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Resumen

Las proteinas Cry producidas por Bacillus thuringiensis son una familia de toxinas acti-
vas en diversos tipos de insectos plaga. Estas moléculas se acumulan en cristales paraespo-
rales que las proteasas del intestino de las larvas de los insectos solubilizan y activan. Los
productos maduros o toxinas, se unen a receptores localizados en la microvellosidad apical
(MA) de las células epiteliales del intestino medio, donde, después de un cambio conforma-
cional se insertan en la membrana. La inserciéon, seguida de la agregacién de varias molé-
culas conduce a la formacién de poros que alteran las propiedades endégenas de permeabili-
dad de 1a MA causando la entrada de agua a las células, la destruccién del tejido intestinal ¥
finalmente la muerte de las larvas. Se ha reportado que el posible receptor para varias
toxinas Cry en diversas especies es una aminopeptidasa N (APN) que estia anclada a la mem-
brana por medio de glicosilfosfatidilinositol (GFI). Esta ancla es susceptible a la accién de
una fosfolipasa C (FLC) espccifica. La estructura tridimensional de las proteinas Cry mostré
que estan organizadas en tres dominios a los que se ha asocidado una funcién especifica. Se
propone que el dominio I, constituido por siete a-hélices es el responsable de la formacion
de poros. Existe evidencia que indica que la hélice central tiene un papel importante en esta
actividad. El dominio Il participa en la interaccién reversible e irreversible con el recep-
tor, mientras que el dominio III esta involucrado en la preservacion de la estructura y en la
interaccién con el receptor.

El objetivo planteado en este trabajo fue estudiar la actividad de formaciéon de poro de
las proteinas Cry en presencia de su receptor nativo y analizar la posible participacién de la
hélice central en esta actividad. Para abordar estos objetivos se eligié utilizar como modelo
la proteina CrylAc de la cepa HD-73 var. kurstaki y algunas mutantes en la hélice a-5 (A164P
¥ L167F) en dos lepiddpteros susceptibles, Trichoplusia ni y Heliothis virescens. Para llevar
a cabo este analisis se usaron dos técnicas que permiten caracterizar la actividad de forma-
cién de poro. La primera se basa en el monitoreo de la fluorescencia de una sonda que se
distribuye dentro y fuera de la membrana en funcién de los cambios en el potencial. La se-
gunda es una técnica llamada bicapas lipidicas planas (BLP) que permite estudiar canales
iénicos con un nivel de resolucién unimolecular. En ambos sistemas se utilizaron vesiculas
de membrana de la microvellosidad apical (VMMA) purificadas a partir del intestino medio
de los insectos antes citados.

Los principales resultados obtenidos se pueden resumir como sigue. El efecto producido
por la toxina CrylAc silvestre a los pocos segundos de estar en contacto con la membrana
que contiene a su receptor proveniente de 7. niy H virescens es inducir una via de permea-
bildad con una cierta preferencia hacia los cationes. A diferencia de la silvestre, las mutan-
tes A164P y L167F no produjeron efecto alguno aun a una dosis cinco veces mayor. Estos re-
sultados sugieren que las sustituciones puntuales introducidas en la hélice a-5 causaron la
pérdida de la capacidad de formacién de poro, sin embargo, es necesario llevar a cabo mas
experimentos para aclarar si participa en el proceso de insercién o forma parte del canal.

Al fusionar VMMA de 7. ni a BLP se observd la actividad de canales catiénicos endoége-
nos con una conductancia de 160 y 380 pS. Cuando se agregd la toxina Cry1lAc silvestre (200
PM) a las bicapas que contenian el receptor, se noté la aparicién de canales catiénicos de
conductancia muy alta (1.1-3 nS) con un comportamiento cinético muy diferente del de los
canales intrinsecos. Esta evidencia apoya el modelo de poro Qque contempla una unidad mi-
nima formada de varias moléculas (oligémero). Con la finalidad de obtener registros mas fi-
nos se propuso analizar la participacion del posible receptor de la toxina CrylAc, la APN, en
la actividad de formacién de poro, asi como encontrar algun agente que nos permitiera blo-
quear los canales enddgenos. Utilizando el sistema de fluorescencia encontramos que la ac-
tividad de formacion de poro de CrylAc depende de la cantidad de APN presente en las VMMA
pero no de su actividad enzimitica. Al hacer experimentos con vesiculas tratadas con la FLC
especifica para GFI que eliminé el 75 % de la enzima, se demostré que la APN unida con GFI
es el posible receptor para la toxina Cry1Ac. Asimismo se encontré que el Cst es un agente
que permite bloquear los canales intrinsecos sin afectar al poro formado por la toxina. Pro-
ponemos que este cation puede ser una herramienta muy atil que en el futuro permitira ha-
cer estudios mas finos acerca de la participacién del receptor en la formaciéon del poro asi
como de los residuos involucrados en esta actividad.

Vo.Bo. Dra. Ma. Alejandra Bravo,de la Parra/Tutor Principal
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Summary

Bacillus rhuringiensis Cry proteins are a family of toxins active against several insect
pests. These molecules accumulate in parasporal crystals. Upon ingestion by susceptible in-
sects the crystals are solubilized and activated by gut proteases producing the active toxin.
Subsequently, the toxin binds to receptors on the surface of the midgut epithelial cells, un-
dergoes a conformational change and inserts into the membrane. Oligomerization of the to-
xin possibly follows, and this oligomer then forms a pore that leads to cell lysis. The puta-
tive receptor for several Cry protecins has been described as a 120 kDa aminopeptidase N
(APN), that has a glycosylphosphatidylinositol (GPI) anchor susceptible to the action of
GPI-specific phospholipase C (PIPLC). Structural studies demonstrate that Cry toxins are
globular molecules composed by threce domains: domain I constituted by o-helices is the
pore forming domain, different evidences suggest that a-helix 5 has an important role in
pore forming activity, domain Il is involved in the receptor interaction both, reversible
and irreversible, and domain IIl is involved in structure stability and specificity.

The objective of this work is to study the pore formation activity of Cry toxins in the pre-
sence of its native receptor and to analyze the role of a-helix 5 in this activity. As a model
we selected the CrylAc toxin from HD-73 strain var. Kurstaki and some mutants in helix o-5
(Al164P, L167F), and two susceptible insects Trichoplusia ni and Heliothis virescens. Two
different methodologies were used. The first one is based in a fluorescent dye sensitive to
membrane potential changes. The second is the planar lipid bilayer (PLB) technique that
allows the resolution of single channel conductances. In both systems brush border mem-
brane vesicles (BBMV) isolated from the midgut of selected insects were used.

The CrylAc toxin effect, after few seconds of incubation with the membrane, consist in
an increase in the permeability to cations. In contrast to the wild type, mutant toxins did
not produce any effect even at 5 fold higher doses. These results suggest that this point
mutations in helix «-5 caused the lost of capability to form cationic channels. However, it is
still necessary to analyze if these mutants are altered in the insertion into the membrane or
pore formation activity.

When the BBMV were fused to the PLB, endogenous cationic channels were observed
(160 and 380 pS). When the CrylAc toxin was added to PLB with fused BBMV different catio-
nic channels were obtained, they exhibited a very high conductance (1.1-3 nS) and showed
a very different kinetic behavior to the intrinsic channels. These high conductances chan-
nels suggest the participation of several molecules in the pore formation (oligomerization).
The role of the receptor was also analyzed. In the fluorescent membrane potential sensitive
system we found that CrylAc pore forming activity depends on the amount of APN present
on the T. ni BBMV. Inhibition of APN activity with bestatin did not affect CrylAc activity,
suggesting that the action of this toxin depends on the presence of APN but not of its
enzymatic activity. The BBMV were treated with PIPLC, that release the 75% of APN activity.
under this condition toxin effect was observed only when a 4 fold higher doses was used,
suggesting that GPI anchored APN is the possible receptor of Cry1Ac toxin in T.ni.

Finally, we found that Cs* blocks the intrinsic channels without affecting the CrylAc
toxin action. This result may be helpful for the analysis of the pore formation activity of
the toxin in the presence of its receptor, as well as for the identification of the residues

involved in this activity. ;
n Al
Vo.Bo. Dra. g%ejandra Bravo de la Parra

Tutor Principal
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Resumen

acillus thuringiensis son una familia de toxinas acti-

Las protemas Cry producidas por
vas en diversos tipos de insectos plaga. Estas moléculas se acumulan en cristales paraespo-
lLos

rales que las proteasas del intestino de las larvas de los insectos solubilizan v activan.

productos maduros o toxinas. se unen a receptores localizados en la microvellosidad apical
(MA) de las células epiteliales del intestino medio, donde., después de un cambio conforma-
cional se insertan en la membrana. La insercién, seguida de la agregacién de varias molé-
culas conduce :« ia tormacién de poros que alteran las propiedades endogenas de permeabili-
dad de la MA causando la entrada de agua a las células. la destruccion del tejido intestinal »
finalmente la muerte de las larvas. Se ha reportado que el posible receptor para varias

toxinas Cry en diversas especies es una aminopeptidasa N (APN) que esta anclada a 1a mem-
Esta ancla es susceptible a la accion de

brana por medio de glicosilfosfatidilinositol (GFI).
La estructura tridimensional de las proteinas Cry mostro

una fosfolipasa C (FLC) especifica.
que estan organizadas en tres dominios a los que se ha asocidado una funcién especifica. Se

propone que el dominio I, constituido por siete «-hélices es el responsable de la formacion
de poros. Existe evidencia que indica que la hélice central tiene un papel importante en esta
actividad. El dominio 1l participa en la interaccion reversible e irreversible con el recep-
tor, mientras gque el dominio IIl esta involucrado en la preservaciéon de la estructura v en la

interaccién con el receptor.

