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1. lntraduccl6n . 

.Jnaectfcfd- c¡uúnfccM. 

Existen en la naturaleza, una gran cantidad de organismos como microbios, 

insectos, ácaros y malezas que compiten con el ser humano por los 

diversos satisfactores. sobretodo por alimento y abrigo. A estos 

competidores, generalmente artrópodos y ácaros, se les ha tratado de 

matener en niveles de población bajos. de tal manera que ya no 

representen un peligro en la competencia, o simplemente se les ha 

exterminado con el uso de compuestos químicos nada selectivos. Algunos 

artrópodos (como los insectos pertenecientes a las órdenes lepidópteros, y 

coleópteros) representan una porción importante de los organismos 

catalogados como plagas agrícolas. El indiscriminado y diseminado uso de 

estos químicos sintéticos como el DDT para el control de las plagas en los 

campos agrícolas, ha atraído la atención pública debido a los riesgos 

causados por la presencia de esos en productos que ingerimos diariamente 

(Nakamura. 1994). Además, su aplicación ha sido como un experimento a 

gran escala en donde el resultado ha sido la selección natural de insectos 

resistentes a agentes químicos de importancia toxicológica para los seres 

humanos y la exterminación de organismos útiles suceptibles (King. 1996). 

Se ha demostrado que estos compuestos son altamente nocivos para 

diversas especies de vertebrados. incluida la especie humana. ya que 

interfieren con procesos fisiológicos fundamentales de los organismos. Los 

canales tónicos son los sitios blancos primarios de varios compuestos 

insecticidas naturales y sintéticos. Por ejemplo. los canales de sodio 

neuronales sensibles a el voltaje son el sitio blanco para el DDT y los 

piretroides. el veratrum y las N-alkilamidas. Recientemente. las proteínas 
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neurotóxtcas de los venenos de escorpiones, algunos de los cuales atacan 

especiflcamente canales de sodio de insectos. han sido modificados como 

biopesticidas por medio de experimentos de ingeniería genética en 

baculovirus (Bloomquistl996). Las plrazoUnas sintéticas tambien aJ"ectan a 

los canales de sodio neuronales, aunque algunos miembros de este grupo 

af"ectan también canales de calcio neuronales. Los rianoldes también han 

encontrado uso como insecticidas ya que inducen contracturas musculares 

por activación irreversible de canales liberadores de calcio en el retículo 

sarcoplásmico. Los arilheterociclos. como el endosulfan y el fipronil. son 

potentes convulsivos e insecticidas que bloquean los canales de cloro 

activados por GABA en neuronas. En contraste. las avermectlnas actuan 

los canales de cloro activados por el voltaje y por Ugandos Jo cual conduce 

a parálisis (Bloomquistl996). Por otro lado. también se ha observado que 

Jos ecdisteroides están involucrados en el bloqueo de los canales de potasio 

tanto neuronales como musculares. Actualmente las autoridades públicas y 

las personas dedicadas a las tareas científicas están tratando de encontrar 

alternativas compatibles con el medio ambiente para el manejo adecuado de 

estos competidores. 

Control biológico 11 bioinsectlcidas. 

Por esta razón, se ha trabajado mucho en la búsqueda y en el uso de 

estrategias biológicas alternativas compatibles para el control de plagas. El 

manejo integrado de plagas (MIP) consolida todas la técnicas de control 

disponibles dentro de un programa unificado para el manejo de poblaciones 

de plagas. El obejetivo es prevenir el daiio económico causado por éstas y 

disminuir los efectos laterales adversos para los ecosistemas (Badil et aL. 
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1996). Esto quiere decir que en ocasiones se echa mano de plaguicidas 

químicos sintéticos en combinación con los agentes naturales como un 

último recurso para el control efectivo. El control biológico es una parte 

fundamental en el MIP y se puede definir como el manejo de enemigos 

naturales (depredadores. parásitos. y patógenos de plagas) y enemigos 

benéficos selectos y sus productos para reducir las poblaciones de las 

plagas y sus efectos (King et al. 1988). Una estrategia promisoria es el uso 

de agentes como virus. hongos. animales y bacterias (o sus productos). 

Como parte importante del control biológico. el control microbiano se define 

como el uso de los microbios o de sus productos para el control de 

insectos plaga (Badil et al.. 1996). Aquí también se ha incluido el uso de 

microorganismos como agentes de control que existen naturalmente. 

agentes introducidos y la aplicación de microorganismos y/o sus productos 

como insecticidas microbianos. En la naturaleza los virus. los hongos. las 

bacterias y los protozoarios causan epizootias en poblaciones naturales de 

insectos. lo cual ayuda a la regulación natural. Se conocen alrededor de 

1500 microorganismos entomopatógenos con potencial en el control 

microbiano de las poblaciones de los insectos plagas ya sean éstas 

agrícolas. forestales. ornamentales o de salud. 

Cientos de especies de bacterias están asociadas con insectos (Badil et al. 

1996). Sin embargo. las bacterias entomopatógenas de mayor importancia 

se encuentran en el orden eubacterial y específicamente en la familia 

Bacillaceae y en el género Bacillus. Las bacteria patógenas para insectos se 

han clasiflcado en dos grupos atendiendo a su ciclo de vida: las que forman 

esporas y las que no forman esporas. De las bacterias entomopatógenas. el 

potencial más alto para el desarrollo de insecticidas microbianos pertenece 
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a las bacterias que producen esporas. Las bacterias del género BacUlus 

contiene algunas especies que se caracterizan por Ja producción de 

cuerpos de inclusión de naturaleza proteica y que frecuentemente es el 

principio activo de la actividad blocida hacia diferentes especies de 

eucariontes superiores. Es por esta razón por Ja que se Je ha dado extrema 

importancia a su potencial uso como agentes de control biológico. Entre 

ellas están organismos pertenecientes a las especies BacUlus thu.ri.ngtensts. 

B. popUliae. B. sphaericus y B. moratL 

Mientras que Ja mayoría son poco conocidas, otras como Ja bacteria del 

suelo BacUlus thuringiensts han sido estudiados detalladamente. 

2. ANTECEDENTES. 

Bacfllus thurfngfenats. 

Entre Jos agentes biológicos más ampliamente usados está el hecho a base 

de bacterias de Ja especie Bacillus thuringtensts (Bt). Esta es la especie de 

bacteria estudiada más extensamente de un grupo de bacterias gram

positivas. que incluye a Bacillus sphaericus entre otras, y que se 

diferencian de las demás especies de Bacillus en base a Ja producción de 

un cristal insecticida durante el proceso de esporulacton. Después de Ja 

lisis de Ja célula madre. la espora y la inclusión se liberan en el suelo, el 

ffioplano, Jos estanques, las corrientes, etc. Jos cuales son hábitats 

alimenticios de las larvas de varias especies de insectos. Bt es un 

organismo ampliamente distribuido en la naturaleza y se ha encontrado 

asociado a insectos muertos, en polvo de granos, sobre las plantas y en el 

suelo de diversos hábitats desde el bosque tropical lluvioso hasta Ja tundra 

ártica. 
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Desde 1960 se ha usado Bt para el control de pestes agrícolas y 

forestales (revisado en Feitelson et aL. 1992) y en un Programa muy 

exitoso de la Organización Mundial de la Salud para el control de los 

vectores de la Oncocercosis (Guillet et aL. 1990. citado en Knowles. 1994). 

LG8 0-endotoidna.. Bt produce varios tipos de toxinas (Faust y Bulla. 

1982: Whiteley y Schnepf. 1986): a). las a-exotoxinas o exotoxtnas 

termolábiles y que son probablemente lecitlnasas tipo c. b). las~

exotoxinas. la cuales son toxinas que funcionan como análogas del ATP y e). 

las o-endotoxinas. proteínas que se acumulan en un cristal o cuerpo de 

inclusión. Este puede estar formado por una o más de una cadena 

poUpeptidica cuya masa molecular varía entre 40 y 130 kilodaltones (kDa.) 

Las o-entoxinas forman dos familias multigénicas. las cyt y las cry (Hofte y 

Whiteley. 1989: Knowles. et aL. 1990). Las o-endotoxinas Cyt son 

selectivamente letales a las larvas de los insectos dípteros (Armstrong et al. 

1985; Chilcott y Ellar. 1988; Kant y Ellar. 1993) como los mosquitos 

(vectores de la malaria) y las moscas prietas (vectores de la ceguera 

parasitaria presente en las zonas tropicales del planeta). Las proteínas Cyt 

A (el producto del gen cyt A) están presentes en las inclusiones 

parasporales de Bt spp. israelensis junto con otras tres o-endotoxinas Cry 

(Hofte y Whiteley. 1989). CytB. el producto del gen cyt B. se ha encontrado 

en las inclusiones parasporales de Bt spp. kyushuensis donde es la única 

proteina responsable de la actividad mosquitocida (Ishii y Ohba. 1994). 

Recientemente se ha descrito la estructura tridimensional de esta proteína 

y esto demostró que no hay alguna relación estructural de las proteínas 

Cyt con las proteínas Cry (Li. et aL. 1996). Ambas proteínas. CytA y CytB 

muestran sinerglsmo con las o-endotoxinas Cry especificas para dípteros. 
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In vitro. las 3-toxinas Cyt son cltoliticas para las células de origen díptero y 

a concentraciones superiores también pueden dañar a otro tipo de células 

como los eritrocitos (Gill et aL 1992; Drobnlewski et aL. 1988) 

Inicialmente. se había encontrado que los genes miembros de la familia 

cry. producen proteínas que eran específicamente nocivas contra larvas de 

los insectos lepidópteros. dípteros y coleópteros. Los ácaros. las 

cucarachas. las hormigas y los nemátodos. y aparentemente algunos 

protozoarios se han incluido últimamente a la lista de víctimas. Las 3-

endotoxinas son el principio activo de Bt que es tóxico para los Insectos. Se 

sabe que estas proteínas son en realidad protoxinas que necesitan ser 

proteoliticamente cortadas en posiciones específicas por proteasas 

presentes en el Intestino medio larval. Solo una vez procesadas pueden 

ejercer su actividad nociva. Choma et al. (1991) han sugerido que las 

toxinas sufren un gran cambio conformaclonal después de la activación. 

Después del procesamiento de las protoxlnas de 70 ó 130 kDa. se genera 

un péptido de 63 a 65 kDa cuya característica estructural fundamental es 

su resistencia a proteólisls adicional. 

Se ha mostrado que no todas las 3-endotoxlnas de Bt tienen actividad 

Insecticida contra las plagas conocidas: por ejemplo. en estudios 

realizados. cerca del 400Ai de las cepas productoras de cristales fueron no

tóxicas para los Insectos probados (Martin y Travers. 1989). Las 

características más Importantes de las 3-endotoxlnas producidas por Bt es 

su especificidad (ya que no es tóxica contra los mamíferos. las aves o 

Inclusive a algunos Insectos benéficos como las abejas) y la baja tasa de 

desarrollo de resistencia a este biolnsecticida por organismos susceptibles 

(Nakamura. 1994). Las toxinas individuales usualmente solo matan las 

7 



etapas larvarias de ciertas especies dentro de un solo orden de insectos. 

Algunas subespecies de Bt pueden sintetizar cuatro o mas clases 

diferentes de o-endotoxinas. Los principales órdenes de insectos af"ectados 

por Bt son los lepidópteros (orugas de mariposas y polillas). dípteros (larvas 

de mosquitos y moscas negras) y coleópteros (larvas y adultos de 

escarabajos). Sin embargo. el estrecho espectro de actividad y la no 

persistencia en el ambiente de las o-endotoxinas aunque ventajosas 

ecológicamente. se perciben como problemas desde el punto de vista 

comercial. 

A pesar del uso diseminado de los insecticidas a base Bt. actualmente 

solo se han reportado unos cuantos casos de resistencia principalmente 

entre los lepidópteros y sobretodo en reglones donde se han administrado 

aplicaciones fuertes y repetidas durante todo el afio (Badil. et al .• 1996). No 

se conocen surgimientos de organismos resistentes dentro de los otros 

órdenes susceptibles a las toxinas de Bt . 

.Dfuer8fdad génica. JI cla.s(/lcacf6n de las 0-endotcudna.s. En los 15 afios 

que han transcurrido desde que fue clonado el primer gen de o-endotoxina 

de Bt se ha determinado Ja secuencia de alrededor de 60 genes diferentes 

que codifican para otras tantas proteínas. Estos genes pueden estar 

localizados en el cromosoma o en Jos megaplasmidos presentes en Jos 

bacilos (Aronson. 1993). Hofte y Whiteley (1989). establecieron un sistema 

de clasificación de las proteínas insecticidas en base a su espectro de 

acción y al grado de similitud de Ja estructura primaria deducida a partir 

de Ja secuencia nucleotidica de Jos genes descubiertos. Con este sistema 

de clasificación las o-endotoxinas quedaron agrupadas en 4 grandes clases: 
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las CryI. con una masa molecular de 130 kDa. son proteínas nocivas 

contra lepidópteros. las CryII (60-70 kDa) contiene proteínas con actividad 

dual contra lepidópteros y dípteros. las CryIII (60-70 kDa) están 

compuestas de proteínas toxicas para larvas de insectos coleópteros y las 

proteínas CryIV. de 60-130 kDa. que incluyen a proteínas letales contra 

dípteros. Sin embargo, este sistema de clasiflcaclón ha probado ser 

lmpráctico a medida que se han ido describiendo nuevos genes con 

capacidades insecticidas novedosas y con víctimas dif"erentes. asl como 

también con masas moleculares diversas. Esto ocasionó que se haya 

buscado un sistema más apropiado para clasiflcar las diferentes 

secuencias para las a-endotoxinas. Este nuevo sistema de clasificación esta 

basado exclusivamente en las relaciones de similitud a nivel de secuencia 

de aminoácidos, permite que genes estrechamente relacionados sean 

agrupados juntos. Esto elimina la necesidad de que los Investigadores 

realicen bioensayos en cada nueva cepa aislada contra una cantidad cada 

vez mayor de organismos. En este nuevo sistema de clasificación los 

números romanos han sido Intercambiados por números arábigos en el 

rango primario con el fin de acomodar un gran número de nuevos genes 

esperados. Sin embargo. se ha retenido la terminología cyt. Bajo estas 

premisas. gen cry se define como un gen de Bt que codifica para una 

proteína de Inclusión parasporal que exhibe una actividad pesticida o algún 

efecto tóxico experimentalmente verificable hacia un organismo. o que tiene 

una similitud de secuencia notable a una proteína Cry conocida (Crickmore, 

et aL. 1996). Bajo este sistema revisado. todas las a-endotoxinas caen en 

21 conjuntos: CytlA. Cyt2A. y Cryl hasta Cryl9. 
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B9D'uctura de la toa:fna. Basados en estudios bioquímicos y de biología 

molecular varios grupos de investigación ya habian propuesto que las 

toxinas de Bt están construidas por tres dominios Cuncionales (Ge et aL, 

1989; Widner y Whiteley, 1990; Lee et al, 1992; Wu y Aronson 1992; 

Aronson, 1993). El desarrollo reciente más excitante en la investigación de 

Bt ha sido la publicación de la estructura tridimensional de la o-endotoxina 

Cry3A primero (Li et aL, 1991) y la o-endotoXina CrylAa después 

(Grochulsky. et aL, 1995). En la figura 1 se muestra un esquema de la 

estructura tridimensional de la toXina CrylAa basado en las coordenadas 

depositadas en el Protein Data Bank. 

DOMINIOI 

DOMINIOII 

Fi8Uftl 1: ll'l¡(ura trlcllmenalonal de la tozlna Csyl.Aa. La ft8Unl f'ue hecha 
conalderando •- coordenadaa at6mlc- reportad- por Grochulald, et 
al., 1895 y 8enera~ con el pro8rama ln•J8htll. La eatructura 
trldlmenalonal de la tozlna Csy3A e•ta oqanl-da de la ml•ma manera. 
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La estructura de las toxtnas, la cual comprende una porción de Ja 

protoxtna 67 kDa en Cry3A y de 130 kDa en las proteínas CrylAa, está 

compuestas de tres dominios estructurales. La estructura del dominio I se 

encuentra diagramáticamente mostrado en Ja figura 2A. Este representa Ja 

porción N-terminal de Ja proteina y es un haz compuesto de 6 a-hélices 

alrededor de una hélice hidroJ"óbica central (a-hélice 5). Las hélices están 

orientadas en el sentido contrario a las manecillas del reloj (Viendo la 

proteína con Jos "loops l, 2 y 3" en el punto mas distal del observador) en 

el orden a,, a,,. a 3 , ª•· a 6 , a,. con las a-hélices l y 7 adyacentes al dominio 

JI y IJI constituidos predominantemente de hebras tipo f3. Tanto en Ja toxina 

Cry3A como en Ja Cry lAa, Ja a-hélice 2 esta interrumpida por un segmento 

no helicoidal y solo la mitad N-terminal está empacada contra Ja hélice a 5 .• 

La hélice más larga en ambas toxtnas es la número 6 y contiene 9 vueltas 

completas y casi 45 A de longitud. Las a- hélices que rodean a Ja hélice 

central. están un poco inclinadas hacia el mismo lado (Grochulsky. et aL. 

1995; Li, et aL, 1991). El arreglo concéntrico de )as hélices alJ"a, son 

similares al encontrado en toXinas J"ormadoras de poro como las colicinas, 

Ja toxina de Ja diCteria. la toXina A de Pseud.omonas y las toxinas 

termolábiles de E. coli y del cólera. En las colicinas. dos hélices 

hidroJ"óbicas centrales están aisladas del solvente por B hélices antlJUicas, 

pero en las colicinas estas hélices son regularmente más cortas (Parker. et 

aL. 1989). Al igual que en las colicinas, el haz en las toxinas Cry puede ser 

una J"orma soluble de empaque para Ja hélices hidroJ"óbicas y anflitlJcas que 
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A 
h6 

Dominio! 

B 
Dominiolll COOH 

"loop"2 

Dominio 11 

Fl8una :.l. Repre-ntacl6n en clnt- del domlnlo 1 (panel AJ y de lo• 
domlnlo• D y DI (panel B) de la toJdna Cryl.Aa de .Bacfllus 
tlauringfenaf.s. b1 a b7: a.-b61lce• 1 a la a.-b61lce 7. En la flpra del 
domlnlo J, e•te e•ta •lendo vl•to de•de la horquilla que une a la b61lce 
5 y a la b61lce e. En la fl8ura de lo• dominio• D y ID, el dominio 1 
e•tarla localizado en la parte central derecha del con.Junto. 

fomarán poros en la membrana después de un gran cambio en su 

conformación. Es probable que en las o-endotoxinas, el dominio 1 también 

esté Involucrado en la Inserción en Ja membrana y en la formación del 

poro. ya que las hélices anfipátlcas son las estructuras más comunmente 

encontradas en los poros transmembranales. 

