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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 dafos que el hombre ha causado a la
naturaleza al seguir la filosofia de la revolucion verde. Actualmente se plantea
que la actividad agricola humana debe concebir en lo posible los principios
ecolbgicos basicos 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 produccién.

En este orden de ideas ha surgido el concepto de manejo integrado de
plagas. Una de las herramientas que contempla dicho manejo es el control
biolégico, es decir, el uso de los organismos naturales o de sus partes para
mantener controlada a una poblacion a la que se considera como pilaga.
Aplicaciones comunes de esta forma de control son la conservacion de
parasitoides, depredadores y entomopatdgenos nativos, asi como su
introduccién a los campos de cultivo. A los productos comerciales cuyo
principio active 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 Proteccion 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
la EPA es considerada por muchos paises como referencia. En 1990 el mercado
internacional de pesticidas fue de 26,000 millones de dolares distribuidos de
la siguiente forma: 4,500 en Estados Unidos, 4,500 en Europa Occidental y
17,000 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
Bacillus thuringiensis abarcan del 90 al 95% (Feitelson et al, 1992).

2 ; Qué es Bacillus thuringiensis (Bt)?.

Bacillus thuringiensis (Bt) es una bacteria entomopatégena Gram
positiva, que se distingue de otros Bacillus por su capacidad para sintetizar
durante el proceso de esporulaciéon un cristal'.paraeSppralvin_sﬁecticida (Figuras’
1y2). S : e



TABLA 1.- LISTA ACTUALIZADA DE LOS BIOPESTICIDAS REGISTRADOS POR LA EPA

INGREDIANTE ACTIVO ARO REGISTRO | # REGISTROS | PLAGA/ENFERMEDAD
CONTROLADA

BACTERIAS

Racillus popilliae + B. lentimorbus- - | 1998 . 5. | Larvas del escarabajo japonés

K thuringlensis sabsp. kursiaki (B | < 1961, e 130 T Larva de lepiddpteros

Agrobacterium radiobacter Afermedad de 1a agalla de la corona

Br subsp. israelensis “Larvas de'dipléfés :

27 subsp. san diegoy, col ééﬁl Sr08 s

B: subsp. tenebrionis Lamvas de Golosmaros

Pseudomonas flucrescens

Bak cepa EG 2348 Larvas'de lep|d6;ii;ms :

Bk cepa EG 2424

Spteros y coledpteros

Bk cepa EG 237} Larvas de Ieprdéh;ékos

B. sphaericus

8. subtitis GBO3 Enfermedad de Ia pudricién

HONGOS
Phytaphthora citrophthora - Estranguladora de o ¢ itricos
Colletotrichum gloeosporivides Alvedia del none.

Trichoderma hardanum (ATCC 204'i6 aimien o;lnvemh‘l“de ios‘ drboles

7. polysporum (ATCC 20475),

Gliacladium virens (G-21)

7. hargianum Rifsi cepa KRL-AG2 -

Lagenidium giganteum

PROTOZOARIOS

Nosema locustae

VIRUS

Cucrpos de inclusién del virus de I
polibedrosis nuclear (NPV)

Cuerpos de inclusidn del virus \
palomilla de s inflorescencia de los pi

Cuupos de mcluszén del vnrus NPV d
7 rlomilla gitana

Cuerpos de inclusidn del \'ii\::s NPV de
osca bamenadora de los pinos
Notas Tomada de “altem b RS Mn..uskl, E. A Schnc d :

2 Banllus thuringi
b La designacion

£

¢ Trichoderma harcianum (ATCC 204760y T.

\ pomm (ATCC "0475) s vcndun ¥ usan cumbnnadann.nte




Figura 1.- Micrografia de Bacillus thuringiensis cepa
E62424 en la que se ilustran la espora(s), los cristales
romboidales que contienen la proteina CrylliA (r) y el

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

Tomada de: Cariton, B.C. and C. Gawron-Burke. (1993). Genetic
improverment of Bacillus thuringiensis tar bioinsecticide development. En
"Advanced engineered pesticides". L. Kim (editor) Marce! Dekker, inc.
USA. p. 43-61




7h

Sl

7-8h

h
——

MADURA
SIN LISAR

Esquematizacion de la esporulacidn y sintesis del eristal en Baciltus thyringiensis.

; :ABrev-iu(urus;
PC, pared celular; MC, membrana celular;
FA, filamento axiul SF, septo de la preespora;
10, inclusion oval; C, cristal;
ME, membrana externa; E, exosporo;

ES, espora madura en una célula sin lisar,

M, mesosoma;

Fl, preespora incipiente;
MU, membrana interna;
CO, corteza;

Figura 2

Adaptada de: Bechtel, D.B. and L.A. Bulla (1976). Electron microscope study of sporulation

and parasporal crystal formation in Bacillus thuringiensis. J. Bacteriol. 127:1472-1478.




ishiwata, un investigador japonés, aislé esta bacteria a partir de un
gusano de seda muerto en 1901; sin embargo, fue hasta los afios cincuenta
cuando se relaciond a la estructura cristalina que produce con los efectos
toxicos 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 antigeno H del
flagelo, de acuerdo con el esquema propuesto por De Barjac y Frachon (Tabla 3).

El cristal paraesporal estd formado de una, y mas comdnmente de varias
proteinas flamadas §-endotoxinas o proteinas Cry. En el cristal, las proteinas
insecticidas se encuentran en forma de protoxinas, por lo que deben ser
procesadas para ser activas. Las 6-endotoxinas son altamente téxicas contra
diversas plagas y muy especificas en su actividad. Estas pueden representar
hasta el 20 o 30% del peso seco del cultivo esporulado (Van Rie, 1992) y cerca
del 33 al 43% del total de las proteinas sintetizadas (Aronson et a/, 1986).

A la fecha se han encontrado &-endotoxinas activas contra lepidopteros
[1901]1, dipteros {1977], coledpteros [1983], nematodos [1988], protozoarios
[1989], platelmintos [1990], acaros [1990] e himenopteros [1992] (Feitelson,
1993). Una explicaciéon posible a la enorme diversidad de cepas de Bt en la
naturaleza es que los genes bacterianos que codifican para las proteinas Cry y
los genes blanco de la toxina en el huésped hayan coevolucionado (Rennie,
1992).

3 ; Para qué se usa Bt?.

l.as esporas y cristales producidos por Bt se han usado como principio
activo de insecticidas comerciales para controlar plagas agricolas, 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 afos treinta; en Estados Unidos se han usado a partir de 1961,
afo en el que se registrod el primer producto (Matten et al, 93). En México fue
hasta fines de los aflos sesenta cuando Bt comenzd a usarse en los campos
agricolas (Galan-Wong, 93).

1 £n corchetes se sefala ef afo en que se reportd la primera cepa con esa actividad.



TABLA 2.- ANTECEDENTES HISTORICOS DEL DESCUBRIMIENTO DE Bacillus thuringiensis

ANO DESCRIPCION
190! El cient{fico japonés Ishiwata descubrit una bacteria aislada de un gusano de seda enfermo a la que denominé Bacillus
solo.
1911 1* descripcidn vélida de B. thuringiensis realizada por Berliner al aislar una bacteria acrdbica formadora de esporas de
una larva enferma de la palomilla harinosa del Mediterréneo (Ephestia kuhniella Zell).
1915 *Bacillus thuringiensis® ya que la
1915 nsectos que los cullivos jévenes,
1927 cambia la posicidn de la espora
307 rf:njiyaoxj'kdel maiz), éstas
+:La produccién de "Sporine”
1946
1951/52
1953 Hannay estudié la espomluclén de
observaciones de Bcrlmer lnfon-né
esporuladas y sugirié qu: los
las tarvas de insectos.
1953/54
1955
1960
1962
1968
1968/69
1977 Goldberg y"M‘nlA'gali_l de:
Bt subps. isra:lnﬁis
1983
90°s

Nota:

Adaptada de Galsn-Wong, L.J. (
la produccidn dé biinsecticidas m
lztacala; México, D.F., p. 19-2107




TABLA 3.- CLASIFICACION DE CEPAS DE Bacillus thuringiensis DE ACUERDO AL SEROTIPO H,

ANTIGENO H | SEROVARIEDAD { ABREVIATURA

1 sthuringiensis THU
2 Sfinitimus FIN

3a3c alesti . ALE
3a3b3c Kurstaki - : KUR
3a3d surtaij;ofhiem -+ SUM

3a3dle fuku;iaé o FUK
- SOT

4adb - | somo

4adc
5a5b
SaSc

© 1Rl
‘ 19 i




Now:

20a20b yunnanensis - YUN
20a20c pondicheriensis L PON
21 colmeri | coL
22 SHA
23 Japonensis: IAP
24 neoleonensis. NEO
25 coreanensis - COR
26 silo : - SIL
27 mexicanensis - MEX
28 monterrey T ~ MON
29 amagiensis . AMA
30 medellin MED
31 toguchini - - TOG
32 cameroun” CAM
KX} leesis "'LEE
34 konkukian

Adsptads de De Barjac, H. lnd E
233-240.

# Lecadet, MM., Frachon, E., Cusmao-
thuringiensis strains classification accordxng fo} Hisers pes 'ﬂ"’ lm-.manonnl Conlercncc on Bacillus Ihunng:emu
Montpellier, France, 28 August-2 September, Abstracts; p. 345, En esta Téferencia se indica que actualmenle existen 45
serotipos que representan un total de 58 scmvuncdnd: 2 sin emhprgo esta lista ‘aciualizada de nuevos setoripos no ha sido,
publicada. ; R AT T e




Las ventajas mas importantes de los productos formulados a base de las
esporas y cristales producidos por Bt son su especificidad (no son toxicos para
los humanos ni otros mamiferos, 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 generacion,
que son todos aquellos cuya formulaciéon incluye como ingrediente activo un
conjunto de toxinas y esporas provenientes de una cepa nativa, generalmente
aislada del suelo; b) los de segunda generacién; son aquéllos constituidos por
un conjunto de toxinas y esporas provenientes de una cepa en la que
previamente se introdujeron por conjugacién los plasmidos (donde se localizan
los genes que codifican para las 8-endotoxinas) de varias cepas nativas y c) los
de tercera generacion; son aquéllos cuya formulacion contiene bacterias
muertas Pseudomonas fluorescens (Pf) a las que previamente les fueron
clonados los genes que codifican para las toxinas de Bt. La tecnologia utilizada
para elaborar este ultimo tipo de productos se conoce como “CeliCap”, ya que
una vez que fas células recombinantes de Pf 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
d-endotoxinas en otro tipo de organismos lo que ha permitido plantear nuevas
estrategias para proteger a los cultivos del dafio causado por los diversos tipos
de plagas (Leemans et al, 90).

Varios grupos de investigacion han desarrollado plantas que expresan
dichos genes ya sea de forma constitutiva o de forma tejido-especifica (Tabla
5). 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 sé6lo en algunas regiones. Se estima que las
plantas transformadas con los genes de Bt estaran disponibles comercialmente
en los préximos cinco anos (Timmins, 93).

Otro enfoque que se ha utilizado para el control de las plagas chupadoras
y de la raiz ha sido transformar con estos mismos genes diversas especies de
microorganismos epifitos y endofiticos; es decir, microorganismos que se
reproducen sobre o dentro de las plantas (Tabla 6).



TABLA 4.-

o1

PRINCIPALES PRODUCTOS COMERCIALES BASADOS EN LAS TOXINAS PRODUCIDAS POR Bucilluy thuringicnsiy

COMPANIA PRODULTO VARIEDAD/SERQTIPO BLANCO | PROTEINAS
Abbott Labs. Dibeta N.O./N.D. * §-exotoxina
Dipel kurstaki/3alb L tAa, I1ab, tAc, LiA y 118
Diterra tensbrionis/Ba8b c 1A
Gnatrol israelensis/i4 1] §.0.
Xentari N.O./K.O. L {As, IAb, IC y IO
All Union Inst. Agr. Microbiol. Biotoxksybacillin | N.D./N.D. » B-exotoxina
American Cyanamid Acrobe israelensis/14 D N.D.
Bactec Bernan Bt kurstaki/3a3b L N.D.
Biochem Products Bactmos israelensis/16 2] N.D.
— o ———"
Chemapol-Bickrna Bathurin thuringiensis/1 L N.D.
Ciba-Geigy - Agree_ N.D./N.D. L IAa, Ie, IC. y.ID
\Compagnia di Ricerca Chim (CRC) | Bactis kurstaki/3a3b L ND ’
- . Bactucide israelensis/16 b)
Exobac N.D./R.D. *
‘Ecogen, fnc. Condor, kurstaki/3a3b L A'c,:'llx');ilvla :
Cutlass, kurstaki/3a3b | . Ac, TIA'y 118°
Foil N.D./N.D. e : [
Raven_ kurstaki/3a3b c/L 11182
: fafﬁhéfbé-ﬁdéi:ﬁsf - 8iospor kurstaki/3a3b L UAst
“Fermenta ASC. Corporation cutlass kurstaki/3a3b L fAs, IAb. IAC TTA'y 118 -
armos : ; Muscabac thuringiensis/‘l L N.D. .
Dendrobacittin dendrol imus/4 L N.D.
Endobacterin gatleriae/5aSh Lt N.D. .
Eksotoksin tolworthi/9 * $-exotoxina
{nsektin thuringiensis/t L N.D.
Toxobakterin tolworthi/9 * B-exotoxina
Rl IS LY
Parasporin N.D./N.D. L N.D.
Ecodart N.D./N.D. N.D, N.D.
Knol{ Biép?é&uets :Co., Inc. Larve-Bt kurstaki/3a3b L fAa, IAb, IAc, IIA y IIB -
Karea Explosives 8t kurstaki/3a3b L N.0. ‘
Kyowa Hakko Kogyo Co., Ltd. Selectgyn aizawai/7 L N.0.




Lt

LIBEC Laboratoire Sporine kurstaki/3a3b L N.D.
Merck Agritot N.D./N.D. N.D. N.D.
Mycogen M-One tenebrionis/8agb c 11IA
M-Peril kurstaki/3a3b L N.D.
M-Traky, san dieg'olanab c 1LIA
MVP, kurstaki/3a3b L 1Ab
Nor-Am Chemical Co. SO0K kurstaki/3a3b L N.D.
Novo Nordisk Biobit kurstaki/3a3b L 1Aa, 1Ab, IAc, IIA y IIB
Foray 4BB kurstaki/3a3b L IAa, -1Ab, IAc, 1IA y 118
Novodor tenebrionis/Ba8b c TRIA -
Skeetal israelensis/14 D
Nutrilite prod. o Biotrol BTB N.D./N.D. L
Pfizer:inl Envirobac-ES N.D./K.D.
Bactospeine kurstaki/3a3b
Bactimos israelensis/14
Futura N.D./N.D.
Plantibac kurstaki/3a3b
Baturad kurstaki/3a3b
Nubilacid kurstaki/3a3b
Moskitocid israelensis/14
“Rohm ‘and Hass - Bakthane N.D./N.D.
‘S'anddz_tgrp.i_- ol Javelin kurstaki/3a3b 11Ky 118
SRR e Thuricide kurstaki/3a3b 1Ay 118
Certan aizawai/7 L R I
Teknar israelensis/14 D
Trident tenebrionis/8a8b C:
Trident 11 tenebrionis/8a8b C IIA
vault kurstaki/3a3b L N.D.
Delfin N.D. N.D. N.D.
Serun Zaved Kalinovica Baktukal thuringiensis/1 L N.D.
Shionogi and Co., Ltd. Bacillex kurstaki y aizawai/3a3b y 7 L N.D.
Thompson-Hayward Chem. Co. Bactur kurstaki/3a3b L N.D.
Towagosei Chem. K.K. Toaro-CT kurstaki/3a3b L N.D.
Toaro kurstaki/3a3b L N.D.

Notas: Adaptada de Bravo, A.,

como bioinsecticida. Biotecnologfa 2 (5-6): 139-154.
N.D.= no disponible; * = no espec{fico; a curacién de pldsmides y conjugacién; b tecnologfa Cellcap.