El objetivo planteado en este trabajo fue estudiar la actividad de formacién de poro de
las proteinas Cry en presencia de su receptor nativo ¥ analizar la posible participacion de la
hélice central en esta actividad. Para abordar estos obietivos se eligid utilizar como modelo
la proteina Cry1lAc de la cepa HD-73 var. Aurstaki y algunas murantes en la hélice «-5 (A 164P
v L167F) en dos lepidépteros susceptibles, Trichoplusia niy Heliothis virescens. Para llevar
a cabo este analisis se usaron dos te€cnicas gue permiten caracterizar ia actividad de forma-
cién de poro. Jl.a priraera se buasa en el monitoreo de la fluorescencia de una sonda que se
distribuye dentro y fuera de la membrana en funcién de los cambios en el potencial. la se-
gunda es una técnica llamada bicapas lipidicas planas (BLP) que permite estudiar canales
idnicos con un nivel de resolucion unimolecular. En ambos sistemas se utilizaron vesiculas
de membrana de la microvellosidad apical (VMMA) puriticadas a partir del intestino medio
de los insectos antes citados.

Lot principales resultados obtenides se pueden resumir como sigue. El efecto producido
por la toxina CrylAc silvestre a los pocos segundos de estar en contacto con la membrana
qQue contiene a su receptor proveniente de 7. niy H virescens es inducir una via de permea-
bildad con una cierta preferencia hacia los cationes. A diferencia de la silvestre, las muran-
tes A164P vy L167F no produjeron efecto alguno aun a una dosis cinco veces mayor. Estos re-
sultados sugieren que las sustituciones puntuales introducidas en la hélice «-5 causaron la
pérdida de la capacidad de formacién de poro, sin embargo, es necesario llevar a cabo mas
experimentos para aclarar si participa en el proceso de insercién o forma parte del canal.

Al fusionar VMNMA de T. ni a BLP se observé la actividad de canales catiénicos endoge-
nos con una conductancia de 160 ¥ 33830 pS. Cuando se agrego la toxina Cry1lAc silvestre (200
PM) a las bicapas que contenian el receptor, se notd la aparicion de canales catiénicos de
conductancia mu) alta (1.1-3 nS) con un comportamicnto cinético muy diferente del de los
canales intrinsecos. Esta evidencia apoya el modelo de poro que contempla una unidad mi-
nima formada de varias moléculas (oligbmero). Con la finalidad de obtener registros mas fi-
nos se propuso analizar la participaciéon del posible receptor de la toxina Cry1Ac, la APN, en
la actividad de formacion de poro, asi como encontrar algin agente que nos permitiera blo-
quear los canales endogenos. Utilizando el sistema de fluorescencia encontramos que la ac-
tividad de formacion de poro de CrylAc depende de la cantidad de APN presente en las VMMA
pero no de su actividad enzimatica. Al hacer experimentos con vesiculas tratadas con la FLC
especifica para GFl gque elimind el 75 % de la enzima, se demostré Qque la APN unida con GFI
es el posible receptor para la toxina CrylAc. Asimismo se encontré que el Cs+ es un agente
gue permite bloquear los canales intrinsecos sin afectar al poro formado por la toxina. Pro-
ponemos que este cation puede ser una herramienta muy util que en el futuro permitira ha-
cer estudios mas finos acerca de la participacion del receptor en Ja formacion del poro asi

como de los residuos involucrados en esta actividad.
H v



Capftulo 1
Introduccién

1.1 Los biopesticidas en cl marco de la agricultura sustentable

La humanidad se encuentra ante un dilema de gran envergadura, debe producir
alimentos para una poblacién en constante crecimiento, pero debe hacerlo de manera
sustentable, es decir, utilizando mdétodos de produccion que protejan al medio ambien-
te ¥y a la biodiversidad, » a la vez conserven los recursos naturales para las futuras
generaciones. Si se considera que la extensioén de tierras cultivables esta disminu-
yendo a causa decl crecimiento excesivo de las &ireas urbanas, ¢l agotamiento del suelo,
la deforestacién y la contaminacién, este reto es ain mayor (Quintero, 1994). Por es-
tas razones es importante dar mayor irhpulso al desarrollo de tecnologias que puedan
hacer mas eficientes los sistemas agropecuarlos. Para la produccién de alimentos se
>racticas agricolas que mejoren los procesos que

propone entonces impulsar el uso de
controlan de manera natural a las poblacxones plaga v contemplen el uso de produc-
tos para el control biolégico, el empleo de plantas resistentes y de algunos pesticidas

quimicos de espectro reducido. -

El control biolégico de plagas se ha practicado desde hace mas de mil setecientos
arios en el Lejano Oriente y por mas de cien anos en Estados Unidos. A pesar de esta
antigua tradicién se estima que los productos de origen bioldgico para el control de
plagas ocupan el 1 %% del mercado mundial de pesticidas. Los insecticidas de origen

biolégico en particular representan el 5 9 del mercado mundial de este tipo de pro-
ductos el cual se estima es de 7,800 millones de ddélares (Tilton, 1993).

Decl mercado global de biopesticidas los productos basados en Bacillus thurin-
giensis ocupan cl 95 % (Feitelson et al., 1992). El uso constante y creciente de estlos
productos por ya casi cuatro décadas se debe fundamentalmente a su alta especificidad
e inocuidad para otros insectos benéficos, plantas y mamiferos, incluyendo a los hu-

manos (McClintock et al.,, 1995).
1.2 El blopesticida mas usado en el mundo, Bacillus thuringlensis

Bacillus thuringicnsis (Bt) es una bacteria aerobia, Gram positiva que se carac-
teriza por la produccion de cuerpos de inclusion durante ¢l proceso de esporulacidn;



estas mcluslones sc. dlsun;,ucn como Ll‘lbldleb de form'\s definidas por microscopia de
contraste de - fases.” Los L!‘lst'ﬂeb estan compuestos por dos diferentes tipos de protei-
nas; un pnmcr tipo al que se dcnomm'1 S-endotoxlnas o proteinas Cry cuyo peso mole-

cular varia entre 65 y 138, KkDa yun segundo upo de proteinas mas pequenas (28 kDa)
Algunas cepas de Bt producen

a las que se llama Cyt a caus't ‘de su '1cuv1dad citolitica.
La primera de

ademis durante la fase e\ponenual de crecimiento dos exotoxinas.
ellas es la a-exotoxina conocida también como fosfolipasa C, lecitinasa o fosfatidilcoli-
na fosfohidrolasa, esta es una enzima que posee actividad citolitica al actuar sobre los
fosfolipidos que forman las membranas de diversos tipos celulares (Faust et al.,, 1982).
La segunda de estas moléculas es la B-exotoxina, un derivado nucleotidico de adenina
unido por una molécula de glucosa a un dcido fosfoalarido (Carlberg, 1973). Se ha de-
mostrado que la toxicidad de 'estavmolécula se debe a su capacidad para inhibir la poli-
merasa del acido ribonucleico (_ARN) (De Barjac y Lecadet, 1976). Sin embargo, es im-
portante sefialar que 2l gran intevés cientifico v comercial aue existe a nivel mundial
hacia Bt se debe fundamentalmente a la actividad biocida de sus  -endotoxinas.

En fecha reciente se ha descrito que esta bacteria produce durante la fase vege-
tativa de crecimiento otro nuevo tipo de proteinas con actividad insecticida a las que
se denomina proteinas insecticidas del estado vegetative o VIP (Estruch et al.,, 19956; Yu
et al., 1997). Este es un hallazgo importante ya que ahora no sélo se aprovechara la
mezcla de esporas ¥ cristales que se obtienen del cultivo de cepas de Bt, sino que
también se podra utilizar el sobrenadante del mismo. Por ser el objeto de estudio prin-
cipal de este trabajo en las siguientes secciones se describiran dnicamente las carac-

teristicas relativas a las proteinas Cry.

1.3 La familia de proteinas Cry

En 1989 sec propuso un esquema de clasificacién para las §-endctoxinas basado en
su espectro insecticida y su homologia a nivel de estructura primaria (H6fte y White-
ley, 1989). Con estos criterios se les agrupé en cuatro clases, Cryl, activa contra lepi-
doépteros (mariposas), Cryll, toxica para lepidépteros y dipteros (moscas y mosquitos),
Crylll especifica para coleépteros (escarabajos) y CrylV, toxica para dipteros. Poste-
riormente se agregaron dos clases adicionales de toxinas activas contra nematodos
(CryV y VI; Feitelson et al.,, 1992). Al conocerse nuevas secuencias de genes cry fue-
ron surgiendo inconsistencias en este sistema de clasificacién, ya que por ejemplo se
encontraron toxinas con una alta homologia con las ya conocidas, pero con un

N
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diferenciar a las proteinas que representen’ dlferente., :npos/(holonpos.) de ‘otras que
varien en s6lo algunos residuos (variantes)’ se. utxliza una ‘cuarta categona 'que es un
namero arabigo; se asignara a las proteinas cuya secuencxa comparta menos - del- 10096
de homologia pero mas del 95 96 respecto de las proteinas conocidas. La acrualizacion
constante de esta nueva clasificacién: se 'éh;ﬁéritra disponible en la siguiente direc-
cion del WWw: http://epunix.biols.suSx.:lc.ﬁk/Home/Neil_Crickmore/ Bt/index.html.