Por medio de varios criterios. al dominio I se le ha asignado el papel de 

la porción formadora del poro lítico mediante el cual la toxina ejerce su 

acción blocida. Primeramente. desde el punto de vista estructural el 

donúnlo I tiene todas las características de una proteína de membrana. es 
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decir, está compuesto de un haz de hélices anfifillcas y con una longitud 

suficiente como para atravesar la.membrana. En segundo lugar. tiene una 

alta semejanza estructural con otras proteínas ó dominios proteicos de 

otras toxinas (Parker y Patus, 1993) para los cuales se ha demostrado su 

Flpra 3. Repre•entaclone• en clnt- de lo• domlnl09 de 
ln-rcl6n/tran•locacl6n de varl- tozln- de acuerdo a lo• clat09 de la 
crl•talo8rafta de ra:F09-X. A. El dominio formador de poro de la• 
collcln-. b. el dominio formador de poro de la 0-endotozha-. c. el 
dominio de tran•locacl6n de la tozlna de la difteria. d. el dominio de 
tranelocacl6n de la ezotozlna A.. (Tomado de Parker y Patus, 1994). 

capacidad formadora de poro en blcapas lipídicas planas. Y en tercer lugar, 

por medio de experimentos de ingeniería genética. ha sido posible separar 

el dominio I del resto de la toxina con el fin de probar su actividad 

biológica. La amplificación. la clonación y la expresión de la porción génica 

que corresponde al dominio l. fue capáz de producir suficiente producto 

peptidico para hacer experimentos de inserción proteica en bicapas 

lipídicas planas. Los resultados experimentales apuntan a que este dominio 
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podría inducir el paso de corriente a través de la membrana después de 

interaccionar con la bicapa lipidica produciendo corrientes del orden de 40 

a 800 o más pS(Von Tersch et aL. 1994), como ya se ha mostrado para la 

toxina completa usando diferentes sistemas (Slatin et aL. 1994; Lorence et 

al .. 1995; Schwartz et aL. 1993: Wolf"ersberger. 1995; Grochulsky et aL. 

1995). Aparentemente. las regiones de este dominio que tienen que ver 

con la toxicidad están limitados a unos cuantos residuos dentro de la 

estructura. Aronson et aL (1995) mutagenizaron los residuos que en la 

estructura de la toxina CrylAa corresponderían a Ja a-hélice 6. La mayoria 

de los cambios no tuvieron un ef"ecto significativo sobre la toxicidad de las 

proteina mutantes. Pero la mutación de dos residuos de sertna adyacentes 

y que teóricamente están ubicados en una horquilla que une las a-hélices 4 

y 5, tuvieron efectos importantes sobre Ja toxicidad y sobre la interacción 

de estas toxinas mutantes a Jos sitios de unión especificas. Similarmente, y 

basados en alineamientos estructurales con la Cry3A. Chen et aL (1995) 

reemplazaron la alanina en la posición 92 (A92J (que se localizan en el 

extremo N-terrninal de la hélice 1) y, Fl48 y Yl53 (localizados en la porción 

e-terminal de la hélice 4 y en la horquilla que conecta las hélices 4 y 5, 

respectivamente) del dominio 1 de la Ciy lAb y lo que ellos encontraron Cue 

un decremento dramático en la toxicidad de esta proteina hacia larvas de 

Manduca sexta, lo cual correlacionó con un decremento siginiflcativo en la 

inserción o unión irreversible. Las mutaciones hechas en la a-hélice 5 de la 

toxina CrylAb muestran que el residuo Hl68 pudiera tener un papel 

importante en la toxicidad ya que sustituciones de este residuo por una R 

(Hl68R)' dieron como resultado toxinas mutantes con mayor toxicidad (Wu 

y Aronson. 1992). Estos resultados apoyan la predicción importante que el 
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dominio 1 juega un papel importante en la inserción en la membrana y en la 

Cormación del poro. Sin embargo, aún no se ha podido dilucidar 

completamente el mecanismo mediante el cual este dominio. ya sea aislado 

o formando parte de la toxina madura. podria interaccionar con la 

membrana hasta un estado que permita la posible oligomerlzación para la 

Cormaclón de un poro iónlco. Debido a la semejanza estructural y topológica 

que tiene con las colicinas. con la exotoxlna A de Pseudomonas y con la 

toxina de la diCteria (figura 3). se podría proponer que el mecanismo de 

inserción pudiera ser muy similar. Quedan. pues. varias preguntas sin 

contestar. ¿Es suficiente la inserción del dominio 1 para crear un canal 

tónico o es necesaria la Inserción de otra parte de la proteína también? 

¿Que residuos son los responsables de las interacciones para la inserción 

en la membrana?. ¿Cuantas moléculas de proteína son necesarias para la 

rormacion de un canal productivo? ¿Cual es la localización precisa de las 

diCerentes hélices después de que la toxina se ha insertado en la 

membrana? 

En contraste al dominio l. el dominio 11 consiste de 3 láminas 13 con 

topologías similares (figura 2b). Están arregladas en simetría triple y 

paralelas a la dirección de las hebras. Las dos primeras láminas 13, están 

constituidas cada una por 4 hebras. 132 a 130 • y 13s a 139 • respectivamente. Las 

hebras en cada una de la láminas 13. están arregladas en la forma de una Y 

e-nave griega-). La tercera lámina contiene solo 3 hebras y está formada por 

dos segmentos separados: dos hebras centrales. 1310 y 13 11 vienen de la 

parte e-terminal del dominio 11. mientras que la externa l31b (y la hélice <Xs) 

provienen de la parte N-terminal del dominio 11. La hélice ot6 es 

topológicamente equivalente a la última hebra 13 de las primeras dos 
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láminas. Las dos hebras de enmedio de cada una de las tres láminas 

forman un largo "hairpin". El más largo de ellos se extiende desde Ja lámina 

2. El ápice del dominio 11 está formado por los "Joops" en las puntas de 

estos "hairptns". El dominio 11 establece contacto con el dominio I a través 

de Ja lámina 3. Las caras externas de las láminas 1 y 2, están expuestas al 

solvente. 

Este dominio es la porción más altamente variable de las proteínas Cry 

en cuanto a su secuencia aminoacídlca. Considerando Jos resultados 

experimentales descritos en Ja literatura el dominio 11 juega un papel muy 

importante en Ja selectividad de este Insecticida biológico aunque de 

acuerdo a los datos presentados recientemente no se puede descartar que 

también este involucrado en Ja inserción a Ja membrana (Smedley y Ellar, 

1996). Este es el dominio más extensamente estudiado. De acuerdo a Van 

Rie ( 1989) la toxina debe su selectividad a Ja presencia de sitios de 

naturaleza proteica de alta afinidad presentes en Ja superficie de Ja 

membrana de las células epiteliales del intestino medio de las larvas de Jos 

insectos susceptibles y a que Ja toxina está dotada estructuralmente de 

reglones que tienen que ver con esta capacidad. Por medio de Intercambios 

recíprocos de reglones génicas hechos con las proteínas CrylAa y CrylAc, 

las cuales despliegan diferentes toxicidades contra el gusano de seda 

Bombyx mori. se logró saber que Ja zona de especificidad en este caso está 

limitada a una reglón comprendida entre Jos residuos 332 y 450 de CrylAa 

(Ge et aL, 1989) es decir. desde Ja hebra ¡34 hasta Ja hebra ¡311 

considerando Ja estructura tridimensional de la toxina Cry lAa. Mediante 

estudios de competencia homóloga y heteróloga en vesículas de 

microvellosidad apical del Intestino medio de larvas de Insectos (VMAIM) se 
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encontró que ésta es la reglón responsable de Ja unión a Jos sitios de la 

especificidad (Lee et aL, 1992). De la misma manera, Cry2Aa y Cry2Ab son 

idénticas en un 87% de las posiciones pero exhiben diferente espectro de 

toxicidad: Cry2Aa es tóxica para larvas de dípteros y lepidópteros, mientras 

que Cry2Ab es nociva solo contra lepidópteros. Experimentos hechos con 

intercambios de fragmentos entre las proteínas Cry2Aa y Cry2Ab. mostró 

que la reglón de la especificidad de Cry2Aa contra las larvas de mosquitos 

involucró al fragmento comprendido entre los residuos de aminoácidos 278 

a 340 y probablemente Ja reglón comprendida entre los residuos 341 a 

412. y la región de especificidad de Cry2Aa contra las larvas de Lymantria 

dispar estuvo localizada exclusivamente en el segmento entre los residuos 

341 a 412 (Llang y Dean. 1994). Un análisis más detallado de las reglones 

involucradas demostró que el intercambio de un segmento más corto de la 

proteína Cry2Aa y que corresponde a los residuos 307 a 382 fue suficiente 

para alterar la especificidad del rango de hospedero, es decir. cuando una 

reglón reemplazó el segmento correspondiente de Cry2Ab. la proteína 

híbrida resultante adquirió toxicidad contra mosquitos. Esto demostró que, 

al menos en estas dos toxinas. muy pocos cambios en los residuos de 

aminoácidos en la zona comprendida entre los residuos 307 y 382. pueden 

tener un efecto substancial en los espectros de toxicidad de estas 

proteínas (Widner y Whiteley. 1990). Dada la informacion que tenemos. es 

dificil saber si las reglones involucradas en Ja especificidad de las toxinas 

Cry2A's están estructuradas como hebras debido a Ja baja similitud 

(aproximadamente de 18°/o a 19°/o) de éstas con las toxinas para las que se 

conoce la estructura tridimensional. la Cry lAa y la Cry3A. ¿Pero cuales de 

los residuos de aminoácidos son importantes para el despliegue de la 
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selectividad?. Específicamente y al menos para Jas toxtnas CrylAa (Lu et 

aL. 1994) y CrylAc (Smedley y Ellar, 1996), las cuales son tóxtcas para Ja 

larva del insecto Bombyx mori y Manduca s~a. respectivamente estos 

residuos se limitan a las posiciones 365 a 371. ya que al mutagentzarlos, la 

toxtna se volvió virtualmente inocua para larvas de esta especie. Desde el 

punto de vista estructural. estos residuos podrían estar situados en el 

fondo del "loop" 2 del dominio de especificidad en las toxtnas Cry lA's. 

Estudios de mutagénesis sitio-dirigida sobre los codones para los residuos 

368 a 375 de esta proteína indican que tiene una participación importante 

en Ja actividad biológica de la proteína. Substituciones por alantnas de Jos 

residuos comprendidos en las posiciones 368-370, disminuyeron Ja 

potencia aproximadamente 1000 veces hacia la larva del insecto Manduca 

sexta y 50 veces hacia Heliothis virescens y la pérdida de toxtcidad f"ue 

correlacionada directamente con una afinidad substancialmente reducida 

por la unión a vesículas de membranas de epitelio intestinal larvario 

preparadas a partir de insectos susceptibles (Rajamohan et aL. 1996a: 

Rajamohan et aL, 1996b). La substitución de los residuos 370-375 por 

medio de experimentos de mutagénesls sitio-dirigida. también tuvieron 

ef"ectos dramáticos sobre Ja toxtcidad. En la proteína Cry3A, las 

substituciones por alanina dentro de los "loops" expuestos a la superficie 

del dominio 11 pueden af"ectar la unión reversible al receptor. Pero otras 

mutaciones también af"ectan la unión irreversible (Wu y Dean. 1996). En 

general, la horquilla 1 y Ja horquilla 3 de Ja proteína Cry3A están 

directamente involucrados en la unión del receptor pero el "loop" 3 también 

podría jugar un papel en la unión irreversible o en Ja inserción a la 

membrana. Las toxtnas Cty3A mutantes en la horquilla 2 se comportaron 
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de manera similar a la toxina silvestre en cuanto a su toxicidad contra 

larvas de Tenebrio molitor. 

El dominio lll representa la porción C-terminal de la toxina. Este 

dominio está constituido por dos láminas 13 torcidas y antiparalelas que 

forman un sandwich cara con cara (figura 2B). La lamina externa está en 

contacto con el solvente y la lamina interna enfrenta a los otros dos 

dominios. Ambas laminas contienen 5 hebras. Desde el cuerpo principal 

del dominio 111 se extienden dos largas horquillas cerca de un extremo de 

las láminas 13 y éstos constituyen la interface entre los dominio 1 y 111. 

Quiza. esta es la región menos estudiada de las toxinas desde el punto de 

vista funcional. La información disponible indica que este dominio está 

relacionado con la delimitación proteolítica de la toxina tanto al extremo 

amino como al extremo carboxilo. Algunos reportes indican que éste podría 

estar involucrado en la toxicidad. En un estudio de híbridos derivados de 

las las toxinas CryIC y CrylE, Bosch et al .• (1994) mostraron que el 

dominio Ill es un determinante importante de la toxicidad hacia Spodoptera 

exigua y Mamestra brassicae. Mientras CryIC es tóxica para estos dos 

insectos y CrylE no lo es, un híbrido que consiste de los dominios 1y11 de 

CrylE y el dominio 111 de CrylC es también tóxica. También se mostró que 

para este mismo insecto una toxina que tiene el dominio 1 y lI de CrylAb 

(una toxina moderadamente tóxica para S. exigua) y el dominio lll de 

CrylC (una toxina mas activa contra S. exigua) es 10 veces más potente 

aun que la toxina CryIC sin cambiar la especificidad en vesículas de 

Intestino medio de este insecto (de Maagd, et al .. 1996). Estos datos 

apuntan fuertemente a que el dominio 111 podría jugar un papel importante 

en la selectividad de las toxinas para un insecto blanco. 
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.Regfo- conaeruadaa entre laa delta-endotoidnG8. Sin embargo. a pesar 

de la amplia gama de secuencias que se sabe codifican para proteínas 

insecticidas. Hofte y Whiteley ( 1989) identificaron cinco regiones altamente 

conservadas entre las secuencias de un gran grupo de proteínas Cry. 

Estas regiones están separadas por segmentos altamente variables en las 

diferentes proteínas cristal (figura 4A). Todas ellas están localizadas en lo 

que representa el núcleo fuertemente empacado de las proteínas. es decir. 

no están expuestas al solvente acuoso que circunda la molécula (figura 4B). 

Estas regiones seleccionadas durante la evolución, se localizan en regiones 

estructurales importantes dentro de los dominios individuales o en areas 

de contacto interdominios como ha sido mostrado para la mayoría de las 

DOMINIO U 

DOMINIOI DOMINIOlll 

1 2 3 4 5 
Cry3 i 1 • • 1 • C'Vl 1 • • 1 • Cry4 i 1 • • 1 • C'V7 1 • • 1 • CryB i 1 1 .... 1 t 
Coy9 • .. 

CrylO i 1 • • 1 • 
crvs• 1 • 1 11 •• Cryl2 i 1 • • 1 1 

Cry14 1 1 • • 1 • Cry13 i 1 • • 1 1 
C"'2A 
Cryll MM • 

Cyt 

Ftaura 4: Lo• bloque• con•ezvMdOM de 1aM tozln- de Bacfllua 
thuringfenaü. Panel A: E•quema de 1- re .. one• con•ezva4- de 1aM 
tozina• de Bt. Como se puede apreciar. la re&16n 1 y la reat6n 2 est6n 
locall-4- en el dominio 1 y una pequefta parte del dominio 11. y 1aM 
re .. one• 3. 4 y 15 est6n en el dominio m. PMDel B: 1oc.U-cl6n de e•t
ml•m- re .. one• en la estructura terciaria de la tozlna Csyl.Aa. 
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proteínas Ciy. excepto para las proteínas Ciy2. Ciyl lA y Ciyl 5. por medio 

de los alineamientos múltiples de las secuencias de las toxinas (datos no 

mostrados). Por consiguiente. se ha propuesto que todas la toxinas Ciy que 

presentan estos bloques conservados en su secuencia de aminoácidos. 

podrían formar una familia de proteínas que comparten una estructura 

sinillar (Li. et aL. 1991). La similitud estructural entre estas toxinas implica 

que las regiones conservadas están localizadas en la misma posición. La 

regton 1 comprende la hélice a 5 y esta localizada en el dominio l. La región 

2 incluye la mitad e-terminal de la hélice a... toda la hélice a., y la primera 

hebra 13 del dominio 11. Esta región conservada contiene 4 puentes salinos 

en las CiylA·s. El que está formado por el 0242 y R265 (y su equivalente 

en la toxina Ciy3A: D27S/R301). está conservado en la mayoría de las 

toxinas, excepto en las toxinas Cry2. las toxinas CiylO. y las toxinas 

Ciyl lA. Estos elementos forman la mayor parte de la interface entre el 

dominio 1 y el dominio IJ. La región 3 está constitutida por la última hebra 13 

del dominio IJ y el segmento N-terminal del dominio 111. Este último también 

forma parte de la interface entre el dominio I y 11. La región 4 corresponde 

a la segunda hebra 13 de la lámina del fondo del dominio IIJ (dirigida hacia 

los otros dos dominios) y la región 5. localizada en la porción e-terminal de 

la proteína. comprende la hebra central de esta lámina. La última región 

contiene un fragmento de residuos ácidos involucrados en la formación de 

puentes salinos con los algunos residuos básicos presentes en la región 4. 

En la figura 4A se muestra el esquema con los bloques conservados 

ubicados a lo largo de las diferentes toxinas. Como se pueder observar. 

tres de estas reglones altamente conservadas están en el dominio 111. La 

alta similitud estructural de los dominios IIJ entre las toxinas C:rylAa y 
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Cry3A. podria no estar limitada a estas dos to.xinas sino que puede ser una 

característica esperada de )as demás to.xinas Cry con Ja excepción de Jas 

to.xinas Cry2. Cry6. Cryl 1 y Ciyl5. Esto indica un papel relevante pero 

aún desconocido de) dominio Ill en Ja función de Jas proteínas Ciy. EJ 

aUneanúento de Jas secuencias de aminoácidos de Jas toXinas Cry 

conocidas. muestra que un subgrupo que consiste de CryI. 3. 4. 7. B. 9. y 

10 contienen Jos 5 bloques. Un segundo subgrupo que consiste de Jas 

proteínas Cry5. 12. 13 y 14 con.tienen Jos bloques homólogos reconocibles 

l. 2. 4. y 5 estando eJ bloque 3 completamente ausente en este segundo 

subgrupo de proteínas Ciy (Crlckmore et aL. 1996). 