Lorence A y R. Quintero (1992.). Perspectivas en la utilizac

6n de Bacillus thuringiensis



TABLA 5.- PLANTAS TRANSFORMADAS CON LOS GENES ¢ry DE Bacillus thuringiensis

CULTIVO OBSERVACIONES ORGANISMO BLANCO REFERENCIA
GEN
TABACO
crylAfb) Gen trurncado; promotor MS Manduca sesta Vaeck ef al. (87)
crylA(a) Gen truncado; promotor CaMV 358 + AMV Manduca sexta Barton et al. (87)
crylA() Gen sintético; promotar MS Manduca sexia Perlak er al. (91)
crylA) Gen sintético; promotor CaMV 35S Manduca sexta -
erylA®) Gen truncado; promolof Pl.l-hi ‘M‘a"'n\dl:l‘ca uxﬁ ‘Williams, et al. (92)
crylA®) Gen truncado; pmnit;'lor CaMV 355 4 AN Manduca sexta - Carozzi et al. (92)
erylllA Gen sintético; pm‘mo or p ino arsa d?;‘emliricﬁla Sutton e al. (92)
TOMATE
crylAfh) Gen trurncado; proni “Manduca sesta FischhofY et al. (87)
‘Heliothis virescens y zea
crylAth) Gen truncado; prom 'Manduca sexta X Delannay et af. (89)
! Heliothis virescens y zea
erylC-crylA(b) Gen modificado; promotor CaMV: 35 Spodoptera exigua Van der Salm ez al.
Heliothis virescens - (99
Manduca sexta
ALGODON
crylA®) Gen sintético; pmmolor CaMV 3 Heliothis zeéf.' Perlak et al. (90)
crylAfc) Gen nmeuco, pmmolor CaMV 355 Trichoplusia ni :
MAIZ :
erylA®) Gen sintético; 1+ Koziel er al. (93
PEPC ESO
ARROZ
erylA(b) Fujimoto ez al. (93)
PAPA
crylli4 Gen sintélico; pmmolor CaMV 35S+ MS: Adang et al, (93)
crylllA Gen sintético; pmmo(o Y
enhancer -
NOGAL B
crylAfc) Gen truncado; promol el et al. (99)
CRISANTEMO
enlA®) Gen m‘m::db.: N.Di-

re zi6n que codifica para Ia fraccion toxica del gen’ cor

ura mejor expresion en Ja planta; gen

gen si

dela" r“

i6iead

deni

en silios p

es de poli

Notas: MS manopina sintetasa; CaMV 355 virus del mosaico de la colitor; AMV virus del mosal o_dc la aifalia: PR-Ia promotor de laproleina
asxiada a la patogénesis (inducible por dcido sahclllco), PEPC oMot i

.mu cnrbotxlasa gen lruncudo sdlo 3¢ clond la
icado’en el uso pmemn‘ul dc cudom:s para permiti
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TABLA 6.- MICROORGANISMOS QUE HAN SIDO USADOS COMO HOSPEDEROS ALTERNATIVOS
PARA LA CLONACION DE GENES cry DE Bacillus thuringiensis

HOSPEDERO GEN ORGANISMO REFERENCIA
BLANCO
Agmenellum quadruplicatum | crylVA Aedes aegypti Angsuthanasombat y Panyim (89)
crylVB Aedes aegypti Chungjatupornchai et al. (90)
cryiVD Culex pipiens Murphy y Stevens (92)
crylVB Culex restuans Soltes-Rak et al. (93)
Bacillus cereus crylA(c) N.D. Gonzilez et al. (82); Aronson y
Beckman (87)
crylB N.D. : Gonzdlez er al. (82)
cryllA N.D. .- Gonzilez et al. (82)

Bacillus megaterium “eryIVD Aedes aegypn Donovan et al. (88)
D.: . Shivakumar et al. (89)

Mettus y Macaluso (90)

Mettus y Macaluso (90)

tfPonc'et eral. (54)
“Poncet ‘et al. (94)

Nakamura 'e manaka (89)

Bacillus sphaericus -~

Bacillus stearothermophitu:vf’

Bacillus subiilis

Bradyrhizobium sp.

Caulobacter crescentus = ..

Clavibacter xyli subsp
cynodontis

Pseudomonas cepacia

Pseudomonas fluorescens

Rhizobium leguminosarum

Rhizobium meliloti

Tetrahymena pyriformis =~

BACULOVIRUS

Autographa californica

Nuotas:  Adaptada de Kozied, M. G Camm

of Bacillus shuringiensis: past, pms:m And i‘umre uscs Bmleshnolng\ and Gcn-:lh. Engmeenng Reviews ll l'}l 228
N.D. = no disponible . . RN P o ¢ o
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La clonacién 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
clonacién de estos mismos genes en microorganismos que residen en las capas
superiores de los habitats acuaticos (Porter et al, 93).

4 Nomenclatura vy clasificacion de las 8-endotoxinas.

En 1989 Hofte y Whiteley propusieron un esquema de nomenclatura y
clasificaciéon de los genes cry basado en su secuencia nucleotidica y el
espectro insecticida de sus productos (proteinas Cry). Se establecieron cuatro
grandes clases: cryl, especifica contra lepidopteros; cryll, especifica contra
lepidopteros y dipteros; crylll, especifica contra coledpteros y crylV,
especifica contra dipteros. A esta clasificacion se han aumentado dos nuevas
clases cryVy cryV! especificas contra nematodos y acaros. Cada clase a su vez
se divide en subclases (ver Tabla 7).

4.1 Toxinas Cryl.

Esta clase de toxinas es la mas cominmente 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 proteinas
se producen como protoxinas de 130 a 140 kDa y generalmente forman
cristales bipiramidales. Las fragmentos tdxicos pesan entre 60 y 70 kDa.
Aunque puede generalizarse que todas ellas son activas sélo contra los
lepidopteros, existen excepciones. Las toxinas CrylA(b) y CrylC son téxicas
tanto para lepidopteros como para dipteros (Haider y Ellar, 88; Smith y Ellar,
94). El caso mas extrano es la toxina CryiB para la cual se ha reportado
actividad contra lepidépteros, coledpteros y afidos (Brizzard y Whiteley, 88;
Aranda, 95).

4.2 Toxinas Cryll. .

A la fecha se conocen tres holotipos de esta clase de proteinas. 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 Bugillus thuringiensis

ice TAMANO (a.a.)/ RANGO SUBESPECIE ORIGINARIA PRINCIPAL BLANCOZ REFERENCIA
PM_PROTOXINA (Da), | HKUESPED DEL GEN/CEPA
Cry Is
CrylAa 1176/132,985 L kurstaki/HD1 Bombyx_mori Schnepf et _al.(85a)
Variantes 1176/133,021 L aizawai/lPL-7 8 x_morf Simizu et_al. (88)
CrylAa 1176/132,971 entomocidus Masson et al. (89)
1176/132,927 N.D./FU-2-7 Udayasuriyan (94)
CrylAb 1155/7130,478 L Berliner/1715 Varios lepiddpteros Wabiko et al. (86)
: kurstaki/HD-1 Geiser et al. (B4); Kondo et al. (87)
aizawai/HD-133 Chark y Jen (93)
L kurstaki/NRD-12 Varios lepiddpteros Hefford et al. (87)
aizawai/IPL? Oeda et al (87)
Berliner/1715 Hofte et_al. (86)
aizawai/IC1 Hatder y Ellar (88)
kurstaki Thorne et al. (86)
LB S
L kurstaki/HD-73 Heliothis virescens Adang et al. (85)
“1177/132,966 : L kenyae/HD-588 Heliothis virescens Von Tersch et al. (91)

Sl

177/133,008 N.D./PSB1GG Feitelson (91)
18/69,182, N.D./BT589A Dardenne et al. (90)
L aizawai/Ps811 N.D. Feitelson (91)
L/C/AF thuringiensis/HD-2 Pieris brassicae/ Brizzard y Whiteley (88)/
Leptinotarsa Aranda et al. (93)
decemlineata/
Rhopalosiphum maidis
L/D entomocidus Spodoptera littoralis/ Honde et al. (88)/
Aedes _aegypti smith y Ellar (94)
1176/132,720 : L galleriae/HD-29 Spodoptera exigua Kalman (93)
11897134662 ajzawai/Ps811 Feitelson (91)
/ 3,106 L kenyae Spodoptera littoralis Bosse et al. (90)
1165/132,333 L aizawai/HD-68 Manduca sexta Hofte et al. (90)
11717133,104 L toluorthi Spodoptera exigua visser et al. (90)
17133,118 | N.D. kenyae/PSB1F H.D. Feitelson (91)
CrylE s Payne y Sick (91b)
CrylEb ‘11747133,453 N.D. aizawai/Ps81AZ N.D. Feitelson (91)




Crylt 1174/133,473 L alzawai/EGE346 Spodoptera_exigua Chambers et al. (91)
aizawai/PSB1I Feitelson (91)
CrylG 1156/129,582 L galleriae/11-67 Galleria melionella Smulevitch et al. (91)
Variantes 1151/128,996 L N.D./DSIRS17 Phthorimaea operculella { Gleave et_al. (92)
CrylG Wigley et al. (94)
CrylH L N.0. Amplio espectro de van Rie (94)
lepidépteros
cryix, b icos goilerige N.0. shevelev gt al. (93)
CrylX, L N.D. N.D. Gawron-Burke et _al. (91)
Cryl 7 % L N.D./PSBIRRT N.D. Payne y Sick (90)
Cryl 2 07 L N.D./PSB1GG Payne et al. (92a)
Cr&l 7" L N.D./B11A2 Payne y Sick (91a})
nyl : '«1 N.D./811B Payne y Sick (91a)
N.D./B1182 Payne y Sick (91a)
N.D./B1IA Payne y Sick (91a)
W.D./PSTSECZ Payne et al. (93)

L/D

kurstaki/HD-1

Baja toxicidad para
ambos tipos de insectos

Donovan et al. (88a)

L kurstaki/HD-1 Manduca sexta Widner y Whiteley (89)
(criptico) Dankocsik et al. (90) @ -
L shanghai Irichoplusia ni y Wy et al. (91)
Manduca sexta
c san diego Leptinotarsa Herrnstadt et al. (87) Ui
tenebrionis deceml ineata Sekar et _al. (87); Hofte et al. (87)"
i 3 morrisoni/EG2158 Donovan et al. (88b) ; ‘
644/73,061 tenebrionis/B1256-82 McPherson et al. (89) i
Cryle 659/75,075 c tolworthi/PS43F L. decemlineata sick et al. (90)
S : pakistani

-—
[o7]




. il“

Vi lantes N.U./T6, 281 C toiworthisea2038 L. decemi{neats Rupar et _al. (91}
Crylli8
Cryll182 652/74,302 c kumamotoens is/EG4961 L. decemlineata y baja Donovan et al. (92a)
toxicidad para
Disbrotica
undecimpunctata
[ salleriae/BTS137J L. decemiineata Hofte et al. (92)
lkbla' C N.D. N.D. Donovan et al. (93)
< i [ N.D. N.D. Donovan et al. (92b)
649/ 72,945 c kurstaki/BT1109p N.D. Lambert et al. (92a)
57/130 7 kunamotoensis/PS50C(a) | L. decemlineata/ Narva y Fu {S4a)/
Ietranychus urticae Payne et al, (92¢)
[ kumamotoensis/PS50C({b) ]| N.O. Narva y Fu (%4a)
1138/128,633 c dakota/Hp-511 N.D. Narva y Fu (94a)
113:;/-{23;"51‘4 c kumamotoensis/HD-867 N.D. Narva y Fu (94a)
56 c S0tto/PSBOI1 N.D. Narva et al. (94b)
[ japonensis/Buibui Anomala cuprea Sato et al. (94)
[ japonenis/N141 A. cuprea Tizuka et al. (94)
[ N.D./PS43F L. texana Sick y Gilroy (91)
[ morrisoni/PS12203 L. decemlineata Payne (89)
"Er}luu C N.D./PS40DY Alphitobius diaErinus Hickle et al. (92)
oyl 7 c N.D./NCIMB401S52 N.D. Cidaria et al. (91)
K.D./PSBAT N.D./T1. urticae Bradfisch et al. (93)/
Payne et al. (92c)
N.D./PSB6Q3 N.D./ Bradfisch et _al. (93)/
- Monomorium pharacnis Payne et al. (92b)
Cry”l" : N b;/14;4 N.D. Carozzi et al. (93)
Cryl1l 2 H.D./14:5 N.D. Corozzi_et_al. (93)
‘Crylil 2 N.D./NDL ND./148 N.D. carozzi et al. (93)
crylit 2 N.D./N.D. ol N.D. Carozzi et al. (93)




Cry IVs

CryIVA 1180/134,370 D lsraelensis Aedes_aegypti y moscas ward y Ellar (87)
negras
Variantes 1180/134,388 1] israelensis/HD-522 A. aegypti y moscas Sen et al. (88)
CrylVA RO negras
crylve 36/127,621 [} israelensis/402-72 A._aegypti y moscas chungjatupornchai et al. (88)
s i negras
variantes " i-| 1136/127,706 D israelensis A._aegypti y moscas Tungpradubkul et al. (88)
Crylve . : :+1:1135/128,362 - israelensis/ND-567 negras Yamamoto et al. (88)
1qr}1vc - /7 D israelensis A. aegypti y moscas Thorne et al. (86)
S negras
)} israelensis/HD-567 A._@egypti y moscas Donovan et _al. (88¢c)
negras
D N.D./PS71M3-1 N.D. sick (91)
b N.D./PSTIM3-2 D, sick_(91)
c/L kurstaki/JHCC4835 L. decemlineata (baja Tailor et al. (92)~
toxicidad) y Ostrinia F
nubilalis (alta
toxicidad)
719/81,204 - L N.D./BP46S Plutella xylostella shin et al. (94byc) "
719/81,160 ° N.D. kurstaki/HD-1 .. shin et_al. (94a): "
719/81;125 = L kurstaki/DSIRT32 Epiphyas postvittana Gleave et al. (93):
: N/A7 darmstadiensis/PS17a Caenorhabditis elegans Narva et al. (91)/
y Haemonchus contortus/ { Payne et al. (92c):
T. urticae -
12897141825 N/Ay darmstadiensis/PS17b C. elegans y H. Narva et_al. (91)/
: contortus/ Payne et al. (92¢c)
T. urticae
11257/142,107 N.D./PS33F2 C. elegans y H. Narva et al. (91)/
S - contortus/ Payne et al. (92c)
: J. urticae
Cryve, 803/88,044 N.D./PS638 C. elegans y H. Narva et al. (91)
contortus
e i
Cry Vis




Cryvia 475/54,015 A N.D./PS52A1 €. elegans y H. Narya et al. (91)/
contortus/ Payne et al. (92c)
1. urticae
Cryvis 395/44,018 WA, N.D./PSE9D1 C. elegans vy N, Narva et at. (91)/
. o contortus/ Payne et al. (92¢)
" T, urticae
11717133 266 §.D./PSBIF Gisrdia tomblis Thompson y Gaertner (91)
H.D./PSTLOE2 M. pharsonis Payne et al. (92b)
-} N.0./PS21182 M. pharaonis Payne et al. (92b)
1167/132,612 W.D. N.D. /EGSBAT N.0. Donovan (96)
1229/139,597.° Do N.D./EG5847 N.D. Donovan (94)
1817133, N.D. alesti N.D. Lee y Aronson (91)
N.D. kurstaki/PS85A1 R.D. Feitelson (91)
: N.D. N.D. N.D. Lambert (94)
11667931857 . | KD, §.D./BTS00349A N.0. Lambert (93)
11eo/130,823 0 | wop. N.D./BSO0349A WD, Lambert (93)
‘N7n32,832 N.D. N.D./BT502069AR Np. Lambert (93)
e zoz H.0. X.0./BT500349A N.D. Lanbert (93)
Cyts
Cyt A 249727,310 Citolftica | israelensis Citolitica Ward y Ellar (84); Waalwijk et al. (B5)
249/27,284 morrisoni/PG-14 Earp y Ellar (87); Galjart et al. (87)
Cyt 8 259729,202 Citolftica | kyushuensis Citoiftica Xoni y Ellar (93)
Notas?

Esta tabla fue elaborada con base en las secuencias de nucledtidos incluidas en GenBank 85 (GeneMorks 2.4, release 14.0, october 1994).

A’= dcaros; AF = &fidos; € = colefpteros; D = dipteros; H = himenépteros; L = lepidépteros; N = nemtodos; P = protozoarios.
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N.D. = no disponible.

1 peso molecular predicho por GeneWorks 2.4.

2 organismo particularmente susceptible a dicha toxina.

3 peso molecular de la toxina CrylA(c).

4 Ambos grupos propusieron el nombre CryX para estas protefnas.

5 Ambos grupos propusieron el nombre CrylIIC para estas protefnas.
6 Ambos grupos propusieron el nombre CryV para estas protefnas.

7 Se ha reportado que estas toxinas con activas contra las formas larvaria y adulta de los nemdtodos (Edwards et al, 90).

Brown y Whiteley (1992) reportaron una protefna con actividad téxica para lepidépteros (Manduca sexta) aislada a partir de una cepa de
8. thuringiensis subsp. thompsoni de 340 residuos y 37,505 Da; dicha protefna no puede considerarse de la familia Cry ya que la secuencia
de nucleétidos respectiva no contiene ninguno de los 5 bloques conservados caracter{sticos de dicha familia de protefnas.

Recientemente se describen en el “abstract" de una patente nuevas cepas y protefnas Cry con actividad acaricida para Dermatophaqodes
pteronyssinus (dcaros del polvae); la denominacién de dichas cepas es: 054581, PS42J, PS94R3, PS17, PS62B1 y PS74GT. Biotechnology abstracts
13(25): 68-69.



cristales de forma cuboidal. La activaciéon de estas proteinas da como resultado
fragmentos de 50 a 60 kDa. La toxina CryllA tiene actividad dual para
lepidopteros y dipteros (Donovan et al, 88;). CryllB y CryliC son activas
sélamente para los lepidopteros (Widner y Whiteley, 89; Wu et al, 91).

4.3 Toxinas_ Crytil.

Ocho diferentes holotipos integran esta clase de proteinas (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 130 kDa que se acumula en cristales bipiramidales
(CrylitC) y esféricos (CryHiE). Se considera que las protoxinas de menor peso
molecular son productos truncados de las mas grandes. Las formas activas
pesan alrededor de 66 kDa. Puede generalizarse que todas estas proteinas son
activas exclusivamente para los coledpteros, a excepcion de la toxina CrylliE
que ademas es toxica para los acaros (Payne et al, 92¢).

4.4 Toxinas CrylV.

Son cuatro las proteinas CrylV, todas presentan actividad contra los
dipteros, 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 toxicos
correspondientes son de 50 a 70 kDa. CrylVC y CrylVD se producen como
protoxinas de 78 y 72 kDa y sus fragmentos toxicos son de 58 y 30 kDa
respectivamente (Thorne et al, 86; Donovan et al, 88.). Esta clase de proteinas
se ha encontrado comdnmente en el serotipo israelensis .

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 lepidopteros y coledpteros.
Recientemente otros autores han reportado genes con una secuencia altamente
homologa al gen cryV de Tailor. Los productos de estos genes son protoxinas
de 81 kDa con actividad exclusiva para los lepidopteros (Gleave et al , 93; Shin
et al,94 3 byc)

Otros autores (ver Tabla 7) también han sugerido la denominacién 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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152, 141.8, 142.1 y 88 kDa respectivamente. Las tres primeras tienen actividad
dual contra nematodos y acaros, la Uitima soélo para los nematodos.