Hasta el 18 de julio de’ 1997 se ‘conocfan 119 dll‘erentes genes y proteinas Cry
agrupadas en 22 clases (Cryl,..., Cry22) Del total, 64 representan holotipos, siendo el
resto de cllas variantes. En la Tabla:-1.1 se muestra que el grupo mayoritario es el
constituido por las proteinas del'tipb 1 con 26 holotipos representativos (CrylAa,...,
Cry1lKa); la mayor parte de ecllas son toxicas para lepiddépteros, aunque algunas des-
pliegan actividad dual (p. ¢j. CrylCa es activa contra lepidépteros y dipteros), ¢ inclu-
so se tienc un cjemplo de una proteina con toxicidad contra tres diferentes grupos de
organismos blanco, Cry1Ba, activa contra lepiddépteros, coledpteros y afidos. La clase 2
esta formada por tres micmbros: Cry2Aa tiene dctividad dual (lepidopteros y dipteros)
micentras que Cry2Ab y Cry2Ac son activas contra lepiddpteros. Se conocen cuatro -

W



Tabla 1.1- Lista actualizada de la familia de protefnas Cry (holotipos)

Nombre Nombre Numero Lspeoectro Principal blanco
anterior acceso accion

CrylAa CrylA(a) M11250 t. Bombyx mori

Cryl1Ab CryIA(b) N13898 I. Varios lepidépteros
CrylAc CryIA(c) N1106S8 [ Trichoplusia ni y Heliothis virescens
Cry1Ad CrylA(d) M73250 L. N.D.

Cryl1Ac CryvIA(e) MNG3252 I. Heliothis virescens

Cry1Ba CryIB X06711 L/C/AT? Pieris brassicae/ Leptinotarsa

decemlineata/ Rhopalosiphum maidis

Cry1Bb ETS L32020 L Amplio espectro

Cry18Bc PEGS 246442 L N.D.

Cry1Bd CryEl U70726 N.D. N.D.

CryiCa CryIC X07518 L/D Spodoptera littoralis y Spodoptera

- frugiperda/Aedes aegypti

Cry1Cb CryIC(b) NM97880 L Spodoptera exigua

Cry1Da CryID ‘X54160 L Spodoptera frugiperdaz

CrylDb PrtB 222511 L N.D.

CrylEa ryIlE X53985 L Spodoptera exigu:

CrylEb CrylE(b) M73253 L .D.

CrylFa CryIF MG63897 L Spodoptera exigua

Cry1lFb PrtD 222512 I. Spodoptera exigua

Cryl1Ga PrtA 222510 N.D. .D.

CrylGb CryH2 U70725 " N.D. N.D.

CrylHa PrtC 222513 . N.ID. N.D.

CrylHb - U35780 . . N.D. N.D.

Crylla CryV X62821. .7 'C/L. Leptinotarsa decemlineata/
S s Ostrinia nubilalis

Cryllb CryV L Plutella xvlostella

Crylj]a ET4 L~ Amplio espectro

Crvl]jb ET1 L= Plutella xylostella

Cry1K - L. Artogeia rapae

Heliothis virescens y Lymantria
dispar/Aedes aegypti
Manduca sexta
Trichoplusia ni y Manduca sexta

Cry2Aa CryllA

Cry2Ab CrylIIB
Cry2Ac CrylIC

Leptinotarsa decemlineata’
Macrosiphum euphorbiae

Cry3Aa CryllIA

Cry3Ba CryllIB X17123. ' C Leptinotarsa decemlineata
Cry3Bb CryllIBb M89794 s C Leptinotarsa decemlineata y
‘ TR Diabrotica undecimpunctata
Cry3Ca CryHID X59797: C Leptinotarsa decemlineata
Cry4Aa CryIVA YOO423 D Aedes aegypti
Cry<4Ba CryIVB X07423 D Aedes aegypti

Cry5Aa CryVA(a) 1.07025 N/A Caenorhabditis elegans y Haemonchus

contortust / Tetranychus urticae |
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Nombre Nombre Nuamero Espectro Principal blanco
anterior acceso accion

Cry5Ab CryVA(b) LO70206 N/A Caenorhabditis elegans y Hacemonchus
contortus! /Tetranychus urticae

Cry5Ac - 134543 H Nonomorium pharaonis

CryvSBa - U19725 C Hypera brunneipennis, Phyllotreta

cruciferae, Diabrotica undecimpunctata

CryGAa CryVIA 1.07022 N/A Caenorhabditis elegans y Haemonchus
contortus! /Tetranychus urticae

CryGBa CryVIB LO7024 N/A Cacnorhabditis elegans y Haemonchus

contortus! /Tetranychus urticae

Cry7Aa  CrvllIC . = MGA478"

3 : C . Leptinotarsa decemlineata
Cry7Ab CryllICb: = UO4367 C Leptinotarsa decemlineata
Cry8Aa CryHIE EI 3o ¥ - C/A Leptinotarsa decemlinesta/

Tetranuchus urticae
Cotinis sp.

Cry8Ba CryIlIG
Anomala cuprea

Cry8Ca CryIIIF

Galleria mellonella
N.D. (gen cripticoc)
Amplio espectro
Anomala cuprea

Cry9Aa CrylG
Cry9Ba CryIX
Cry9Ca CryIH
Cry9Da N141

Cryl1l0Aa CryIVvC Aedes aegypti
Aedes aegypti
Aedes aegypti,Culex pipiens y
Anopheles stephensi

CryllAa CryIVD . M3
CryllBa Jeg80

o oebr a6

Cryl2Aa CryVB N/A Caenorhabditis elegans y Haemonchus

contortus! /Tetranychus urticae

N ~ Caenorhabditis elegans y

Cryl3Aa CryVC
Haemonchus contortus!

107023’

Cryl4Aa CryVD U1 3955 D/C N.D./Diabrotica sp.

Cryl5Aa 34kDa M76442 I. Manduca sexta

Cry16Aa cbm712 X94146 D Aedes aegypti, Culex pipiens y
Anopheles stephensi

Cryl7Aa cbm722 X99478 D N.D.

Cry18Aa CryBP13 X99049 C Melolontha melolontha

Cry19Aa Jeg6s Y08920 D N.D.




Nombre Nombre Numero Lispectro Principal blanco
anterior QCCesSO accion
Cry20An0 - 82518 D N.D.
Cry21An - 132932 N Cucnornabditis ciegans y
Haemonchus contortus!
Civ22A0 - 134547 11 N onomorium pharaonis |

Notas: Ista tabla estit basada en la informacion de la pagina del World Wide Web destinada a 1a
revision de la nomenclatura de los genes cry (hup://epunix.biols.susx.ac.uk/Home/Neil _Crick-

more/Bt/index.html).

A = dcaros, Al = dfidos, C = coledpteros, D = dipteros, Il = himendpteros, L = lepidépteros,

N = nemaitodos, N.D. = no disponible.

1 Se ha reportado que estas toxinas son activas contra las formas larvaria y adulta de los nemato-
dos (Edwards et al., 1990).

2 Gencos aislados a partir de ia cepa CH18 de la bacteria anaerobia Clostridium bifermencans

subsp. malaysia (coleccién Instituto Pasteur) (Barloy' et al., 1996).
3 Gen zislade del cromosoma del patdégeno obligado’ Bacillus popilliae (Zhang et al., 1997).

leéptero Leprinotarsa decemli-
i’l. ‘Diabrotica undeciinpuncta-
contra el afido de la papa (Ma-
v’lS proteinas Cry4Aa y Cry4Ba,
T OS. La clase 5 esta conformada por
rotexnas CrySAa ¥y CryaAb son activas contra nematodos y
CrySAc ¥ Cry5Ba muestran. actividad contra hormigas (hime-

oleépteros, respectlvamente. Las" protexnas CryG6Aa y Cry6Ba integran la
La clase 7 esta representada por

ta. Se encontré que la p o‘
crosiphum ; Ve‘uph Qrbl
miembro#dé L cl: -
cuatro mtegran e
Acaros mlen

népteros)
clase 6 zimbas on; téncas contra nematodos y acaros.
dos,hq_loupos, Cr:y7Aa v Cry7Ab, ambas son activas conira coledépteros. Son tres las
protéx‘ilds que: uifegran el grupo 8; Cry8Aa es una proteina con actividad dual (co-
leépteros v ﬁfxdos), mientras que Cry8Ba y Cry8Ca son toxicas para coledpteros. Las
prolunas Cry 9Aa, Cry9Ba, Cry9Ca y Cry9Da conforman la clase 9; la primera y tercera
son té.\xcas para lepidépteros, mientras que Cry9Da lo es contra coledpteros. No se ha
determinado el blanco de la proteina Cry9Ba, pero se sabe que es codificada por un
S6lo se conoce una proteina perteneciente a la clase 10 (Cryl0Aa) que

gen criptico.
despliega actividad contra dipteros; las proteinas CryllAa y Cryl1Ba también son

activas contra cstos organismos. Las clases 12, 13, 14, 15, 19, 20, 21 y 22 estan repre-
sentadas por un sélo holotipo; Cryl12Aa es una toxina con actividad dual contra nema-
todos y acaros, mientras que Cry13A es téoxica para nematodos; Cryl4Aa es activa con-
tra dipleros y coledpteros, micntras que Cryl5Aa es especifica contra lepidépteros; las



prolcnnas Cry] 91\.1 Y Cl'\’70/\’l mucstran lO\lledd (‘Ol]ll“l dipteros, mientras que Cry
21Aa'y Cry22_Aa la: mucstr;m COl’lt!"l ncnuuodos @ yhlmenépleros, respectivamente.

cuyos" pfoductos muestran acti-
mas Cry!pero que provienen de
h:mg e[, 11., 1997).: Estas proteinas se han

chmf‘cado en los grupos ]6 17 S 1 8 dqud “1&4 und de ellos esta representado por un
a-se :nslaron a partir de la cepa CHI18 de la

sélo holotipo. Los gencs cryl16Aa v ‘cofl7
bacteria anaerobia Clostridium b:fermenmns subsp. malays:a, sus productos muestran

actividad toxica contra tres especies: de mosquuos (d:pteros). Aecdes aegyvpti, Culex pi-
piens y Anopheles stephensi (Barloy et al.,, 1996). El gen cry18Aa que se aislé del cro-
mosoma del patégeno obligado Bacillus popilliae codifica para una proteina con acti-

vidad hacia el coledptero Meloiontha melolontha (Zhang et al.,, 1997).