Modo de accl6n. 

El int-tino medio de la.s larua.s de los insectos lepidópteros. Se han 

propuesto varias teorias para expUcar eJ mecanismo que Jas ó-endoto.xinas 

tienen para matar a Jos insectos. La reciente descripción de Ja estructura 

tridimensional para dos de las toxinas. nos ha capacitado por primera vez 

para traducir nuestras ideas en probables eventos moleculares y se podría 

afirmar que no es posible expUcar el modo de acción de las toxtnas si no 

consideramos el ambiente en el cual las toXinas actúan. 

El órgano blanco de la activtdad de las toxtnas es el intestino medio de 

Jas larvas de los insectos. El intestino medio larval está revestido de un 

eplteUo estructuralmente sencillo que domina la arquitectura interna de las 

larvas (figura 5). El tejido intestinal de las larvas de los lepidópteros. está 

compuesto de dos principales tipos de células: un tipo de célula coJumnar 

que se asemeja a aquella de la que están. compuestos Jos epiteUos 

intestinales de los vertebrados con. un borde apical micropilado y que está 
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FIGURA 5. Emquema del lnte•tlno de la or8anl:sacl6n del lnte•tlno y 
E•tructura del epitelio larval en lo• ln•ectos lepld6ptero•. En el par de 
c6lulas de la 1.zqulerds - Indica la concentracl6n del 16n pot-lo en el 
compartimento Indicado y en el par de la derecha •e Indica el pH. Col: 
c61ula colum:nar; cal: c6lula callclf"orme. (Tomado de Dow. 1986). 

involucrado en la absorción de nutrientes; y células caliciformes (en forma 

de cáliz) única en el epitelio intestinal larvario de los insectos lepidópteros 

con una enorme cavidad vacuolar ligada a la superficie apical a través de 

una válvula (Ciofi, 1979). 

Las altas concentraciones de Kº en las células colurnnares resulta de los 

procesos de transporte. Los Iones Kº de las células columnares son 

transportados a través de la membrana basal por los canales o bombas de 

K"; alternativamente. Jos iones Kº pasan a través de las uniones 

intercelulares hacia las células caliciformes. Para que el intestino de un 
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insecto realice sus trabajos de transporte de manera eficiente es necesario 

que la concentración de K• en hemolinfa sea reducida y que se mantenga 

un gradiente de K• entre el lumen y el citoplasma celular. En las larvas de 

los lepidópteros, esta reducción se realiza a través de las células 

caliciformes. Sin embargo, la excreción del K• se hace por medios 

indirectos. El primer proceso involucra la extrusión de los iones desde el 

citoplasma de las células caliciformes hasta su cavidad por medio de una 

ATPasa tipo V, la cual es estructuralmente similar a otras ATPasas tipo V 

ya descritas. Los iones K'" de las células caliciformes son intercambiados 

por tt• a través de una proteína anti portadora de K• /2tt• probablemente 

localizada en la membrana apical de las células caliciformes. El K* 

acumulado en la cavidad de la célula caliciforme es expulsado al lumen a 

través de la válvula. Parece ser que además de este bombeo neto de iones 

K•. las células caliciformes tambien excluyen iones bicarbonato. La 

excreción de los iones bicarbonato y K* simultaneamente, resulta en la 

formación carbonato/bicarbonato de potasio. Esto trae como consecuencia 

el incremento del pH hasta valores alcalinos. Esta alta concentración de 

iones K• en el lumen impulsa un número de procesos celulares secundarios 

como el transporte de aminoácidos desde el lumen hasta el interior de las 

células a través de un cotransportador localizado en la membrana apical 

de las células columnares (Gill and Pietrantonio. 1995). 

Por otro lado. aunque hasta este momento no se han podido obtener 

medidas directas del pH citoplásmico en las células caliciformes in vivo, se 

ha encontrado que el pH citoplásmico de las tres regiones del intestino es 

muy cercano a 7 (figura 5). El fluido luminal en el intestino de los insectos 

es el más alcalino conocido y puede ser hasta 12 en algunas especies. El 
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pH del tracto alimentario, a diferencia del pH del citoplasma de las células 

del intestino, puede variar. Las subregiones anterior y media son las más 

alcalinas (Dow, 1992) . 

.El papel del "receptor". Un elemento importante en la actividad 

insecticida de las S-endotoxinas es su selectividad. Esta característica se 

debe a que en la superficie de las células de los insectos susceptibles 

existen moléculas proteicas que son reconocidas por las proteínas cristales 

insecticidas. Quiza, el término más preciso para estas entidades de la 

membrana celular es el de sitios de unión de alta especificidad. Los 

avances en el estudio de las receptores de las toxinas han culminados con 

la purlficación de tres de ellos y la consecuente clonación de los cDNA's 

codificadores de éstos. Se ha visto que tres de estas proteínas receptoras 

muestran las características propias de las aminopeptidasas (Sangandala et 

al., 1994; Knight et aL, 1994; Knight et al.. 1995; Glll et aL, 1995) y otra 

aparentemente se trata de una proteína perteneciente a la superfamilia de 

las cadherinas (Vadlamudi et al., 1995). La presencia de estos sitios en las 

vesículas de la microvellosidad apical preparadas a partir de la membrana 

superficial de las células del intestino medio de las larvas de los insectos 

susceptibles, fue sugerida por Hofmann et al., (1988) y van Rie et aL, 

(1989). Se demostró entonces por medio de experimentos de -ugand

blottlng- que existe una correlación directa entre la toxicidad y la unión de 

la toxtna a estos sitios (van Rie et al., 1990). Usando esta técnica de 

experimentación. se ha mostrado que diferentes toxinas Cryl se unen de 

manera especifica a proteínas de 170, 140 y 120 kDa presentes en las 

vesículas membranales preparadas a partir de las larvas de Heltothis 
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virescens (un lepidóptero) (Oddou et aL, 1991). Tambien se ha descrito la 

unión de la toxina CrylAc a proteínas de 120 kDa presentes en vesículas 

preparadas a partir de Manduca sexta (Knowles et aL. 1991; Garczynsky 

et aL. 1991). Vadlamudi et aL, (1992). reportaron la purificación de una 

glipoproteína de 21 O kDa aislada de vesículas preparadas a partir de 

intestino medio de Manduca sexta y que une específicamente la toxina 

Cry lAb de Bt berliner. Lo más relevante de estos experimentos es que esta 

proteína de alto peso molecular no estuvo presente en vesículas 

preparadas a partir de Lepttnotarsa decemlineata (coleóptero) o Aedes 

aegypti (díptero) dos insectos no susceptibles a la toxina. Tambien se ha 

mostrado que la toxina Cry l lA de Bt israelensis fue capaz de unirse de 

manera específica a 6 proteinas con un tamafio molecular que va desde 48 

hasta 11 O kDa en vesículas de Tipula oleracea y a una proteína de 148 

kDa en Anopheles stephenst (Feldmann et aL, 1995). 

Anteriormente se ha descrito que la unión a un receptor no siempre 

correlaciona con la toxicidad o la susceptibilidad de una especie de insecto 

a una toxina. Masson et aL. (1995). encontraron que la toxina CrylAc, se 

untó con la misma afinidad a proteínas de vesículas de intestino medio 

tanto de una especie sensible como a una resistente de Plutella xylostella. 

Estos datos indican que hay factores diferentes a la unión al receptor 

(como se explica más abajo en Ja sección -Formación del poro ióntco-) que 

pueden estar alterados en Ja especie resistente de este lepidóptero y que la 

unión no es suficiente para explicar Ja toxicidad. 

El caso más complejo de interacciones mostrado hasta ahora es el que 

se ha descrito para el receptor de Ja toxina CrylAc purificado a partir de 

larvas de Manduca sexta. Masson et aL. 1995, reportaron que el receptor 
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de CrylAc contiene dos sitios de unión topológicamente separados en la 

misma molécula. Uno de ellos fue capaz de unir con alta afinidad a las 

toxinas CrylAa. CrylAb y CrylAc y el otro sitio solo fue capaz de unir de 

manera específica a la proteína CrylAc aunque con menor afinidad. En 

ambos receptores, la unión de la toxina CrylAc, pero no la unión de 

CrylAa ó CrylAb, a la proteína receptora fue bloqueada por N

acetllgalactosamina pero no por otro tipo de azúcares. 

A pesar de que varios receptores ya han sido purificados y 

caracterizados y su secuencia de codificadora de DNA ha sido clonada, aún 

seguimos careciendo de Jos datos fundamentales para saber con certeza el 

papel que estos sitios de unión juegan en Ja actividad insecticida de las 

proteínas Cry. La purificación de estas proteínas receptoras a 

homogeneidad y su Incorporación en bicapas lipídicas planares daría pistas 

acerca del mecanismo mediante el cual Jos sitios de alta afinidad influyen 

en Ja actividad de las proteínas Cry. 

Sin embargo, con los resultados experimentales disponibles y 

considerando el conocimiento obtenido en el estudio de otras toxinas 

estructuralmente relacionadas (como la toxina de la difteria, Ja toxina A de 

Pseudomonas. las collcinas y las toxinas del cólera y termolabiles de E. 

col{), que no en estructura primaria, se han propuesto varios modelos para 

explicar la participación de los receptores en Ja actividad insecticida de las 

proteínas Cry (Knowles y Dow, 1993). De todos ellos, el modelo más 

aceptado propone que el receptor podría favorecer y catalizar la inserción 

de la toxina en Ja membrana pero no participa estructuralmente en la 

formación del poro (figura 6). Esto lo podría hacer simplemente 

aumentando la concentración efectiva de la toxina cerca de la membrana 
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y/o disparando un cambio con.fonnacional en la toxtna llevándola a un 

estado competente para Ja inserción en Ja bicapa. 

Ftpra e. Modelo del modo de accl6n mila aceptado para espllcar el 
mecanl•mo de accl6n de 1- toxln- Cl'JI" de .Bacfllua thurfngfensfa. T• 
toxina; R• receptor. probablemente una amlnopeptoda- N. (Tomado de 
DoW', 1993). 

Este modelo implica que el receptor puede ser esencial para Ja .formación 

del poro si se considera que la toxina no se podría insertar sin antes sufrir 

un cambio conformacional inducido por Ja unión. Sin embargo. está claro 

que el receptor no es el único factor que podría promover un cambio 

con.formacional de Ja toxina. Este cambio tambien podría ser inducido por 

el pH alcalino (Parker y Patus. 1993), como el encontrado en el intestino 

medio, por Ja proximidad a Ja membrana hidrofóbica (Knowles y Dow. 

1993) o por el procesamiento de Ja toxina por las proteasas intestinales 

(Choma et aL, 1991). 
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Fonnacf6n del poro f6nfco. 

Pero ¿cual es el mecanismo que las toxinas siguen para .formar los 

poros tónicos? ¿Cuales de las estructuras secundarias participan en el 

revestimiento del canal? Es decir, ¿en la .formación del poro participan solo 

ex-hélices y/o también estructuras 13-plegadas?. Se han propuesto dos 

modelos para explicar la localización topológica de algunas partes de la 

toxina en el canal (Knowles. 1994). Uno de ellos propuesto por Hodgman y 

Ellar proponen que las hélices 5 y 6 son las reglones de la toxina que 

.forman el poro. Estas hélices están unidas en el extremo del dominio I en 

la parte más alejada de la btcapa lipídica y tendrían que ser liberadas y 

relocalizadas en este dominio para corno lo hace una navaja. Este modelo 

no requiere de un rearreglo extensivo del resto del dominio l. aunque la ex

hélice 4 tendría que deslizarse un poco hacia abajo en relación a la ex-hélice 

3. Después de la ollgornertzación de las moléculas de la toxina, se .formaría 

un canal tónico. 

El otro modelo, llamado el modelo de la sombrilla, .favorece al "hatrpin" 

.formado entre la ex-hélice 6 y la ex-hélice 7 ó la ex-hélice 4 y la ex-hélice 5 

como las estructuras que inician el rearreglo del resto del dominio 1 para 

.formar el poro. Estas hélices están unidas en el lado más cercano a la 

bicapa lipídica y asi podría insertarse en la membrana quedando el resto de 

la hélices abiertas sobre la superficie como una sombrilla abierta, un 

mecanismo muy similar al propuesto para la inserción de las coltcinas 

(Lakey et al, 1991). 

Ambos modelos están basados en lo que se sabe acerca de Ja inserción 

para las proteínas formadoras de canales tónicos como los canales de 

membranas y toxinas formadoras de poro. La iniciación de la inserción 
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podría requerir un cambio coruonnacional inducido por la unión al 

receptor; ésta podría ocurrir espontáneamente y Jo suficientemente cerca 

de la membrana: podría requerir proteólisis de una o más horquillas 

interhelicoidales (Knowles. 1994). 

011.JETKVOS 

En nuestro laboratorio. el objetivo general de trabajo está relacionado 

con el estudio de las o-endotoxinas producidas por Bt considerando su 

potencial como un agente de control biológico contra las plagas que ruectan 

la productividad agrícola. El enfoque se hace principalmente sobre las 

plagas de los insectos que pertenecen a los géneros lepidópteros y 

coleópteros. Por consiguiente este trabajo pretende contribuir al 

conocimiento de como las o-endotoxinas o proteínas insecticidas ejercen su 

actividad letal contra insectos y contra otros organismos invertebrados 

como nemátodos. protozoarios. áfidos. himenópteros. etc. Muchos de éstos 

están involucrados en problemas relacionados directamente con la salud y 

la agricultura. 

Hemos abordado el estudio funcional del dominio 1 para examinar uno 

de los aspectos fundamentales de la actividad insecticida de las toxinas: Ja 

Connación del poro tónico. Este objetivo lo hemos desarrollado mediante la 

expresión en E. coli de un fragmento de DNA que codifica para los 258 

residuos N-termtnales de Ja toxina CrylAb de BacUlus thuringiensi.s spp 

berliner que corresponderían al Dominio l. y la purificación de éste con el 

fin de ensayar su actividad en bicapas lipídicas planas y separado del resto 

de la toxina. Para ésto. se hizo un alineamiento entre la secuencia de Jos 

residuos de aminoácidos de la toxina Cry3A. para la cual está descrita la 
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estructura tridimensional (Li et aL, 1991) y la secuencia de los residuos de 

aminoácidos deducida a partir de Ja secuencia de nucleótidos de los genes 

10 20 30 40 50 
IA(b)b MDNNPNINECIPYNCLSNPEVEVLGGERIETGYTPIDISLSLTQFLLSEFVPGAGF 

: 1::1 : :: 1::: 1 ::: : ::1 
IIIAte NPTLEDLNYKEFLRMTAONNTEALDSSTTKOVIQKGISVVGDLLGVVGFPFGGAL--VSF 

4 o 50 60 70 80 90 
60 70 80 90 100 110 

IA ( b} b VLGLVDIIWGI FGPSQWOAFLVQIEQLINQR IEEFARNQAI SRLEG LSNLYQl:YAESFRE 
::::: 11 :J 1:11: 1: 1:1::1:1 :::/:1:1:: 1:11 1 : / :: :::: 

IIIAte YTN FLNTI WPSEO P- -WKAFMEQVEALMDQKIA DYAKN KALAELQGLQNNVED YVSAL SS 
100 110 120 130 140 

120 130 140 150 160 170 
IA(b)b WEAOPT---NPALREEMRIQFNDMNSALTTAIPLFAVQNYQVPLLSVYVQAANLHLSVLR 

1: :1: 11 :: :1 1 :: : 1 : : ::1 11: :1 :1 : 1::1:1111 11 : 1: 
IIIAte WQKNPVSSRNPHSQGRIRELFSQAESHFRNSMPSFAISGYEVLFLTTYAQAANTHLFLLK 

150 160 170 180 190 200 
180 190 200 210 220 230 

rA(b)b OVSVFGQRWGFOAATINSRYNOLTRLIGNYTOHAVRWYNTGLERVWGPDSRDWIRYNQFR 
1: ::1: 11:: :: 1:: 1: :/: :1111 1:111:11:: ::1 :: :/:::1::1 

rrIAte DAQIYGEEWGYEKEOIAEFYKRQLKLTQEYTOHCVKWYNVGLDKLRGSSYESWVNFNRYR 
210 220 230 240 250 260 

240 250 260 270 280 290 
IA(b)b RELTLTVLDIVSLFPNYDSRTYPIRTVSQLTREIYTNPVLENFD-GSFRGSAQGIEGSIR 

11:111111:::111 11 1 11 7 ::IJI:: /:/::: : ••.• :11: 11 
IIIAte REMTLTVLDLIALFPLYDVRLYPKSVKTELTRDVLTDPIVGVNNLRGYGTTFSNIENYIR 

270 280 290 - 300 310 320 
300 310 320 330 340 

IA (b) b SPHLMDILNSITI YTDAHRGEY- - -- - - YWSGHQIMAS PVGFSGPEFTFPLYGTMGNAAP 
: 1 11 : l 1 : : 1 : : 1 : : 1 1 1 1 1 1 : : : : 1 1 : : 1 1 : 11 : : : : : : 

IIIAte KPH LFDYLHRIQF HTRFQ PGYYGNDSFNYWSGN YVSTR PSIGS NDI IT SPFYG NKSSE PV 
330 340 350 360 370 380 

350 360 370 380 390 400 
IA(b)b QQRIVAQLGQGVYRTLSST-LYRRPFNI--GINNQQLSVLDGTEFAYGTSSNLPSAVYRK 

1: •• 1: 111::::1 1 :1 :: 1::: : :1 ::: 1: : : 1: 1 

IIJ:Ate QN--LEFNGEKVYRAVANTNLAVWPSAVYSGVTKVEFSQYNOQT-- -DEASTQTYOSKRN 
390 400 410 420 430 440 

410 420 430 440 450 460 
IA(b)b SGTV--DSLDEIPPQNNNVPPRQGFSHRLSHVSMFRSGFSNSSVSIIRAPMFSWIHRSAE 

1:1 11 :!:://:::: 1 :1:11:/::1 1 1 :::: lt t:l: 1:1 :: 
:rrr Ate VGAVSWDSIDQLPPETTOEPL EKGYS HQLNYVMCFLMQGSRGTI- - - - -PV LTWTH KSVO 

