica. Consistentemente, se 
observó que también perdieron su habilidad para causar cambios inmediatos en 
la permeabilidad de la MMA, usando el sistema desarrollado en el presente 
trabajo. 
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Garczynski y colaboradores (91) reportaron que CrylA(c), una proteína 
prácticamente inactiva para S. frugiperda, se une saturablemente y con alta 
afinidad (Kd 0.68 nM y Bmax 4.5 pmol/mg proteína) a las VMMA obtenidas de 
dicho insecto. Al analizar el efecto de CrylA(c) en el potencial de la MMA, se 
demostró que esta toxina es incapaz de. causar alteración alguna en la 
permeabilidad. Esto sugiere que los resultados obtenidos con este sistema son 
el reflejo de la unión a los receptores y la posterior inserción y formación de 
poros en la membrana. 

En concordancia con lo anterior, usando este misma metodología se 
encontró que una proteína específica para coleópteros (CrylllA) también es 
incapaz de causar alteración en el potencial de la membrana estudiada. 

El hecho de que las únicas toxinas capaces de alterar la permeabilidad de 
la MMA S. frugiperda sean las que tienen actividad tóxica in vivo, es decir, el 
que con esta metodología se puedan diferenciar las proteínas que se unen, 
insertan en la membrana y forman poro, de aquéllas que sólo se unen, es lo que 
hace a este sistema una herramienta valiosa para la detección de o-endotoxinas 
con actividad potencial hacia organismos hasta el momento considerados no 
susceptibles y también para estudios del mecanismo molecular de acción de las 
o-endotoxinas. 

Aunque esta metolodogía no se ha aplicado aún para detectar la(s) 
proteína(s) Cry con capacidad de alterar la permeabilidad de vesículas 
obtenidas de algún insecto no susceptible, se pueden citar varias limitantes del 
uso de este sistema para estos fines. 

Una primera limitante es el tamaño del ·insecto del que se obtiene la 
membrana donde se supone está concentrado el receptor para la toxina. 
Recientemente Maclntosh y colaboradores (94) han adaptado el protocolo 
desarrollado por Wolfersberger para purificar MMA partiendo de insectos 
completos en vez de intestinos medios aislados. Esta herramienta puede 
permitir hacer extensivo el uso del sistema de monitoreo del potencial de la 
MMA de vesículas purificadas a partir de insectos de diversos órdenes. 

Otra limitante es el grado de pureza requerido de la toxina cuando ésta 
proviene de alguna cepa de Escherichia coli. Hemos observado que proteínas de 
esta bacteria que también son solubles a pH alcalino y resistentes al 
tratamiento con tripsina (las cuales se observan en el gel de poliacrilamida 
como bandas contaminantes) son capaces de alterar la permeabilidad de la 
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membrana de las vesículas de S. frugiperda (resultados no mostrados}. Este 
fenómeno no se ha observado cuando se han utilizado preparaciones de toxina 
obtenidas creciendo cepas de Bt hasta la esporulacion y la posterior 
solubilización de los cristales y activación con tripsina de las protoxinas 
liberadas de los mismos. 

7 Selectividad de la vía de permeabilidad inducida por CrylD. 

El efecto inicial en la MMA causado por las toxinas específicas para el 
insecto del que fueron obtenidas las vesículas, es causar una hiperpolarización 
o depolarización inmediata, dependiendo del tipo de catión presente en el medio 
extravesicular (MeGfu+ o Na+, respectivamente}. Considerando ésto, se propuso 
caracterizar con mayor detalle la selectividad de la vía de permeabilidad 
inducida por CrylD, la toxina que produce mayor alteración en la permeabilidad 
de la membrana. 

Como puede verse en la Tabla 1 la serie de selectividad para la vía de 
permeabilidad inducida por CrylD (K+ > NH4+ > Na+> Rb+ > Li+ > Cs+) es diferente 
de la obtenida para las vías de permeabilidad intrínsecas de las VMMA. Esto 
sugiere que se trata de vías de permeabilidad independientes. 

La pobre distinción que la vía de permeabilidad inducida por CrylD hace 
entre los diferentes cationes monovalentes probados contrasta notoriamente 
con la de los canales de K+ clásicos, los cuáles son notablemente permeables a 
Tl+>K+>Rb+>NH4+ y varios órdenes de magnitud menos permeables a Cs+> Li+ 
>Na+ (Hille, 92). 