Por estudios de protedlisis in vitro y andlisis de delecidon (Schnepf y Whiteley,
1985; Hofte et al., 1986) se ha demostrado que el fragmento téxico estd localizado en el
La region ',C-terminal no se requiere para la

extremo N-tesmninal de las §endotoxinas.
El alineamiento y com-

actividad téxica (Wabiko et al.,, 1985; Chestukina et a.l.;v 1990).
paracion de la estructura primaria de las pnmeras tounas descritas (las antes lla-
madas CrylI, Cryil, CryIll y CryIV) reveld la e\xstenc' cinco bloques o regiones de
aminoacidos altamente conservados, que esté.n,,sep dos,por regiones hipervariables
de diferentes longitudes (Hofte y Whiteley,"ﬂl 989) Al ‘§_1'irgir la nueva clasificacién y
repetirse este tipo de analisis se encontré. qii'e ,,ademé's' de las cinco regiones antes
descritas, existen otras tres que se localizan eriﬂél‘ extremo C-terminal (Figura 1.1).
Este analisis ha permitido distinguir tres subgrupds de proteinas Cry. Un primer sub-
grupo estd integrado por las clases Cry1, Cr_v3>, Cry4, Cry7, Cry8, Cry9 y Cryl0; estas
proteinas se caracterizan por tener los cinco bloques descritos en la clasificacién an-
terior. Un segundo subgrupo esta formado por las clases Cry5, Cryl2, Cryl3 y Cryl4d;
estas toxinas se caracterizan por tener regiones homologas a los bloques 1, 2, 4 y

clasicos, sin embargo, carecen del bloque conservado 3. Las toxinas de mas de 70 kDa

quc integran estos dos subgrupos, poseen ademais los bloques 6, 7 y 8. Un tercer sub-
grupo estd integrado por las clases Cry2 y Cry11; estas toxinas poseen el bloque con-
servado 1 y presentan una variante del bloque 2, pero carecen de los bloques 3, 4y 5
tipicos. La alta conservacién de estos cinco bloques, y en particular del primero de
cllos, sugicre que son importantes para la funcién bioldgica de estas proteinas.
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Figura 1.1.- Representaciéon esquematica de los bloques conservados 1, 2 3, 4y 5

dentro de la familia de proteinas Cry. Las regiones sefialadas como "1 alt" y "3 alt” son
Las regiones marcadas como "2 var" son posibles

posibles blogues 1 y 3 alternativos.

variantes de ese bloque. Los rectangulos indican la posiciéon y el tamano relativo de

cada bloque en la proteina. El color negro indica una homologia alta, mientras que el
Los rectangulos blancos son posi-

gris indica una mayor variabilidad en esa regién.
bles secuencias alternativas con ligera o sin homologia a los bloques canénicos. Las

flechas en la parte superior representan la localizacion de los dominios de las toxinas

CrylAa y Cry3A.
Adaptada de: Crickmore, N., Zeigler, D.R., Feitelson, ]J., Schnepf, E., Lambert, B., Lereclus, D.
Baum, J. y D.H. Dean (1995). Revision of the nomenciature for the Bacillus thuringiensis pestici-
dal cry genes. En "Program and Abstracts of the 28th Annual Meeting of the Society for Inverte-
brate Pathology”. Society for Invertebrate Pathology, Bethesda, M.D., p. 14.
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1.4 La estructura tridimensional dec las toxinas Cry3A y CrylAa

La estructura tridimensional determinada por difraccién de rayos X de la por-
cion toxica de dos miembros de Ia familin de las S-endotoxinas, las proteinas Cry3A (Li
et al, 1991) » CryvlAa (Grochulski et al, 1995), ha revelado que estas moléculas globu-
lares estan estructuralmente org*un/'td'ls en lres domxnxos (Figura 1.2). El dominio
I (Cry 3A, residuos 58 al 290; CrylA'L resxduos 3 3.al 7:3) estﬁ constituido por un rami-
llete de seis a-hélices anfipaticas que rode'1n a otra’ mds bxen hidrofédbica, la a-hélice
5. El dominio II (Cry?A residuos 291 al 300 C suiuos 265 al 461) esta formado
por dos a-hélices cortas v tres laminas B- auup ale s,‘que terminan en asas ("loops'")
en el vértice de la molécula formando un pnsma (Shlmuu 3y Morikawa, 1996). El do-
minio III (Cry3A, residuos 501 al 644; CrylAa, resxduos 463 al 609) estid compuesto de

dos hojas B-plegadas arregladas una sobre otra. -

Los cinco bloques conservados en la estructura prxman'l de la mayor parte de las

toxinas Cry estan localizados en las reglones central y de comurnicacién entre domi-

nios tal comno se describe a continuacién. El bloque 1 estd constituido por la a-hélice

central del dominio I; él contacto entre los doixijnios I 3 II constituye el bloque con-
servado 2; el blogque 3 abarca la iltima 8 del dominio 1I 3 la primera del dominio ITL
Los bloques 4 y 5 corresponden a las hojas B centrales del dominio III (817 ¥ B23) (Li er
al., 1991; Grochulsky et al.,, 1995). La localizacién estratégica de estas regiones su-
giere que por lo menos los miembros de la familia Cry que las contienen pueden tener
un plegamiento similar y por lo tanto un mecanismo de accién semejante. El hecho
de que las proteinas Cry3A y CrylAa que comparten una homologia de tan sélo el 35 %

(Grochulski et al.,, 1995) tengan una estructura cuaternaria practicamente idéntica

apoya esta idea.

Los resultados dec un analisis filogenético de la estructura primaria de las §-endo-
toxinas publicado en fecha reciente indican que la diversidad de estas proteinas ha
surgido fundamentalmente del concurso de dos procesos, la evolucién independiente
de cada dominio y el intercambio de dominios entre diferentes toxinas (Bravo, 1997).
Estos resultados aunados al gran camulo de evidencia experimental obtenida por va-
rios grupos de investigacion han permitido proponer que los tres dominios de las pro-
teinas Cry son estructuras independientes y también han permitido elucidar la fun-
cién o funciones cn la(s) que participa(n) cada uno de ecllos; en algunos casos se ha

podido incluso identificar las regiones y residuos involucrados. En las secciones si-

1



Figura 1.2.- Representacion esquemética en forma de listones de la estructura tridimensional de las toxinas Cry3A (A) y
CrylAa (B) de Bacillus thuringiensis, E! dominio I que se muestra en verde esta constituido por seis o-hélices anfipaticas,
que rodean a otra central de carécter hidrofébico (a-5). El dominio Il mostrado en rojo esta formado por tres liminas -
plegadas que terminan en asas ("loops") en el vértice de la molécula formando un prisma g (seftaladas con flechas). Esta
es la region més diferente entre las dos proteinas. El dominio Il mostrado en morado tiene una estructura de -sandwich
con una topologia tipica de doble hélice.



guientes se describen los aspectos fundamentales del mecanismo de accién de estas to-
xinas haciendo particular énfasis en la informacién que relaciona su estructura y

funcioén.
1.5 El mecanismo de accién de las protefnas Cry

Los sintomas que se¢ observan a partir del primer minuto posterior a que las lar-
vas de insectos susceptibles ingieren los cristales y esporas de Bt son: cese de la inges-
ta, parilisis del intestino, voémito, diarrea, pardalisis toral y finalmente la muerte (Gup-
ta et al., 1985; Aronson et al.,, 1986). Los estudios histopatolégicos han mostrado que las
células columnares dcl intestino medio son las estructuras afectadas inicialmente »,
en particular, su microvellosidad apical, la cual se destruye en su totalidad {Ebersold
et al., 1978; Percy y Fast, 1983). Los efectos en el otro tipo de células de las que esta
constrituido el intestino medio de los lJepidépteros, las células caliciformes (Cioffi,
19844), sor: mas lentos, pero en este caso también se ha observado citélisis (Gupta er wl.,
1985; Bravo et al.,, 1992). El hecho de que los efectos de las proteinas Cry estén confi-
nados a cambios estructurales del epitelio del intestine y» la aparente ausencia de un
periodo de latencia, sugieren que las §-endotoxinas actian a nivel de membrana y no
en el citosol, sin embargo, el nivel de resolucién de las técinicas empleadas hasia el
momento para su localizacién in vivo no permite excluir esta posibilidad. Los dife-
rentes enfoques que se han empleado para estudiar €l mecanismo de accién de las
proteinas Cry indican que éste es un proceso de etapas maultiples (Tabla 1.2) v a

continuacién se describen.

1.5.1 La solubilizacién

Los cristales producidos por las diversas cepas de Bt son insolubles, excepto a pH
alcalino (Gringorten et al.,, 1992). El intestino medio de la mayor parte de las larvas de
insectos susceptibles (lepidépteros, dipteros y algunos grupos de coleépteros) se ca-
racteriza por su alto pH y condiciones reductoras, requerimientos indispensables pa-
ra la solubilizacién eficiente de las inclusiones proteicas (Knowles, 1994). Se ha ob-
servado que la solubilidad de los cristales depende de su composicién especifica de
protoxinas, y que éste es un factor que puede ser importante para la actividad téxica
de estas moléculas (Aronson et al.,, 1991). La baja toxicidad de algunas cepas de Bt se
puede explicar por la baja solubilidad de los cristales que producen (Pietrantonio y

Gill, 1992).