450 460 470 480 490 
470 480 490 500 510 520 

IA ( b) b FNNIIPSSQJ:TQIPLTKSTNLGSGTSVVKGPGFTGGOILRRTSPGQ ISTLRVNITAPLSQ 
1 1:1 1::111:11:1: :/ 11:111 11 11111/:: 1: 1 :1: /::::JI 

IIIAte FFNMIDSKKITQLPLVKAYKLQSGASVVAGPRFTGGOIIQCTENGSAATIYVTPOVSYSQ 
500 510 520 530 540 550 

530 540 550 560 570 580 
IA (b) b RYR VRIRY ASTTNLQFHT SIOGR PINQGNFSATMSSGS NLQSG SFRTVGFTTP FNFSNGS 

:11:11:1111::: 1 1:11 1:11 1: 1:::1::1 :11: ::1:11/::1::: 
rrrAee KYRARIHY ASTSQ ITFTL SLOGA PFNOYYFDKT INKGDTLTYN SFNLA SFSTP FELSGNN 

s6o 570 seo 590 600 610 
590 600 610 620 630 640 

IA(b)b SVFTLSAHVFNSGNEVYIDRIEFVPAEVTFEAEYDLERAQKAVNELFTSSNQIGLKTDVT 
•••• ::: 1 ::111 1:111 :1 :: 

IIIAte --LQIGVTGLSAGDKVYIOKIEFIPVNX 
620 630 640 

FllSUr& 7. Alineamiento de 1- tozln- c..,,.1Ab de Bt berHner 'T c..,,.SA de 
Bt tenebrfonis. E•to - llevo a cabo con el ftn de dellmttar el eztremo 
C·termhaal mú probable del dominio 1 de la tozlna c..,,.1.Ab de Bt 
berHner. El allaeamlento ae biso por medlo del propama PILE1JP 
c-mderando loa primero• eso re .. duoa amlnoacfdlcoa de cada una de 
1- -cuenct-. Lo• re•lduoa en neptt- deUmltan el dominio 1 de 
amb- tolda- en •u eztremo e-terminal. 
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a-hélice 7 

Dominio 1, Cry1 Aa 

Flpra 8. Locallsacl6n de Jos residuos mutqenl-dos en Ja estructura 
de Ja toldna C&71Aa de Bt. Esta toldna comparte el 90'M> de slmllltud 
con la toldna modelo de este trab-.lo, Ja toldna C&71Ab. En el panel A, 
la R173 en Ja protelna C&71Aa (equivalente a Ja K209 en Ja C&73A> esd 
ubicada en Ja re816n 1. En el panel B, el 0242 de Ja b6Uce 7 y Ja R285 
encontrada entre •- do. estructuras ~-ple.a4-. est6n Joc.U-4- en Ja 
re816n con-rvada 2. 

crylA's reportadas (Wabiko. et aL, 1986). Esto nos permitió localizar el 

límite e-terminal más probable del Dominio 1 en las toxinas CrylA's en 

general y de la toxina CcylAb en particular (figura 7). 

Por otro lado. también hemos explorado la participación en la actividad 

insecticida de dos de las reglones más conseivadas en la mayoría de estas 

proteínas, la reglon 1 y la reglón 2, usando como modelo un miembro 

particular de las o-endotoxinas, la CcylAb de Bt berliner. Se ha descrito que 

esta proteína es tóxica contra varios Insectos del orden lepldóptera entre 

los que se encuentran Trichoplusia. ni. Manduca sexta y HeliDthis virescens. 
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Este objetivo se enfocó fundamentalmente en el papel que estas reglones 

juegan en la toxicidad. específicamente el residuo Rl 73 localizado en la 

reglón 1 y los residuos 0242 y R265 localizados en la reglón 2 (figura 8). 

Los tres residuos están conservados al menos en el 80% de las secuencias 

alineadas (Hofte y Whiteley. 1989). El papel de estos residuos fue evaluado 

por medio de experimentos de mutagénests sttio-dtrtgtda de estos residuos 

en la toxina. El efecto de las mutaciones fue evaluado por: 1. su efecto en 

la estabilidad estructural, probada por su sensibilidad a la digestión con la 

proteasa trtpstna, 2. su efecto en su capacidad para competir por el 

receptor contra la toxina silvestre en experimentos de unión de las toxinas 

a vesículas de membrana aisladas de Insectos susceptibles, 3. su 

capacidad para abrir vías de permeabilidad en vesículas cargadas con un 

colorante fluorescente sensible a cambios en el potencial de membrana y, 

4. mediante btoensayos en larvas de Insectos del tercer instar de la especie 

susceptible T. ni. 

MATERIAL Y METODOS . 

.Reactf-. Todos los reactivo utilizados en este trabajo fueron grado 

Biología Molecular. 

Cepa.. bacterianas JI plásmfdos. Las cepas DH5a. [supE44 L1lacU169 (<1>80 

Z~15) hsdRl 7 recAl endAl gyrA96 thi-1 relAl). JM101 (supE thi-1 

l!>.(lac-proAB} F' (traD36 pro.AH' lacl" l~M15) y BL21 (hds gal O .. clts857 

índl .Sam7 nín5 lacUV5-T7 gene 1) de Escheríchia. coli y, la cepa 407 de 

BacUlus thuringiensis (acrlstalífera), fueron usadas en este trabajo. Los 
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vehículos de expresión pUC13 y pUC19 fueron comprados de Boehringer

Manheim. El plásmido pBT200 es un derivado de pUC13 y acarrea un 

fragmento BamHl/Psa de 10.8 kpb que contiene el gen completo crylAb 

de BacUlus thuringiensis spp berliner y fue amablemente donado por el Dr. 

Luis Herrera Estrella (CINVESTAV. Irapuato). Los plásmidos plBT7B. 

pTP651.3. pD242N. pD242C. pR265C, pD242C/R265C y pDl258-6 

fueron construidos en nuestro laboratorio y son Ja base de este trabajo. 

Medfoa de cultivo. Las células de E. coli fueron cultivadas a 37° C en 

medio Luria-Bertani líquido o con agar en presencia del antibiótico 

correspondiente. Las células de Bt fueron crecidas hasta Ja etapa de 

esporulaclón (después de 4 días) en medio HCT a 29º C y en presencia de 

Cm a una concentración de 5 µg/mL. 

Oligonucleótido.s. La mayoría de Jos oligonucleótidos usados en esta 

Investigación se encuentran descritos en el cuadro 1 del artículo adjunto. 

Estos fueron sintetizados en la Unidad de Síntesis de Macromoléculas del 

Instituto de Biotecnología. mediante el uso de un sintetizador Applied 

Biosystems. Varios de ellos cumplieron con dos funciones: para 

experimentos de PCR usados durante la mutagénesis y como iniciadores 

para los experimentos de determinación de la secuencia nucleotidica. Los 

oUgonucleótidos T3 y T7 que fueron usados en los experimentos de 

secuenciación de las clonas mutantes se obtuvieron de Boehringer

Manhel.m . 

.Reacción en cadena de la polirnera.a IPCB}. Esta se llevó a cabo en un 

aparto termociclador marca Perkln-Elmer o en un termociclador OmniGene. 
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marca Hybaid. Para la extensión y amplificación del fragmento de DNA que 

codifica para el dominio 1 de Ja toxina CrylAb de Bt berliner, usamos Jos 

oligonucleótidos RMl y RM13. Como se explica con detalle en el articulo 

acompaftante, el oligoncleótido RMl se ancla en Ja porción 5' del gen crylAb 

a partir de Ja posición 19 de la secuencia reportada por Wablko et aL, 

1986 (ver cuadro 1 del artículo). El ollgonucleótido antisentido RM 11 

hlbrlda a Ja hebra de arriba en Ja posición comprendida desde el codón 

para Y250 a la R258 (de las bases 888 a Ja 915). Ambos oligonucleótidos 

aiiaden un sitio Bcunl-11 en cada extremo del fragmento amplificado. Este 

fue clonado en el sitio BamHI del plásmldo pUC13. 

Técnica. e.rperfmeneare. de bfolOSffa molecular. Todos Jos experimentos 

de manipulación genética empleados en Ja elaboración de este trabajo, 

están descritos en Sambrook et aL (1989). El uso de las enzimas de 

restricción se hizo de acuerdo a las especificaciones del proveedor. La 

amplificación y la clonación del fragmento de DNA que codifica para Ja 

porción tóxica de Ja proteína CrylAb de Bt berliner se encuentra 

esquematizada en Ja figura 9. 

Esta estrategia Incluye el uso del plásmldo pBT200 como templado y 

dos oligonucleótidos que amplifica--. desde 14 pb antes de Jos promotores 

BTI y BTll en el extremo 5' (RMl) hasta el nucleótldo 2093 (RM2 ubicado 

22 pb después del sitio Bcll ubicado ahí) hacia el extremo 3' del gen. Cada 

uno de estos oligonucleótldos Inserta un sitio BamHI en Jos extremos para 

facilitar la clonación del producto de amplificación. Cuando esta 
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Flaura 9. E•trate8'a de clonacl6n del &a¡pnento de DNA que coclUlca 
para loa primero• 650 -•lduo• de amlno6cldoa de la toJdna Csy1Ab. la 
cual correaponde a la porcl6n t6Jdca. 

construcción Cue introducida y expresada en E. colt. dió origen a la síntesis 

de un poltpepttdo de un tamaiio molecular esperado de 68 kDa. La 

estrategia para clonar el segmento de DNA que codifica para el Dominio l. 

se muestra en la figura 10. Atnbos oligonucleótidos afiaden un sitio BamHI 

en cada extremo del Cragmento amplificado. Este Cue clonado en el sitio 

BarnHI del plásmido pUCI3. 

Mutcqiéneaú JI subclonacfón de las nautacfones en el puente salino. 

El protocolo de mutagenesis usado en la elaboración de este trabajo de 

investigación. asi como los oligonucleótidos usados en el mismo. se 

encuentran descritos en detalle en el articulo acompañante. Para subclonar 

las mutaciones D242N. D242C. R265C y D242C/R265C, los fragmentos 
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FIGURA 10. Repre-ntac16n emquem6tlca de la e•trate ... de clonacl6n en 
pUC13 del f'raCmento de DNA, amplificado por PCR, que codifica para el 
dominio 1 de la tozlna Cr]11"1Ab. 

mutantes obtenidos por PCR fueron digeridos con las enzimas de 

restricción AJDII y Spel y el fragmento de 1.2 kilopares de bases fue 

reemplazado por el mismo fragmento pero en Ja clona silvestre pTP650. 

Esto dio corno resultado las clonas pD242N. pD242C. pR265C y 

pD242C/R265C (figura 11). 

La purificación de plásmidos se hizo por medio del rnetodo de lisis 

alcalina (Sambrook et aL. 1989) y Ja purificación de los insertos clonados 

se hizo mediante la excisión de Ja banda de interés después de separar Jos 

fragmentos restringidos con una electroforesis preparativa. La agarosa fué 

eliminada y el material genético fue purificado por medio de un kit de 

GeneCJean (BiolOI. La Jolla. CA). 
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TraftVonnacfón JI -p..-fdn de 1- conatnu:cfo,._ en Bac:fHU8 

thuringfenafa JI en B. colf. Los experimentos de transformación 

bacteriana se hicieron por medio del método del ca+> (Sambrook, et aL. 

1989). La electrotransfonnación de las células bacterianas de E. coli o de Bt 

407, se realizó con un aparato GenPulser (Bio-Rad) a una diferencia de 

potencial de 2.5 kV y a 25 µF, y la resistencia fue fijada a 200 Ohmios. 

Las células fueron recuperadas en medio SOC (Sambrook et aL. 1987) 

durante l hora y seleccionadas en placas de LB-agar suplementadas con el 

antibiótico apropiado. Las celdas usadas para estos experimentos fueron 

de 0.2 cm de separación entre los electrodos y se obtuvieron de Bio-Rad. 

La preparación de las células electrocompetentes de E. colty de Bt 407, se 

realizó de acuerdo al protocolo descrito en el manual del GenPulser (Blo

Rad). La expresión de estos plásmldos fue ensayada separando 

electroforéticamente extractos proteicos crudos de cada una de las clonas, 

las proteínas fueron transferidas a las membranas de nitrocelulosa. Los 

péptidos se detectaron por experimentos tipo Western con un anticuerpo 

pollclonal anti-CrylAb. 

PurC/fcacfón JI SolubfHzacfón de las proteán-. Las células de E. coli con 

el plásmido correspondiente fueron crecidas en l L de LB adicionado con 

el antibiótico apropiado durante 36 horas y después fueron recuperadas 

por centrifugación. Posteriormente fueron lavadas dos veces con PBS y 

resuspendldas en 50 mL del mismo amortiguador adicionado con 500 µL 

de PMSF (Phenylmethylsulphonyl fluoride, Sigma) 100 mM. La suspensión 

celular fue Usada por disrupclón sónica en un Instrumento Soniprep (MSE) 

proporcionando 3 pulsos de 30 segundos de duración cada uno con 
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descansos de 30 segundo en un baiio de hielo. El Usado celular f'ue 

centrifugado a 10,000 rpm durante 10 minutos y la pastilla f"ue incubada 

durante toda la noche en el amortiguador de solubiltzación hecho a base de 

Na2C03 50 mM pH 10. 
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Solublllsacl6n del Domlnlo l. La pastilla celular proveniente de la clona 

pDI258, fue solubillzada en una solución amortiguadora compuesta de 

CHAPS lOmM y Tris-HCl 40rnM pH 6.8. Después de centrifugar a 12500 g 

durante 10 minutos, la pastilla fue solubilizada durante 12 horas a 37ºC 

en Tris-HCl lOOmM pH 6.8, NP40 allº/o, Urea 8M. y 13-mercaptoetanol al 

0.078°/o. La solución proteica fue cargada en una columna de intercambio 

iónico de DEAE-Sepharose previamente equilibrada con la solución de 

solubilización. Posteriormente. las proteína fueron eluidas con un gradiente 

de NaCl (0-500mM) y las fracciones fueron colectadas en volúmenes de 7 

mL y. analizadas por electroforesis y por experimentos de 

inmunodetección. Las fracciones positivas fueron dializadas contra un 

amortiguador de Tris-HCl 50mM. pH 6.8. 

SolublUsacl6n de •- tozlnae. Las proteínas insecticidas de Bt 

normalmente se acumulan como cuerpos de inclusión en E. colt o como 

cristales de geometría perfecta en Bt. Estas deben ser solubilizadas antes 

de la purificación. Esto se hiZo poniendo los cuerpos de inclusión o los 

cristales en un buffer de solubilización a base de carbonato de sodio 50mM 

pH 10 a 37º C durante 4 horas en presencia de un agente reductor de 

puentes disulfuro como DTr o 13-mercapto-etanol a una concentración final 

de 2 mM y de NaCl a una concentración final de 300mM en agitación lenta. 

Man:qle de laa ,proteinaa con bfotfna. El marcaje de las proteína con 

biotlna se describe en el articulo acompañante . 

.Electroforesis. La separación electroforética de las proteínas se llevó a 

cabo en geles de desnaturaltzantes de pollacrilamida al lOºA> (a menos que 
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se indique otra cosa) en el sistema Mighty Small de Hoefer de acuerdo a Ja 

metodología descrita por LaemmU (1970) . 

.Produccl6n de antfcue'PCJS -;pecífl- contra la prvteincz Cl'Jl.IAb 11 

~menio. de .l'nmunocleteccf6n. Parte de Ja proteína CrylAb 

purificada, fue usada para la producción de anticuerpos específicos en 

conejos Nueva Zelanda. Estos fueron inmunizados con 800 µg de proteína 

distribuidas en 4 inyecciones de 200 µg cada 4 días. Tres días despues de 

Ja última Inmunización los conejos fueron sangrados por una de las venas 

de la oreja. a Jos cuales se les retiró aproximadamente 30 mi. Los 

anticuerpos fueron enriquecidos de acuerdo a la metodología descrita por 

Garvey y Garvey, (1978), se dializaron contra 2000 volúmenes de PBS a 4 

ºC durante 2 días y se guardaron a -20 ºC en alícuotas de 50 µl. Para 

experimentos tipo Western, el anticuerpo se uso dluído 100000 veces. 

Despues de que las proteínas fueron separadas por electroforesis, estas 

fueron tranferidas a una membrana de nitrocelulosa (Hybond P. Alnersham) 

de acuerdo al metodo descrito por Towbln et aL (1979) durante 40 minutos 

a 400 mA y la transferencia de proteínas se confirmó mediante la tinclón 

reversible de la membrana con Ponceau al l ºA> en una solución de ácido 

acetico al O. l %. Las proteínas reconocidas por el primer anticuerpo se 

revelaron con un anti-IgG de cabra acoplado a peroxidasa usando como 

sustrato Diamlnobenzldlna (Sigma) y H 2 0 2 • 

~perfmento8 de unión 11 competencia en ueafculas de la 

nafcruuellosfdczd apical del fni-tino medio de I08 fnaectcM. Los 

experimentos de competencia ya han sido descritos en el articulo adj1.1nto. 
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EqJerimen~ en bfcapa8 Hpúlfcas planarea JI defluoreacencfa. Estos 

experimentos se realizaron para ensayar la actividad formadora de poro de 

la toxina en ausencia del receptor. Las bicapas lipídicas planas fueron 

preparadas como se describe en Lorence. et al., 1995. El fragmento 

proteico Dominio 1 fue añ.adido en el compartimento cts a una 

concentración de 0.6 a 10.6 µM y la incorporación del péptldo a la bicapa 

fue ensayado después de la aplicación de un voltaje sostenido de 50 mV a 

través de la bicapa. Todos los experimentos fueron llevados a cabo a 

temperatura ambiente. Las corrientes de canal fueron registradas con un 

aparato Dagan (Dagan Corp .. Minneapolis. MN) y se filtraron a 200 o 500 

Hz para después digitalizarlos -en linea" a l o 2 kHz. Los registros fueron 

analizados en una computadora personal por medio del uso una interfase 

Digidata 1200 y los programas Axotape y pClamp (Axon lnstruments. 

Foster City, CA). 

Los experimentos de fluorescencia se llevaron a cabo básicamente para 

explorar la capacidad formadora de poro de las toxinas silvestre y mutante 

Rl 73S tal y como se describe en el articulo adjunto y en Lorence, et al.. 

1995. 