4.6 Toxinas CryVl.

Dos proteinas integran esta clase (CryVIA de 54 kDa y CryVIB de 44 kDa),
ambas son activas contra nematodos (Edwards et al, 90) y acaros (Payne et al,
92.). Una caracteristica de estas proteinas es que se acumulan en cristales
elongados que permanecen unidos a la espora después de la citélisis del bacilo.

Se ha reportado que las proteinas activas contra los nematodos (CryV y
CryV!) son toxicas 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 clasificacion.

Como puede verse en la Tabla 7, son varios los casos en los que se
presentan ambigiiedades en la denominaciéon de las toxinas, ya que varios
grupos de investigacion han propuesto el mismo nombre para diferentes genes
(p. ej. crylliC, cryV). Este problema se agudiza cuando se considera que ain no
se ha dado nombre a mas de treinta genes que se han clonado, secuenciado y
determinado el espectro insecticida de las proteinas para las que codifican:
diez productos toxicos para lepidopteros, dieciséis para coledpteros, dos para
dipteros, un producto activo para protozoarios y dos para himenopteros.

Lo anterior pone de manifiesto la necesidad de disefar un nuevo sistema
de clasificacion para los genes cry, mismo que pudiera estar basado en el grado
de similitud de su secuencia nucleotidica, como se ha sugerido recientemente
(The Pacific Rim Conference on Biotechnology of Bacillus thuringiensis and its

Impact to the Environment, Academia Sinica, Taipei, Taiwan, R.0.C.).
1

S Estructura de las 8-endotoxinas.

Por estudios de protedlisis in vitro y analisis de delecion (Schnepf et al,
85, ; Hofte et al, 86) se ha demostrado que el fragmento minimo de codificacion
de la toxina estd localizado en el extremo N-terminal de las proteinas. La
porcién C-terminal no se requiere para la actividad toxica (Wabiko et al, 85;
Chestukhina et al, 90).
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El alineamiento y comparacion de la estructura primaria de las proteinas
Cryi, Cryll, Crylll y CrylV, revelé la existencia de cinco bloques de aminoacidos
altamente conservados. Estos bloques estan separados por regiones
hipervariables de diferentes longitudes (Hofte y Whiteley, 89) (Figura 3). La
alta conservacion de estos cinco bloques sugiere que son importantes para la
funcion biologica de las proteinas Cry.

En 1991 Li y colaboradores publicaron los resultados de los estudios de
difraccién de rayos X de una de las d-endotoxinas en su forma activa: la toxina
CrylilA de Bt var.tenebrionis. Dichos estudios revelaron que esta proteina esta
compuesta por tres dominios estructurales, como puede verse en la Figura 4. El
dominio | (residuos 1 al 290) esta formado por un haz de siete a-hélices
anfipaticas; seis de ellas estan dispuestas alrededor de una central, la «-
hélice 5. El dominio Il (residuos 291 al 500) esta formado por tres laminas g-
antiparalelas que terminan en asas (/oops) en el vértice de la molécula. A este
tipo de topologia se le ha denominado prisma p (Murzin, 94). La region que
forma estas asas es la menos conservada en las proteinas Cry (region
hipervariable). El dominio lll (residuos 501 al extremo C-terminal) tiene una
estructura B-sandwich con una topologia de doble hélice p (Murzin, 94).

Cabe sefialar que los cinco bloques antes citados constituyen la parte
central de la molécula (denominada “corazén” de la toxina) por lo que se
propone que todas las proteinas Cry poseen una conformacién general similar y
por lo tanto un mecanismo de accion semejante (Li et al, 91).

La evidencia que apoya esta afirmaciéon fue obtenida por Grochulski y
colaboradores (94), quienes determinaron la estructura tridimensional de la
porcion toxica de la proteina CrylA(a) (residuos 34 al 608) de Bt var. kurstaki
cepa HD-1. Estos autores encontraron que el plegamiento de la proteina es
muy similar al de CrylllA: un primer dominio integrado por siete a-hélices
anfipaticas (residuos 34 al 250), un dominio central conformado por tres
laminas p (residuos 258 al 457) y un tercer dominio con estructura tipo g-
sandwich (residuos 463 al 600). Una caracteristica diferente de las asas que
conforman el vértice de CrylA(a) (dominio lI) respecto de fa primer estructura
reportada es que son mas largas.

La posible funcion en la que cada uno de estos dominios esta involucrada,

asi como el papel de cada uno de los bloques conservados, se revisa en la
seccion de relacion estructura-funcion (ver seccion 8).
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NHy PROTOXINA COOH

Nomenclatura del gen Insectos blanco . )
o protoxina region hipervariable
CrylA-H Lepidoptera q
Diptera H ] ] I
CrytVA, B Diptera 3 a4 s 428
TOXINA
CrytlA Lepidoptera
Diptera
CryllB, C Lepidoptera
CrylliA-E Coleoptera
CryivD Diptera

Figura 3.- Esquematizacion de las diferentes clases de genes donde se muestra la localizacion y
extension aproximada de las cinco regiones altamente conservadas (bloques 1, 2, 3, 4y 5).

Tornada de: Aronson, A.l (1993). The two faces of Bacillus thuringiensis : insecticidal proteins and post-exponential
survival. Mol. Microbiol. 7 (4); 489-496.



Figura 4.- Representacion en forma de listones de la estructura tridimensional
de la toxina CryllA de Bacillus thuringiensis var. tenebrionis. El dominio | {mostrado
en amarillo) esta constituido por siete a-hélices anfipdticas, seis de ellas estan
arregladas alrededor de una central, la a-hélice 5. El dominio |l (mostrado en verde)
esta formado por tres laminas B que terminan en asas (/oops) en el vérticede la molécula.
A esta topologia se le conoce como prisma 8. El dominio il (mostrado
en morado) tiene una estructura f-sandwich con una topologia tipica de dobie hélice p.

Tomaca de: L, J., Carrol, J. and D.J. Ellar (1991). Crystal structure of insecticidal »-endotoxins from Baciflus
thuringiensis at 2.5 A resolution. Nature 353: 815-821.
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6 El intestino de los insectos.

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

6.1 El orden Lepidoptera.

El estadio larvario es el periodo de vida de mayor voracidad de los
insectos; el lugar donde se lleva a cabo la mayor parte del proceso digestivo y
de absorcion de nutrientes es la region media del intestino. Esta regién se
caracteriza por tener una muy alta alcalinidad (pH 9 a 12) y concentracion de
jones de potasio (K+) 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 regién apical por una valvula que se cierra en
forma de cremallera. Estos dos tipos de células estan unidas y acopladas
quimica y eléctricamente mediante uniones estrechas y desmosomas. La
absorcion de nutrientes y la regulacion del transporte de K+ son las funciones
que se han atribuido a cada tipo celular, respectivamente (Dow, 86). Una
membrana denominada peritréfica, compuesta de quitina y glicoproteinas,
bordea el intestino, separando su contenido del epitelioc (Crawford y Harvey,
88).

La fisiologia del intestino medio larvario estd determinada de forma
importante por el transporte electrogénico de K+ de la hemolinfa al fumen. La
diferencia de potencial transepitelial caracteristica de este tejido es de mas
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 fas células caliciformes (Harvey. 92). Esta ATPasa y
un intercambiador H+/K+, en conjunto se denominan “bomba de K+". Esta bomba
mantiene un ciclo fatil de H+ que proporciona la energia necesaria para que el
K+ pase del interior de las células caliciformes a la cavidad de las mismas y de
alli a través de la valvula 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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Figura 5.- Representacion esquematica de los dos tipos de células del epitelio del intestino medio larvario. A la izquierda se

sefialan los gradientes de pH y de concentracion de K* particulares de este tejido. Las flechas representan los flujos i6nicos
mas importantes. Las principales bombas y canales involucrados en dichos flujos son: a) ATPasa-V; b) intercambiador

K+nH*; ¢) cotransportador K+/a.a.; d) unidn estrecha; e) canales de K* de la membrana basal; f) valvula apical.
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6.2 Orden Diptera.

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

6.3 Orden Coleoptera.

El epitelio intestinal de los coledpteros también carece de células
caliciformes (Dow, 86). Se han reportado especies susceptibles de dos
subérdenes: los crisomélidos o escarabajos que se alimentan de hojas y los
escarabeidos que se alimentan de raices. Estos grupos poseen una fisiologia
muy diferente. Los crisomélidos tienen un pH intestinal de neutro a acido en
donde predominan las cisteino y aspartico proteasas (Koller et al, 92). Los
escarabeidos, al igual que los lepidépteros, tienen un pH intestinal alcalino,
donde predominan las serino proteasas. Ambos subérdenes son similares en
cuanto a la alta relaciéon K+/Na+ de la hemolinfa (Knowles, 94).

7 Mecanismo de accion de las é-endotoxinas.

Los sintomas que se observan en las larvas de insectos cuando ingieren
las proteinas Cry son: cese de la ingesta, paralisis del intestino y tracto
alimenticio, vomito, diarrea, paralisis total y finalmente la muerte (Aronson et
al, 86; Van Rie, 92). Estos efectos empiezan a observarse desde un minuto
después de la administracion de las d-endotoxinas (Gupta et al, 85). Los
estudios histopatoldgicos 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 mas lentos, pero en este caso
también se ha observado citélisis (Gupta et al, 85; Bravo et al, 92,).

El hecho de que los rapidos efectos de la acciéon de fas proteinas Cry
estén confinados a cambios estructurales del epitelio del intestino medio y la
aparente ausencia de un periodo de latencia, sugieren que las d-endotoxinas no
necesitan internalizarse. La evidencia experimental que apoya este
planteamiento proviene de estudios inmunocitoquimicos in vivo sobre la
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localizacién de estas proteinas en el intestino de larvas de lepidopteros y
coledpteros intoxicadas, en las que se demostré que las toxinas se unen a la
microvellosidad apical de las células epiteliales del intestino medio y nunca se
internalizan durante todo el sindrome patolégico (Bravo et al, 92,).

En la Figura 6 se representan de forma esquematica las diferentes etapas
de que consta el mecanismo de accion de las proteinas Cry: 1) ingestién del
cristal proteico por el organismo plaga y solubilizacion de mismo; 2)
procesamiento de las protoxinas liberadas por accion de las proteasas
presentes en el intestino; 3) union de las formas activas a los receptores
presentes en la microvellosidad apical de las células columnares; 4) insercion
en la membrana y 5) formacion de poros, lo cual conduce a la citdlisis (6).

7.1 Solubilizacion.

Los cristales producidos por las diversas cepas de Bt son insolubles,
excepto a pH alcalino (Gringorten et al, 92). Tal como se describid en la seccion
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 disolucion de las 8-endotoxinas.

La estructura de la toxina CrylllA reportada por Li y colaboradores (91)
reveld que existen por lo menos cuatro puentes salinos intercatenarios que
estabilizan dicha estructura. Esto podria explicar las propiedades de
solubilidad de la toxina, la cual se disuelve tanto a pH acido (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
composicion especifica de protoxinas, y que éste es un factor que puede ser
importante para la actividad toxica de las é-endotoxinas (Aronson et alf, 91).

7.2 Procesamiento.

La mayoria de las 4-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 tipico de
las toxinas Cryl se da por el corte de los primeros veintiocho residuos del
extremo N-terminal y de los Gltimos quinientos del extremo C-terminal.
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El alineamiento de las secuencias de aminoacidos de las proteinas Cry
(Hofte y Whiteley, 89) reveld que las proteinas de 70 kDa (Cryll, Crylll ¥
CrylVD) pueden considerarse como formas truncadas de las proteinas de 130 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 proteinas 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 fendmeno, pero este hecho puede
estar relacionado con la insercion de la proteina en la membrana.

El procesamiento de las proteinas Cry es un factor que puede contribuir
en la determinaciéon de su especificidad. Un ejemplo ilustrativo de ésto es el
reportado por Haider y Elfar (87) en el caso de CrylA(b) proveniente de Bt var.
aizawai cepa IC1, la cual es toxica para los lepidopteros (Pieris brassicae)
cuando se procesa con tripsina, y activa para los dipteros (Aedes aegypti)
cuando se trata con jugo gastrico de éstos.

7.3 Unidn_al receptor.

Siguiendo diferentes metodologias se ha confirmado que las proteinas
Cry, después de penetrar fa membrana peritrofica, se unen a sitios especificos
(receptores) localizados en las microvellosidades de las células columnares
del intestino medio de los lepidopteros (Hofmann y Lithy, 86; Hofmann et al,
88,), coledpteros (Bravo et al, 92,) y dipteros (Ravoahangimalala et al, 93) que
se han usado como modelo.

La uni6n al receptor es la etapa determinante de la alta especificidad de
las &-endotoxinas (Van Rie, 1992); por ésto, diversos grupos de investigaciéon
han dedicado mucho esfuerzo a entender este proceso. A continuacion se
describen algunos de los resultados mas relevantes que se han obtenido al
estudiar la cinética de union in vitro de estas proteinas a vesiculas 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.- ESTUDIOS DE UNION

DE 'PLTOXINAS EN VMMA DE DIFERENTES ESPECIES DE INSECTOS

TOXINA INSECTO Cls, K, (aM) Bm (pmol/mg) REFERENCIA
CrylA(b) Manduca sexia 6.8 ng/em’ 0.43 43 Hofmann ef al. (88,)
CrylA(b) Pieris brassicae 0.9 pg/ml 3.20 13.6
CrylB Pieris brassicae 2.8 pg/ml 4.70 18.8
|l CrylA(a) Manduca  sexta 20 ng/cmz 1.10 9.9 Van Rie er al. (89),
MCrylay o 20 nglem? 0.20 7.9
CrylA(ey 9 ng/em? 0.20 6.3
_'Hélfblhi.\f virescens - 157 ng/em®
) 7 ng/cmz
2 nglem?
'N.D. Hendrickx er al. (89)
y 2(3‘ng/<:?nz i Van Rie ef al. (90)
111 ’nglrcmz
73 ng/c‘mzi‘
>1,350ng/cm? :
93 ng/em?; i
88 nglcm®:
?C'ry'lA(a)‘ escens 157 ng/cmz
“CrylC / ‘ >2,700ng/om?
CryiE >2,700ng/cm?
‘CrylA(b) VLyranziurivaV k,}‘z‘liqur 1.08 ng/cmz Wolfersberger  (90,)," k
CrylA(c) R 425 nglem® ‘
CrylAG) Manduca " séxta 4.51 nglem?® Garczynski er al. (91),
Heliothis :virescens 2.26 ng/(:m2
Helicoverpa ' zea 464 ng/t:mZ
Spodoptera frugiperda >2,000ng/cm®
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CrylA(b) Heliothis virescens 0.21 pg/ml 5.92 0.37 Macintosh et al. (91)
CrylA(c) sensible 0.11 pg/ml 1.29 0.37
CrylA(b) Heliothis virescens 15.0 pg/ml 2.14
CrylA(c) resistente 1.8 ug/ml 1.40
CrylA(a) Bombyx mori 0.002 pug/larva -1.95 Lee et al. (92)
CrylA(c) 0.421 pg/larva 2.85
“CrylA(a) Bombyx mori 1.9 pg/g 7.68 Thara et al. (93),
CrylA(b) 27.8 pglg 5.22
CrylA(D) ¢ Manduca  sexta 7.5 nglem? '3.162 Vadlamudi  er al. (93)
CrylA() ‘Ostrinia nubilalis * 50.0 ngfem® 4.75 Denolf er al. (93),
CrylA(c) v 531.2 ngl/em? 3,30
CrylB’ - 105.8 ng/cm® N.U.
CrylA(h)" Trichoplusia ni 480 ng/cm2 0.64 Estada y Ferre” (94)
CrylA(c) 320 nglcm? 0.79
CrylllA Tenebrio molitor 21 pglom? 17.5 7 304.0 Belfiore er al. (94)
CrylC Spodoptera  littoralis 73 ng/cm2 10.5 9.0 Sanchis er al. (94),
Bombyx  mori 10 ng/cm2 10.3 8.0
Notas:
N.D. No determinado.
N.U. No hay unién.
Clgg Concentracidn necesaria para causa la muerte al 50X de la poblacién. Generalmente se reporta como dosis de toxina aplicada sobre
superficie o peso de dieta (ng/cm” é pg/9). En otros casos se reporta como concentracion de toxina de la solucidn en la que se
“bafian" discos de hoja de la planta hospedera del insecto correspondiente (ug/ml). También en algunos casos se alimenta a las
larvas directamente para lo que se reporta la dosis de toxina aplicada a cada individuo (pg/larva). :
K4 Constante de afinidad.
Brax Concentracién de sitios de unién (receptores) por mg de protefna de vesfculas.
a Usando la toxina CryIA(b) en VMMA de M. sexta se demostré que la UNION ES IRREVERSIBLE.
b Este es el primer estudio en el que se demostré que NO EXISTE CORRELACION DIRECTA ENTRE AFINIDAD DE UNION/NUMERO DE RECEPTORES
Y TOXICIDAD IN VIVO. En este caso incluso dicha relacién es inversa.
c En este estudio se mostré que CrylA(c) la cual tiene una muy baja actividad para 5. frugiperda se une saturablemente y con alta
afinidad a las vesfculas de dicho insecto. Este hecho sustenta la idea de que LA UNION ES NECESARIA, PERO INSUFICIENTE PARA LA
TOXICIDAD IN VIVO.
d Primer estudio en el que se muestra que la UNION de CrylA(b) al tejido de B, mori es REVERSIBLE.
e En este estudio se demostré que los anélisis de competencia usando toxinas marcadas con yodo en VMMA y aquellos en {os que se
emplean toxinas marcadas con biotina en cortes de tejido arrojan resultados cualitativamente comparables.
f Se demostré que ta UNION de CryIC al tejido de B. mori es REVERSIBLE.