Tabla 1.2- El mecanismo de accién de las protefnas Cry

Caracteristicas

Etapa

El pH alcalino ) las condiciones reductoras
del intestino medio son indispensables para
este proceso

1.~ Solubilizacién del cristal

Participacion de las proteasas predominantes
en el intestino medio (tripsina, quimiotripsi-
na, termolisina y’ catepsinas)

2.- Procesamicnto de las
protoxinas

3.~ Unién al receptor Unién reversible
Uniodn irreversible
- interaccién carbohidrato-proteina
- interaccién proteina-proteina
- interaccién con otros componentes de la
membrana (glicolipidos)

<4.- Insercién en la membrana Cambio conformacional drastico que conduce

a un estado competente para la inserciéon

5.- Agregacién El modelo propuesto contempla que el poro
esta forimado por <4 - 6 molécuias

Tamarno de poro estimado 1 - 2 nm

Conductancia: 25 - 4000 pS

Maltiples estados conductores

Selectividad pobre hacia cationes

7.~ Citolisis Efecto sinérgico de los cristales y las esporas

1.5.2 El procesamiento

6.- Formacién de poro

La mayor parte de las proteinas Cry se producen como productos inmaduros
(protoxinas) que para ser activos deben ser procesados por las proteasas del intestino
medio de los insectos. Puede generalizarse que el procesamiento tipico de las toxinas
Cry1l (130-140 kDa) se da por el corte de los primeros veintiocho residuos del extremo
N-terminal v de los ultimos quinientos del extremo C-terminal, quedando de esta for-
ma un fragmento resistente a proteasas de entre 55 y 65 kDa. H alineamiento de la
secuencia de aminodcidos de los miembros de la familia Cry revel6é que las toxinas de
70 kDa (Cry2, Cry3 y Cryl1) pueden considerarse como formas naturales truncadas de
las proteinas de alto peso molecular (H6fte y Whiteley, 1989). Al parecer algunas pro-
teinas Cry pueden ser procesadas in vitro mas extensivamente en el extremo N-termi-
nal que las de la clase 1. En experimentos de procesamiento in vitro se han identifi-

cado como sitios de corte los residuos 159 en Cry3A (Carroll et al., 1989), 145 en Cry2Aa




(Nicholls et al., 1989) ¥ 2306 » 204 en Cry<4Aa .y Cry-Ba, respectivamente (Angsuthana-
sombat ct al, 1993; Knowles, 1994). Esl‘os*Sitios mapean en las asas entre las hélices o3
¥y a4 (Cry3A y Cry2Aa) ¥ oS5 ¥ o6 (Cry 4Aa y Cry«4Ba). Se desconoce si este proceso tam-
bién ocurre in vivo y si tiene alguna relevancia para la insercion.

El procesamiento es un factor que puede contribuir en la determinacién de la es-
pecificidad. Un ejemplo ilustrativo de ésto es el caso de la toxina CrylAb proveniente
de la cepa IC1 de Bt var. aizawai, la cual es toxica para los lepidépteros ( Pieris bras-
sicae) cuando se procesa con tripsina, y activa para los dipteros (Aedes aegypti) cuan-
do se trata con el jugo gastrico de estos mosquitos (Haider y Ellar, 1989a).

A pesar de que se conoce con cierto detalle como es que ocurre el procesamiento
de las toxinas de Bt, no hay informacién suficiente acerca de las enzimas que estan
involucradas en este proceso. La secuenciacién del extremo N-terminal de los frag-
mentos toxicos de las toxinas Cryl, Cry2 y Cry4 sugiere que las principales endopro-
teasas involucradas son enzimas del tipo de la tripsina, la quimiotripsina y la termoli-
sina (Dai y Gill, 1993). En el caso de los coledpteros se ha encontrado que las enzimas
digestivas predominantes en el intestino medio son de tipo cisteino-proteasas (Thie y
Houseman, 1990) por lo que es probable que estas secan las proteinas involucradas en
el procesamiento de las toxinas de tipo Cry3. Al parecer la tripsina es la proteasa in-
volucrada en la remocién de los primeros veintiocho residuos de la toxina CrylAb, ya
que la mutacién R28D, que previene la activacién mediada por esta enzima, disminuye
la actividad insecticida de la proteina hacia Manduca sexta (Martens et al., 1995).

1.5.3 La uni6n al receptor

Utilizando diversas metodologias se ha demostrado que después de penetrar la
matriz peritrofica, las proteinas Cry se unen a sitios especificos localizados en la mi-
crovellosidad de las células columnares del intestino medio de las larvas de insectos
susceptibles: lepidépteros (Hofmann et al., 1988), cole6pteros (Bravo et al.,, 1992) y
dipteros (Ravoahangimalala er al., 1993).

Se ha demostrado que la unién a estos sitios especificos es la etapa determinante
de la alta especificidad de las §-endotoxinas (Van Rie et al.,, 1989) por lo que diversos
grupos de investigacién han dedicado un gran esfuerzo a entender cdGmo ocurre este

proceso. 1a metodologia mas usada ha consistido en llevar a cabo estudios cinéticos de
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unién y compcetencia utilizando prqteinasmarcadas radiactivamente con yodo y vesi-
culas de membrana de Ia microvclloSidadapic:il (VMDNMA), Con la finalidad de estimar
los parametros de unién, la constante de disociacién (Kg) ¥ la concentracion de sitios
de union (Bmax), se han hecho experimentos donde la toxina marcada se pone a com-
petir con toxina fria (competencia homdéloga), mientras que para conocer si dos toxi-
nas Cry comparten un mismo sitio de unién se han llevado a cabo experimentos de
competencia heterdloga. La mayor parte de los analisis se han hecho con larvas de
lepidépteros y toxinas de tipo Cryl (una revisiéon completa se puede ver en Pietranto-
nio y Gill, 1996), a excepcién de un trabajo en el que se estudid la interacciéon entre la
toxina Cry3A » sus sitios de unidn en las VMMA del coleéptero Tenebrio molitor (Bel-
fiore et al.,, 1994). Se piensa que en los dipteros y demais organismos susceptibles a Bt
también debe haber una interaccién entre las §-endotoxinas ¥ moléculas a las que se

unen de manera especifica, sin embargo, se desconoce cé6mo ocurre este proceso.

De los resultados obtenidos en los estudios de competencia homdloga se puede
generalizar que la constante de disociacién (Kd) entre las toxinas y sus sitios de unién
para el caso de los lepidépteros es del orden de 0.2 a 50 nM, y que la concentraciéon de
sitios de unién (Bmax) va de 0.4 a 62 pmoles/mg de proteina de vesiculas (Pietrantonio
¥ Gill, 1996). Para el caso de la toxina Cry3A y las VMMA de 7. mcoliror se determiné
que Ia Kg & Bmax es de 17.5 nM y 304 pmoles/mg de proteina de vesiculas, respectiva-

En la mayor parte de los analisis se ha encontrado que

mente (Belfiore et al.,, 1994).
Los re-

existe una correlacién positiva entre los parametros de unién y la toxicidad.
sultados de los primeros experimentos en 1os que se usaron cepas de insectos resisten-
tes para estudiar este proceso apoyaron la idea de que la unién esta correlacionada
con la susceptibilidad, dado que los insectos resistentes mostraron pérdida de los sitios
de union (Ferré et al., 1991), o bien, una disminucién significativa (Van Rie et al.,
1990a). Sin embargo, sc han reportado varios casos tanto de cepas susceptibles como
resistentes para las que los parametros de unién no correlacionan con la toxicidad
(Wolfersberger, 1990a; Gould et al.,, 1992; Ihara et al.,, 1993; Estada y Ferré, 1994; Escri-

ché et al., 1994; Lee et al, 1995a; Wright et al., 1997).

Los estudios de competencia heterédioga han revelado que la unién no es un pro-
ceso simple ya que las toxinas pueden unirse a mas de un sitio en el intestino de su
blanco, y tambié¢n se presenta el caso en el que varias toxinas pueden competir por
un mismo sitio de unioén. Un ejemplo que ilustra esta complejidad es el de Heliothis vi-
rescens, especice en la que la toxina Cry 1 Ac se une a varios sitios y éstos son diferentes
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de aquél por el que compiten dos toxinas muy relacionadas, CrylAa y CrylAb (Van Rie

et al., 1990b; MacIntosch et al., 1991).

1.5.3.1 Unioén reversible e irreversible

Los estudios de competencia homdéloga han mostrado que la cinética de unién de
las 8-endotoxinas a las VNMMA de los insectos susceptibles es bifasica, donde el com-
ponente mayoritario es irreversible (Hofmann et al., 1988; van Rie et al.,, 1989). La
validez de los resultados de los estudios descritos en la seccién anterior es cuestionable

ya que el andlisis de los datos se basa en el supuesto de unién reversible, por lo que Ia
etapa irreversible se ignora en los cidlculos de Kq ¥ Bmax. Los experimentos en los que
se analiza la cantidad de toxina unida de manera irreversible a la membrana y que no
puede ser desplazada en ensayos de competencia homologa o heterdloga (ensayos de
desplazamiento) hun meoestrado ser mas tatiles en el entendimiento de este fenémeno

Ahora se sabe que la interaccién inicial entre la

(Chen et al.,, 1995; Liang et al., 1995).
toxina y su sitio de unién (unién reversible) es un requisito para la toxicidad pero no

Los eventous posteriores taies como la unién irreversible y la insercidn

es suficiente.
Un ejemplo que

en la membrana parecen estar mas correlacionados con la toxicidad.
ilustra la utilidad de anaiizar separadamente los componentes reversible e irreversi-
ble de la unién es el caso de las toxinas Cry1Ab y CrylAc y el lepidéptero Lymantria
dispar. El analisis clasico indicé que ambas proteinas comparten el mismo sitio de
unioén, siendo Cry1Ab 400 veces mas potente; aunque el numero de sitios de unién es

similar para ambas toxinas, la menos potente (CrylAc) se unié con mayor afinidad
Esta paradoja quedoé resuelta al encontrarse que a pesar de

(Wolfersberger, 1990a).
que CrylAb se une con menor afinidad lo hace de forma mas irreversible si se com-

para con CrylAc (Liang et al., 1995).