Secuencfacfón. La secuencias de DNA fueron determinadas por el método 

de la terminación de la cadena dldeoxy con el kit de Sequenasa versión 2.0 

(Amersham, U.S. Biochemical Corp.) y siempre de acuerdo a las 

indicaciones del fabricante. 
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.De~fnacf6n de la concentracf6n de proteinaa. Las concentraciones 

de proteínas fueron determinadas de acuerdo a la técnica de Bradford 

(1976) y usando seroalbúmina de bovino como estándar. 

RESULTADOS. 

Los resultados de la mutagénesis sitio-dirigida de los residuos Rl 73. 

0242. y R265 así como la descripción detallada del sistema de 

mutagénesis diseñado. son presentados en el articulo que acompaña este 

trabajo: Meza. R .• M. E. Núñez. J. Sanchez. and A. Bravo. 1996. Isolation 

of CrylAb protein mutants of Bacillus thuringiensis by a hlghly efficient 

PCR site-directed mutagenesis system. FEMS Mlcroblol. Lett. 145: 333-

339 . 

.Ex"pre.f6n del Dondnfa 1 de la proteina Cry.IAb de Bt berlfner. Para 

saber si la clonación y expresión del dominio 1 fue exitosa. se purificó DNA 

plasmídico de las clonas y se analizaron por restricción con BarnHI (datos 

no mostrados). De la clona positiva pDI258-8 se prepararon extractos 

completos, se centrifugaron a 12500 g durante 10 minutos y tant<;> la 

pastilla como el sobrenadante fueron analizados electroforétlcamente en 

geles desnaturalizantes de poUacrilamida Upo LaemU (1957). Las proteínas 

separadas fueron electrotransferidas a membranas de nitrocelulosa y ésta 

fue tratada con un anticuerpo poUclonal dirigido contra la porción tóxtca de 

la protoxina CrylAb. Este experimento confirmó la presencia de un péptldo 

de un tamaño molecular de aproximadamente 30 kDa que reaccionó 

positivamente. Después de la purificación. el péptldo Dominio 1 se sometió 
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a un experimento de enfoque isoeléctrico y las proteinas enfocadas se 

transfirieron a una membrana de nitrocelulosa para experimentos de 

A B 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

,¡ 

Ftpra 12. lnmunocleteccl6n del p6ptldo dominio 1 de la tozlna C1171Ab 
de .Bacfllus thurfngfen.s .. en lo• dll'erente• paso. de purlflcacl6n (panel 
A) y e:spertmento de enl'oque lmoel6ctrtco del dominio 1 tripmlnado y 
purlftcado (panel B). Panel A. Se prepararon eztractom crudo. de ... 
dll'erente• clon-. f'ueron •eparadom electrol'or6tlcamente y lueao f'ueron 
tranal'ertdo• a la nltrocelulo-. Carril 1: clona que aolo lleva el veblculo 
pl1C13; carril 2: porcl6n t6zl.ca: carril 3: p-tllla de un eztracto crudo 
que contiene la pDl2118; carril 4: mobrenadante del ml•mo eztracto 
crudo; carrilea 11. e. 7 y 8: dll'erente• lavado. becbom durante la 
purtftcacl6n del dominio J; carril 9 y 10: mue•tra que contiene el 
dominio 1 enriquecido. Panel a. carrile• 1. 2. 3 y 4: mueatran que 
contienen 100. 200, 300 y 500 na del pflptldo dominio 1 tratado con 
trtpmlna y purificado. 

inmunodetección. Los resultados de este experimento muestran que la 

preparación purificada estuvo compuesta de un solo componente que 

ademas reaccionó positivamente con el anticuerpo anti-CrylAb. De acuerdo 

con marcadores de pi, se determinó que este péptido tiene un pi de 4.3 

(datos no mostrados). Este valor fue similar al predicho por el programa 
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GeneWorks (lntelligenetics, Mountain VieW', CA). Estos datos se muestran 

en la figura 12. 

Capacklacl.Jbnnadora de poro. La capacidad formadora de poro del 

donllnio 1 de Cry lAb ó de la toxina completa, fue evaluada por medio de la 

A. CrylA(b) DOMAJN I 

q P'lllf pq¡~:hd¡p:: ,1.~ 

B. CrylA(b) TOXIN 

FllJIUa 13. Ezperlmento• en blcapas Upldlc- planare• con el dominio a: 
de la toJdna Cry1Ab de Be berUner. 

interacción de éstos polipéptldos con bicapas lipídicas planas y 

determinando la capacidad para abrir vias de permeabilidad. Los 

resultados de estos experimentos se muestran en la figura 13. Como se 

puede observar en esta figura, tanto el dominio 1 como la toxina completa 

Cry lAb fueron capaces de abrir estas vías de permeabilidad en el sistema 
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a concentraciones del orden de 0.6-10.6 µM. lo cual quiere decir que el 

dominio 1 es capaz de alterar la penneabilldad como lo hace la toxina 

completa bajo las mismas condiciones expertn:ientales. El experimento 

control consistió en la adición de solución amortiguadora solamente (datos 

no mostrados). 

Taxfcfdad de la <'>-erada~ina tipo silvestre. La toxina CrylAb de Bt 

berltner 1715 es altamente tóxica para al menos 5 especies de insectos 

lepidópteros consideradas como plagas importante desde el punto de vista 

agrícola: Pieris brassicae. Trichoplusia ni. Manduca sexta. Heliothis 

virescens. y Mamestra brassicae. De éstas. las especies más susceptibles 

son Pieris brasstcae y Trichoplusia ni con una concentración letal media 

(LC50) entre o. 7 y 8.6 µg/ml (Hofte y Whiteley. 1989). T. nl tambien es 

similarmente susceptible a la toxina CrylAc con una LC50 de 7.5 µg/ml. En 

este estudio. usamos a T. ni como organismo modelo para los 

experimentos. En nuestras manos. la toxicidad de la proteína CrylAb de Bt 

ber!íner 1 715 procesada y purificada a partir de una clona expresada en E. 

colí tuvo una LC50 de alrededor de 5.2 ng/cm2 probada contra larvas de 

3er instar de T. ni. 

.Estabilidad intracelular u procesandento de las protefnas mutantes u 

silvestre. La clonación del fragmento de DNA que codifica para la porción 

tóxica dió un producto estable al tratamiento con trlpsina (figura 14a) así 

como también la expresión de la proteína mutante Rl 735 no asi la 

expresión de las proteínas mutantes D242C. D242N. R265C y la doble 

mutante D242C/R265C. Estas últimas fueron degradadas por las 
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proteasas intracelulares. Esto fue comprobado al transformar Ja cepa de E. 

coli BL2 l (deficiente en Ja expresión de algunas proteasas importantes) con 

Jos plántidos que acarrean las secuencias mutantes. (figura 14b). La 

producción de las proteínas mutantes en Jos residuos 0242. R265. y la 

doble mutante 0242/R265 fue a niveles extremadamente bajos en E. coli 

OH5a con respecto a la toxina tipo silvestre. De hecho. estas proteínas solo 

se pudieron detectar exitosamente en los experimentos de inmunode

tección. Sin embargo. Ja expresión fue mejorada en la cepa de E. coli BL2 l. 

la cual es deficiente en la producción de proteasas (figura 2C en el 

artículo). En experimentos de digestión con trlpsina Ja proteína CrylAb 

silvestre produjo un fragmento resistente de alrededor de 65 kDa (Figura 

14). Estos resultados indican que las proteínas mutantes 0242N (dato no 

mostrado). D242C y R265C se volvieron más susceptibles a las proteasas 

Intracelulares. sugiriendo que las mutaciones en Jos residuos 0242 y/o 

R265 podrían ser elementos Importantes en el plegamiento de las 

proteínas. La mutación Rl 73S. por el contrario fue estable al tratamiento 

con tripslna ya que después de Ja digestión con trlpsina se produjo un 

péptldo del tamaño esperado. 

Sin embargo. hubo diferencias en cuanto a Ja producción de la proteína 

mutante Rl 73S dependiendo del hospedero. A pesar de que los niveles de 

expresión de la proteína mutante en E. coli fue similar a Ja toXina silvestre. 

Ja producción de ésta proteína fue distinto a Ja CrylAb silvestre en B. 

thuringiensis (figura 15). De las toXinas mutantes solamente se probó en el 

fluorómetro la proteína Ja Rl 73S en debido a que la mutación no alteró sus 

propiedades de estabilidad. y su actividad fue comprada con Ja actividad 

mostrada por la proteína silvestre. Los resultados de este experimento se 
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Jl'tpnt 14. Dl&e•tl6n con trtpmlna de Ja pratefna •ll•e•tre. Panel A. carril 
1: marcadore• de pe80 molecular; carril 2: Pa9t1Ua de•pu6• de 
centrtf'u8ar; carril 3: lncubacl6n con trtpmlna (1:100); carril 4: 
80bre-clante de•pu6a de la •olublllsacl6n en -morttauador alcalino; 
cantl 11: 90brenadante de•pue• de a •olub1Uzacl6n y centrtfu&acl6n. La 
clan- de 1- -cuencla mutante• f'ueran ezpre_d_ en Ja E. coli BJ.21. 
Se prepararan eztracto• crudo• de e•ta• clan-. •- prateln- ae 
aepararan electraf'or6tlcamente y •e tran•ftrteran a una membrana de 
nltrocelulo-. Panel B: Carril 1: Protelna 811veatre; carril 2: mutante 
D242N; carril 3: mutante D242C; carril 4: mut-te R2811C y carril 11: 
doble mut-te D242C/R2811C. La8 to:idnaa •e lnmunodetectaran con un 
-tlcuerpo poUclonal antl-Cry1Ab. 

muestra en la figura 38 del artículo adjunto en donde se puede ver que la 

mutación Rl 73S tuvo un comportamiento similar a la toXina silvestre en 

cuanto a su capacidad para abatir el potencial de membrana observado por 

la salida del colorante indicador. Este dato sugiere que la eliminación de 

una carga positiva en esta reglón no tiene efecto sobre la capacidad de 

formación de poro y por lo tanto de inserción en la membrana de las 

vesiculas. Este dato fue refor.aido por el hecho de que la proteina mutante 

Rl 73S tuvo una toxicidad similar a la de la tóXina silvestre cuando fue 

evaluada por bloensayo (L050= 9.8 y 6.0. respectivamente). 
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Plaura UI. Smte .. • de la tozlna Csy1Ab •ilveatre (A) compasada con la 
toJdna mut-te en el realduo R173 en Bacfllu.s thurlnflfen,aú (B). 

Unión eapecf/fca. de la.a proteína.a insecticida... Estos experimentos 

Cueron llevados a cabo con el fin de saber si la mutación en el residuo 

aminoacidico Rl 73 tuvo algun efecto sobre la capacidad de unirse a las 

proteínas presentes en la superficie de las membranas celulares. Los 

resultados de estos experimentos se encuentran descritos en el articulo 

acompafiante en la figura 3A. Este resultado junto con el descrito arriba, 

muestran que la mutación Rl 73S no aCecta ni la toXicidad ni la selectividad 

de la toXina aunque si participa de alguna manera en los eventos de 

competencia entre Ja toxina mutante y la silvestre. Este punto no Cue 

analizado más detalladamente. 
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DISCUSION 

Las proteínas 5-endotoxtnas además de sus propiedades insecticidas son 

modelos apropiados para los estudios de las relaciones estructura-función 

en las cadenas poUpeptidicas. 

En este trabajo nos hemos enfocado en el estudio de ciertos residuos 

de aminoácidos altamente conservados en la mayoría de los miembros de la 

farnilla de las 3-endotoxtnas. Los residuos se seleccionaron bajo la premisa 

de que los residuos amtnoacídlcos conservados podrían tener funciones 

importantes en la estructura y/o la función proteica. Ya se ha mostrado 

para algunas toxinas de Bt su capacidad de abrir vías de permeabilidad en 

bicapas lipídicas planas y/o en vesículas de intestino medio de insectos 

cargadas con un colorante sensible a los cambios en el potencial de 

membrana (SchW'artz et aL. 1994; Slatin et aL. 1991; Lorence, et al., 1995) 

o en experimentos de veslculas membranales con el receptor fusionados a 

bicapas lipídicas planas (Wolfersberger. 1995; Lorence et al .• 1995). Esto 

ha sido mostrado para las toxinas Cry3A (Slatln et aL. 1991). CrylC 

(Butko. et aL, 199; Lorence et al.. 1995). CrylAa (Slatin et aL, 1991; 

Grochulski et aL. 1995). CrylAb (Schwartz et aL. 1993), CrylD (Lorence. 

et al .• 1995) y Cry2A (Engllsh et al .• 1994). En todos los casos se ha visto 

que las toxinas forman canales tónicos en presencia del receptor a dosis 

del orden de µM. Se piensa que esta capacidad de formar canales tónicos 

reside en la porción N-termtnal de la toxina. la que corresponde 

precisamente al dominio 1 en la estructura tridimensional. Los 

experimentos de mutagénesls en la región N-termtnal de diversas toxinas 

han mostrado que esta parte de la toxina es crítica para la toxicidad y que 

no afectan las propiedades de unión de ellas. Wu y Aronson (1992) 
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encontraron que ciertos cambios en los relduos A92D y R93A (residuos 

localizados en la a-hélice 3) de la proteína CrylAb, redujeron Ja toxicidad 

de 100 a 1000 veces hacia insectos de prueba. La sustitución de Jos 

residuos cargados positivamente (R93F) o Ja adición de un residuo cargado 

negativamente (A92D) en Ja región N-terminal de la hélice 3 del dominio 1 

de la proteina CrylAc también resulto en una reducción sustancial en la 

toxicidad contra Manduca sexta (Hussaln et al. 1996). y que de las 

mutaciones en Jos residuos localizados entre las posiciones 164 a la 168 de 

la proteína CrylAc (es decir, en la parte central de la a-hélice 5), solo las 

mutaciones Ll67F y Nl66D fueron capaces de abolir la toxicidad hacia M. 

sexta. Algunas otras mutaciones como Al64P y Ll67K redujeron de 100 a 

1000 veces la toxicidad. Todas estas mutaciones caen en la a-hélice 5 del 

dominio l. Chen et al.. (1995) que en la toxina CrylAb. las mutaciones 

Yl53R o Yl53A (ubicadas en la horquilla que une la a-hélice 4 con la a

hélice 5) no alteraron la toxicidad de manera apreciable pero la mutación 

Yl53D resultó en una gran pérdida de la toxicidad. Ahmad y Ellar (1990) 

encontraron que en la toxina CrylAa las mutaciones F50N, V51N 

(localizadas en la horquilla que une Ja a-hélice 1 y la a-hélice 2). Al65P y 

Ll67M (ubicadas en la a-hélice 5) no afectan las propiedades de unión 

pero si bajan la citotoxicidad a células en cultivo. Por otro lado, 

experimentos de mutagénesis hechos en la a-hélice 6 no tuvieron efecto 

alguno en Ja toxicidad, pero en un caso. Y2 l 1D la estabilidad fue reducida. 

Estudios más detallados con esta mutante en vesículas de intestino medio 

mostraron que esta mutante tenia altamente dañada su unión irreversible, 

es decir. su inserción a las membranas de intestino medio. Experimentos 

con Ja a-hélice 5 (localizada en el dominio 1) de la toxina Cry3A sintetizado 
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químicamente mostraron que estos péptidos son capaces de formar canales 

tónicos en blcapas llpldlcas planas (Gazlt y Shal, 1993; Gazlt. et al., 1994). 

Desafortunadamente no se mostró Información acerca de la actividad de un 

péptido sintetizado con la misma composición de residuos de aminoácidos 

arreglados al azar en una secuencia. 

Von Tersch. et al., (1994) clonaron un fragmento de DNA obtenido por 

PCR que codifica para el dominio 1 de la toxina Cry3A. Este péptido 

copurlficó con una proteína de E. coli. como fue demostrado por 

experimentos de separación electroforética en geles desnaturallzantes de 

pollacrllamida. Esta preparación fue capaz de Inducir la salida de Iones a 

partir de vesículas hechas a base de fosfolípldos. Sin embargo. los 

resultados no son cloncluslvos debido a la contaminación por el polipéptido 

proveniente de E. colL 

Con el fin de aclarar el papel que el dominio 1 juega en la actividad 

biológica de la toxina. clonamos un fragmento de DNA que codifica para los 

primeros 258 residuos de aminoácidos de la toxina CrylAb de Bt berliner. 

Este fragmento fue expresado en una cepa de E. coli en donde fue capaz de 

dirigir la síntesis de un péptido de un tamafto molecular aproximado de 29 

kDa mismo que reaccionó específicamente con un anticuerpo dirigido 

contra la toxina completa CrylAb. Este péptido no fue visto en una cepa 

que solo acarreó el vehículo. El péptido correspondiente al Dominio 1 se 

purificó, se analizó por enfoque isoeléctrlco para comprobar que la muestra 

solo estaba constituida por una sola banda proteica (figura 12). y se 

transfirió a una membrana de nitrocelulosa. Este péptido fue capáz de 

reaccionar nuevamente con el anticuerpo antl-CrylAb. Cuando este péptido 

purificado se puso a reaccionar en un sistema de membranas artificiales 
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fue capaz de formar canales fónicos como lo hace las toxinas CrylAb 

completa (este trabajo}. la toxina CrylAb y la toxina Cry3A. Esta actividad 

fue comparable a la actividad de la toxina completa. Por otro lado y en 

contraste a la toxina completa. el dominio I indujo vias de permeabilidad 

con una alta probabilidad de apertura y de una mayor conductancia con 

eventos de cierre menos frecuentes que la toxina completa bajo las mismas 

concentraciones molares. Este comportamiento se puede deber a varias 

causas. Esto podria deberse al hecho de que el dominio I separado del 

resto de la toxina. podria tener más libertad para insertarse dado que 

carece de otras restricciones estructurales que podrian estar causando un 

problema estérico. Podria ser que la presencia de los demás dominios de 

alguna manera influya en la velocidad de inserción o en la fuerza de la 

interacción con la bicapa lipídica. Es posible que en la toxina completa, el 

dominio I tendria que deshacer varias interacciones presentes en la 

interfase que comparte con el dominio U antes de poder adoptar un estado 

de competencia para la inserción. 