7.3.1 Estudios cinéticos y de competencia.

Se ha demostrado en forma contundente la union especifica y saturable de
toxinas marcadas con 125! en fas VMMA de larvas de lepidopteros y coledpteros.
De los resultados obtenidos en los estudios de competencia homoéloga con
proteinas Cryl, puede generalizarse que la constante de afinidad (Kg) del
complejo toxina-receptor es del orden de 0.2 a 20.0 nM y que la concentracion
de sitios de unién (Bmax) va de 2 a 62 pmoles/mg de proteina de vesiculas (ver
Tabla 8). Sélo se ha reportado un estudio de este tipo con VMMA de coledpteros
usando la toxina CrylllA; para este caso se determind que la Kqes de 17.5nMy
la Bmax de 304 pmoles/mg de proteina de vesiculas.

Los estudios de competencia heterdloga han revelado que la union al
receptor no es un proceso simple, ya que una misma toxina puede tener mas de
un sitio de unidn en el mismo insecto o bien varias toxinas pueden competir por
el mismo sitio de unidon. Un ejemplo que ilustra esta complejidad es el del
lepidoptero Heliothis virescens en el que la proteina CrylA(c) se une a varios
receptores, diferentes de aquél por el que compiten CrylA(a) y CrylA(b)
(Van Rie et 2l 89; Maclntosh et al, 91), dos proteinas muy relacionadas a ésta
(la similitud de !a secuencia de aminoacidos 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 homélogo “frio”; en dicho
estudio se encontrd que esta cinética es bifasica, donde el componente
mayoritario es irreversible. Varios autores confirmaron la irreversibilidad de
la unidn 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 proteinas
CrylA(a) y CrylA(b) encontraron que esta Uitima es quince veces menos toxica y
que esta menor actividad no se debe a diferencias en Ky ni en B,y sino a que el
componente mayoritario de la cinética de desplazamiento es reversible. En
fecha reciente se demostré que la union de CrylC a VMMA de este mismo
insecto también es reversible (Sanchis et al, 94). La reversibilidad de la unién
de la toxina a su receptor es entonces un factor importante para la actividad de
estas proteinas in vivo.

Son varios los casos en los que se ha encontrado correlacidon entre fa

afinidad/concentracion de sitios de union 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 proteina practicamente inactiva para Heliothis
virescens y sin embargo se une especificamente 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 (90;)
reporté que en el caso de las toxinas CrylA(b) y CrylA(c) la correlacién entre
K4/Bmax ¥ toxicidad in vivo para Lymantria dispar es incluso inversa.

Esta evidencia experimental sustenta la idea de que la unién es un evento
indispensable para la toxicidad, pero no el dnico. Los insectos en los que no se
ha encontrado correlacion entre actividad tdxica y unioén, son candidatos para
usarse como modelo en estudios sobre los pasos siguientes a la union, es decir,
la insercion en la membrana y la alteracion de la permeabilidad de la misma.

7.3.2 Naturaleza bioquimica del receptor.

Desde 1987 se han hecho importantes esfuerzos dirigidos a
identificacion, purificacion y caracterizacion de la(s) molécula(s) que sirve(n)
de receptor(es) a las 8-endotoxinas en la microvellosidad apical de las células
columnares del intestino medio (Tabla 9). La metodologia mas empleada ha sido
incubar las VMMA de algan insecto con la toxina especifica para el mismo y
analizar este complejo en electroforesis en gel de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes; posteriormente las proteinas son transferidas a
un filtro de nitrocelulosa, donde la union especifica de la s-endotoxina a
alguna(s) de las bandas, se revela primeramente con un anticuerpo antitoxina y
después con un segundo anticuerpo dirigido contra el primero. Es discutible que
fa toxina y su receptor conserven su estructura nativa y puedan interactuar
especificamente en estas condiciones, pero al parecer asi ocurre.

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

Fue hasta el afio pasado cuando después de solubilizar las VMMA obtenidas
del lepidoptero Manduca sexta y hacer pasar el solubilizado por una columna de
afinidad a la que previamente se uni6 la protoxina CrylA(c), que se purificd y
secuencié una glicoproteina de 120 kDa que aparentemente es la molécula que
sirve de receptor a la proteina mencionada. Esta glicoproteina es altamente
homologa a las secuencias previamente reportadas de aminopeptidasa N (EC
3.4.11.2) de otras fuentes (Knight et a/, 94;). Un analisis mas exhaustivo de
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TABLA 9.- RECEPTORES PUTATIVOS PARA LAS PROTEINAS Cry DE Bacillus thuringiensis

PROTEINA ORGANISMO RECEPTOR REFERENCIA
CrylA(b) L.inea celular CF1 de Glicoproteina de 68 kDa Haider y Ellar (87)
Choristoneura fumiferana
CrylA(a) Heliothis virescens Glicoprotefna 170 kDa, Oddou et al. (91)
CrylA(b) Glicoprotefna 170 kDa,
CrylA(c) Proteinas 120 y 140 kDa
CrylA(c) Manduca sexta Glicoprote(na 120 kDa - : Garczynski ef al. (91)
Heliothis virescens Proteinas 155 kDa y l20 103, 90 8) Y 63 kDa
Helicoverpa zea Prote{nas 150 le, 120 103 90 y 3 le B
Spodoprera frugiperda Prote {na 148 kD
CrylA@) Bombyx morl Glicoprote {nax 220, 150y 130 kDa Indrasith y Hori (92)
CrylA(®b) Spodaptera litura Glicoproteina 160 kDa’:
CrylAQ) Manduca sexta Proteina 265 an. ﬁl 5.540:15 Vadlamudi er al. (93)
CrylAQa) Heliothis virescens Glicoprateina 170 kDA ' Oddou et al. (93)
CrylA() Glicoprotefna 170 kDa ;
CrylA(c) Proteinas 140 y 120 kDa’
CrylC Proteina 40 kDa 0
CrylA@) Heliothis zea Glicoprotefna 170 kDa : "1 Oddou ez al. (93)
CrylA(®) Glicoprotefna 170 kDa L
CrylA(c) Prote {nas 150, 140 y 120 kDa
crylc N.D.
CrylA®) Spodoptera linoralis Prote (na 160 kDa “Oddou et al. 93)
CrylA() ) Proteina 160 kDa .07 "o L
CrylA(e) Prote {nas 125y 115 kDa
CrylC Proteina 40 kDa :
CrylA®) Spodoptera exigua .. Protc frias 200 Oddou et al. (93)
CrylA(b) RS ’ {Prolel'nas 200y: 180 kDa P
CrylA(e) - Prote {nas 130 y 115 kDa
CrylC “Profe {na 40 kDa*
CrylA(s) Spodoptera litura ' ",6ddou et al, (93)
CrylA() g S
CrylA{c)
CrylC
colc Spodoptera lioralls - Sanchis y Ellar (93)
CrylA(e) . S .
CrylA(c) Manduca sexta tefna-120 kDa (AM!\OPEPTIDASA N) Sangadals ez al. (94)
Protefna 65 kDa (POSFATASA)
CrylA(c) Manduca sexta Knight er al. (94)
CrylA(a) Manduca sexta i Pmlelnn 2 lO l.Dn Martinez-Ramirez et al.
CrylA() ! Proteina 210 kDa ©4)
CrylA(c) ¢ ‘Pmlelm\ 210 kDa
CrylA(c) HReliothis vire:ceﬂs: : #1 Cowles et al. 94)
CrylllA Tenebrio molitor “Belfiore ef al, (94)

~otas:

NI, no determinado. X
a CrylA(a) y CrylA(b) se unen a I :
b CryIC se une también en menor grado a otra pmlemn de 65 an

gli

pro ina; o e\,m

¢ CrylA(a), CrylA(b) ¥ C(ylA(c) s¢ unen'a lu misma proteinal
d No se identificé cuat de las pm(elms es la que ln.ne ncnvxdud de munopepudasa N

que ‘s¢ unen a sitios diferentes.
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esta molécula mostré que contiene abundantes grupos N- y O-glicanos. El
tratamiento con peryodato, que destruye los carbohidratos sin alterar el
esqueleto de la proteina, elimina la interaccion especifica de CrylA(c) y su
presunto receptor (Knight et al, 94 ). Lo anterior demuestra que, por lo menos
para este caso, la presencia del carbohidrato es importante para la union 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 120 kDa proveniente de las VMMA de Manduca sexta a la que se unid
especificamente la toxina CrylA(c). Dichos anticuerpos se usaron luego para
purificar por inmunoafinidad el presunto receptor a partir de vesiculas
solubilizadas. En este caso resulté ser una mezcia de dos proteinas, una de 120
kDa y otra de 65 kDa, lo que constituye el receptor. La secuenciacién parcial de
la proteina de 120 kDa reveldé que ésta es altamente homobloga a las
aminopeptidasas N reportadas previamente en el banco de secuencias de
proteinas. Por ensayos enzimaticos comprobaron ademas que la mezcla de
proteinas de 120/65 kDa tiene actividad de fosfatasa; los autores sugieren que
la proteina responsable de esta actividad es la de menor peso molecular. Este
mismo grupo de investigacién reportd después (Adang et al, 1994y) que la
proteina de 120 kDa esta unida a la membrana por medio de un ancla de
glicosilfosfatidilinositol, en forma similar a como se ha reportado en Bombyx
mori (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 Unién vy desarrollo de resistencia.

Hasta hace unos anos se pensaba que los insectos no desarrollarian
resistencia a las §-endotoxinas, debido a que a pesar de que éstas han sido
usadas comerciaimente desde hace mas de tres décadas, no se tenian reportes
de aparicion de poblaciones resistentes en el campo. Sin embargo,
recientemente se ha demostrado la aparicion de poblaciones silvestres
resistentes de Plutella xylostella 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 proteinas Cry de al menos
diez especies de lepidopteros, dos especies de coledpteros y cuatro especies de
dipteros. De estas diez especies de lepidopteros, cinco (Trichoplusia ni,
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Pilutella xylostella, Heliothis virescens, Spodoptera exigua y Plodia
interpunctella) ban desarroliado un alto nivel de resistencia. Estos cinco
lepidopteros representan tres familias del orden Lepidoptera (Noctuidae,
Plutallidae y Pyralidae), lo que sugiere que la capacidad de desarroilar
resistencia a Bt esta ampliamente diseminada en este orden de insectos.

La reduccion de fa unién de las &-endotoxinas a su receptor se ha
identificado como el mecanismo primario para el desarrollo de resistencia en
Piodia 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 relacion clara entre los cambios en la
union de la toxina y la resistencia a CrylA(b) y CrylA(c). Uno de los grupos
(Macintosh et al, 91; ver Tabla 8) encontrd que las larvas resistentes tuvieron
una Kq4 de dos a cuatro veces mayor y una B, seis veces mayor comparado con
las larvas susceptibles. El otro grupo (Gould et af, 92) encontrdé disminucion de
K4 ¥ Bmax- De estos resultados se concluye que el mecanismo de resistencia en
este caso es diferente al descrito para los dos insectos antes citados.

E! hecho de que no en todos los casos la resistencia se deba a cambios en
los parametros de union de las proteinas Cry a sus receptores, apoya la idea de
que puede existir otro tipo de mecanismos de resistencia. Dichos mecanismos
pudieran ser la disminucién de la solubilizacion del cristal insecticida, la
alteracion de las proteasas responsables de la activacion de las protoxinas o
bien, {a reduccion de la sensibilidad a los eventos posteriores a la unién, como
la insercion en la membrana y la formacién de poros.

Recientemente Oppert y colaboradores (94) han encontrado evidencia que
apoya este planteamiento, ya que demostraron que la aparicion de resistencia
en una cepa de Plodia interpunctella se debio a alteraciéon en la activacion de
una protoxina especifica para dicho insecto.
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~A~  Midgut

lumen

CrylA(b) CrylA(b) Crylc
receplor receptor

CrylC defective CrylA(b)
receplor

Figura 7.- Mecanismo de resistencia propuesto para las toxinas Cry en Plodia
interpunctella. Los insectos pueden adquirir resistencia hacia estas proteinas al
cambiar las caracteristicas de unién a los receptores del intestino medio. La union
menos eficiente debida a la disminucion de la afinidad del receptor de CrylA (b)
causa resistencia a CrylA(b). La cepa resistente es, sin embargo, mas susceptible a
CrylC comparada con la cepa sensible por el incremento en la concentracion de
sitios de unién para CrylC. Abreviaturas: PiS, Plodia interpunctella, cepa sensible,
PiR, Plodia interpunctella, cepa resistente.

Tomada de Van Rie, J. (1991). Insect control with transgenic plants: resistance proct?. TIBTECH 9: 81-83
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7.4 Insercidn en la membrana.

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

Se ha demostrado que a dosis muy altas (uM), las proteinas Cry son
capaces de interactuar per se con membranas lipidicas artificiales e
insertarse en las mismas, haciéndolas permeables a cationes y solutos neutros
relativamente pequefios (ver Tabla 10) (Yunovitz y Yawetz, 88; Haider y Ellar,
89, ; English et al, 91,4 yp).

En un estudio recién publicado se comprobd que la capacidad de la toxina
CryiC para interactuar con la membrana y disipar el potencial transmembranal
aumenta de forma sustantiva al disminuir el pH (pH < 5), y que ésto estd
correlacionado con el aumento en la hidrofobicidad de ta superficie de la
motécula (Butko et al, 94). Estos datos sugieren que en estas condiciones in
vitro, la proteina sufre un cambio conformacional que la lieva a un estado
competente para fa insercion; es posible que in vivo se logre una transicion a
un estado conformacional similar, por ejemplo, por la union al receptor o por el
procesamiento proteolitico del complejo toxina-receptor.

Es importante sefalar que a concentraciones fisioldgicamente relevantes
{(nM-pM), las 6-endotoxinas no parecen insertarse espontaneamente en las
membranas biologicas que carecen de los receptores especificos para ellas
{(Knowles, 94).

7.5 Formacién del poro.

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

Para entender como las d-endotoxinas afectan la permeabilidad de las
membranas se han usado gran diversidad de enfoques (Tablas 10 y 11). La
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TABLA 10.- ENSAYOS N VITRO QUE HAN SIDO USADOS PARA ESTUDIAR EL MODO DE ACCION
DE LAS 8-ENDOTOXINAS DE Bugillys thuringiensis

MEMHRANAS ARTIFICIALES

* Liberacién de 1‘C-sm:arasa

CryIC activada (10 pM)

Vesfculas de FC:C

Yunovitz y Yawetz (88)

Unién a la mexbrana
Incremento de sa dlsperslénsde le luz
Liberacién de “H-alanina y “H-uracilo

. w

CrylA(b) activads (50 pg)

Lipasomas de
FC:DifiFCzC2DiF

Hafder y Ellar (89,)

Incremento del influjo y eftujo de Sogb*-k*

Incremento de la permeabilidad al agua_
Ningun efecto en la permeabilidad a Cl

* * 8

CrylA(c) activada
(wg/ug Lipido)

Vesfculas de FC

English et al. (913)

Alteracion de la permeabilidad

Insercién a la membrana

Agregacion de mondmeros dentro de la membrana
Actividad hemolftica en eritrocitos humanos

L

¢-hélice 5 CrylllA
1

Vesfculas de FC:FS

Gazit y Shai (93)

»

Unién a la membrana
Coensamblamiento con «-hélice 5 de CrylllA

»

(ldem que e ,enterlor)

N.D.

“Shai 'y Gazit (94)

* ESTUDIOS EN BICAPAS LIPIDICAS PLANAS (TABLA 11)

CELULAS EN CULTIVO

* Unidn a receptor (glicoprotefna)

* Citotoxicidad
* Efecto’ protector N-acetil- galactosamlnu y. 65!60‘
~N acetil-neuraminico -

Toxlnas actrvadas cepa HD- 1
(SO ug/ml células)

Lfnea celular CF1 de:"}.