Usando un sistema similar Uemura y colaboradores (92}, encontraron que 
la secuencia de selectividad de la vía de permeabilidad intrínseca de las VMMA 
de Bombyx mori (Li+ > Mg2+ =caz+> Na+> NH4+ > Cs+ > Rb+ > K+} también es 
diferente de aquélla obtenida para la vía de permeabilidad inducida por CrylA{a) 
en dicha membrana (Ca2+ > Mg2+ >> Li+ > NH4+ > Cs+ >Na+.> K + = Rb+ ). También en 
este caso ambas series de selectividad son muy diferentes de las obtenidas 
para los canales de K+ típicos. 

Las diferencias entre las series de selectividad encontradas para las vías 
de permeabilidad intrínsecas e inducidas por las toxinas específicas en S. 
frugiperda y B. morí podrían deberse a que: 
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1) En el caso de B. morí no se estudió el efecto inmediato de CrylA(a), 
sólo se analizó el efecto que produce después de incubarla durante una hora con 
las vesículas. 

2) La forma de calcular la selectividad en ambos trabajos es diferente. 
Para el caso de S. frugiperda estos datos fueron estimados al comparar la 
pendiente de las curvas AF(%} vs Ex+ (similares a la presentada en la Figura 1 C) 
obtenidas al hacer adiciones sucesivas de las diferentes sales (KCI, NaCI, etc). 
En el trabajo de los autores citados, la serie de selectividad se obtuvo al 
comparar el AF producido por una sóla adición de la sal correspondiente. Una 
desventaja importante de esta última forma de estimar la permeabilidad 
relativa a los diferentes cationes, es que se desprecia el efecto de éstos en el 
potencial de superficie. Dicho efecto es particularmente importante para los 
cationes divalentes (Hille, 92). 

3) Los resultados también pudieran reflejar diferencias reales de la 
selectividad relativa de las vías de permeabilidad inducidas por CrylA(a) y 
CrylD. Esto no sería extraño; de hecho, en estudios de formación de canales 
iónicos en bicapas lipídicas planas por acción de las proteínas CrylC (una 
proteína parecida a CrylD} y CrylA(a) se ha encontrado que la selectividad de 
dichos canales es diferente (Schwartz et al, 93b). 

Usando experimentos de hinchamiento osmótico Carral y Ellar (93) 
encontraron que CrylA(c) aumenta la permeabilidad de la MMA de Manduca sexta 
no sólo para cationes (K+, Na+ y tetraetilamonio (TEA)) sino también para 
aniones (CI-, SCN- y gluconato- ). Con base en estos resultados dichos autores 
proponen que los poros inducidos por las ó-endotoxinas no son catiónicos. 

Con la finalidad de analizar si el cloro, un anión de volumen pequeño, es 
capaz de pasar por la vía de permeabilidad inducida por CrylD en la MMA de 
S. frugiperda se llevaron a cabo experimentos donde en el medio extravesicular 
el MeGluCI fue sustituido por metanosulfonato de MeGlu+. Se demostró que 
CrylD no induce cambios en la permeabilidad a aniones, ya que el efecto 
inmediato producido por ésta en la membrana, en estas condiciones fue una 
hiperpolarización (8 ± 2 mV, n=3) o disminución de la fluorescencia debida a la 
salida del K+ de las vesículas. 

La divergencia en los resultados obtenidos por Carro! y Etlar y los del 
presente estudio pueden explicarse sí se considera que en el caso de los 
experimentos en VMMA de Manduca sexta se analizó el efecto que CrylA(c) 
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produce en esa membrana después de una hora de estar_en contacto con ella, por 
lo que el efecto observado no puede considerarse como el inicial. Estas 
diferencias también pueden deberse a que las propiedades intrínsecas de la 
permeabilidad de las VMMA de los dos insectos sean desiguales. Tampoco puede 
descartarse la posibilidad de que la selectividad de los canales formados por 
CrylA(c) y CrylD sea diferente. 

La caracterización fina de los canales intrínsecos de las VMMA y de 
aquéllos formados por CrylC en bicapas lipídicas planas, llevada a cabo por la 
Biol. Claudia Oíaz Camino son congruentes con los resultados antes descritos, 
es decir, tanto los canales intrínsecos de las vesículas como los inducidos por 
la toxina en presencia del receptor son catiónicos. 

8 Distinción farmacológica de las vías de permeabilidad intrínseca e 
inducida por CrylD. 

Como se dijo anteriormente los resultados de la determinación de las 
series de selectividad de las vías de permeabilidad intrínseca e inducida por 
CrylD sugerían que dichas vías son independientes. Con la finalidad de 
esclarecer este punto se hicieron experimentos con bloqueadores generales de 
canales de K+ y Na+. Este tipo de estrategia ha sido una herramienta 
ampliamente utilizada para el estudio y caracterización de los diversos tipos 
de canales iónicos conocidos hasta el momento (Hille, 92). 