Una metodologia alternativa para estudiar la interaccion de la toxina y sus si-
tios de unién es la llamada resonancia de superficie ("surface plasmon resonance").
En este sistema uno de los reactantes (toxina o vesiculas) se inmoviliza en una capa
hidrofilica de dextrana sobre la superficie de un sensor de oro colocado dentro de una
microcelda; cuando se hace pasar un flujo del otro componente y se lleva a cabo la
unioén, el incremento en la masa total que estid unida al sensor cambia el angulo de la
luz polarizada que se refleja de la superficie del mismo; este cambio se detecta por me-
dio de un arreglo de diodos. Al conectar este instrumento a una computadora personal
es posible medir la asociacién y disociaciéon del complejo toxina-receptor en tiempo




real y no en: condl |on de equlhbrlo LOlTlO eb cl L.lbo de los e\perlmentos en los que

na Crvl Ac y las VMI\U\ dé vPlutella \ylostelh Masson et al., 1995a) En ambos estudios

se encontré que la alta "lfil‘lld’ld ‘de. umén en e las’ toxxnas V sus sitios de unién se de-

be principalmente a la muy baj’l tasa de dxsocncxén del complejo formado, la cual en
ambos casos resulté ser menor de 10-5 's-1."'La’informacién que se obtiene utilizando
este sistema puede ser muy valiosa ya que al ‘analizar separadamente las velocidades
de asociacién y disociacién del complejo toxina-receptor se pueden encontrar altera-
ciones que no siempre son evidentes en el equilibrio (Masson et al.,, 1995a). Este as-
pecto podria tener particular relcvancia para el analisis de proteinas mutantes que
estén afectadas en la interaccién irreversible con el receptor.

1.5.3.2 Naturaleza dbioquimica del receptor

Se han hecho importantes esfuerzos dirigidos a la identificaciéon, purificacion y
caracterizacion de la(s) molécula(s) que sirve(n) de receptor(es) a las d-endotoxinas
en la microvellosidad apical de las células columnares del intestino madio. La meiodo-
logia mas empleada ha sido separar las proteinas de las VMMA en electroforesis en gel
de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes y posteriormente transferirlas a
papel de nitrocelulosa; lIa unién especifica de la toxina a alguna de las bandas se reve-
la con un anticuerpo antitoxina y lucgo con un segundo anticuerpo dirigido contra el
primero o bien con la marca de la toxina (biotina-estreptavidina o 1251) ("ligand blot-
ting"). Es discutible que la proteina de unién conserve su estructura nativa en estas
condiciones y que pueda interactuar de manera especifica con la toxina, pero al pare-
cer asi ocurre. Esta evidencia sugiere que el sitio que reconoce la toxina en la protei-
na de unién e¢s un epitope muy pequerio o bien un carbohidrato, dado que una gran
parte de las proteinas de la microvellosidad apical estin glicosiladas (Cioffi, 1984).
Haciendo este tipo de experimentos se ha encontrado que para la mayoria de las toxi-
nas Cry1l estudiadas las moléculas a las que se unen con alta afinidad son glicoprotei-
nas de entre 63 y 220 kDa (Haider y Ellar, 1987; Oddou et al., 1991; Garczynski et al.,
1991; Knowles et al., 1991; Indrasith y Hori, 1992; Oddou et al., 1993). Se propone que la
interaccién inicial es la existente entre la toxina y el carbohidrato del receptor,
mientras que la unién irreversible se asocia con una interaccién mas estrecha entre

la toxina y la parte proteica de éste (Liang et al., 1995).
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l.su_ tipo de. csludnoa [i°H 'Iun xncipienlc para cl caso de los coledSpteros y los dipte-

ros. Se cncontr() que ‘or LO]GOP[CI‘ _I‘enebno mohtor la molécula de unién es una
proteina de 1444 KDa ‘( 3c L., 1994), mlentr'ls que una banda de 148 kDa y otra
de 78 kDa se |dent{f‘car 1‘como las’ protelnas de unién para la toxina CryllAa en las
s “Anopheles s_ljephen,sl y Tipula oleracea (Feldmann er al.,

vesiculas de los mosqul‘ DS
1995), respecu_va.mente.

Los mayores avances en el esclarecimiento de la naturaleza biogquimica de las
proteinas de unién, los posibles receptores para las proteinas Cry1l, se han obtenido
durante los tres ultimos anos. En la Tabla 1.3 se enlistan los resultados que se tienen
a la fecha en este sentido. La mayor parte de los andlisis muestran que las proteinas
de unién para las toxinas Cryl1Aa, CrylAb, CrylAc y Cry1C en Manduca sexta (Knight
et al., 1994; Sangadala et al., 1994; Luo et al.,, 1996), Heliothis virescens (Gill et al.,
1995), Lymantria dispar (Valaitis et al., 1995; Lee et al., 1996a), Plutella xylostella (De-
nolf et al., 1996; Luo et al., 1997) y Bombyx mori (Yaoi et al.,, 1997), son miembros de la
familia de las aminopeptidasas de tipo N (E.C. 3.4.11.2) con peso molecular cercano a
120 kDa. Existe cierta controversia acerca de cual es la proteina de unién para la texi-
na CrylAb en M. sexta ya que mientras que un grupo encontré se trata de un miem-
bro de la familia de las caderinas {(Vadlamudi et al., 1993), otro la identificé como una
aminopeptidasa N (Denolf et al., 1996).

Tabla 1.3 - Las protefnas de unién y probables receptores para
las 5 -endotoxinas

Toxina Insecto Tamano Identidad Referencia
(kDa)
CrylAa Bombyx mori 120 Aminopeptidasa N Yaoi et al.,, 1997
CrylAb Manduca sexta o 210 Caderina Vadlamudi et al.,1995
CrylAb Manduca sexta 120 Aminopeptidasa N Denolf et al., 1996
CrylAb Plutclla xylostella 120 Aminopeptidasa N Denolf et al., 1996
CrylAc Manduca sexta 120 Aminopeptidasa N Knight et al., 1994
Sangadala et al.,1994
Cryl1Ac Heliothis virescens 120 Aminopeptidasa N Gill et al., 1995
CrylAc Lymantria dispar 120 Aminopeptidasa N Valaitis et al., 1995
CrylAc Plutella xylostella 120 Aminopeptidasa N Luo et al., 97
LCryl1C Manduca sexta 106 Aminopeptidasa N _Luo et al, 1996



Sc ha dcmoslrado quec.al menos una proporuon de la aminopeptidasa N (APN) es-
ta unida“a’ Ia' membr'ln'l medxanle un .uul.x de glxcomlfoshudxlinosnol (GFl) (Garc-
zynski'y. Adang, 1995). Il andlisis de la sccuencm de dos de las proteinas de unidn pa-
ra. CrylAc en 1\I. sexta (Knight er al., ]993) 3 ‘H. virescens (Gill et al., 1995) que se han
clonado ll‘ldlC:l que el GFI estda unido a.la prolelha en su extremo C-terminal. El ancla
de GFI ¢s' susccpnble a la accién de una fosfohpasa C especifica enddégena del insecto
que la‘fco‘nvierte en una forma soluble de 115 kDa (Lu y Adang, 1996). Esta forma solu-
ble vfetidnc su capacidad de unir a la toxina y lo hace de manera especifica.
plo que ilustra la especificidad de la interaccién entre las toxinas Cry y sus proteinas

de unién es el de las APN de AL sexta, que unen exclusivamente CrylAc o Cry1C pero
Se ha demostrado que la N-

Un ejem-

no muestran reconocimiento cruzado (Luo et al, 1996).
acetil-D-galactosamina (NAGal) inhibe de manera especifica la unién entre la APN vy

la toxina Cryv1lAc en AL sexta (Knight er al., 1994; Masson et al., 1995b), H. virescens

(Gill et al., 1995), L. dispar (Valaitis et al.. 1993) y P. xylostella (Luo et al.,, 1997). Esto

sugiere que la proteina de unién es un glico-conjugado que contiene NAGal y que este

azucar participa directamente en la interacciéon entre ésta y la toxina.

Se ha evitado usar el término "receptor" ya que a excepcién de un caso (Sanga-
dala er aj., 1994) no se ha demostrado que estas proteinas de unidon tengan la funcién
biolégica de éste, es decir, reducir la concentracién de toxina a niveles nano o pico-

molares para que ejerza su accion de dario en las membranas de los insectos.

1.5.4 La insercién en la membrana

La fase irreversible de la unién de las §-endotoxinas a las VMMA que contienen a
sus receptores suele considerarse como una evidencia de que las proteinas Cry se in-
sertan en la membrana para luego causar como consecuencia final la destruccion del
tejido intestinal de las larvas de insectos susceptibles (Van Rie et al., 1989; lhara et al.