Se ha visto que para la toxina CrylC al menos. la capacidad para 

interactuar con las membranas se incrementa cuando el pH de la solución 

disminuye abajo de 5. Esta propiedad de las toxinas de Bt es compartida 

con otras toxinas bacterianas proteicas. particularmente las colicinas y la 

toxina de Ja difteria con las cuales comparte además una alta semejanza 

estructural sugiriendo que podrian ser un producto de evolución 

convergente. Se ha mostrado que las colicinas sufren un desplegamiento 

parcial de su estructura terciaria a pH ácido mientras mantienen la mayor 

parte de su estructura secundaria, y se propone que ésto podria ser parte 

de un mecanismo similar para la inserción del dominio transmembranal 
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para las colicinas y para Ja toxina de Ja difteria. Bajo estas condiciones, Ja 

inserción en Ja membrana se ve claramente facilitada debido a que Ja toxina 

adquiere propiedades parcialmente hidrofóbicas. Sería interesante saber 

cual es el comportamiento del Dominio I bajo diferentes valores de pH. 

Este tipo de estudios nos permitiría obtener más información acerca de el 

mecanismo de inserción de las proteínas formadoras de canales. 

Hemos mencionado anteriormente que además de Jos estudios acerca 

de las propiedades formadoras de poro del dominio l. se realizaron 

estudios de mutagénesis sitio-dirigida de la toxina CrylAb en residuos de 

aminoácidos altamente conservados en Ja mayor parte de las o-endotoxinas. 

Estos residuos comprenden a Jos residuos de aminoácidos Rl 73 (arginina 

en Ja posición l 73), 2420 (ácido aspártlco en Ja posición 242), y R 265 

(arginina en la posición 265). El análisis de Ja estructura tridimensional de 

la toxina CrylAa muestra que Jos residuos 0242 y R265 (y los residuos 

homólogos 0278 y R301 en la toxina Cry3A) están formando parte de un 

puente salino que mantiene unidos a Jos dominios I y II en un ambiente 

semioculto al solvente. Hofte y Whiteley (1989). Identificaron 5 reglones 

altamente conservadas entre las secuencias de un gran grupo de o

endotoxinas. La reglón l (que incluye Jos residuos 157 al 179 en Ja toxina 

CrylAa y por homología la toxina CrylAb) comprende Ja ex-hélice 5 del 

dominio l. La reglón 2 incluye Ja mitad e-terminal de Ja ex-hélice 6, toda Ja 

ex-hélice 7 y Ja primera 13-plegada del dominio II (Grochulski et aL, 1995, Li 

et aL. 1991) (comprende a Jos residuos 202 a 270 en Ja CrylAbJ 

estableciendo Ja interfase entre el dominio I y el dominio II. La mutación 

Rl 73S en Ja proteína CrylAb. aparentemente no altera la toxicidad ni Ja 

estabilidad estructural. Nuestros experimentos muestran que la toxicidad 
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de la mutante CrylAb Rl 73S en larvas del tercer instar de Trichoplusia ni 

es comparable a aquella de la toxina Upo silvestre. Además. cuando la 

proteína mutante Rl 73 fue sujeta al tratamiento con trtpsina, se produjo 

un poltpépttdo de tamaño similar al producido por la digestión de la 

proteína silvestre indicando que la mutación no afecta de manera 

apreciable la sensibilidad a la trtpsina y así a la estructura terciaria de la 

toxina. A la fecha se han descrito varias toxinas mutantes en el dominio I 

que tienen una estabilidad estructural alterada. Chen et aL. (1995) 

reportaron que las mutaciones Fl48D y Fl48R en la proteína CrylAb no 

produjeron niveles detectables de toxina cuando fueron expresadas en E. 

colL Por otra parte Aronson et aL, (1995) reportaron que Ja mutación 

~21 ID en Ja toxina CrylAc Ja volvió estructuralmente inestable, ya que la 

producción de ésta fue menor que Ja proteína silvestre. Sin embargo. 

cuando esta proteína fue tratada con trtpsina se produjo una pépttdo 

activo. La inestabilidad fue debida, aparentemente. a una mayor 

susceptibilidad de esta mutante particular a las proteasas de Bt. Estos 

datos indican que no hay una relación fuerte entre la estabilidad 

estructural y Ja actividad biológica. 

La mutación Rl 73S en Ja toxina CrylAb descrita en este trabajo, 

también influye en su nivel de expresión en Bt. ya que el rendimiento 

proteico fue considerablemente más bajo cuando se comparó con la 

producción de la toxina silvestre. La acumulación de ambas proteínas en E. 

coli fue similar. Este resultado implica que Ja baja producción en Bt no se 

debió a una mayor susceptibilidad a las proteasas, sino a otra razón ya que 

después del tratamiento con trtpsina, esta mutante produjo un pépttdo 

resistente a proteólisis. 
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Estudios previos han sugerido que la unión de las toxinas a las 

membranas de los Insectos susceptibles podría Incluir dos pasos 

importantes: una unión inicial reversible representada por la Interacción de 

las toxinas con los sitios de alta selectividad y afinidad presentes sobre la 

superficie celular y una unión Irreversible caracterizada por la inserción de 

la toxina en la bicapa llpidlca (Wolfersberger et aL, 1986; Van Rle et aL. 

1989 y Chen et aL. 1995). Ensayos de competencia en vesículas de la 

microvellosldad apical de Intestino medio de larvas de T. ni. dieron un 

resultado inesperado. La unión de la toxina CrylAb blotlnllada fue 

eliminada por un exceso de 50 veces la toxina mutante Rl 73S pero con un 

exceso de 300 veces de la toxina silvestre (figura 3a del artículo adjunto). 

Este resultado sugiere que la toxina con la mutación muestra una unión 

más fuerte o una mayor avidez a las vesiculas que la toxina silvestre bajo 

las mismas condiciones. En base a las estructuras descritas de las toxinas 

CrylAa (Grochulski et aL, 1995) y la toxina Cry3A (LI et aL, 1991) el 

residuo de Rl 73 está localizado en el tercio e-terminal de la a-hélice 5 

cerca del -1oop- que conecta la a-hélice 5 con la a-hélice 6. De acuerdo con 

la estructura de Rayos X de la toxina CrylAa. una proteína altamente 

relacionada con la toxina CrylAb. el -ha1rp1n- formado por el tercio C

terminal de la hélice 5, la hélice 6 y el -1oop- que las conecta podría estar 

expuesto al solvente (Grochulski et aL. 1995). La sustitución Rl 73 con 

serlna elimina una carga positiva y ésto podrla darle una naturaleza menos 

polar a esta reglón de tal manera que la mutante Rl 73S muestre una 

mayor capacidad de inserción ó una Inserción más rápida y/o más 

eficiente que la CrylAb tipo silvestre. ó podría facilitar las Interacciones 

iniciales entre la toxina y la blcapa lipídica después de que el dominio 11 
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interacciona con los sitios unión. Se podría pensar que el mecanismo de 

inserción podria ser similar al de las colicinas (Van der Goot et aL. 1991: 

Duche et al., 1994) y al de la toXina de la difteria (Zhan et aL. 1994: 

Silverman et aL. 1994). En estas toxinas se propone que el dominio de 

inserción esta formado por un haz de diez hélices antiparalelas con las 

hélices B y 9 ocultas en el centro. Las hélices 8 y 9. forman un -hairpin

relativamente apolar entre las otras hélices. La inserción a la membrana 

junto con la formación del canal es disparado por el pH bajo conduciendo a 

la transición del péptldo hasta un estado de -molten globule- (Van der Goot, 

et al., 1991). Subsequentemente, el haz se despliega con la retención de la 

estructura secundaria y se propone que el -halrpin- formado por las hélices 

By 9 se inserta en la membrana (Duche, et al .. 1994). La mutagénesls 

exhaustiva de los residuos en el -1oop- que conecta la hélice 5 y la hélice 6 

podría dar mayor información acerca del papel de esta región en la 

inserción a la membrana. 

Como se mencionó anteriormente, también analizarnos las mutaciones 

en los residuos 0242 y R265 localizados en la reglón conservada 2 de la a
endotoxina CrylAb (precisamente en la a-hélice 7). Estas mutaciones 

dieron origen a proteínas fuertemente alteradas en su estabilidad. Esto 

pudo ser debido a un plegamiento alterado de las proteínas resultantes. lo 

cual las hizo más susceptibles a las proteasas intracelulares en E. colt.. 

Cuando estos genes mutantes fueron expresados en una cepa de E. coli 

carente de proteasas. la cepa BL2 l, hubo un considerable incremento en 

el rendimiento de las proteínas mutantes ( 
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figura 2c del articulo). 

Similarmente, cuando extractos crudos de las cepas que acarrean los 

genes mutantes fueron tratados con tripsina durante 15 núnutos, no se 

detectó antígeno de la toXina al usar un anticuerpo anti-CrylAb (figura 2b 

del artículo adjunto). Considerando las estructuras tridimensionales de las 

toxinas CrylAa (Grochulski. et al .• 1995) y Cry3A (Li et aL. 1991), Ja 

interfase entre el dominio 1 y el dominio 11 está caracterizada por la 

presencia de numerosas fuerzas de van der Waals, puentes de hidrógeno e 

interacciones electrostáticas. En base a la estructura tridimensional de la 

toxina CrylAa. se predice que en la toxina CrylAb hay un total de 16 

puentes salinos: cuatro de ellos son interacciones ocultas que se tienden 

entre los donúnios 1y11 (Grochulski et aL, 1995). Uno de estos puentes 

salinos fue perturbado de tres maneras: 1. reemplazando el ácido aspártico 

en Ja posición 242 con cisteina (D242C) o asparagina (D242N), 2. 

reemplazando la R en la posición 265 con cisteina (R265C) y 3. o 

reemplazando ambos de ellos por cisteínas (D242C/R265C). En cualquier 

caso. fueron sintetizadas proteínas mutantes alteradas en su estabilidad 

estructural. El residuo R234 tamblen está localizado en la a-helice número 

7 de la proteína CrylAb y la estructura tridimensional de la toxina 

homóloga CrylAa muestra que está participando en la formación de un 

puente salino con el 0274 ubicado en el dominio 11 en la a-helice B. La 

mutagenesis de este residuo en la toxina CrylAb causó la síntesis de una 

proteína con alteraciones estructurales importantes y se volvió altamente 

susceptible a la tripsina ó al jugo gástrico proveniente del insecto (Dean. et 

aL. 1995, comunicación personal). El puente salino formado entre el 0242 

y la R265. aparentemente ha sido conservado a traves del proceso 
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evolutivo en todas las o-endotoxinas Ciy l 's y las Cry3's descritas hasta 

ahora y en la mayoría de las proteínas Cry4's y Cry5's. Es una idea general 

de que los elementos altamente conservados dentro de una familia de 

proteínas pudieran jugar un papel importante en su estructura y/o en su 

función. (Creighton. 1994). Se ha mostrado que los puentes salinos 

conservados. están menos expuestos al solvente que los no conservados 

(Hendsch y Tidor. 1994; Anderson et aL. 1990) e incluso. hay una 

correlación positiva entre la conservación y Ja accesibilidad: entre más 

conservado esté un puente salino más oculto está en la estructura (Chotla. 

1976). Esto sugiere un papel relativamente importante a Jos puentes 

salinos menos expuestos con respecto a Jos más expuestos al solvente 

(Waldburger et aL. 1995; Schueler y Margalit. 1995). Se ha propuestos que 

los puentes salinos ocultos pueden tener un papel más específico en el 

establecimiento de una estructura determinada que de otra forma no habría 

sido mantenida. contribuyendo de esta manera a la determinación de la 

estructura requerida a través del proceso de plegamiento (Hendsch y Tidor. 

1994; Schueler y Margalit. 1995). Todos estos resultados sugieren que los 

puentes salinos en la interfase entre el dominio I y el dominio 11 pudieran 

ser importantes durante el proceso de plegamiento de la toxina. pero no se 

puede descartar si también tiene un papel en la toxicidad. 

La información disponible permite dar forma a un modelo sobre un 

mecanismo de acción en el que cada uno de los dominios juega su papel 

para dar como resultado final la inserción de la proteína. o parte de ella. en 

la membrana. Esto finalizaría con la formación de un canal mediante el cual 

se abate el gradiente electroquímico generado por la bomba electrogénica. 

De esta manera. Ja energía necesaria para el transporte de nutrientes hacia 
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el interior de la célula tambien se ve afectado. Es interesante pues. que la 

actividad tóxica de la proteina insecticida producida por Bt tenga que ver 

con la alteración de la permeabilidad de las células blanco tal y como 

sucede con los insecticidas químicos más potentes (ver la introducción). En 

todos los sistemas. el transporte de iones a través de la membrana es un 

proceso fundamental cuya integridad es indispensable mantener con el fin 

de contender con la homeostasis de los procesos celulares. Es importante 

señalar que las toxinas más potentes. perturban procesos celulares 

fundamentales como el anteriormente senañalado transporte de iones. la 

síntesis de proteínas. el transporte activo y la actividad proteolitica. 

Tomados juntos. estos datos apoyan el modelo de que el dominio 1 está 

involucrado en la inserción en la membrana y en la formación del poro 

tónico por las a-endotoxinas de Bt. 

Luego entonces. el dominio 1 de las toxinas de Bt seria como una 

proteína efectora en donde la función principal de esta seria formar canales 

tónicos de manera especifica después de que han tenido lugar varios 

eventos moleculares. Primero. la protoxina es procesada hasta una forma 

activa. la toxina. de manera controlada por medio de proteasas intestinales 

que eliminan algunas porciones de la protoxina. Segundo. esa toxina 

interactúa de manera especifica con proteinas membranales (sitios de 

unión) de tal manera que esta interacción. además de que acerca a la toxina 

a la bicapa lipídica, la podría conducir a la adopción de un estado 

competente para la inserción final en la membrana exponiendo residuos 

aromáticos e hidrofóbicos inicialmente ocultos y ahora expuestos después 

de un cambio conformacional de gran magnitud en donde el pH del lumen. 
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la interacción con el sitio de unión con el consiguiente acercamiento a la 

bicapa lipídica juegan un papel fundamental. 

Con respecto al sistema de mutagénesis descrito aquí puede ser un 

método general que permita obtener más mutantes de manera eficiente con 

el fin de estudiar otros residuos también conservados y cuidadosamente 

seleccionados en otras reglones de las toxinas o. aun más. de otras 

protelnas. 

Conclualone•. 

Los datos descritos aquí indican que: 

1. El dominio 1 de la toxina Ciy lAb de Bt berliner forma canales fónicos en 

ausencia del dominio 11 y el dominio 111. 

2. La mutación Rl 73 no afecta ni la toxicidad ni la selectividad. pero de alguna 

manera si afecta a la capacidad de la proteína mutante para competir por el 

sitio de unión con la proteína silvestre. 

3. La mutagénesis de los residuos D242 y R265. afectan la estabilidad de las 

proteínas mutantes haciéndolas más susceptibles a las proteasas 

intracelulares y a la trtpsina. 

4. La técnica de mutagénesls usada aquí es un unstrumento útil que nos 

permite obtener mutantes con alta eficiencia. Sin embargo con este sistema la 

eficiencia para la obtención de mutantes en un solo codón o en en un conjunto 

de codones contiguos es del 50ºA>. Creemos que aún es posible mejorar este 

método de mutagénesis de tal manera que las mutaciones sencillas se puedan 

obtener con un 100º/o de eficiencia. Esto podría hacerse añadiendo un sitio de 

restricción en uno de los ollgonucleótidos mutagénicos similar al incorporado 

en uno de los extremos de tal manera que cuando el fragmento de DNA 
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obtenido por PCR sea digerido para la clonación, también se descarten 

aquellas secuencias que no llevan la mutación deseada. Consideramos que éste 

es un método práctico para obtener mutantes con una alta eficiencia. 

Pe:rmpectlv-. 

La búsqueda de nuevas toxinas es un campo de Intensa Investigación. 

Seguramente el aislamiento de nuevas cepas a partir del suelo dará como 

resultado el descubrimiento de nuevas toxinas con Insectos blanco diferentes 

a los ahora existentes. Por otro lado el estudio de la toxina desde el punto de 

vista estructural y funcional conducirá al esclarecimiento de el papel que cada 

una de las reglones tiene en la participación de la actividad tóxica. Esto 

permltira el uso más racional de las técnicas como la mutagénesls dirigida y la 

recombinación para obtención de toxinas quiméricas con propiedades 

novedosas. 

El estudio de las proteínas receptoras para estas toxinas proporcionará un 

avance fundamental en el entendimiento de las primeras Interacciones entre 

una toxina y las proteínas y su hospedero. A la fecha. no se conoce con 

certeza el papel del receptor en la toxicidad de las proteínas Insecticidas. Su 

lncorporaclon en bicapas lipídicas planas y los estudios en este sistema 

permitirá evaluar la función de estas proteínas de superficie en la toxicidad y 

en la resistencia. Por otro lado, los experimentos de mutagénesls extensiva de 

la proteína que sirve como receptor de las toxinas permltira localizar los 

residuos que tienen que ver directamente con la unión de las o-endotoxlnas. 

Este bioinsecticida se perfila como un modelo con una importante perspectiva 

tanto en el control biológico como en el estudio de las relaciones estructura

función. El estudio del dominio 11 permitirá diseiiar estrategias para la 
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manipulación dirigida de la selectividad hacia nuevos organismos que se 

conviertan en peligros potenciales para el ser humano con respecto a la 

competencia por satisfactores comunes como son los alimentos. el espacio y 

las materias primas. 

Re•6men. 

Mostrarnos aquí que una preparación homogenea del dominio I es capáz de 

formar poros en bicapas lipídicas planas como lo hace la toxina completa. 

Hasta donde sabemos, este es el primer trabajo en donde se muestra la 

purificación. del dominio 1 de una toxina CrylAjunto con la descripción de la 

actividad Cormadora de poro. 

En este trabajo también se describe un sistema de mutagénesis por PCR 

que Cue usado para obtener todas la secuencias mutantes descritas aqui. Este 

sistema se basa en el principio de la extensión de las secuencias mutagérucas 

por sobrelapamiento. Este sistema de mutagénesis permite obtener de manera 

dos mutantes sencillas en dos ciclos de PCR y dobles mutantes en tres ciclos 

con una eficiencia de lOOo/o. La mayoría de los métodos de mutagénesls por 

PCR tienen en el mejor de Jos casos de un 30% hasta un 60o/o de eficiencia. 