Choristoneura
fumiferana

S lnhlbvcudn. dela ATPasa Wt senslble a i
-vanadato

‘Toxina 68 kDa' de var. kurstaki

Lfnea celular CHE de“
Manduca_sexta

« Liberacién de marcadores vntrace(ulares en

funcidn de su peso molecular (tamafio) '
* Proteccién osmética del efecto de la toxma po
rafinosa y sacarosa :
* Estimacién del tamafio del poro (0.5-1.0 ml)
* Hipéteis citélisis osmGtica como mecanismo .- .7
general de accidn de las protefnas Cry

Lfnea celular CF1

* Citotoxicidad diferencial de acuerdo al tipo de
procesamiento
* Unidn a proteina de membrana de 68 kDa en CF1

CrylA(b) ctivada
(50- 108 pa/mticélulas’ '
1-2x10 células/ml) )

Lfneas celulares CF1 -

y de Aedes albopictus

;Haider’y Ellar (87)




ta4

* patch clamp

* Formacién de canales anidnicos (configuracién
“inside-out")

d égnento de la concentracién intracelular de

CrylIC activada

Lfnea celular SF9 de
S tera frugiperda

Schuartz et al. (91)

* Aumento dg {a permeabilidad de \a membrana a
H, K ¥y Na

CrylC activada

Lfnea celular SF9

Vachon et al. (94)

* Citotoxicidad

s-Hélice S CryllIA

L{nea celular SF9

shai y Gazit (96)

INTESTINO MEDIO AISLADO

CrylA(b) activada (5 pgélarva)
CrylB activada (5 pg/cm®)

CryllIA activada (1 pg/ml)

Plutella xylostella
Leptinotarsa

deceml ineta

* Inhibicién total de la corriente de corto Protoxinas cepa HD- 1, (60 M. sexta Griego et al. (79)
circuito (lce) ug/larva)
* Inhibicidén parcial de Icc (efecto irreversible) Toxinas activadas cepa HD-1, M. _sexta Harvey y Wolfersberger (79)
* Disminucidén de la resistencia de la membrana
* Inhibicién total de Ice 2 Protoxinas CrylAla), CrylA(b) y M. _sextas Crawford y Harvey (88)
i Protecﬂdn y reversnin del efecto por Ba® (4 CrylA(c)
“mM)y Ca S nﬂ) K (5-50 nM)
: M. sexta Bravo et _al. (92,)

;CrylA(b) ‘activada
‘CrylB”activada
-CryllIA activada
'(2 5 us/lammllla)

M. sexta

P. xylosteila
L. decemlineata

8ravo bet al. (92,)

Crylc Crle S. frugiperda Séncﬁez;oﬁinféﬁa (94)
tejido
- lanlcién"tulul CrylA(a), L'ryl“n) hSZ&K yk B x_mor{ Chen et .l.,(‘9_3‘)

* pérdida de la capac:dad di nmblcrén de lcc‘

{mutantes)

CrylACa) R532k
€0.11 pg/mt)

VA

* Inhibicién acunulacxén de hrstld r\e/K
* No aumenta (a permeabilidad a Na y H

Toxina var. kurstaki cepa 4432

Pieris brassicae

Sacchi et al. (BS)

* Inhibicidn de fosfatasa alcalma sens:ble a Lo

vanadato

Toxina activeda (60 kDa) cepa EG
2042

Heliothis virescens

English y Readdy (89)

* Inhibicién de acumslacién de alamna/K [ Nn
* Aumento de permeabitidad a atanina

CrylA(b) activada (0.1 pg/mi)

M. _sexta

Hendrickx et al. (90)




5% 4

* [rhibicién de acumilacisn de fenilalanine/k* o
Na

CrylA{c) activada

M. sexta

Woltersberger (Wb)

* Aumento en velocidad de encogimiento (medido
como cambios en la dispersidnage {a juz)
* Aumento de permeabilidad a ""Rb -K

CrylA(c) activada
(ng toxina/pg Lfpido)

Ves{culas hibridas
FC:VMMA H. virescens

English et al. (91&)

* Inhibicién de acumilacion de fenilatanina/k*
* Correlacién directa capacidad de inhibicién
acumulacidn a.a./K y toxicidad in vivo

CrylA(b) y CrylA(c) activadas
(8.7 pmal/mg protefna membrana)

Lymantria dispar

Wolfersberger (91)

* Inhibicjén preferencial’de acumulacién de CrylA(c) activada M. sexta Reuveni y Dunn (91)
{eucina/K~ vs aspartico/K (1.6 yg/mg protefna vesfculas)

* Interaccidén directa con el cotransportador

* Inhibicidn de acumulacidn de Lleucinask® CrylA(c) activada M. sexta Wu y Aronson (92)
(protefna silvestre) CryIA{c) mutantes en la s-hétice

* pérdida de {a capacidad de inhibicién de S {introduccién de residucs

acumulacién de a.a./K  (mutantes) cargados o prolina)

* Alteracién del potencial de membrana CryiA(a) activada B. mori Uemura et al. (92)
* Aumento de la permeabilidad a cationes mono y (10 nM/20 ug protefna vesfculas)

divalentes

* cambios del volumen vesicular (monitoreo de CrylA(c) activada M. sexta carrol y Ellar (93)
cambios en (a dispersién de la luz) (3.75 pmol/mg protefna ves{culas) :

* Aumento de la permeabilidad a aniones, cationes

y solutos neutros,

* Inhibicitp de acumilacion de lisina/K” e 8. mori Giordana et al. (93)

histidina/K
* f{nteraccién directa e inhibicién no competitiva
del cotranspertador de histidina

crylAcb), CrylCy CrylD activadas

Ki 3.84 pg/mg pi'atefna vesfculas

86, ¢+ ¢+

* Aumento de la permeabilidad a " Rb -K

CrylA(c) activada
€0.02-10 nM72.5 ug prote{nas
120765 kba)

Aminopeptidasa N:
fosfatasa de M. sexta
€120/65 kDa}
reconstituidas en
vesiculas de FC

Sangadaia et al. (94)

* ENSAYOS CUANTITATIVOS DE UNION (TABLA 8)

Notas:
[ colesterol.
Dif dicetitfosfato.
DifiFC difitanoil-fosfatidiicolina.
FC fosfatiditcotina.
FS fosfatidilserina.
VMMA Vesfculas de membrana de la microvellosidad apical.
a La cepa HD-1 contiene las protefnas CrylA(a), CrylA(b), gryiage), CryliA y Crylils. .
b Son permeables aniones pequefios (Cl- y SCN-), cationes (X', Na y TEA-), aniones de mayor tamafio (gluconato } y solutos

neutros (sacarosa).




interpretacion 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
interpretacion de dichas observaciones, es que la naturaleza propia de algunos
sistemas empleados no permite conocer cudl es el efecto inicial de las
proteinas Cry en el tejido blanco, por lo que la informacién que dan esta
relacionada principalmente con fenomenos que pueden considerarse
consecuencia del efecto primario.

Los dos sistemas experimentales que mas se han empleado para
caracterizar la naturaleza de la accién de las proteinas Cryl son el monitoreo
de los cambios: a) en la corriente de corto circuito (l.c) de intestinos medios
aislados y b) de la acumulacion de aminoacidos dependiente del gradiente de K+
en preparaciones de VMMA,

La i, es una medida indirecta del transporte activo de iones de la
hemolinfa al lumen (Chen et al, 93); al agregar toxinas del lado luminal del
intestino medio de Manduca sexta, diversos autores han observado que después
de 5 a 60 minutos la I;c cae total o parcialmente como respuesta a la formacion
de una via de permeabilidad adventicia (Griego et al, 79; Harvey y
Wolfersberger, 79; respectivamente). La evidencia que sustenta que esta via 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 fisologicamente
relevantes (5 a 50 nM) de las protoxinas CrylA(a, b y ¢) en intestinos aislados
de este mismo insecto.

La toma de aminoacidos 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
columnares que permite el transporte de K+ y aminoacidos al citoplasma. El K+
puede reemplazarse por otros cationes monovalentes para el transporte de
aminoacidos in vitro. Se han identificado seis sistemas independientes de
transporte de aminoacidos en el epitelio del intestino medio de los
lepidopteros (Gill et al, 92).

Usando VMMA de algunos lepidopteros a las que se incuba en un medio que

contenga alguna sal de K+ impermeable, y exponiendo éstas a la acciéon de
concentraciones fisiologicamente relevantes de d-endotoxinas en su forma
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activa, varios grupos de investigacion han obtenido evidencia que indica que
sélo la proteina Cryl selectiva contra el insecto del que se obtuvieron las
vesiculas, aumenta la permeabilidad a cationes de la membrana.

Una mezcla de toxinas CrylA’s aumentd la permeabilidad al K+ pero no la
de Na+ y H+ de las VMMA de Pieris brassicae al igual que el ionéforo especifico
de K+, valinomicina (Sacchi et al, 86). Un andlisis similar en vesiculas de
Manduca sexta mostré que la toxina CrylA(c) aumenta las permeabilidades de K+
y Na+ (Wolfersberger,90;). Hendrickx y colaboradores (90), trabajando con este
mismo insecto, encontraron evidencia que concuerda con ésta uGltima, al
mostrar que CrylA(b) también aumenta las permeabilidades al K+ y Na+, pero
ademas parece también hacer lo mismo para el aminoacido alanina.

Estos dos ultimos trabajos coinciden en que el Ba2+ no tiene ningln
efecto sobre la inhibicidon de la toma de aminoacidos 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 proteccion y
reversion de la accion de {as d-endotoxinas por el Ba2+ es un efecto sobre las
uniones estrechas entre las células columnares y caliciformes y no un efecto
directo sobre la via de permeabilidad formada por las 8-endotoxinas (Hendrickx
et al, 90).

Trabajando con VMMA de Lymantria dispar que es el insecto en el que se
ha reportado una relacion inversa entre afinidad de unién/nimero de sitios de
unioén y toxicidad in vivo, Wolfersberger (91) demostré que existe una relacién
directa entre la capacidad de inhibicion de la acumulacion de fenilalanina/K+y
la actividad biolégica para fas toxinas CrylA(b) y CrylA(c). Este resultado apoya
la idea de que los pasos subsecuentes a la union al receptor determinan de
manera importante la toxicidad in vivo de estas proteinas.

La inhibicion preferencial del transporte de leucina/K+vs aspartico/K+
observada por Reuveni y Dunn (91) en las VMMA de Manduca sexta, sugiere que
la toxina CrylA(c) interacta directamente con el cotransportador. Giordana y
colaboradores (93) encontraron resuitados similares en las VMMA de Bombyx
mori 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 accién de las 3-endotoxinas (Carrol, 94).
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La principal critica que se ha hecho a los resultados obtenidos al analizar
el efecto de las proteinas Cry en la inhibicién tanto de la I, como del
cotransporte de aminoicidos/K+, es que la informacion obtenida es
tendenciosa, debido a que ambos sistemas estan intimamente ligados al
transporte de este ion (Carrol y Ellar 93; Carrol, 94). Por esta razén, diversos
autores han disefado y/o adaptado nuevos sistemas de andlisis del mecanismo
de acciéon de las s-endotoxinas que permitan determinar la naturaleza de su
efecto en el tejido blanco.

Un primer enfoque consistié en analizar la aiteracion 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 mori (Uemura et al, 92). Usando este sistema los autores encontraron
que después de incubar las vesiculas 60 minutos con la toxina, ésta aumenta la
permeabilidad de la membrana, aparentemente tanto para los cationes
monovalentes como para los divalentes.

En 1993 Carrol y Ellar, usando un sistema de monitoreo de los cambios en
la dispersion 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
(Cl- y SCN-), cationes (K+, Na+ y tetraetilamonio+), y en menor medida también
para aniones de mayor tamaio (gluconato-) y solutos neutros (sacarosa).

Los resultados de estos dos Gltimos sistemas deben considerarse con
cuidado, ya que ambos muestran e} efecto que las proteinas Cry causan en la
membrana bioldgica después de una hora de interaccion, por lo que es discutible
que el efecto observado corresponda a la accidon primaria de estas toxinas en el
tejido blanco.

7.5.1. ; Cual es el papel del receptor en la_formacion del poro ?.

Se han propuesto varios modelos sobre las funciones que podria tener el
receptor en la formacion 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 esperaria ver una correlacién directa entre union y
formacion de poro, pero como se citdé antes, ésto no sucede para todas las
proteinas Cry.
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Otra posibilidad es que la toxina y el receptor, en conjunto, formen un
poro. Wolfersberger (comunicacion personal en Knowles y Dow, 93) ha
reportado que los canales formados por CrylA(c) en bicapas lipidicas planares a
las que previamente se incorporaron las VMMA de Manduca sexta son muy
diferentes en tamaiio 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 formacion del poro.

El receptor podria también catalizar la asociacion e insercién de la
toxina en la membrana, sin participar en la formacion del poro. Dicha catalisis
podria consistir en aumentar la concentracidon 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 insercion.

En el primer caso, se esperaria 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
investigacion que han estudiado la formacién de canales ionicos por las
proteinas Cry en bicapas lipidicas planares (Tabla 11).

Usando este sistema, se han analizado proteinas de las clases Cryl y
Crylll; ambos tipos forman canales cati6nicos, aunque para una de ellas se ha
demostrado que la selectividad de los canales varia con el pH (Schwartz et al,
93,). Las conductancias de los canales formados por las s-endotoxinas de las
clases | y il van desde 50 a 4000 pS; en todos los casos se han observado
varios niveles de conductancia. No se ha hecho un andlisis fino de fos registros
obtenidos para ninguna de las toxinas, por lo que no puede discernirse si dichos
niveles de conductancia corresponden a la actividad de un sélo canal con
subestados, o bien a la actividad de varios canales. Un rasgo caracteristico de
todos los registros mostrados es que los canales no son cuadrados; lo mas
frecuente es observar canales en forma de espiga.

Otra evidencia que también apoya la idea de que el receptor funciona
aumentando la concentracidn efectiva de toxina en la membrana, es la obtenida
por English y colaboradores (91,), quienes demostraron que la presencia de
membrana de 1a microvellosidad apical de Heliothis virescens reduce en tres
ordenes de magnitud la concentracién de CrylA(c) necesaria para aumentar la
permeabifidad a 86Rb+- K+ de vesiculas sintéticas de fosfatidilcolina.
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TARBLA 11.- ESTUDIOS DE LA ACTIVIDAD DE LAS PROTEINAS Cry DE Bugillus thuringiensis FN BICAPAS LIPIDICAS PLANAS

TOXINA DOoS1s LIPI00 pH CONDUCTANCIA (pS) SELECTIVIDAD REFERENCIA
pg/ml
CrylA(c) 32 A 9.7 600% varios niveles de conductancia Cationes Slatin et al. (91)
PP, 25:1
CryllIA 23 AzC 2:1 9.7 4000® varios niveles de conductancia Cationes Stlatin et al. (91)
P :Pny 25:1
CrylC 2.5-15.0 | FE:FC:C 9.5 100-200° varios niveles de conductancia Cationes Schuartz et al. (93,)
60.25 0 | 7:2:1 169, 101 y 529 Cationes
2.5-15.0. 6.0 25-35% varios niveles de conductancia Cationesf Schwartz et al. (93,)
‘60,250 2sf Aniones]

1.5-6.0) varios niveles de conductancia Cationes® Walters et al. (93)

> 600 varios niveles de conductancia Cationesk Walters et al. (93)

500 varios niveles de t:onductancial Cationes Schwartz et al. (95.) |
850" varios niveles de conductancia' Cationes Schwartz et al. (94))
7307 varios niveles de conductancial Cationes Schwartz et al. (94,)
Bp-10b0° varios niveles de conductancia Cationes Von Tersch et el. (94)

PP 2-3:1

80-1000° varios niveles de conductancia Cationes Von Tersch et al. (94)
PP 2-3:1

609 Conductancia Unica Cationes Cummings et al. (Nb)

S N.D." Estado abierto "ruidoso" que impidié | Cationes
3:1 estimar algun nivel de conductancia

crylaca) | 'W.p. N.D. n.0. | 438 & 30° Cationes Dean et al. (94.)
CrylA(a) N.D. N.D. N.D. | 583 2 29° Cationes Deen et al. (9,)
R526K
Crylaca) N.D. N.D. N.D. | 747 2 795 Cationes Dean et al. (94,)
R532K)
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Notas:

A Asolectina; C Cotesterot; FE Fosfatidiletanolamina; FC Fosfatidilcotina; DififC Difitanoilfosfatidilcolina.
N.0. No dispenible.
a Condiciones simétricas de K* (300 mM KCl, 5 n#t CAPS, 5 mM Cac(z, 0.5 mM EDTA, pH 9.7). No se cbservaron canales a pi 7.0,

b Se usaron 2.5-15.0 pg/ml para la incorporacién esponténea de ta toxina o bien 0. 25 ng/ml para ta incorporacién inducida, esta Gitima
con ta finsiidad de aumentar La eficiencia de formacién de cansles por CryiC.

¢ Condiciones simétricas de K* (150 nM KCL, 5 a# Tris, pH 9.5),
d Condiciones simétricas de K* (150 mM KGluconato, 5 mM Tris, pH 9.53.
e Condiciones simétrices de X* (150 mM KCL, 5 mM MES pH 6.0).

f. Canales catidnicos con una razén de permeabilidades Py:Ppy menor que la de la de los canales observados a pH 9.5.

9 ftmdiciones simétricas de colina (150 mM ColinaCl, 5 mM MES, pH 6.0).

i Generado po pracesmiento de la; tcxma (55 kDa) con jugo géstr\co de Spodoptera frugiperda (fragmento ‘de 24. 5 kDa) -] bxen por
solublhzac:é alcatina’ (100 mM KON,

icas de x*. (300 n# KCL, 5 mM CaCl,, 0.5 m4 EDTA, 5 mM CAPS, ph 9.5). La eficiencia de formacién de canales resuttd
‘ Ho se observeron trensiciones bien definidas, sinoc estados abiertos “ruidosos®.

i r .(:opd!cvlprije’s simétricas de K* (150 mH KCl, 5 mM TES, pH 7.0).

s'EL comportamiento cindtico de los canales formades por las protefnas mutantes es diferente de squel correspondiente » ls protefna

.r,silvessre.'l La Pa disminuyd para ambas mutantes; este comportamiento fue mis evidente en (a mutante RS32K.



Resultados similares fueron obtenidos por Sangadala y colaboradores
(94), quienes reportaron la purificacion y posterior reconstitucibn en vesiculas
lipidicas sintéticas de una mezcla de proteinas (receptor) provenientes de las
VMMA de Manduca sexta. Se observé que con esta mezcla de proteinas (120/65
kDa; aminopeptidasa N y fosfatasa, respectivamente), pudieron reproducirse los
resuitados descritos en el parrafo anterior.

La segunda posibilidad, es decir, si la funcion del receptor es causar un
cambio conformacional en la estructura de las toxinas para conducirlas a un
estado competente de insercion, es una cuestion que aun no ha sido aclarada.

7.7 Citolisis.

Independientemente de la informacién obtenida acerca de la naturaleza de
la lesion causada por las d-endotoxinas en los diversos sistemas in vitro
usados, el efecto de la formacion o apertura de poros en la membrana bioldgica
depende principaimente del medio ambiente celular (Gill et al, 92; Knowles y
Dow, 93; Knowles, 94).

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

La evidencia que sustenta la primera hipétesis es aquella que sefala que,
de alguna manera, las proteinas Cry aumentan la permeabilidad a los cationes
de la membrana de las células columnares, la cual en condiciones fisiologicas
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 aminoacidos al interior
celular y permite la redistribucién de los cationes entre el lumen y el
citoplasma. Varios autores consideran que la consecuencia mas devastadora de
la falta de la DP, es la pérdida de la energia 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 histopatolégicos antes descritos y la eventual
muerte de la larva.

La hipdtesis de la citdlisis osmoética estd avalada por la evidencia que
sugiere que la lesion formada por las 8-endotoxinas permite no sélo el paso de
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iones, sino también de agua y moléculas de mayor tamafio (p. ej. alanina y
sacarosa). Es importante sefialar que esta hipotesis 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
observacion constante ha sido que el hinchamiento celular siempre precede a la
citolisis.