1993; Liang et al., 1995).

Se ha demostrado que a dosis micromolares las proteinas Cry son capaces de inte-
ractuar con membranas lipidicas artificiales ¢ insertarse en las mismas, haciéndolas
permeables a cationes (English et al., 1991) y solutos neutros relativamente pequefios
(Yunovitz y Yawetz, 1988; Haider y Ellar, 1989b). Se comprobd que la capacidad de la
toxina Cry1C para interactuar con una membrana modelo y disipar el potencial trans-

membranal, aumenta de forma sustantiva al disminuir ¢l pH (pH < 5), y que ésto esta
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corrclacionado con el aumento en la hidrofobicidad de la superficie de la molécula
(Butko ct al., 1994).: Estos datos sugieren que en estas condiciones in vitro, la proteina
sufre un cambio conl‘ormacxonnl que la lleva a un estado competente para la inser-

cién. Es pos:ble que'in v}xyo_ sc logre una transicién a un estado conformacional simi-

lar, por e;emplo po

plejo tO\ina-recepto
relevantes (pM‘ 1N Ij1 S—endotoxmas no parecen insertarse de manera espontanea

ioléglcas que carecen de los receptores especificos para ellas

unién al receptor o por procesamiento proteolitico del com-
s'importaute senalar que a concentraciones fisiolégicamente

en las membr'ur\s
(Knowles, 199

iente llevado a cabo con una colonia de Fl. virescens resistente
esta cepa contiene los genes crylAa, crylAb, crylAc, cry2Aa y
cry2Ab) se.e jue no hay diferencia en los componentes reversible e irrever-

sible de la unié proteina CrylAc a las VMMA de esta especie cuando se compa-
raron con los obt rudos usando vesiculas de una cepa sensible (Lee et al., 1995a). Es-
tos rPsultados indlcan que la unién irreversible es una etapa que precede a la inser-
cion, pero ponen de manifiesto que son procesos distintos. Se desconoce cémo es que
sucede la insercién, sin embargo, los resultados de los estudios de mutagénesis diri-
gida llevados a cabo por miuiltiples grupos de investigacién han pcermitido tener los
primeros indicios de las regiones y residuos que pudieran estar involucrados en este
proceso; esta informacion se discute con detalle en 1a seccién 1.6.

En un;
a la cepa HD-

1.5.5 La agregacién

Haciendo experimentos de proteccién osmoética se ha encontrado que después de
unirse al receptor e insertarse en la membrana, las proteinas Cry forman poros con
un diametro estimado de 1 a 2 nm (Knowles y Ellar, 1987). El tamarfo de estos poros y
la aparicion frecuente de maultiples estados de conductancia en los estudios de la acti-
vidad dc las proteinas Cry en bicapas lipidicas planas (Slatin et al., 1990; Schwartz et
al., 1993a; Grochulski et al., 1995; Schwartz et al., 1997) se han considerado como evi-
dencias de la formacién de diversos estados de agregacion de las §-endotoxinas. Se ha
reportado que las toxinas CrylAa, CrylAc (Feng y Becktel, 1994) y Cry3A (Walters et
al., 1994) forman oligémeros en solucion, sin embargo, se desconoce cual es el meca-
nismo por ¢l cual estas proteinas se agregan, asi como las regiones que pudieran estar

involucradas en este proceso.
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1.5.6 La formacion del poro

La idea de que las toxinas de Bt actuan alterando la permeabilidad de la mem-
brana de las células del intestino medio surgié desde hace casi cuatro décadas (Heim-
pel ¥y Angus, 1939; Angus, 1968). En la Tabla 1.4 se presentan las diferentes estra-
tegias que se ha usado para estudiar la actividad de formacion de poro de las proteinas

Cry en presencia de sus receptores nativos.

Tabla 1.4 - Metodologias utilizadas para estudiar la actividad de
formacién de poro de las toxinas Cry en presencia de su receptor

Material

Referencia
——

Metodologia

Inhibicién de la corriente de corto
circuito (Icc)

inhibicién de cotransporta de
aminoa&cidos-K+

Liberacién de 3H-alanina y

uracilo
Liberacién de 86Rb-K+

Proteccién osmotica por rafinosa y
sacarosa

Patch clamp, [Ca2+] (fura 2)

[K+] ¥ pH (PBFI, BCECF)

Cambios en el potencial de
membrana (dis-C3-5)

Cambios en el potencial de
membrana (electrodos)

Dispersion de la luz

Apagamiento de la fluorescencia
de la carboxifluoresceina

Intestino medio aislado
VNMA

VMMA

VMMA-lipidos

APN 120 kDa - FA 65 kDa de
Manduca sexta - lipidos
Células CF-1

Células Sf-9

Células Sf-9

VMMA
Intestino medio aislado

VMMA
VMMA

VMMA

Griego et al.,, 1979
Liebig et al., 1995

Sacchi et al., 1986

Hendrickx et al.,
1990

English et al., 1991
Sangadala et al.,
1994

Knowles y Ellar,
1987

Schwartz et al.,
1991

Vachon et al., 1995

Uemura et al., 1992
Lorence et al., 1995

Peyronnet et al.,
1997

Carrol y Ellar, 1993
Carrol y Ellar, 1997

Ver Tabla 1.5

Bicapas lipidicas planas (BLP)



Un sistema que se ha cmpleado con I'récuencia es el monitoreo de los cambios en
la corriente de corto circuito (lcc) en 111test1nos medxos :uslados. La Icc es una medida
indirecta del transporte activo de -iones. de da- hemohnfa al lumen (Chen et al., 1993).
Al agregar toxinas del lado lumu-nl decliinte txno(‘medxo diversos autores han obser-
vado que después de 5 a 60 minutos la Icc cae tota.l ‘© phrcualmente como respuesta a la
formacién de una via de permeabxhdad adventl i Gncgo et al.,, 1979; Liebig et al.,
1994). Usando esta metodologia s¢ demostré ciue el Baz"', un agente que bloquea cana-
les de potasio (Hille, 1992) y canales poco selcct;vos a cationes, es capaz de proteger e
incluso revertir el cfecto de las toxinas CrylAa, CrylAb y CrylAc en el intestino de

Manduca sexta (Crawford y Harvey, 1988).

La entrada de aminodcidos (a.a.) a través del epitelio del intestino medio larvario
depende de la existencia del potencial eléctrico transmembranal. Los a.a. entran al
citoplasma de las células columnares a través de seis diferentes sistemas simporte de-
pendientes de voltaje que estan localizados en la microvellosidad apical (Gill et al.,
1992). Se ha demostrado que al afectar la permieabilidad de la membrana apical, las
proteinas Cry1l inhiben el cotransporte a.a./K¥ en VMMA de lepidépteros. Usando esta
metodologia se ha encontrado que las §-endotoxinas aumentan la permeabilidad de la

membrana blanco al K* (Sacchi et &l., 1986), al K+ y al Nat (Wolfersberger, 1990b) e
incluso a la alanina (Hendrickx et al., 1990).

La principal critica que se ha hecho a los resultados obtenidos al analizar el
efecto de las proteinas Cry en la inhibicién tanto de la Icc como del cotransporte a.a.”/

K+, es que la informacién obtenida es tendenciosa, debido a que ambos sistemas estan

intimamente ligados al transporte de este ién. Por esta razdén diversos autores han di-

seniado y/o adaptado nucvos sistemas de analisis que permitan determinar la natura-
leza del efecto de estas toxinas en el tejido blanco. Tres sistemas diferentes han em-
pleado VMMA como material de trabajo. Un primer enfoque consistié en estudiar con
una sonda fluorescente los cambios que produce la toxina CrylAa en el potencial de
membrana de las vesiculas de Bombyx mori, encontraindose que ésta aumenta la per-
meabilidad de la membrana tanto para cationes monovalentes como para divalentes
(Uemura et al.,, 1992). En otro caso se analizé el efecto de CrylAc en VMMA de M. sexta
monitoreando los cambios en la dispersion de la luz debidos a cambios en el volumen
de las vesiculas; en este caso sc observé que CrylAc aumenté la permeabilidad tanto
gluconato~™) como para cationes (K+, Na+t, tetraetilamonio*)

para aniones (Cl-, SCN-,
Las diferencias en el indice de refraccién de los solutos, los

(Carrol y Ellar, 1993).



cambios en la dispersion de la luz independientes del volumen de las vesiculas ¥ los

artefactos asociados con el movimiento y agregaciéon de las mismas son algunas de las
Por estas razones los autores propu-

razones que limitan el uso de este tipo de ensayo.
sieron una alternativa basada en el monitoreo del volumen intravesicular medido co-

mo el apagamiento de la fluorescencia de la carboxifluoresceina en VMMA de M. sexta
Usando este sistema se observd que CrylAc forma poros que

(Carrol ¥ Ellar, 1997).
permiten el flujo libre de la rafinosa, molécula con un diametro de 1.4 nm, y utilizan-

do no clectrolitos de tamario creciente estimaron que el diametro limitante de poro es
Los resultados de estos tres ul-

de entre 2.4 y 2.6 nm en condiciones alcalinas (pH 9.0).
timos sistemas deben considerarse con cuidado, ‘ya que ellos muestran el efecto que las
proteinas Cry causan en la membrana bioldgica después de una hora de interaccién,
por lo que es cuestionable gque el efecto observado corresponda a la accidén primaria

de estas toxinas en el tejido blanco.