Describlrnos aquí también que la mutación Rl 73S no afecta 

apreciablemente la toxicidad. pero si afecta la unión a vesículas obtenidas a 

partir de membranas de la microvellosldad intestinal de larvas de T. nL Sin 

embargo, este residuo si afecta la capacidad de competencia de Ja toxina 

mutante con la proteína silvestre por sitios receptores localizados en la 

superficie de la vesículas del Intestino medio de larvas de insectos. No 

investigamos de que manera este evento es afectado por la presencia de la 

mutación. El residuo de Rl 73 se localiza en cerca del -1oop" que une a Ja a-
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hélice 5 y Ja a-hélice 6 de la toxina CrylAb. Se deben hacer más estudios para 

conocer el papel de las mutaciones en este y otros residuos en Ja misma 

reglón con el fin de evaluar de manera más precisa su participación en Ja 

actividad de Ja toxina. También mostramos que los residuos 0242 y R265 son 

residuos amlnoacidicos Importantes en el mantenimiento de Ja estructura 

terciaria. probablemente estabilizando el plegamiento de Ja toxina. La 

estructura de rayos-X de Ja toxina CrylAa. Ja cual comparte un 90% de 

similitud en Jos primeros 650 residuos N-terminales con Ja toxina CrylAb. 

muestra que estos dos residuos están participando en la Cormaclón de un 

puente salino ubicado en la lnteñase entre el dominio 1 y el dominio 11. La 

eliminación pues de este puente salino dió como resultado la adquisición. por 

parte de Ja toxina mutante. de una mayor susceptibilidad a las prot:easas 

Intracelulares y a Ja trtpsina Jo cual habla de la importante labor estructural 

que esta Interacción fónica tiene dentro de Ja toxina CrylAb. 
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Isolation of CrylAb protein mutants of Bacillus ·thuringiensis by a 
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Abstract 

A site-dircctcd mutagcncsis mcthod was dcsigncd and uscd to crcatc· CrylAb mutant protcins in two of thc fivc highly 
conscrvcd blocks prcscnl in thc Cry protcin family. Rcgion 1 compriscs thc central a.-hclix S of domain 1 und has bccn 
implicatcd in thc porc formation activily of thc toxin. Substitution of urgininc by scrinc at position 173 (R 173S) affccts ncithcr 
structurul intcgrity nor toxicity. Rcgion 2 compriscs thc major part of thc domain J/domnin IJ interface, charactcrizcd by thc 
prcscncc of numcrous hydrogcn bonds and clcctrostatic intcructions. Mutations in thc salt bridge forincd b)r aspartic' 3éid 242 
and argininc 265 (0242N. D242C. R26SC. and 0242C/R265C) rcsultcd in structuralJy unstablc mutant protcins as is shown by 
thcir incrcascd protcasc scnsitivity nnd lack of biological activity. · '' 

Keywor'l': Bacillus 1/iuringic11.,is; Crystnl protcin; Modc oí nction; Receptor binding; PCR mutngcncsis 

l ~ IDll'oduction 

5-Endotoxins are 111cmbcrs of a protcin family 
produccd as crystal inclusion proteins (ICP) by Ba
cil/11s 1huril1gie11~·is strains during sporulation [1]. 
ICPs are highly toxic to a widc varicty of important 
inscet pests as wcll as othcr invcrtcbratcs. Upon in
gcstion by a susceptible larva, thcsc proteins are sol
ubilizcd and protcolytically clcavcd to a toxic frag
ment that binds to high affinity sitcs on thc apical 
mcmbranc of midgut cpithelium cclls bcforc inscr
tion into thc mcmbranc. Thc inscrtcd toxins disturb 
t~c clectrolytc balance by crcating pares in thc ccll 

---.-c;;;;;;ponding aulhor. Tel.: +52 (73) 297635; 
Fax: +52 (73) 172388; E-mail: bruvo@ibt.unam.mx 

mcmbranc. lcading to ccll lysis nnd finally to larval 
dcath. 

Thc tcrliary structures of CryJA [2] and CrylAb 
toxins [3] havc bccn dctcrmincd. Both toxins . are 
fo~cd oí thrcc structural domains. Thc N-tcrminal 
domain I is a bundle of cight a-hcliccs, with thc 
central a-hclix 5 surroundcd by amphipathic hcliccs. 
Domain JI consists of thrcc antiparallcl P-shccts and 
1-2 short a-hcliccs. and domain lll is a P-prism 
structurc of two antiparallcl strands. HOflc and 
Whitclcy [1] havc idcntificd fivc highly conscrvcd rc
gions among the Cry sequcnccs. Thc location .of 
thcsc rcgions in CrylAa and CryJA Loxins is similar, 
found at thc central positions of cach do1nain or 
involvcd in intcrdomain contacts. ll has bccn pro
poscd Lhat thc high dcgrcc of conscrvation of thcsc 
blocks and thcir hnportant structural location woUld 

0378-1097/96/$12.00 Copyright C 1996 F'cdcration oí Europcun Mic;:robiological Socictics. Publishcd by Elscvicr Scicncc O.V. 
PI/ 50378-1097(96)00428-4 
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in1ply lhut all of thc Cry toxins that p'asscss· thcsc . 
blocks would sharc sin1ilar structurcs [::!]. Thc first. 
two conscrvcd rcgions h:.\Vc thc highcst dcSrcc.: of · 
idcntity nmong thc wholc Cry fürnily. Rcgion 1 com
prisCs thc central a-hclix 5 of domain l and rc!;ion'2 
thc n1:.1jor part of thc don1uin 1/11 intcrfucc, includirÍg 
thc C-tcnninul ho.alf of a.-hclix 6. c.t-hclix.7. und thc Jl- ·: 
1 strund of don1ain 11 [2 .. 3). Propcrtics of a-hclix.:5 
havc bccn analyzcd by sitc:dircctcd 111utagcncsis in 
thc CrylAc toxin. Substilutions in this rcgion n1nin- · 
taincd receptor bindins but causcd rcduccd toxicity 
for thc thrcc tcstcd insccts • .Ala11duc:a S'"·'"'"· Tricho
plusiu ni~ and J-Ie/iot/ii.v \'Ín•sce11s [4]. 

In this work. wc studicd silc-c.lircctcd mutagcncsis 
in rcgions 1 (rcsiducs 157-179) and 2 (rcsiducs 202-
270) or thc crJ•l Ab gene in ordcr lo know thcir role 
in toxicity. Thc substilutions wcrc introduccd by an 
in1provcd ovcrlapping cxtcnsion PCR sitc-dircctcd 
111utugcncsis 111cthod [5]. Substitutions in thc urgi
nincs 173 and 265 (R173S. R265C) and aspnrtic 
acid 242 (0242N. D242C) wcrc crcatcd. 

2. l\1utcrials und mcthods 

2. J. Be1ct<.•rü1/ struin.v, plu.wnicls uml 111C•tlill 

Escherichia coli slrains JM 101 [supE thi-1, D(lac-· 
proAB) F'(truD36proAB+/adq/acZDM15)]. BL21 · 
[h:1·c/S gal (lclls857 i11cll Sa1111 11/115 /ucUV5-T7 ·gC1lc·· · 
I)]. DH5a (F- /acZ M 15 e11dAI hw/Rl7 .vitpE44 tlli-1. 
gyrA re/Al rccAl) and plus1nids pUC13 (Ncw Eng
l"nd Biolubs). pC34 [6]. pBlucscript-SK (Slrutugcnc. 

Tubli: 1 
Chnrnctcristics or PCR rrimcrs u~cc..l 

Primer Scqucncc 

L~:Jolh1;:CA) und pT!-1315 [7] wcrcuscd for lhc 
c~~ning Cx~pcrinlcntS. E.. .«oll struin.s· wcrc grown in 
Luri•i brOth ·(LB). nt 37ºC. Acrystallifcrous Baci/111.v 

.!lti.~rin}:i<.'11.\·i ... · · struin .407 [8] wus kindly p-~ovidcd by 
~~:Dr.-. Lcrcclus und wus grown nt 30ºC in LO. Anti

_:. "biotic conccntrutions for buctcrinl sclc.ction wcrc as 
·:e· :rOllo\Vs: i.tl11picillin 100 µg/ml (for /~ C"oil1: crythro-

- 111ycin ·250 ·µg/ml ror E. ca/i mul 7.5 µg.ltnl .for /J. 
.~/1111~ti1gl<!ll.\"l:'i . 

2.2. C/011i11g of t/t<.' cryl Ah N-1c:rn!i11a/ toxic porti~m 

Thc oligonuclcotidcs RM 1 und RM2 (Table _l) 
wc_rc Us~J rór PCR_ ún1pli.ficution'. or. Ü1c.2.o kb fr:tg
·~.1cnl 'cOnlaining · thc _N-tcrmim~I ·portian. of Cry l.Ab 
proú:i"xin ~ron1· p_C3~ · (6].-. Both · p~in1C~s có1lltli_ncd un· 

~cx.tr<.i 8. bp, with- thc Bt1111Hl -rcstriction sitc: and pri
nlcr _R~.2 ~,·us thc Stop COdotl TAA.· RCa".tiOn c~ndi-.

_ tions-\vcrc ns follows: 2 min nl 95°C'(0ncc). followcd· 
bY: 3.0'cYclcs·::or:1 .. n1in·. al 53ºC~. ,·_n1in:at 72ºC.-nnd 
1 min.i1t 92ºC:.U1l'cXtri1 incubntiOn ·a't 72ºC for s·1llin. 

'. Th·~. ·p1 .... lSn1id ·p-:rr~5'? wus ·c~nstruct~d _b~ ~·Jo1~ing )he· 
1 obt:dncd PCR product in to BmnHl-digcstCd pUCl3. 

:~.;~·~~--:{l,);;~ :,_;1~11iipiifotim~.v "''¡¡ trm.~.vf¡,~.;;;;,/iu;,: 
P-l~i~·~ids·.w~~c cxtractcc.J rrOnl ··E." Cü1i b~ ~l.andurd 

:: alkalinC lysis prO.ccdurc [9] .. RCstriclion cnZyn1cs. und 
~'-' T4 ~; D~A .. lignsc wcrc íro111. Hoch'ri11.gcr:..Mnnnhcin1 
: ; .. "(Mmi.'nhciffi; Gcrnlany). DNA. frJgn1cnts wcrc puri
- ficd fron1 ngnrosc·gcls using GcncClcan (BiolOI. La 

Jolla. CA). Oligonuclcotidcs wcic Synthcsizcd by. un 
Applicd Microsystcms DNA Synthc:sizcr in thc lnsti-

Plisitlon in c-rylAh gi:nc 

RMI 
RM2 
RM3 
RM4 
RMS 
RM6 
RM7 
T3 
T7 
JtM8 
RM9 
RMIO 

5'·GGCGGATCCATTAGTTGCACTTTGTGC 
5'·GCGGGATCCTTAAACTAAATTGGATACTTGATCAATATGATA 
5'·GGGTTTGTATAAATTTCGCATGTTAATTGG 
S'·AACACTAACTGTATTATGCATCGTTTCTCTA 
S'-CTAACTGTATTAAATATCGTTTCTCTA 
S'-AAACACTGAAACATCSNNCAAAACTGATAAATG 
5·.ccTTTATCAGTANNSGGTCAAGCTGCAAATT'rA 
S'-GCGCGAAATTAACCCTCACTAAAG 
S'-CGCGCGTAATACGACTCACTATAG 
5•.ccAATCGATATTTCCTTGTCGCTAACGC 
5'·CTTAAAATGCTGGATTAGTAGGATCTGCTTCC 
5'-GCTATATGGAACTATGGGAAATGCAGCTCC 

19- 42 
.::!Ofl7-2IOS 

923- 953 
84<J- 880 
853- 880 
642- 675 
c,10- CWJ 

244- 27::? 
4 1JI- 5:?.J 

l 141J-l 171J 
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Fig. l. OE PClt-bused site-dil'"CCtcd nmtugcncsis :.tratcgy. A: Two !'Cparutc PCR rcm:tions wcrc run using thc nanking und thc intcrnul 
mutagcnic primcrs (u); thcre is an ovcrlap rcgion bctwecn the PCR products. thc primcrs urc rcmovcd und DNA is dcnuturcd. rcunnculcd 
und extended to produce thc full lcngth cry/Ab gcnf.! (b); finully thc ílomking primcrs wcrc uddcd and ullowcc.I to umpliíy until complction 
íor 25 cyclcs (e). U: Anulysis by ngurosc gel clcctrophorcsis oí J>Clt mutugcnic products. Molecular wcighl murkcrs (I); PCR proJuct ob· 
t.nincd usin¡; thc RM2 and RM-1 primcrs (.:?): PClt proJuct obtuincd using thc RM 1 und Rrw.t3 primcrs (3); PCR protluct obtuincd in thc 
sccond round or PCR uficr RM 1 und RM2 primer uddition (4). 

tute oí Biotechnology/UNAM nnd PCR un1plifi
cations wcrc pcrformcd using u thcrmal cyclcr 
GcncAmp PCR systcn1 480 (Pcrkin-Elmcr. Fostcr 
City. CA). Tcu¡ DNA polymcrusc, PCR buffer (10 
mM Tris-HC!, 1.5 mM MgClz, 50 mM KCI, pH 
8.3) and dcoxynuclcotidcs (dNTPs. 250 nM) wcre 
írom Bochringcr-Munnhcin1. Standard proccdurcs 
wcrc uscd íor E. co/i transformution [9]. Bt cctls 
wcrc transíormcd by clcctroporution us dcscribcd 
(8). 

2.4. Over/c1p·exte11sicm (OE) PCR site-db·cc:tcd 
111utagc11csi.)· 

Thc OE-PCR mutugcncsis strulcgy rcquircs four 
oligonuclcotidcs in two scqucntial PCR rcactions 
(Fig. 1). Tublc l shows thc nanking and mutngcnic 
primcrs uscd. · 

2.4.l. Muu1ge11e.~;is of D242 cmd R265 
Firsl round of PCR: Two scparutc PCR rcactions 

wcrc run. containing 7 pmol of pTP6SO tcn1platc. 
Onc rcaction uscd RM 1 and thc mutagcnic RM3 
primcrs (20 pmol cach) to a1nplify thc tirst portion 
oí thc cryJAb gene; thc sccond reaclion uscd RM2 
and onc oí the mutugc1lic dircct primcrs (RM4 or 
RMS) to amplify thc rcmaining scquence oí thc 
cryl Ah gene. The PCR rcuctions containing 3.0 U 
Tac¡ ·wcrc done according lo thc following progrum: 
94ºC for 5 min (once}. followcd by 24 cyclcs~ cach 
consisting oí 53ºC for l min. 72ºC íor 1 n1in nnd 
94ºC for l min. 

Sccond round oí PCR: Aíter purification oí both 
PCR products by cxcising the agurosc gel bund, a 
Klenow rcaction was pcrformcd in ordcr lo makc 

· thc cnds_ blunt [9]. Thc two PCR products ovcrlnp 
uppr?xin1utcly 60 _ bp. 5 pmol of cuch purificd PCR 
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Fig, ~- l!xprci.sion unJ lr)'p!>ill i.cnhitil.,.ily uf CrylAb n1ut;.111t protcini.. A: Wc:-h:rn hJ..u 011mlyi.is uí ,,·ih.1-ty¡-,c tll nnJ 1nutain Rl73S (2) 
loxins aflcr trypsin digc....,.lion. CruJc cxtracts of cuch cloni: wcrc tn:atcJ for JO min wilh ;a 1 :50 try¡1i.in to protcin roatiu. U: '\Vc:o1tcrn blot 
analysis of wilJ-ty~ (1. 2) anJ inuumts D242C (3, 4), R265C (5. 6) unJ 0242C/R2C,5C (7. S> bcl"orc (1, J. 5. 7) nnJ ufh:r tryp!>in Jigcs• 
tion {2, 4, 6, 8) with a l :50 try('lsin to protcin rntio for JO min. C: Ek-ctrophorctic mmlysis on SDS-polym.:rylóimiJc gcJ:.. uf wild-typc (7) 
anJ mutnnt D24::?N (3). 0242C (4), R265C (5) a11J D242CJR265C (6) to:i1.ins cxprcsscd in thc protcm•c·minus J.;.u·lu·ricliia c·tJli strnin llL::?:l. 
E. t:uli BL::?:I ,;,lrain conlaining pUCl3 plasmid (2); molecular wcight nmrkcrs {I). 

producl was pul in a lubc. dcnalurcd by boiling for 
10 min and coolcd on ice for 5 inin. PCR bufTcr and 
3 U Tac¡ wcrc addcd. and ullowcd lo cxlcnJ lo p1·0-
d ucc lhc full-lenglh c1:vl Ah gene. according lo lhe 
following PCR schedule: 72ºC for 3 min (once). fol
lowcd by 5-7 cyclcs of 94ºC f"or 1 niin. 53ºC fer 
1 min and 72ºC for 1 1nin. Thcn. 20 pn1ol of lhc 
fiunking primcrs (RM l nnd RM2) was added and 
allowcd lo an1plify unlil co1nplction for 25 cyclcs. 
Thc mutagcnic PCR pro<lucls wcrc prccipitalcd by 
addi11g 0.5 v/v oí 7.5 M CHaCOONH.1 and 2 v/v of 
cthanol al -20°C far l h. ccnlrifugcd ul lOOOOXg 
for 15 n1in .. washcd lwicc with cold 701X1 cthanol. 
dricd and suspended in 20 µl H 2 0 and reslriclcd 
with 5 U oí Spcl and Bfrl íor 2 h. Thc 1.1 kb 
Spcl-Bfrl DNA fr:.1g111cnt was purific<l fron1 the nga
rose gel. ligatcd to prcviously Spcl/ BJH-digcstcd 
pTP650 and introduccd inlo E. co/i JM 101 strain. 
Thc cloned 1.1 kb DNA fragmcnt was scqucnccd 
(USBScqucnacc Vcrsion 2.0 kit) using, RMS. RM9 
and RMIO primcrs (Table l) as specified by the 
manufacturcr. The doublc 1nutant 0242C/R265C 
was obtaincd using lhe smne stratcgy woth the single 
mutant D242C cloncd in pTP650 as tcn1platc. 