£l esclarecimiento de cual es el efecto inicial de las 8-endotoxinas en la
membrana donde estd contenido el receptor, permitira conocer mas finamente
el mecanismo molecular de accién de las proteinas Cry.

8 Relacién estructura-funcion.

Como se mencioné en fa secciéon 5, el corazén o parte central de las
toxinas Cry esta formado por cinco bloques de aminoacidos aitamente
conservados en la mayor parte de las 6-endotoxinas. Tomando como referencia
la estructura tridimensional de la proteina CrylliA, cada uno de los bloques
mapearia en las siguientes regiones: el blogue 1 en la a-hélice central (a-5) en
el dominio I; el bloque 2 esta formado por la segunda mitad de la -6 y la o-7
del primer dominio y la primera g-plegada del dominio ii; la Gitima parte de la
lap-11 y el asa que conecta los dominios | y Il constituyen el bloque 3; los
bloques 4 y 5 abarcan las tres hebras enterradas de la lamina antiparalela
central del dominio It (Li et al, 91).

La funcion que se ha adjudicado al dominio constituido por las a-hélices
anfipaticas, algunas de las cuales tienen la longitud necesaria para atravesar
la membrana, es la formacion del poro.

La evidencia que sustenta esta proposicion es diversa. Los experimentos
de mutagénesis dirigida que consistieron en reemplazar residuos hidrofébicos
de la o-5 (blogue 1) de la toxina CrylA(c) por residuos cargados o residuos de
prolina, dieron como resultado proteinas mutantes que perdieron su toxicidad
contra tres insectos altamente sensibles a la proteina nativa (Heliothis
virescens, Trichoplusia ni y Manduca sexta), pero cuya capacidad de unién al
receptor quedd inalterada (Wu y Aronson, 92). Ademas se demostré que las
mutantes fueron incapaces de inhibir la acumulacién de leucina dependiente del
gradiente de K+ en las VMMA de Manduca sexta. Estos resultados en conjunto
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sugieren que las sustituciones introducidas causaron que estas proteinas sean
incapaces de insertarse y formar poros.

Dos grupos de investigacion independientes obtuvieron resultados que
demuestran mas directamente que el dominio | de las toxinas CrylA(c) (Walters
et al, 93) y CrylilB2 (Von Tersch et al, 94) per se es capaz de formar canales
cationicos en bicapas planas (ver Tabla 11). Las diferencias en la conductancia
y selectividad observadas entre los canales formados por el dominio | y los
formados por la toxina completa, sugieren que otras regiones de ésta
participan en la modulacion de los canales (Slatin et al, 94).

Recientemente Gazit y Shai (93) obtuvieron evidencia que apoya la
hipotesis de que la a-5 (bloque 1) es un componente estructural de los poros
formados por las 6-endotoxinas. Sus experimentos consistieron en sintetizar la
region o-5 de CrylHA, asi como un derivado que contiene un residuo de prolina
(Pa-5). Se demostré por dicroismo circular que en un ambiente hidrofébico
(metanol), 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 vesiculas sintéticas, se encontré que el N-terminal de a-5 y Pa-
5 se localiza dentro de la membrana; las isotermas de unién respectivas
sugieren que sdlo a-5 se agrega dentro de la bicapa. También se demostré que
a-5 pero no Pa-5 es capaz de disipar el potencial transmembranal de vesiculas
de fosfolipidos zwiteridnicos y acidicos y que ademas tiene actividad
hemolitica y citolitica para una linea celular proveniente del ovario de un
lepidoptero (Sf-9) (Shai y Gazit, 94).

Cummings y colaboradores (94y) sintetizaron la regidn o-5 de la proteina
CrylA(c) y por experimentos de dicroismo circular y resonancia magnética
nuclear, demostraron que este péptido tiene estructura de a-hélice en medio
hidrofobico (metanol) y estructura no periddica (random-coil) en agua. Haciendo
experimentos en bicapas planas también demostraron que a pH acido (4.0) pero
no a pH alcalino, a-5 forma canales unitarios (60 pS) selectivos a cationes.
Dichos resuitados concuerdan con los de Shai y Gazit.

Las primeras evidencias que sugirieron que el dominio Il es la regién de
las 6-endotoxinas que interactia 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 si son mas de 80% similares: CrylA(a), CrylA(b)
y CrylA(c), pero que cada una es mas potente para una especie de insecto. El
intercambio de dichas regiones resulté 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), CryiC y CryllA son
como se indica en ja Tabia 12. En la mayor parte de los trabajos se han
intercambiado regiones muy grandes que abarcan una o dos de las tres laminas
p de las que estad constituido el dominio Il.

Son dos grupos de investigacién fos que han logrado un analisis mas fino
de las regiones que determinan la especificidad de las &-endotoxinas Smith y
Ellar (94) comprobaron que la region que probablemente interactiia con el
receptor en CrylC es la formada por los residuos que mapean en las asas 1
(G317, R318, N319 ¥ F320) ¥ 2 (Q374, P375, W376 y P377). Coincidentemente, Lu y
colaboradores (94) encontraron que al sustituir por alaninas los residuos 365-
371 (asa 1) de CrylA(a), o bien al quitarlos, la proteina mutante resulté tres
oérdenes de magnitud menos toxica para Bombyx mori. Estos datos constituyen
fa confirmacion de la hipétesis 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 fas
inmunoglubulinas, podrian ser regiones importantes para la especificidad de
tas o-endotoxinas.

Wu y Aronson (92) demostraron, por experimentos de mutagénesis en los
residuos Ag; y Rogz del dominio | de la toxina CrylA(c), que la conservacién de la
carga positiva en el residuo 93 también es importante para la especificidad,
como lo sugiere el hecho de que CrylA(c) Ag2D 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 Heliothis virescens.

Este mismo grupo (Aronson et al, 94) siguiendo una metodologia 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 perdid la capacidad de unirse al receptor Gnico
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 disminucion de la potencia en H. virescens.
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Notas:

TABLA 12.- DOMINIOS DE ESPECIFICIDAD DE LAS PROTEINAS Cry DE Bacillus _thuringiensis

CrylA(a) CrylA(b) CrylA(c) CryIC CryllA
Aedes aegypti 307-382°8
Bombyx mort 3324500

332-428 +428-450°

365-3719
Heliothis virescens 332-772¢

A92D, R93xf

Mamestra brassicae

Manduca sexta A92Df 429-447°
A92D, R93xf
: §5031, S50419
Spodoptera  exigua 454-630 .
loops 1y 2!
Trichoplusia  ni A92Df 332-447¢
» A92Df

a Widner y Whiteley (90).

b Ge et_al. (89)

c Lee et _al. (92)

d Lu et al. (94). Cuando se sustituyeron los residucs 365-371 de esta proteina por residuos de alanina o cuando se hizo ta delecién de esta misma
regidn, la protefna modificada resulté 1000 veces menos téxica para la plaga sefialada. Al hacer un alineamiento de CrylA(a) con CryllIA esta
modificacién mapea en el loop 2 de la l&mina f 2 del dominio II.

e Schnepf et al. (90)

f Wu y Aronson (92). De los experimentos de mutagénesis de los residuos 92 y 93 de las protefnas CrylA(a), CryIA(b) y CrylA{c) se concluye que
la conservacidn de la carga positiva en el residuo 93 es importante para la actividad téxica. La mutante CrylA(c) A92D no es capaz de competir
con la toxina silvestre por el receptor en VMMA de M. sexta y lo hace muy débilmente en las VMMA de H. virescens.

g Aronson et _al. (94).

h Bosch et al. (94).

i Smith y Ellar (94). Haciendo un alineamiento de las protefnas CrylA(c) vs CrylllA las regiones analizadas en este estudio mapean en los loops

B 1y 2 del dominio II: loop 1 (G317, R318, N319 y F320), loop 2 (Q374, P375, W376 y P377). De los experimentos de mutagénesis de estas dos regiones

S

" de concluye que ambas son muy importantes para la especificidad de esta toxina para S. exigua y/o A. aegypti; el loop 2 es particularmente sensible

a la introduccién de residuos cargados.



Se ha sugerido que el bloque 2 (region comprendida entre la segunda
mitad de la u-6 y la p-1) podria funcionar transmitiendo, del dominio 1 al
dominio 1, la seial generada por la unién al receptor necesaria para que el
dominio | alcance un estado conformacional competente para la insercion y la
posterior formacion del poro (Li et a/91).

La funcion que se ha asociado al dominio Il es la de mantener la
integridad de la proteina, ya que las toxinas mutantes en esta region son
sumamente inestables al tratamiento con proteasas (Li et al, 91).

Recientemente se ha abundado mas en el esclarecimiento de la funcion de
los bloques conservados presentes en el dominio I (bloques 4 y 5).

Chen y colaboradores (93) realizaron experimentos de mutagénesis
dirigida en los residuos de arginina presentes en el bloque 4 (esta region mapea
en la g-17 del dominio 1) de CrylA(a) (Rspg, Rszs, Rs3p ¥y Rs32). Las proteinas
mutantes en Rsyg y Rs3p se expresaron muy pobremente en Escherichia coli,
probablemente debido a alteraciones estructurales. Las mutantes en Rszg y Rs32
perdieron la capacidad de la toxina silvestre para inhibir la I de intestinos
medios aislados de Bombyx morj, los autores demostraron que dicha pérdida no
se debié ni a alteraciones en la estructura de fa proteina ni a la pérdida de la
capacidad de union al receptor. Se ha sugerido que estos residuos podrian estar
involucrados con aspectos regulatorios de los canales que forman las proteinas
Cry.

Los resultados de experimentos de mutagénesis dirigida de los diez
residuos que forman parte del bloque 5 de CrylVA, sefalan que esta region es un
elemento importante para la estabilidad de la estructura proteica pero no para
su toxicidad, como {o sugieren la mayor susceptibilidad a la accion de la
tripsina y la termolisisna en las proteinas mutantes, y que en bioensayo la
concentracion letal media de las proteinas silvestre y mutantes resulté muy
similar (Nishimoto et al, 94).

Knowles (94) ha propuesto recientemente dos modelos posibles de la
insercion a la membrana y formacion del poro de las &-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 comparacién con otras proteinas
transmembranales que son canales i6nicos (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 insercion de las proteinas Cry en la membrana
plasmatica del insecto basados en la estructura de CrylllA. Las a~hélices del
dominio | estan numeradas a partir del N-terminal. El receptor se indica como

R. (A).Posible orientacién de la toxina al unirse al receptor. Un cambio

conformacional disparado por la unién puede transmitirse del dominio i al
dominio | via la a-hélice 7, iniciando la insercién en la membrana de dos o
mas hélices. (B) El modelo del abrecartas modificado de Hodgman y Ellar
(1990): las hélices a5 y o6 se insertan en la membrana como un "hairpin”
helicoidal. (C) El modelo del paraglias modificado de Li et al. (1991): las
hélices ud y u5 se introducen a la membrana plasmatica como un "hairpin"

helicoidal, y Ias otras hélices se aplanan sobre la superficie de la membrana’

con las caras hidrofébicas hacia la misma. En ambos modelos, la insercion
del par de hélices debe estar acompariada por la formacion de u
forma de barril con un canal central acuoso.

Tomado de: Knowles,B.H. (1994). Mechanism of action of Bacillus turingiensis insecticidal a
endotoxins. Ady. Insect Phisiol 24: 275-308. SRR E

nporoen -
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La evidencia obtenida por Shai y Gazit (94) favorece el modelo del
paragiias. Después de sintetizar los péptidos correspondientes a las a-hélices 5
y 7 del dominio | de la toxina CrylllA, por dicroismo circular se demostré que
ambos adoptan estructura de o-hélice en un ambiente hidrofébico (58 y 60%
respectivamente). Al marcar éstos con sondas fluorescentes y ponerlos a
interactuar con vesiculas de fosfolipidos sintéticos, se encontré6 que sélo 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 encontré6 que a-5 pero no a-7 tiene
actividades hemolitica y citotéxica para la linea celular Sf-9.

9 Diferentes estrategias de busqueda de nuevas d-endotoxinas.

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

Algunos de los métodos que se han empieado para caracterizar y
determinar el espectro de accion de las proteinas Cry (o los genes que las
codifican) provenientes de las cepas de Bt que se aislan de muestras de suelo,
granos almacenados, hojas de arboles 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; Cerén et al, 94) y union de toxinas marcadas con biotina a cortes de
tejido (Denolf et al, 93).

Detectar por bioensayo una é&-endotoxina activa contra un blanco
determinado partiendo de una amplia coleccién 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 andlisis estadistico confiable del efecto
de dichas toxinas sobre |a tasa de mortalidad de la poblacion.

Es importante resaltar que la principal desventaja de los métodos antes

citados, a excepcion del bioensayo, es que sélo pueden identificarse genes o
proteinas ya conocidos.
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Con los sistemas basados en la inmunodeteccion, se requiere tener las
proteinas puras a fin de producir los anticuerpos policlonales que permitan
diferenciar las diferentes clases de proteinas Cry; para poder identificar los
diferentes subgrupos, ademas se requiere producir anticuerpos monocionales,
lo cual es excesivamente caro y laborioso (Carozzi et al, 91).

Con los sistemas que detectan el tipo de é-endotoxina (clase y subclase)
por hibridacion, es necesario tener el gen o la secuencia correspondiente para
disenar la sonda especifica. También se requiere conocer la secuencia del gen
(o de algun gen muy relacionado), para disefar los oligonucledtidos que se
utilizarian en el sistema basado en PCR.

El uso de estudios de unién de d-endotoxinas marcadas con biotina a
cortes de tejido como metodologia para la deteccion de proteinas 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 unién no
en todos los casos correlaciona con la actividad in vivo, ademas 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 proteinas Cry produce una cepa determinada, no se sabe para
qué es toxica ésta, ademas de que si en una cepa se encuentra un gen (o su
producto) ya conacido junto con uno nuevo, éste Gltimo no se detectaria, usando
las metodologias 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 sélo
poseen las proteinas que por bioensayo se ha comprobado son activas, una buena
alternativa para detectar nuevas é-endotoxinas con actividad hacia un insecto
determinado, seria 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 e! receptor.
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El auge en el descubrimiento de cepas de Bt con actividad biologica
novedosa que se ha presentado desde la segunda mitad de los afios 80
(Feitelson, 93), es una raz6n importante por la que mundialmente se siguen
realizando importantes esfuerzos encaminados a encontrar é-endotoxinas con
actividad hacia plagas de importancia comercial que hasta el momento no son
susceptibles. La gran diversidad biologica de algunos paises, 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 disefar un sistema de detecciéon de &-
endotoxinas de Bt con actividad potencial contra insectos plaga que no han sido
controlados con las proteinas hasta ahora descritas.

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

Este monitoreo podria llevarse a cabo en intestinos medios aislados o en
preparaciones de vesiculas de membrana de la microvellosidad apical (VMMA).
Como se muestra en la Tabla 10 las VMMA han sido una buena herramienta para
hacer estudios in vitro del(os) efecto(s) que las proteinas Cry producen en la
membrana blanco y avanzar en el entendimiento del mecanismo de accién de
estas proteinas.

Desde fines de los afios 70 se ha hecho uso extensivo de las sondas
(colorantes) que responden 6pticamente 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 vesiculas (Bashford y Smith, 79; Waggoner, 79). De acuerdo con el
tipo de sonda que se elija, los tiempos de resolucidon logrados oscilan entre
microsegundos y segundos, para los colorantes rapidos (p. ej. merocianina) y
lentos (p. ej. cianinas y oxonoles) respectivamente.

Hemos elegido usar una.de las cianinas (3,3-dipropiltiodicarbocianina o
dis-C3-(5) como herramienta para hacer el monitoreo 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, asi como para conocer si ésta experimenta
una hiperpolarizacién o depolarizacion como respuesta a algin estimulo.
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 concentracién de Ca2+ intracelulares
(Reynaudet al, 93).

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

Hemos elegido como modelo experimental el lepidoptero Spodoptera
frugiperda el cual es una importante plaga de! maiz en diversas regiones de
nuestro pais. Las toxinas a las que sabemos este insecto es sensible son CrylC
y CrylD. Se usaran como controles negativos dos proteinas a las que el insecto
no es sensible: CrylA(c) y CrylillA.



RESULTADO



La descripcion detallada de los materiales y métodos usados
para llevar a cabo el presente trabajo, asi como de los resultados
obtenidos estd contenida en el articulo que a continuaciéon se
presenta.