La Tabla 2 muestra evidencia que apoya la idea de que los canales 
intrínsecos son diferentes de aquél que la toxina induce en presencia de su 
receptor. En esta tabla puede verse que las vías de permeabilidad intrínsecas 
de las VMMA son más sensibles a Ca2+, Cs+, TEA y 4-aminopiridina ( 4-AP) y 
menos a Ba2+ que aquélla inducida por la toxina. Los resultados relativos a las 
rutas endógenas pueden explicarse por la gran heterogeneidad de los canales 
presentes en las membranas biológicas. Aunque varios bloqueadores generales 
de canales de K+ (Ba2+, TEA, 4-AP) tienen actividad sobre la vía de 
permeabilidad inducida por la toxina, las dosis requeridas para observar dicho 
efecto son muy superiores a las usadas para dichos canales (Hille, 92). La 
amilorida, un bloqueador de canales de Na+ de células epiteliales (Senos, 82; 
Benos et al, 87), tampoco fue efectiva para cerrar la vía de permeabilidad 
inducida por CrylD (resultados no mostrados). Estos resultados sugieren que 
CrylD induce una vía de permeabilidad con propiedades farmacológicas 
generales diferentes de las de los canales de K+ o Na+ típicos. 
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De acuerdo con los datos presentados en la Tabla 2, el Cs+ y la 4-AP son 
dos agentes que pueden utilizarse en estudios más finos que permitan 
caracterizar los canales formados por las o-endotoxinas, debido a que éstos 
sólo bloquean las vías de permeabilidad endógenas de las vesículas. Los 
resultados preliminares obtenidos en el sistema de bicapas lipídicas planas, 
donde a una membrana de difitanoilfosfatidilcolina preformada se fusionaron 
VMMA de S. frugiperda en presencia de 100 rnM CsCI cis /100 mM KCI trans, 
sugieren que los canales endógenos de las vesículas se bloquean por Cs+, 
mientras que los inducidos por dosis nM de CrylC no. Esto concuerda con los 
resultados obtenidos en los experimentos de monitoreo del potencial. 

9 Resultados del presente estudio en el contexto del mecanismo 
molecular de acción de las b-endotoxinas. 

En conjunto, los resultados obtenidos en el p(esente . trabajo permiten 
proponer que el efecto inicial de las b-endotoxinas es ihdl.lcir . una vía de 
permeabilidad selectiva a cationes en la MMA del · il1te~tiho lde los insectos 
susceptibles. 

Los diferentes autores que han analizado el mecanismo de acción de las 
proteínas Cry desde el punto de vista de la fisiología del intestino de los 
insectos (Harvey, 92; Wolfersberger, 92; Knowles y Dow, 93), coinciden en que 
el aumento de la permeabilidad de la membrana de las células columnares a los 
cationes, provoca que se pierdan la diferencia de potencial y la energía que 
mantiene el gradiente de pH. La consecuente alcalinización del citoplasma 
interfiere entonces con el metabolismo celular, lo ·que incluye el 
funcionamiento de la ATPasa V de las células caliciformes y causa a la postre, 
que se pierda la integridad del epitelio. En estas condiciones, las esporas 
tienen acceso a la hemolinfa en la que germinan y todo ésto, en conjunto, causa 
la muerte de la larva por inanición y septicemia. Se ha observado que este 
efecto de las esporas es particularmente importante cuando el insecto ingiere 
dosis subletales de toxina (Miyasono et al, 94). 

La diferente selectividad y propiedades farmacológicas de las vías de 
permeabilidad intrínsecas e inducida por CrylD favorecen la idea de que la 
toxina participa directamente en la formación del poro. 
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Usando este mismo sistema, recientemente hemos obtenido evidencia 
adicional que sustenta esta proposición. Encontramos que CrylA(c), una 
proteína altamente activa contra Trichop/usia ni y Heliothis virescens, causa 
un efecto inmediato similar en la MMA purificada a partir de dichos insectos al 
causado por CrylD en la MMA de S. frugiperda. 

Estos resultados no permiten inferir si el receptor también forma parte 
del poro. Los experimentos que serían de gran utilidad para aclarar este punto 
podrían consistir en analizar con la metodología de monitoreo del potencial de 
membrana el efecto de la porción comprendida entre los dominios 11 y 111 (que 
es la región que interactúa con el receptor) de alguna toxina en la MMA del 
insecto susceptible a la misma. 