Mutagencsis of Rl73: A 375 bp Xbal frugmcnl 
from thc cryl J>1b gene conlnining CL·helix 5 fron1 do
mo.in 1 was cloncd into plasmid pBlucscript-SK. this 
construction was namcd pC375 and was ulilizcd as 

tc1nplatc for thc mutngcnic PCR rcactions. Thc n1u
tagcnic PCR producls wcrc produccd as dcscribcd 
abovc by two rounds of PCR. Thc lirst lwo shnu1ta
ncous PCRs werc done onc with thc 5' nanking pri
mer T3 und thc 111utugcnic prin1cr RM6 producing a 
294 bp rwoduct und lhc othcr with the RM7 111utu
genic prin1cr and ._, 3' ílanking T7 prin1cr producing 
u 288 bp product. Aflcr lhe sccond round of PCR a 
finul PCR product or 541 bp wus oblaincd by an1-
plil1cution with T3 und T7 primcrs. Thc mutagcnic 
PCR producl was purificd 9 digcstcd wilh Xbul und 
cloned in the vector pBluescript-SK. This mixture 
was uscd to transfor1n E. culi strain DH5a. Colonics 
were pickcd ut rando1n and scqucnced using T3 and 
T7 prin1crs. Thc mulatcd fragn1cnt were transfcrred 
into thc wild-typc cryJAb protoxin gene by subClon
ing into lhc E. cu/i-Bt shuttlc vector pHT315. [7]. 

2.5. Prcpe1rutio11 of brush borcler 111c111bra11c \'e.sic/es 
( B B A-1 V) eme/ j/11orc.o;cc11ce mc..•t1surc..•111e11 ts. 

BBMV from fiflh instar T1·iclwpl11:t'iu ni ·larvae 
wcrc isoluted and ·. prcparcd as previously rcportcd 
[10]. Me1nb:nlnc potentiul changcs wcre 1nonitorc<l 
with lhc Ouorcsccnl positively churgcd dye J 9 J'-di
propylthiodicarbocya11inc (Dis-Ca·(5); Molcculur 
Probcs. Eugcnc, OR) as describcd (10]. Fluorcscencc 
Wus rccordcd al the 620/670 nm cxcilutio11/c111ission 
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Fig. 3. Analysis of binding capacitics óln<l porc formollion aclh.-ity of muumt Rl73S. A: llomolo¡;ous com~tili1.111 hinJing assays on brush 
bordcr mcmhranc vcsiclcs (UU?\1V} isolatc<l from Trichoplu.'iid 11i larvuc. lfo..ltinyh1tc.J Cryl1\b toxin was incubo11cd with 1hc UBMV in thc 
abscncc (101nc 3) or in thc prc:;;cncc uf u 50-fold cxccss of unlabclc<l Rl73S murnnt comrctitor (lanc 4) ora 300-ful<l c~ccss of unlabclcd 
CrylAb toxin (Jane 5). Aftcr 1 h of incubation, unh'-iund toxins \\'ere removed m1<l \'Csiclcs cont¡1inins bomnl h.n;ins '"''ere k1ndcd onto 
SDS-PAGE an<l blottcd to a nitroccllulusc mcmhn1m:. LabclcJ protcins wcrc visuali.t.cd hy mcans uf strcpla\·idin-('ICr1..lXidasc conjugatc. 
Lunc l. biotinylatcU molecular wcight mnrkcr-s. Lome~. T. ni HHMV incuhutcU with unh1hch."1 CrytAh lO:\in. U: Elfoct uf thc CrylAb 
•1nd H.173S to:\ins un thc memhrnnc potcntiul in T.,,; midgut UUMV. Mcmbrunc potcntials of UUMV (~U J.IS) loaJcd with ISO mr...t KCI. 
2 mM EGTA. O.S mM EDTA. IO tnM.,HEPE..'i-llCI pll 7.S wcrc suspended in 140 mM mcthylglucmnine chloride. 10 mM llEPES-llCI 
pl-I 7.S buffer and rccordcd us dc:.cribeJ in Si. .. -ction ~- Prc-cquilibration with J.S mr...t Dis-C;1·(5} (9 min} is not shown. An u¡n\•arJ dcfü .. -c
tion indicatcs a 111cmbrunc potential Uepolari7.<llion. Thc arrow on top oí thc traces cc...,rrcspunJs to the time of toxin or bulfcr A nJJition. 
FAU=lluorcsccncc arhitrury units. Fin•1l ..:.• conccntrutioni. wcrc (1111\.IJ: 1=12. :?=30. l=í16 oind 4= llí•. In thc control. buffer "''as 
addcl.I instcad or toxin. 

'\Vavclcngth pair using a Hansatcch systcm (Noríolk. 
UK). Hypcrpolarization causes dyc intcrnalization 
into DBMV and n fluoresccnce dccrcasc; dcpolariza
tion causes the oppositc cffcct. Oye calibration and 
dctermination of rcsting mcmbranc potential wcrc 
pcríormed in thc prcsence oí valinomycin (2 mM) 
by succcssive additions of KCI to BBMV (20 µg). 

2 .. 6. Bi11di11g Ll~WCIJW 

Homologous compctition binding assays of mix
tures oí biotinylated and nutive toxins to BBMV 
werc performed as dcscrib7d (1 J ]. 

2. 7. Bioassays 

Lurvuc of T. 11i wcrc rcarcd On urtifieiu1 dict and 

bioassays with third instar larvac wcre done as prc
viously dcscribcd [12]. 

3. Rcsults · and discus."iion 

3.1. OE-PCR mutctgc:ne.\·is of tllc: cr)'/Ah gene· 

Trac.litional OE-PCR stratcgy utilizcs four primers 
in two scqucntial PCR rcaetions to i1lscrt a single 
interna) mutation into thc targcl scqucncc [13]. 
Two separa te PCR rcactions are run ·10 un1plify sep
ara te overlapping scqucnccs or thc DNA templatc. 
Arter purification of thcsc n1utant fragmcnts, thcy 
are brought togcthcr. denatured and rcanncalcd. 
Thc ovcrlappcd duplcx'es ure extended to givc a fu11 
lcngth íragment contuining thc mutution. A írcquent 
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problcm with this n1cthodology is that thc ovcrlap
ping scqucnccs are too short9 rcsulting in sorne hct
croduplcx forn1ation and thcrcforc. yiclds of mutants 
are .low [14]. Wc describe hcrc a 1nodification of thc_ 
OE-PCR mcthod that allows thc crcution of two in
dcpcndcnt n1utations in two rounds of PCR and 
doublc n1utntions in thrcc rounds of PCR by using 
four spccific pritucrs (Fig. 1 ). Unlikc thr. traditional 
OE-PCR mcthod 9 this onc is more cffcctivc sincc thc 
ovcrlapping scqucnccs are longcr9 improving hctcro
duplcx fornuuion. Also9 50'Y.1 of thc PCR product 
carrics onc 111utation and thc othcr SO'Y.1 currics a 
sccond mutation. An advantagc of this stratcgy is 
thut no rcstriction siles are nccdcd to n1onitor thc 
mutations. Wc introduccd poinl mutations in a 
highly conserved rcsiduc within thc a-hclix S 
(R 173. prcsent in 32 out of 42 cry genes) und within 
u conscrvcd salt bridge found in thc domain 1/11 
interface (D242-R26S. prcScnt in 38 out of 42 crJ~ 
genes}. 

3.2. A11a/ysis of the Cry/Ab R173S 1m1u1111 

In thc acryslallifcrous Bt 407 slrain. the n1utani · 
Rl73S was exprcsscd anda stable protcin "'as pro-·, 
duced following digcstion with trypsin (Fig. 2A). Thc'; , 
mutation did not ulter thc toxicity against T.~,,¡ lar
vac. lnsecticidal aetivitics of wild-typc and mutant 
R l 73S toxin wcrc comparable (LDr.u = 9.8 ríglcn12 , 

with 7.3-12.3 C1~5 for CrylAb toxin and 6 ng/cn12 

with 3-9 Clu5 for R 1735 mutant). 
Compctition binding assays of biotinylatcd 

Cry 1 Ab and R 1735 werc pcrformed wilh T. 111 

BBMV to analyzc thc cfi"ect on receptor binding abil
ity. Dinding of 10 nM biotinylatcd CrylAb to 20 µg 
of BBMV was inhibitcd by un exccss of 300-fold 
nativc CryJAb protcin (Fig. 3A. lanc 5). In contrast. 
a SO-fold exccss of R 1735 mutunt protcin was 
enough to elin1in.ale thc binding of biotinylated 
CryIAb toxin (Fig. JA. Jane 4). Thcse rcsults suggcst 
that both protcins rccognize thc sume binding sitc on 
thc surface of T. ni DDMV und that R 1735 muto.tnl 
could havc a strongcr binding to BBMV than 
CrylAb toxin under thc samc conditions. Thc 
R 173 is locatcd in Lhc C-tcrminal cnd of CX·hclix 5 
near the loop connccting cx.-hclixcs 5 and 6. Accord
ing to thc X-ray structurc of the CrylAa toxin. thc 
loop connccting a-hclixcs 5 and 6 muy be exposed to 

the solvent · (3]. The substitution R l 73S could result 
in a more hydrophobic region. ullowing u raster 
binding or . more· eflicient inscrtion tho.ln wild-typc 
toxin. Mutugcnesis of residues in the loop connecting 
both ci-hclixcs could givc nlore insight into1n thc role 
of this rcgion in irreversible binding. 

Thé cffcct of mutant R 1735 in the pcrmeability of 
BBMV, was analyzcd. Addilion of 50 nM of cithcr 
thc CrylAb or Rl73S nluiunt uctivated toxins to 20 
·µg BBMV produccd a fast hyperpolarization · (Fig. 
30). 'After toxin exposurc. thc vcsiclcs also incrcascd 
thdr. response to KCI udditions when con1purcd ·to 
thc control to which thc sume un1ount of buffer was 
added. Thcrc was no Jiffcrcnce in thc pcnncability 
changcs produccd by thc two toxins showing that thc 
substitution R 1735 does not affcct the pore forn1a
tiOn" activity. Thc data prcscntcd here indicatc that 
although R 173 is highly conscrvcd. the prcscncc of a 
positive charge in this position is nol cruciul for lhc 
biological uctivity of thc toxin. Since in p~sition 173 
ónJY · pOsitivcly churgcd residucs (38 out of 42) or 

· neutral residucs (4 out of 42) wcre found. the sub
stitutiori ·by u negatively chargcd rcsiducs could gfVc 

.~ .. hirlts ubout its possiblc role in thc mode of a"ction of · 
· Cry toXins. · 

3.3 .. A11(l(l·~·is 1if Cry/Ab uwtcmts 111 thc: .vctlt ~1riclgc 
:D242-R:!65 

Thc 0242 und R265 urc Jocatcd within the domain 
J/11 intcrfucc wherc numcrous van der. Wauls. hydro
i;en und clectrosultic intcractions are prcscnt. In thC 
CrylAb toxin therc are four buried sult bridge intcr
actions bctwcen domains 1 and 11 (3]. Wc prescnt thc 
disruption of onc of thosc salt bridges cithcr (i} by 
replncing Asp 242 with cithcr Cys (0242C) or Asn 
(D242N); (ii) by rcplucing Arg 265 with Cys 
(R265C); or (iii) by rcplacing both residucs with 
.Cys (0242C/R265C). In ali cuses. 111utant proteins 
ultcred in stnbility wcrc synthesizcd. In E--: c:oli 
JM 101 stro.1in lhc 111utant protcins wcrc only ob
scrvcd by detcction with polyclono.11 antiboJy (Fig. 
28, lunes 2. 4 and 6). Thcsc protcins werc highly 
susceptible to trypsin digestion (Fig. 28. lunes 3. 5 
und 7). \Vhcn mutnnt genes \Vcrc exprcssed in a pro
teasc-minus E. coli struin BL2 I. thcre was a consid
erable incrcusc in yicld (Fig. 2C. Janes 3-6). Thc 
D242-R265 sult bridge is highly conserved within 
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thc Cry family. In most cases, conscrvcd clcmcnts are 
important for thc propcr structurc or functionality of 
protcins (15]. Also. it has bccn proposcd that con
scrvcd sall bridgcs are lcss cxposcd to solvcnt (16] 
suggcsting a relatively important role of thc buried 
suh bridgcs for establishing u ccrtuin structurc 
(17.18]. Point n1utations D242A and R234A in 
CrytAb toxin also produced toxins highly suscepti
ble to trypsin or gastric juicc (D. Dcan. personal 
communication) supporting thc proposition that 
sult bridgcs in thc domain 1111 intcrfucc urc itnpor
tant for thc propcr folding of thc toxin. Ncvcrthclcss. 
u rote in toxicity of this rcgion cannot be rulcd out. 

Ackno"·lcdgmcnts 

Wc thank L. Gücreca for tcchnical assistancc. P. 
Gaytan and E. Lopcz fo1· otigonuclcotidc synthesis, 
E. Aranda and L. Lina for bioussays. R.M. was in
dcbtcd to Consejo Nacional de Ciencia y Tecnología 
for a fellowship. This work was supportcd by Pro
grnmu de Apoyo u Ju Division de Estudios de Pos
grado and Direccion General de Asuntos del Perso
nal Académico UNAM IN304293. 

Rcfcrcnccs 

[IJ J-loftc. 11. mu.I Whitdey, 11.R. (1989) lnM:Ctlcicfol crystal pro
lc:ins of /JClci//11.,· tl111ri11gk•11.'ffa-. Microbio!. Rev. 53. 242-255. 

[2) Li. J .• Curroll • .J. anJ Ellar. D.J. (1991). Crystul structurc of 
insecticidal 5-endotoxin from /Jacillu:r tlmrl11glc1t.\'l.'f ut 2.5 Á 
rcsolution. Nature 353. 815-821. 

[3} Grochulsky, P •• lVlasson. L .• llorbo\.'a. S •• Pusztay-Curcy. M .• 
Schwarlz. J.L .• Urousscuu. H .. anJ Cyglcr, M. (1995) B'1cill11.'f 
tlmri11gilm.'fi.'f CryJA(u) insc."Clicidal toxin: Crystnl s1ruc1urc um.l 
ch1mncl íormation. J. Mol. Biol. 254. 447-46-1. 

{4] Wu, D. um.l Aronson, A:I. (1992) Localizcd mulagcncsis Uc
fincs rcgions oí thc Ocrcillus tlwri11gicu:~is 5--cndoloxin involveJ 
in toxidty unJ spccificit)'- J. Biol. Chem. 267. 2311-2317. 

{5] llo, S.N., l lunt. 11.D •• l lorton, R.lVI., Pullen, J.K. unJ Pcusc. 
L.lt. (1989) Sitc'"'1ircctcJ mutugcncsis by overlap extension 
using thc PCR. Gene 77, 51-SC,. 

(6J Wubiko. 11 .• lluyinoml, K.C. anJ Uutla Jr. L.A. (1986) lh1cll· 
lus tlmri11git•11sl:r entomociJill proto1'in gene scquenc..-e umJ gene 
product 111111lysis. DNA 5, :m5-314. 

[7J Aruntes, O. nnJ Lc:rcclm., D. (llJlJI) Contotruction uf cluning 
vectors for IJ"dllu:r ,1111ri11gÜ'll!tii:r. Gene 108, 115-119. 

[HJ Lercclus. D., Anmtcs, O., Chuufou1'. J. nnJ Lcendet, M.·M. 
(1989) Transformution 11ml cxprcssion of11 cloneJ 6-enJolo1'in 
gene in OdC'illus tlr11ri11giC'll."1:f:r. FE.MS f\.ticrobh .... I. Lc:u. 60, 211-
218. • 

[9J Smnbrook. J •• Frilsch. l!.F. unJ Muniutis, T. (1989) Mukcular 
Cloning. /\ laborulory Manual. ColJ S¡ning l lurbor Lubura· 
tory Press. ColJ Sprins llarbor, NV. 

(IOJ Lorence, A .• Darszon, A .• Di;.iz, C •• LiCvunu. A., Quintero. R. 
unJ Uruvo, A. (1995) 5-cnJotoxins im.luce c¡1tion clmnnds In 
.!:J)lflfl1•ptc..•r" fr",::i¡11•ril11 brush horJcr 1ncmbr11nes in SU!iipcnslon 
und in planur lipiJ bilaycrs. FEHS Lctt. 360, 217-222. 

(11) Uosch, D., Sehippc'r, D •• v1111 Jer Klcij. 11 •• Je Maugú, R.A. 
und Stickcnm. WJ. (1994) H.ccombinunt /Jm:i/111.v tl111ri11git•11sl.v 
c;:rystul protcins wllh ncw prorcrties: possibilitics íur re· 
slstuncc manua;.ctm:nt. DioTcehnolosy 12, 915-919. 

[12) Cerón. J .. Covarruhias, L .• Quintero. R .• Orti.1.:. A., Ortiz, M •• 
/\n111Ja, I!., Lim1, L. nnJ Drnvo, A. (1994) PCR unuly5ls of 
thc ini.ectlciJ¡1J crystnl fomily genes from /l,11·i/lu.'f tlr11ri111:i1•11.flit. 
Appl. Ctwiron. Microbiol. C>(I. 353-356. 

(13) lliguchi, R .• Krumrm:I, H. nnd Suiki, R.K. (19H8) A generul 
methoJ of in vivo prepurution und spccilic mutagcnc..-:ois oí 
DNA írugments stuJy of prutcin unJ l>NA inlcrm.:lions. Nu
clcic Acids Res. lf1, 7351-7JC17. 

{14} Shy11mulu. V. nnd Ames. F.-L.G. (19CJI) Use oí cxonuclcu5C 
fur rnpiJ rmlymerui.e-chuin-rcuction-buset.l in vitro 1nut11ge11-
t...-sis. Gene 97, 1-li. 

[IS) Crcighton, T.E. (1993) Protcin5: Structures und Molcculur 
Propcrties, 2nd et.In .• pp. 261-325. W.11. 1:rcenmn unt.l Com
puny. Ncw York. 

[16J Schucler, O. und Murgulil. 11. (1995) Cunscrv11lion uf sult 
bridge~ in prolcin fümilics. J. Mol. niol. 248. 125-135. 

1171 llcndsclt, Z.S. unJ Tidor, U. (1994) Do snlt bridgcs stabili7.c 
protcins'! A cuntinuum clcc1rosl11tit...-s unulysis. Prot. Sel. 3, 
211-226. 

{18] \Vuldb,urgcr, C.D •• SchilJhuch. J.F. unJ S11uer, R.T. (1995) 
Are buricJ sull brit.lgt...-s importunl íor protcin stubilily nnJ 
conformutiunul Sf".>cilicity'! Struct. Uiol. 2, 122-128. 


	Portada
	Contenido
	Introducción
	Antecedentes
	Objetivos
	Material y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Perspectivas
	Resumen
	Referencias
	Anexo