Dicho articulo fue sometido a revision a la revista FEBS Letters
con fecha 5 de agosto de 1994. La version corregida del mismo, fue
aceptada para publicacién el 16 de enero del presente afio.
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ABSTRACT

Membrane potential measurements using a fluorescent dye indicate that two specific toxins
active against Spodoptera frugiperda larvae (CrylC and CryID) cause immediate permeability
changes in midgut epithelial brush border membrane vesiclés (BBMV).The initial response and
the sustained permeability change are cationic, not very K+ selecnve and occur at the in vivo lethal
doses (nM). The toxin response has a different ion selectivity and is more sensitive to Ba2+ than
the intrinsic cation permeability of BBMV. Experiments mcorporatma BBMYV into planar lipid
bilayers (PLB) demonstrate that these vesicles contain cation channels (31,47 and 76 pS). A 2-40
fold conductance increase was induced by nM toxin in PLB comaining BBMV. Cationic single
channel transitions of 50, 106, 360 and 752 pS were resolved. Thus Bacillus lhuringiensi.i 6

endotoxins induce an increase in cation membrane permeabxlny mvolvmu ion channels in BBMV
containing functional receptors.
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1. INTRODUCTION

Bucillus thuringiensis (Bt ) is a Gram positive bacterium that during sporulation produces

crystalline inclusions formed by proteins called d- endotoxins or msecuoldal cryslal prolems (lCP),v

which are toxic to the larvae of various msecls many of Wthh are d| e vectors or ma_|or crop”

pests. Numerous ICP genes have been clo ‘oﬁfvgf‘groups and

several subgroups on the basis of sequence

ions and water, leading to midgut-cell swellm

K--selective pores are involved in this process



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 increase 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 efficient toxin-induced -

cation pore formation.
2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Preparation of the brush border membrane vesicles

BBMYV from Sthinstar S. frugiperda larvae W
were dialyzed overnight against 400 volumes of 150

Receplor c
bmdmg usmg mo

s from' Bl,» var.
kuruak:

slram

th Actlvaled loxm pun y,was‘ exammed by SDS PAGE [22] .

maintained at4 0C at most for a m
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and by Western-blots [23]. The CrylC and CryID toxins were dcnatured by boiling: them for 30
min in 90 mM NaOH and then neulrallzed with HCI. The dcnalured loxms Iosl thelr insecticidal
activity for S fru iperda.. Insect loxlcny was assayed wnlh 1st |nstar S fruglperda larvaei,

according, to [24] Protei ured
England BlO‘.La‘bSW,A

as measured ‘as’ descnbed m 125] usmg BSA as slandard (New? -

2.3 Fluorescence measurements

Membrane potential was monitored wrth the ﬂuorescent posmvely charoed dye,
'ugeneb OR '1.5.uM final,

mM stock in DMSO). Fluorescence was recorded at the 620/670unm excnanon/emlssnon

3 .3'-dipropylthiodicarbocyanine (Dis-C3-(5), Molecula: Probes

wavelength pair using a Hansatech system (Norfp n [26] Hyperpolarization

causes dye inlernalization into the BBMV and l]ligre ‘depolanzauon causes the

opposite effect. Dye calibration and determination of resting membrane potential were performed in
the presence of valinomycin (2uM) by successive additi of KClto BBMV (20 pg) suspended
in various media (700 pl). Neither carbonyl cyamde m- c s lvhidrazone (FCCP, | uM,

Calbiochem), a mitochondrial uncoupler nor ohoomycm ( 0 5 nM; Sloma) an ATPase inhibitor,

altered the membrane potential measurements, mdlcatlng that thereis no mnochondnal conlnbutlon
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(300 ul of 150 mM KCl, S mM Tris-HCI, 0.5 mM EDTA, pH 9.0) was added to each of the cell
compartments. Once the bilayer was formed, a transmembrane salt gradient was established rising
|KCl] to 550 mM in cis, the compartment where sucrose loaded BBMV (0.2-3.7 ug protein)
were added for fusion; zruns was held at virtual ground. Vesicle incorporation was assayed after
application of a 50-mV holding potential across the PLB. Toxin (0.6-10.6 nM) was added to the
cis compartment. All experiments were performed al room temperature.

Single channel currents were recorded with a Dagan 3900A patch-clamp amplifier (Dagan
Corp., Minneapolis, MN) as in [28]. Currents were filtered at 200 or 500 Hz and digitized on-line
at 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 KCl, énd assayed with the
membrane potential-sensitive fluorescent dye Dis-C3-(5), is not far from the K+ equilibrium
potential (Ey) calculated by the Nernst equation. In the presence c;f external 10 mM KCl, 130 mM
NaCl the measured resting membrane potential was -59 + 3‘mV (n=13)and -99+ 5mV (n=38) in
external 140 mM MeGluCl (Fig. 1C). The calculated Ek‘were -7} and -108 mV respectively. This

suggests that in the BBMV of S. fruglperda K+ permeabll ybcontnbutes significantly to the resting

membrane potential. K+-additions experiments wnthout vahnomycm indicate that the vesicles have

intrinsic channels permeable to K+ (Fig. 1A and lB control traces).
3.2 Effect of d-endotoxins.

The CryiC toxin was about two fold more acuve lhan Cry[D toxin against §. fruglperda
77 6?n'o/cm-, wnh a 17 147 Cl9~,

larvae (LD3p’s of 31.2 ng/em2 with a

respectively), whereas the CrylA(c) and CrylllA

exposure, the \eswles also mcreased thelr response to KCl addmons when compared to ‘the



control in which the same amount of buffer was added (Fig. 1Aa). Experiments in the absence of
BBMYV with an equivalent concentration of {luorescent dye, show ed that both toxins induce a fast
h the | sicles (Fig. 1Ab). This
artifact, Wthh may result from eleclros(auc mleract dye, was delem)inéd

fuorescence decrease, smaller than the hyperpolanzauon seen

opening.

3.3 lon Selectivity and Specificity.

very selective among monovalent cations.

’ B'B:MV:ihcreases after toxin addition (100
léctivityl;::an be estimated from the ratio of the

As mentioned above, the cation p‘rermeé'
oM CryID, see Fig. 1A). In this conditi
slope of the fluorescence rises which resuit from a

ditions of increasing concentration of a certain
cationvs that of K+ (m\+/m|(+) Smc trmsnc cation permeabilities, the response to
serial additions of each cation was determme i1 abéence of toxin, as described earlier, and the
stope subtracted from those obtained in its presenc‘ Table 1 shows the selectivity series for the

intrinsic permeability of BBMV (NH > Cs+> K+> Li+ >Rb+ = ‘Na+) and for that induced by the
toxin (K+> NH4* >Na*+ > Rb+ > Li+ > Cs+ ) As lhe mmal response lnggered by the toxin, the

sustained permeability change is cationic, althoutrh not, very K+ selective.

~§’ih’dicmed that CrylA(c)
as subsututed by MeGlu-
methanesulfonate in the incubation buffer showed lhal the toxin oes no nduce : amon pem'neablhty ;

Osmotic swelling experiments in BBMV f
1oxin increases anion permeability { 16}. Ex‘periirrr’i

changes, but a hyperpolarization (8 2 mV n_3) due to K+ efﬂu,__ (as in. Fo lA) However.'

:atrinsic anionic channels may e‘ust in these vesncles



The coleopteran-specific toxin (CryllJA) and the non-toxic lepidopteran-specific toxin
(CryIA(c)) were used to determine the specificity of the effect. Neither toxin affected BBMV
intrinsic permeability, even at higher concentrations (500 nM and 200 oM, respectively). In

addition, the CryIC and CrylD toxins lost their msecuadal acuvny and their capacny to change the

permeability of the vesicles when bonl

Although the Crle toxm is two fold more toxic to 5. frug:p da han Crle toxm, it is
less potent to induce permeablmy changes on the BBMV. However

oXicity: assays »weyre'

performed with 15t instar larvae, in contrast to the permeability ass‘_gxysyvv
BBMYV purified from last instar. In BBMV isolated from the 2+ and 31hin
CryIC and CryID have similar effects (data not shown). It is possnble th

receptor density in BBMV varies during larval development. '

Table 1.Relative ion permeability

BBMY intrinsic . Cryl D mduced

Caton permeability - permeability
(my+/mg+) (my/mg)*

K- 1.00 1.00

Na- 0.83 0.70 .

Li~ 0.98 0.56 -

Cs- 1.15 032

Rb- 0.83 065" L .

Calculations were as dcsmbcd in scetion 3.3; mx, slopc of the ﬂuorcsccncc changcs mduccd by d:ffcrcm XClh .
addmons o BBMV ‘7X+ dxffcrcnl monmalcnt cauo s‘ mw slopc for KCI addmons (m\Jmm)‘ csumatcd v
i btmcung lhe mlnnsl hzmncl rclalnc pcrmc.xbxln)

uced permeabmty mcrease lS v ry‘js_ensitivé'

to external B t of some Kv channel bl

on the imrinsic : se lo Cr)'lD toxin. The i mtnnsnc channels are
hile less sensitive to Ba2+ The dlstmct ion”

selectivity and. sensmvuy towards vanousbblockers of . lhe intrinsic and the Crleqnduced"

more sensitive to

permeability chanues su esl lhat Lhey are dxfferem
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Table 2. Effect of K+ channel blockers and Ca2+ on the in vitro activity of the CryID toxin.

K- channel Intrinsic CrylD channels
blocker channels

LA B A B
Ba=+ 400 + 45 UM (50%) 200 £ 20 uM (50%) -
Ca2+ : 400 +40° uM_(50%) 600:9:40;4M (50%)
Cs- . 10 + 2.5 mM (50%) 100 =10 mM (0%). -
TEA S 30 5.0 mM (50%) 200+ 20 mM (26%)
4-AP L 4 3+ 0 5 mM (50%) 30 EN (O%)

Column'A; channel bl reoncenlrallon (+ 8.D., n=5). Column B; % of K+ permeabllm mhubmon IC50 were
dexcn'nmcd from dosc rcsponsc curves.

33 'Toxin' responkes of planar‘_ {ipid bi(a_vef.s conté}nmg

blocked by.Csf ‘hlle;thosellnduced_ by the toxin are not, in agreement with the membrane potential

experiments.

It has been shown that the punFed loxms alone can mduce single channel activity in PLB
[10- 13]. We repcated thesc expenments and never saw channel acn\'nt) (n-23) unless > 5’ pM
toxin was used The snnOIe channel transmons observed W|th pM toxm were canomc and S|mllar .

to those descnbed earher | 10- 131
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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), and a macroscopic
conductance‘ increase (Fig. 3B) where some large single channel transitions can be resolved. -V
curves of the toxin-induced single channel events (Fig. 3D) or from macroscopic responses (Fig.
3D insert, 1.9 nS curve) measured under a 3.7 fold KCI oradlenl indicate that the toxin-activated
channels are cationic. Toxin-responses were observed in 15/17 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=13), while at
higher concentrations (5-10.6 nM), the response was seen after 0-10 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 corresbond to the I-V curve

for that channel (Fig. 3D).

This work presents additional evidence that BBMV contain a fi uncuonal Bt toxin receptor.

Both, in vesiclesand in PLB, ICP after mteraclmg wnh tnelr receptors nduce an increase in cation
membrane permeability involving ion channels The :respo " . “observed at toxin
concentrations (nM) which correlate with the in vivo Iethal doses and w‘kiih the range needed to
inhibit aminoacid uptake into BBMV of others msects [7] The results 'mdncate that midgut cell

lysis results from receptor medlated toxin-induced canon pore fonnatlon'
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Figore 1.- Effect of the CrylC and CrylD toxins on the membrane potential in Spodoptera frugiperda
midgut brush border membrane vesicles. Membrane potential of BBMV (20 ug) loaded with (mM) 150
KCl. 2 EGTA, 0.5 EDTA, 10 HEPES-HCI pH 7.5 were recorded as described in section 2.
Pre-equilibration with 1.5 uM Dis-C3-(5) (9 min) and the effect of 0.5 uM 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. = fluorescence arbitrary units. (1A)
CrvID response of BBMV suspended in 140 mM methylglucamine chloride, 10 mM HEPES-HCI pH
7.5. (a) Final K+ concentrations were (mM): 1= 4; 2=13; 3=30; 4=64 and 5=133. In the control, buffer
A was added instead of toxin. (b} Interaction of the CryID toxin with the dye in absence of BBMV. (1B)
CrvIC and CrylD effects upon substitution of methylglucamine chloride incubation buffer by 10 mM
KCl, 130 mM NaCl, 10 mM HEPES-HCI pH 7.5 buffer. Final K+ concentration were (mM): 1=23;
2=4; 3=85; 4=165; 5=367. The control trace was obtained with buffer A addition, as well as with
CryHIA, CrylA(c) and boiled CrylC and CryID toxins additions. (1C) Resting membrane potential was
determined as described in section 2.3 from a AF (%) vs Eg+ (mV) curve. In the presence of external 10

mM KCl, 130 mM NaCl the measured resting membrane potential was -59 £3 mV (n=13)and -99+ 5
mV (n=38) in external 140 mM MeGIluCi .
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Figure 2.- Representative single channel records (A) and -V curves from the most common current
transitions (B) of BBMV from S. frugiperda fused to a diPPC lipid bilayer. Records were obtained in
550 mM KCl, 5mM Tris-HCI, 0.5 mM EDTA, pH 9.0, ¢is ; 150 mM KCl, 5 mM Tris-HCl, 0.5 mM
EDTA. pH 9.0, rrans. Holding potentials in mV are indicated on the left of each record. Zero current
level is indicated by dashed lines. Eg was around 20 mV.
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Figure 3.- Cation channels formed by CryIC toxin in bilayers with fused BBMV. lonic
conditions were as in Fig. 2. (A) single channel transitions observed 7.5 min after 10.6 aM CryIC
addition. (B) macroscopic response observed at 10 min with the same toxin concentration. (C)
representative single channel transitions at 0 mV from bilayers containing BBMV exposed to 1.3-
10.6 aM CrylIC toxin. The doted lines indicate the zérb’” t
indicating that these channels are cationic. (D) I-V plot Qf;‘lhe”singy_lé ch’énngl transitions presented

level. Eg were close to 20 mV,

in figure C. The insert in the left side shows also the I-V curve’of a macroscopic response (Y = 1.9

nS).
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DISCUSION



1 Purificacion y caracterizacion de las VMMA de S. frugiperda.

Se han descrito diversos métodos de purificacién de la membrana de la
microvellosidad apical (MMA) de las células epiteliales de varias especies de
lepidopteros y coledpteros (Giordana et al, 82; Santos et al, 86; Wolfersherger
et al, 87). De éstos, el método basado en la precipitacion diferencial con Mg2+-
EGTA 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 razén decidimos
estandarizar el proceso de purificacion de la MMA del intestino medio de S.
frugiperda usando dicho protocolo.

El resultado de los analisis enzimaticos llevados a cabo para los cuatro
diferentes lotes de VMMA que se emplearon en el presente estudio, mostré que
el enriquecimiento de la MMA de la preparacion final versus el homogenado
inicial (9.5 a 12.5 veces/mg de proteina), es similar al reportado para
preparaciones del mismo tipo obtenidas de otros lepidopteros (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 unica diferencia importante en el procedimiento de purificacion de las
VMMA respecto del original, fue la adicion de una mezcla de inhibidores de
proteasas a la solucién amortiguadora con la que se lavaron los intestinos
medios extraidos de larvas de S. frugiperda; ésto con la finalidad de evitar la
degradacion de las proteinas presentes en el tejido por accién de las
abundantes proteasas caracteristicas del intestino de los insectos.

La fosfatasa alcalina (FA) es una proteina transmembranal practicamente
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 especifica de FA en presencia
y ausencia de detergente (0.02%, Triton X-100) permitid determinar que mas
del 80% de la poblacion de vesiculas presenta una orientacién positiva; en otras
palabras, una gran parte de la poblacion de las VMMA presenta los receptores
orientados hacia afuera.

Con el ensayo tipo dot-blot descrito en la seccién de resultados en el cual

se detect6 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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comprob6 cualitativamente el aumento de la concentracion especifica de sitios
de union (receptores) en las preparaciones finales de vesiculas, comparada con
la de los homogenados respectivos.

El aumento en la concentracion especifica de receptores y su correcta
orientacién en las vesiculas fueron requisitos fundamentales para garantizar la
utilidad de estas preparaciones para estudiar el efecto inicial de las &-
endotoxinas en la membrana blanco.

2 Purificacion, solubilizacion, procesamiento y almacenamiento de
las 8-endotoxinas empleadas.

Las propiedades de las proteinas Cry con base en las que se han
desarrollado los diversos protocolos de purificacién son: su solubilidad a pHs
extremos (alcalino para las toxinas Cryl y Cryllt y acido para las toxinas
Crylll) y su resistencia al tratamiento con proteasas (Li et al, 91; Koller et al,
92). Sin embargo, es importante sefalar que los diferentes tipos de toxinas
pueden presentar diversos grados de resistencia a la acci6n de las proteasas.
Por ejemplo, los resultados de la purificacion y posterior ensayo de la
actividad biolégica de las toxinas empleadas, demostraron que CrylC es la
toxina mas susceptible a la acciéon de la tripsina (1:20, incubada a 37 oC toda la
noche) comparada con las otras tres proteinas usadas en el presente estudio
(CryiD, CrylA(c) y CrylllA). En las condiciones de activacion con tripsina ya
citadas, CrylC pierde su actividad bioldgica; el analisis 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 proteina (Honée et al, 88). Al
parecer es la banda superior la que conserva la actividad biol6gica. Para
obtener preferencialmente esta forma fue necesario usar condiciones de
activacion mas suaves (1:50 tripsina, incubando a 37 oC durante 3 horas).

La presencia de por lo menos 150 mM de KCl o NaCl en la solucion
amortiguadora donde se almacené la toxina CrylD fue indispensable para evitar
su precipitacion, ain a concentraciones de proteina relativamente bajas (0.5
mg/ml). Esto pudiera deberse a asociacion de las moléculas de toxina, ya que
su punto isoeléctrico: pl=8.2 (valor determinado por Leopoldo Giliereca en un
experimento de enfoque isoeléctrico) es muy cercano al pH del medio de
almacenamiento (pH 8.6).

81



3 Condiciones optimas de ensayo para el monitoreo del potencial de
membrana de las vesiculas.

El colorante elegido para monitorear el potencial de fa MMA de S.
frugiperda es una molécula que a pH neutro posee una carga positiva
desiocalizada (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 distribucién dentro y fuera de la membrana en funcion del
potencial. Por esta razén se decidié usar soluciones amortiguadoras intra y
extravesiculares con pH cercano al neutro.

Se prefirid usar HEPES-HCI en la composicion del medio intra y
extravesicular ya que esta molécula se considera practicamente impermeable
para las membranas biologicas. Por ésto puede despreciarse la contribucion del
HEPES al aumento o disminucién de la fluorescencia debida al movimiento de
los iones.

Para encontrar las condiciones oOptimas de ensayo, es decir, la
concentracion de colorante y de proteina de vesiculas mas adecuados para
monitorear los cambios en el potencial de la MMA se hicieron curvas AF(%) vs
Ex. (como las mostradas en la Figura 1C) manteniendo fija una de las variables
y modificando la otra. Aquella condicién con la que se obtuvo la pendiente mas
grande y el coeficiente de correlacion mas alto es la que se consideré mas
adecuada.