La evidencia que sugiere que el receptor participa en la formación del 
canal modulando de alguna manera su actividad, y no sólo aumentando fa 
concentración efectiva de toxina en la membrana para permitir su inserción, es 
la obtenida por Wolfersberger (comunicación personal en Knowles, 94) y por la 
Biol. Claudia Díaz Camino usando bicapas lipídicas planas. Ambos autores han 
encontrado diferencias en el tamaño y el comportamiento cinético de los 
canales iónicos formados por CrylA(c) en presencia MMA de Manduca sexta y por 
CrylC en presencia de MMA de S. frugiperda, respectivamente. 

Los análisis de formación de canales en bicapas lipídicas planas a las que 
se incorporen receptores putativos purificados o bien, en patch clamp en 
células epiteliales en cultivo, podrían ser herramientas que permitan aclarar 
cuál es la participación del receptor en la formación del poro. 

Con la finalidad de profundizar en el conocimiento del efecto inicial 
producido por las proteínas Cry en la membrana de las células columnares, 
seña interesante hacer experimentos en los que se analicen conjuntamente los 
cambios que éstas inducen en el potencial de la membrana y el pH y/o 
concentración de caz+ intracelulares. Las células epiteliales en cultivo o las 
VMMA y las sondas fluorescentes pudieran ser herramientas útiles para 
conseguir estos fines. 
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Con base en los resultados obtenidos usando el sistema de monitoreo del 
potencial de la MMA de Spodoptera frugiperda se puede concluir que el efecto 
inmediato exclusivo de las toxinas altamente activas contra, dicho insecto 
(CrylC y CrylD) es inducir una vía de permeabilidad'selectiva para cationes. 

La diferente selectividad y propiedades'Jarmacológicas de las vías de 
permeabilidad endógena e inducida por CrylD en la membrana estudiada, sugiere 
que ambas rutas son independientes. 

La poca distinción que la vía de permeabilidad inducida por CrylD hace de 
los diferentes cationes monovalentes indica que el poro formado por esta 
toxina a los pocos segundos de estar en contacto con la membrana que contiene 
al receptor, es solo pobremente selectivo para K+. 

La vía de permeabilidad inducida por la toxina CrylD en las VMMA de S. 
frugiperda no se bloquea por las dosis comúnmente empleadas de bloqueadores 
generales de los canales de K + más comunes (Hille, 92). Lo anterior sugiere que 
el canal inducido por la toxina en presencia de su receptor es diferente de los 
canales de K+ clásicos. 

En este sistema, sólo aquellas toxinas capaces de unirse al receptor, 
intercalarse en la membrana y formar poro, son las que alteran el potencial de 
la membrana estudiada y por ende su permeabilidad. Esta es la característica 
fundamental que valida el uso de esta metodología para detectar ó-endotoxinas 
con actividad potencial hacia plagas hasta el momento no susceptibles. 

Otras características que hacen de este sistema una herramienta útil 
para los fines antes citados son que: a) es aplicable para cualquier organismo 
del que pueda hacerse una preparación de membranas donde esté contenido el 
receptor; b) es un ensayo fácil de hacer; c) toma poco tiempo (cada trazo 
consume aproximadamente 1 5 minutos); d) se gastan pocos reactivos (el 
volumen final de trabajo es de 700 ,,1) y e) es susceptible de automatización. 

Podemos citar como una desventaja de esta metodología la interacción 
observada entre la toxina y el colorante usado en ausencia de las vesículas 
(artefacto). Este artefacto implica la necesidad de corregir cada trazo. Sería 
interesante explorar en un futuro la posibilidad de usar un colorante que 
funcione con base en el mismo principio, pero con el que no se presente ese 
artefacto. 
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Como otros sistemas in vitro con los que se ha analizado el efecto que las 
ó-endotoxinas producen en la membrana blanco, el presentado aquí sólo es 
aplicable para proteínas que previamente se han purificado y activado. Lo 
anterior es también un inconveniente, ya que el procesamiento llevado a cabo 
por la tripsina (la proteasa que usualmente se emplea para obtener la forma 
activa), puede ser diferente del producido por las proteasas presentes en el 
intestino de los insectos. 

Otra desventaja es que no se ha encontrado correlación cuantitativa entre 
la actividad obtenida con este sistema y los resultados del bioensayo. Este es 
otro aspecto que sería interesante explorar en el futuro. 
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