Las concentraciones de colorante y de proteina de vesiculas que se
determinaron como optimas para este ensayo (1.5 uMy 20 ug, 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 Determinacion del potencial de reposo de la membrana de las
vesiculas.

El potencial de reposo es el parametro que nos permite conocer cual es la
permeabilidad principal de una membrana (Hilte, 92). Tal como se cito en la
seccion de resultados, el potencial de reposo calculado para la MMA de S.
frugiperda (-59 £ 3 mV (n=13) en el medio de incubacion con NaCl 130 mM, KCl
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10 mM y -99 + 5 mV (n=38) en el medio con cloruro de n-metil-D-glucamina
(MeGIuCl) 140 mM) es muy cercano al potencial de equilibrio del K+ determinado
con la ecuacion de Nernst (-71 y -108 mV, respectivamente). Esto significa que
en el reposo, la permeabilidad mas importante de la membrana de las vesiculas
es al K+ y no a los otros iones presentes (Cl- y MeGlu+ o Na+), en las condiciones
experimentales usadas.

En concordancia con lo anterior se observé 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 endogena de VMMA
obtenidas de otros lepidopteros (Uemura et al, 92; Carrol y Ellar, 93) o bien de
vesiculas hibridas compuestas de MMA vy lipidos sintéticos (English et al, 91;)
también han observado que dichas vesiculas son permeables al K+.

Esta evidencia pareceria estar en contraposicion con la encontrada por
diversos autores quienes han descrito que en condiciones fisiologicas la MMA
es muy poco permeable al K+ (Harvey, 92; Wolfersberger, 92). Esta divergencia
en los resultados del analisis de la permeabilidad intrinseca 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 regulacion del transporte i6nico del mismo. Como se
citdé antes el potencial de reposo de la MMA de las vesiculas es mucho mas
positivo que el potencial de reposo fisiologico, el cual en algunas especies es
mayor de -150 mV. En esta nueva condicion es probable que algunos canales que
fisiologicamente no estan activos ahora si lo estén.

2) El K+ pudiera estar pasando por vias 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 vias de permeabilidad intrinsecas de las vesiculas (NH4+ > Cs+ > K+»>
Li- > Na+ = Rb+). Esta serie de selectividad refleja la heterogeneidad de la
poblacién de canales i6nicos presentes en las membranas biolégicas, 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+ tipicos (Hille,
92).
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3) No puede descartarse que en la preparaciéon de VMMA estén presentes
otras porciones de la membrana de las células epiteliales que si 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 d-endotoxinas en la MMA.

En todas las soluciones amortiguadoras usadas las toxinas interactaan
directamente con el colorante, al parecer de forma electrostatica, ya que dicha
interaccion puede separarse con la adicion de sales de cationes monovalentes y
mas marcadamente con las de divalentes. Este fendomeno que hemos denominado
artefacto siempre se observa en la misma direccién, es decir, en todos los
medios de incubacion empleados siempre observamos disminucion de la
fluorescencia al agregar una alicuota de toxina al medio que contiene el
colorante en ausencia de vesiculas (ver Figura 1Ab). Dicho artefacto es
reproducible y desigual para cada toxina, probablemente reflejando diferencias
de la carga superficial entre éstas.

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

Esta metodologia nos permitié determinar que en el medio de incubacion
compuesto por MeGluCl, el efecto inmediato causado por CrylD en la MMA es una
hiperpolarizacion (3 * 3 mV, n=23), es decir, una disminuciéon de la
fluorescencia debida a la salida del K+ de las vesiculas en favor de su gradiente
de concentracion. También se observdé un subsecuente aumento de la
permeabilidad al hacer las adiciones de KCl.

Ambos efectos, es decir, la hiperpolarizacion inmediata y el aumento en
la permeabilidad a KCl subsecuente, son congruentes con la idea de que la
alteracion de la permeabilidad de la MMA se debe a que la toxina induce la
formacion o apertura de un poro.

Cuando en el medio externo el MeGluC!, una sal de un catién de gran
volumen, se sustituyé con una sal de un catibn que puede considerarse mas
fisiologico (NaCl), el efecto inmediato causado por CrylC y CrylD en la MMA
resulté completamente opuesto al antes descrito (Figura 1B), es decir, en este
caso observamos una depolarizacion. Este aumento de la fluorescencia se debe
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entonces a que el cation de menor volumen (Na+) es capaz de pasar (entrar a las
vesiculas en favor de su gradiente de concentracidén) por la via de
permeabilidad inducida por estas proteinas. Esto apunta con claridad hacia que
dicha via 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 bioldgica de las diferentes
toxinas hacia larvas neonatas de S. frugiperda mostraron que la proteina mas
potente es CrylC. Sin embargo, en los ensayos de fluorescencia con VMMA
obtenidas del ditimo instar larvario, se encontré que la toxina que causa mayor
alteracion en fa permeabilidad de la MMA es CrylD (Figura 1B). Al estudiar el
efecto en este mismo sistema con VMMA obtenidas de larvas en el segundo y
tercer estadio, se observd un efecto similar con ambas toxinas (CrylC y CryiD).
Esto podria explicarse proponiendo que cada toxina se une a una poblacion de
receptores diferente, y que éstos se expresan diferencialmente durante el
desarrofio larvario.

Sanchez-Quintana (94), al hacer estudios de competencia heterdloga en
cortes de tejido de S. frugiperda con CrylC y CrylD marcadas con biotina,
demostro que CrylC no es capaz de competir con CrylD por los sitios de unién,
pero que CrylD si 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 poblacién a la que se une CrylC.

La determinacion de la constante de afinidad (Ky) y la concentraciéon de
sitios de union (Bnax) en experimentos de competencia homoéloga y heterdloga
de la unién de 1251-CryIC y 1254-CrylD a las VMMA obtenidas de los diferentes
estadios de desarrollo de S. frugiperda permitird esclarecer si esta propuesta
es correcta.

Se comprobé que al hervir CrylC y CrylD en las condiciones descritas
previamente, éstas pierden su actividad biolégica. Consistentemente, se
observé que también perdieron su habilidad para causar cambios inmediatos en
la permeabilidad de la MMA, usando el sistema desarroliado en el presente
trabajo.
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Garczynski y colaboradores (91) reportaron que CrylA(c), una proteina
practicamente inactiva para S. frugiperda, se une saturablemente y con alta
afinidad (Kg 0.68 nM y Bayx 4.5 pmol/mg proteina) a las VMMA obtenidas de
dicho insecto. Al analizar el efecto de CrylA(c) en el potencial de la MMA, se
demostré que esta toxina es incapaz de’causar alteracion alguna en la
permeabilidad. Esto sugiere que los resultados  obtenidos con este sistema son
el reflejo de la union a los receptores y la posterior insercion y formacién de
poros en la membrana.

En concordancia con lo anterior, usando este misma metodologia se
encontré que una proteina especifica para coledopteros (CryfllA) también es
incapaz de causar alteracion en el potencial de la membrana estudiada.

El hecho de que las (nicas toxinas capaces de alterar la permeabilidad de
la MMA S. frugiperda sean las que tienen actividad toxica in vivo, es decis, el
que con esta metodologia se puedan diferenciar las proteinas que se unen,
insertan en la membrana y forman poro, de aguéllas que sélo se unen, es lo que
hace a este sistema una herramienta valiosa para la deteccién de é-endotoxinas
con actividad potencial hacia organismos hasta el momento considerados no
susceptibles y también para estudios del mecanismo molecular de accién de las
d-endotoxinas.

Aunque esta metolodogia no se ha aplicado aln para detectar la(s)
proteina(s) Cry con capacidad de alterar la permeabilidad de vesiculas
obtenidas de algun insecto no susceptible, se pueden citar varias limitantes del
uso de este sistema para estos fines.

Una primera limitante es el tamafio del ‘insecto del que se obtiene la
membrana donde se supone estd 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 Ia
MMA de vesiculas purificadas a partir de insectos de diversos 6rdenes.

Otra limitante es el grado de pureza requerido de la toxina cuando ésta
proviene de alguna cepa de Escherichia coli. Hemos observado que proteinas 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 ckapaces_.de alterar la permeabilidad de la
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membrana de las vesiculas de S. frugiperda (resultados no mostrados). Este
fenémeno no se ha observado cuando se han utilizado preparaciones de toxina
obtenidas creciendo cepas de Bt hasta la esporulacién y la posterior
solubilizacion de los cristales y activacion con tripsina de las protoxinas
liberadas de los mismos.

7 Selectividad de la via de permeabilidad inducida por CryiD.

El efecto inicial en la MMA causado por las toxinas especificas para el
insecto del que fueron obtenidas las vesiculas, es causar una hiperpolarizacion
o depolarizacién inmediata, dependiendo del tipo de catién presente en el medio
extravesicular (MeGlu+ o Na+, respectivamente). Considerando ésto, se propuso
caracterizar con mayor detalle la selectividad de la via de permeabilidad
inducida por CrylD, la toxina que produce mayor alteracion en ta permeabilidad
de la membrana.

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

La pobre distincidbn que la via de permeabilidad inducida por CrylD hace
entre los diferentes cationes monovalentes probados contrasta notoriamente
con la de los canales de K+ clasicos, los cudles son notablemente permeables a
T+ > K+ > Rb+> NHs+ y varios ordenes 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 via de permeabilidad intrinseca de las VMMA
de Bombyx mori (Li+ > Mg2+ = Ca2+ > Na+ > NH4+ > Cs+ > Rb+ > K+) también es
diferente de aquélla obtenida para la via de permeabilidad inducida por CrylA(a)
en dicha membrana (Ca2+ > Mg2+ >> Li+ > NHg+ > Cs+ > Na+ > K+ = Rb+). También en
este caso ambas series de selectividad son muy diferentes de las obtenidas
para los canales de K+ tipicos.

Las diferencias entre las series de selectividad encontradas para las vias

de permeabilidad intrinsecas e mduc:das por: Ias ‘toxinas especificas en S.
frugiperda y B. mori podnan deberse a que L
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1) En el caso de B. mori no se estudio el efecto inmediato de CrylA(a),
solo se analizd el efecto que produce después de mcubarla ‘durante una hora con
las vesiculas. S

2) La forma de calcular ia 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 1C)
obtenidas al hacer adiciones sucesivas de las diferentes sales (KCl, NaCl, etc).
En el trabajo de los autores citados, la serie de selectividad se obtuvo al
comparar el AF producido por una sola adicién de la sal correspondiente. Una
desventaja importante de esta Gltima 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 vias de permeabilidad inducidas por CrylA(a) vy
CrylD. Esto no seria extrafio; de hecho, en estudios de formacién de canales
ionicos en bicapas lipidicas planas por accién de las proteinas CrylC (una
proteina parecida a CryiD) y CrylA(a) se ha encontrado que la selectividad de
dichos canales es diferente (Schwartz et al, 93p).

Usando experimentos de hinchamiento osmoético Carrol y Ellar (93)
encontraron que CrylA(c) aumenta la permeabilidad de la MMA de Manduca sexta
no so6lo para cationes (K+, Na+ y tetraetilamonio (TEA)) sino también para
aniones (Cl-, SCN- y gluconato-). Con base en estos resultados dichos autores
proponen que los poros inducidos por las d-endotoxinas no son catidnicos.

Con la finalidad de analizar si el clofro, un anién de volumen pequefio, es
capaz de pasar por la via de permeabilidad inducida por CrylD en la MMA de
S.frugiperda se llevaron a cabo experimentos donde en el medio extravesicular
el MeGluCl fue sustituido por metanosuifonato de MeGlu+. Se demostré 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
hiperpolarizacién (8 + 2 mV, n=3) o disminucidn de la fluorescencia debida a la
salida del K+ de las vesiculas.

La divergencia en los resultados obtenidos por Carrol y Eltar y los del
presente estudio pueden explicarse si se considera que en el caso de los
experimentos en VMMA de Manduca sexta se analizé el efecto que CrylA(c)
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produce en esa membrana después de una hora de estar en contacta.con ella por
lo que el efecto observado no puede considerarse ‘como el " inicial. Estas
diferencias también pueden deberse a que las propledades intrinsecas 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 caracterizacion fina de los canales intrinsecos de las VMMA y de
aquéllos formados por CrylC en bicapas lipidicas planas, llevada a cahbo por la
Biol. Claudia Diaz Camino son congruentes con los resultados antes descritos,
es decir, tanto los canales intrinsecos de las vesiculas como los inducidos por
la toxina en presencia del receptor son catibnicos.

8 Distincion farmacoldgica de las vias de permeabilidad intrinseca e
inducida por CrylD.

Como se dijo anteriormente los resultados de la determinacion de las
series de selectividad de las vias de permeabilidad intrinseca e inducida por
CrylD sugerian que dichas vias 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 caracterizaciéon de los diversos tipos
de canales ionicos conocidos hasta el momento (Hille, 92).

La Tabla 2 muestra evidencia que apoya la idea de que los canales
intrinsecos son diferentes de aquél que la toxina induce en presencia de su
receptor. En esta tabla puede verse que las vias de permeabilidad intrinsecas
de las VMMA son mas 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 endogenas pueden explicarse por la gran heterogeneidad de los canales
presentes en las membranas biologicas. Aunque varios bloqueadores generales
de canales de K+ (Ba2+, TEA, 4-AP) tienen actividad sobre la via 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 (Benos, 82;
Benos et al, 87), tampoco fue efectiva para cerrar la via de permeabilidad
inducida por CrylD (resultados no mostrados). Estos resultados sugieren que
CrylD induce una via de permeabilidad con propiedades farmacolbgicas
generales diferentes de las de los canales de K+ o Na+ tipicos.
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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 mas finos que permitan
caracterizar los canales formados por las é-endotoxinas, debido a que éstos
s6lo bloquean las vias de permeabilidad endégenas de las vesiculas. Los
resultados preliminares obtenidos en el sistema de bicapas lipidicas planas,
donde a una membrana de difitanoilfosfatidilcolina preformada se fusionaron
VMMA de S. frugiperda en presencia de 100 mM CsCl cis /100 mM KCI trans,
sugieren que los canales endogenos de las vesiculas 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 accién de las 8-endotoxinas.

En conjunto, los resultados obtenidos en el presente, trabajo permiten
proponer que el efecto inicial de las b-endotoxma ducir ' una via de
permeabilidad selectiva a cationes en la MMA de! mt no de: los insectos
susceptibles. e

Los diferentes autores que han analizado el mecanismo de accion de las
proteinas Cry desde el punto de vista de la fisiologia 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 energia que
mantiene el gradiente de pH. La consecuente alcalinizacion 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 inanicion 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 farmacolégicas de las vias de

permeabilidad intrinsecas e inducida por CrylD favorecen la idea de que la
toxina participa directamente en la formacién del poro.
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Usando este mismo sistema, recientemente hemos obtenido evidencia
adicional que sustenta esta proposicidbn. Encontramos que CrylA(c), una
proteina altamente activa contra Trichoplusia niy Heliothis virescens, causa
un efecto inmediato similar en la MMA purificada a partlr 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 serian de gran utilidad para aclarar este punto
podrian consistir en analizar con la metodologia de monitoreo del potencial de
membrana el efecto de la porcion comprendida entre los dominios Il y il (que
es la regiéon que interactia 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 formacién del
canal modulando de alguna manera su actividad, y no sélo aumentando la
concentracion efectiva de toxina en la membrana para permitir su insercion, es
la obtenida por Wolfersberger {comunicacién personal en Knowles, 94) y por la
Biol. Claudia Diaz Camino usando bicapas lipidicas planas. Ambos autores han
encontrado diferencias en el tamano y el comportamiento cinético de los
canales ionicos formados por CrylA(c) en presencia MMA de Manduca sextay por
CrylC en presencia de MMA de S. frugiperda, respectivamente.

Los analisis de formacion de canales en bicapas lipidicas planas a las que
se incorporen receptores putativos purificados o bien, en patch clamp en
células epiteliales en cultivo, podrian ser herramientas que permitan aclarar
cual es la participacién del receptor en la formacién del poro.

Con la finalidad de profundizar en el conocimiento del efecto inicial
producido por las proteinas Cry en la membrana de las células columnares,
seria 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
concentracion de Ca2+ intracelulares. Las células epiteliales en cultivo o las
VMMA vy las sondas fluorescentes pudieran ser herramientas utiles para
conseguir estos fines.
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CONCLUSIONES



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 lnsecto
(CryIC y CryID) es inducir una via de permeabn dad electlva para cationes.

La diferente selectividad y propledade farmacologlcas de las vias de
permeabilidad endbgena e inducida por Crle en Ia membrana estudiada, sugiere
que ambas rutas son independientes. :

La poca distincién que la via 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 via de permeabilidad inducida por la toxina CrylD en las VMMA de S.
frugiperda no se bloquea por las dosis cominmente empleadas de bloqueadores
generales de los canales de K+ mas 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+ clasicos.

En este sistema, sblo 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 caracteristica
fundamental que valida el uso de esta metodologia para detectar 6-endotoxinas
con actividad potencial hacia plagas hasta el momento no susceptibles.

Otras caracteristicas que hacen de este sistema una herramienta atil
para los fines antes citados son que: a) es aplicable para cualquier organismo
del que pueda hacerse una preparacién de membranas donde esté contenido el
receptor; b) es un ensayo facil de hacer; ¢) toma poco tiempo (cada trazo
consume aproximadamente 15 minutos); d) se gastan pocos reactivos (el
volumen final de trabajo es de 700 ul) y e) es susceptible de automatizacion.

Podemos citar como una desventaja de esta metodologia la interaccion
observada entre la toxina y el colorante usado en ausencia de las vesiculas
(artefacto). Este artefacto implica la necesidad de corregir cada trazo. Seria
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.

92



Como otros sistemas in vitro con los que se ha analizado el efecto que las
d-endotoxinas producen en la membrana blanco, el presentado aqui sélo es
aplicable para proteinas 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 correlacion cuantitativa entre
fa actividad obtenida con este sistema y los resultados del bioensayo. Este es
otro aspecto que seria interesante explorar en el futuro.
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