Ortro tipo de enfoque ha consistido en estudiar la capacidad de formacién de poro
Se encontroé que la rafinesa y la sa-

de las toxinas Cry en células de insecto en cultivo.
carosa fueron capaces de proteger osmoéticamenie a ias células de la linea CF-1 de Cho-

ristoneura fumiferana de la accién de las toxinas CrylAa, CrylAb y CrylAc y asi evi-
Por oira paitea los resultados de un estuedio de

tar la citdlisis (Knowles y Ellar, 1987).
"patch clamp" de los canales iénicos formados por la toxina CrylC en las células Sf-9

provenientes del ovario de Spodoptera frugiperda revelaron que esta toxina forma
canales anidénicos de 26 pS en ambos lados de la membrana, y usando el colorante
fura-2 se encontré también que causa un aumento inmediato de la concentracién de
CaZ2+ intracelular. Con esta evidencia en mente los autores propusieron un modelo de
accién que involucra la internalizacién de la molécula (Schwartz et al.,, 1991). Usaudo
esta misma linea celular y dos sondas fluorescentes se demostré que Cryl1C aumenta la
permeabilidad de la membrana de las células al menos para el H*, el K+ v el Na* (Va-
chon et al.,, 1995). La principal critica que se ha hecho a este tipo de ensayos es que ¢l
origen de las células utilizadas es muy diferente al de su blanco natural, las células
columnares del intestino medio. Es cuestionable en este mismo sentido que los recep-
tores para las toxinas Cry se expresen en estas células y por lo tanto que el efecto ob-

Por estas razones deben considerarse con

servado corresponda al que sucede in vivo.
cuidado las conclusiones a las que se ha llegado usando este material bioldgico.

Una metodologia alternativa para estudiar la formacion del poro consistié en la
medicién del efecto de diversas §-endotoxinas en ¢l potencial cléctrico de la membra-




na apical de intestinos medios J.lbl..ldob usando m:croeleu.rodos (Peyronnet et al, 1997).
La adicion de la proteina Cr»elAa’a la qQue Lymantr! spar > B. mori son muy sensi-
bles causd una dcpol'lrl/'tuén r.’lplda, 1rre\'ers|ble b dependncnte de 1a dosis; otras to-
xinas menos potentes para L. d:spar (Cry lAc, Crle ¥ Cryll:) produjeron un cefecto si-
milar, a pesar de que en el bxoensayo su potencna result

relatnvamentc baja. Aunque
esta técnica permite discriminar entre las toxinas activas e inactivas, al menos para
el caso de L. dispar la habilidad de estas proteinas para alterar el potencial de la mem-
brana apical no refleja su potencia hacia la larva completa, ésto sugiere que existen
otros factores in vivo que influencian el nivel de toxicidad de las proteinas Cry.

1.5.6.1 La funcién del receptor en la formacion del poro

Se han propuesto varios modelos acerca de las posibles funciones del receptor en
Ja formacién del poro (Knowles v Dow, 1993). Una primera posibilidad es que el re-
ceptor per se sea una canal idnico que se active por la unién de la toxina. Si este fue-
ra el caso se esperaria observar una correlacién directa entre Ia unién y la forma-
cién del poro, pero como se cité antes, ésto no sucede para todas las toxinas Cry. Otra
posibilidad es que la toxina y el receptor, en conjunto, formen el poro. La evidencia
que apoya esta idea se obtuvo al estudiar los canales formados por CrylAc y CrylC en
bicapas a las que previamente se incorporaron vesiculas de Manduca sexta (Martin y
Wolfersberger, 1995) v Spodoptera frugiperda (Lorence et al.,, 1995), respectivamente.
En ambos casos se encontré que la conductancia y propiedades cinéticas de los canales
formados por esas proteinas difieren en presencia y ausencia de su receptor (Tabla

1.5). Esta evidencia aunque incipiente hace pensar que es plausible la participacién
directa del receptor en la formacion del poro.

El receptor podria también catalizar la asociacién o insercién de la toxina en la
membrana, sin participar en la formacién del poro. Dicha catalisis podria consistir
en aumentar la concentracion efectiva de toxina en la superficie de la membrana, o
bien inducir un cambio conformacional que conduzca a la toxina a un estado compe-
tente para la insercién. En el primer caso se esperaria que las toxinas a altas concen-
traciones fueran capaces de formar poros en ausencia de su receptor. Diversos gru-
pos de investigacion han obtenido evidencia que sustenta esta propuesta al estudiar la
actividad de formacién de poro en bicapas lipidicas planares (Tabla 1.5). Usando es-
te sistema se han analizado proteinas de las clases Cryl, Cry2, y Cry3. Todas ellas for-
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Tabla 1.5 -

Anlisis de la actividad de formacion de poro de las proteinas Cry en bicapas lipidicas planas

(0.6 pg/ml) ﬂe_rda {30 ng/mi)

Toxina  Region Composicion de pll  Conductancia Selectividad Referencia
{proteina] la bicapa (pS) Px+/P()-

Crv3A  ahélice 5 LC(3:]) 74 30-1000 ND. Gazit et al., 1994
(16 ug/ml)

CrylAc o hélice § FEo FEFC (3:1) 40 W Catibnica  Cumming et al,, 1994

. {0.18 yg/mi)

CrylAc  dominio | DifFC 95 >600 Cationica ~ Walters et al,, 1993
(3 ug/ml)

Cry3Bb  dominio [ AoDiFFC 95 80- 1000 2-31  Von Tersch et al,
(10-20g) 1994

CrylAc toxina A 97 600 2511 Slatin et al,, 1990
(32 pg/ml)

Cry3A  toxina AC(2:1) 97 4000 251 Slatin et al.,1990
(23 pg/ml)

CrylC  toxina FEFC:.C(7:2:1) 95 100-200 Catidnica  Schwartz et al,, 1993
(25-15ug/ml) 60 25-35 Aniénica

Cry3Bb  toxina AoDiFFC 93 80-1000 2-3:1  Von Tersch et al,
(10-20 ) 19%4

Cry?A  toxina AODIFFC 70 25(V) Canales no  English et al, 1994
(10-20ug) selectivos

CrylC  toxina DiFFC 90 120 71 Diaz, 1995
(60 pg/ml)

CrylAa toxina FEFC:C(7:2.1) 90 452 Catidnica  Grochulski et al,, 1995
(1-20 yg/ml)

CrylC  toxina Células Sf-9 patch ND. 2 Anidnica  Schwartz et al, 1991
{40 pg/ml) clamp {(célula unida)

CrylAc  toxina L + VMMA M.sexta 96 13,000-50,000 ND. Martin y Wolfersber-
(10 pg/ml) (100 ng/mt) 88  2,000-3,000 ger, 1995

CrylC  toxina DiFFC + VMMA S.fru- 90 360-1,900 81 Lorence et al., 1995

Notas: A = asolectina, C = colesterol, DifFC = difitancilfosfatidilcolina, FC = fosfatidilcolesterol, FE = fosfatidiletanolamina,
L =lecitina de soya, N.D. = no determinado, VMMA = vesiculas de membrana de la microvellosidad apical.

L €4




tiones,"aunque en uno de los casos se

man canales con cierta hrc(’crenci.‘l haCi ]
ha observado que la .sclccuv:d'ld v.1r ia’ con 'I-I:(Sch’\vartz et al.,, 1993a). La conduc-
tancia de los canales v1r|.1 entre 25 ) 4000 pS én’tddos los casos se han observado
La paricxén de estos subestados se ha consi-
roteh}as‘CrV actuan en la membrana en forma

varios estados o niveles. de condu, mncx
derado como una evxdcncia de’ que:las
de agregados u ohgémcros.

Otros resultados que Lan'lblen 1poyan la idea de que el receptor funciona aumen-
tando la concentracién efeclwa de toxxna en la membrana consistieron en mostrar
que la presencia de la mlcrovellosxdad aplcal de Heliothis virescens reduce en tres or-
denes de magnitud Ia concenlracxén ‘de Cry1Ac necesaria para aumentar la permeabi-
lidad al 86Rb-K*+ de vesiculas snntetncas. Se obtuvieron resultados similares al purifi-
car y reconstituir en vesiculas sintéticas la aminopeptidasa N de M. sexta y una pro-
teina de 65 kDa con actividad dé fosfzirasa (Sangadala et al., 1994). Esta es la primera
demostracién in vitro de que una de las proteinas de unién identificadas funciona co-

mo receptor.

Hasta la fecha en ninguno de los trabajos publicados se¢ ha podido hacer un ana-
lisis detallado a nivel de canal Gnico que permita contestar algunas de las preguntas
fundamentales que se tienen a este respecto como por ejemplo jcudl cs la unidad mi-
nima capaz de formar poro (una o varias moléculas de §-endotoxina)?, jcual es la fun-
cién del receptor en esta actividad? y jqué region y residuos especificos forman parte

del canal?, entre otras.

1.5.7 La citélisis

El efecto de la actividad formadora de poros de las §-endotoxinas en la membrana
blanco depende principalmente del medio ambiente celular (Gill et zal., 1992; Knowles
y Dow, 1993; Knowles, 1994). Se ha propuesto que las proteinas Cry causan la muerte
de las células epiteliales al inactivar el sistema que mantiene el gradiente de pH (Wol-
fersberger, 1992) o por citdlisis osmética (Knowles y Ellar, 1987). La evidencia que
sustenta la primera hipétesis es aquélla que sefniala que, de alguna manera, las toxinas
de Br aumentan la permeabilidad de la membrana a los cationes, la cual, en condicio-
nes fisiolégicas, se¢ propone es poco permeable al K+ (Wolfersberger, 1992). La hip6-
tesis de citdlisis osmética esta avalada por la evidencia que indica que la lesion forma-
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da por las S-endotoxinas permite no s6lo es paso de iones, sino también de agua y mo-
1éculas de mayor tamaio.

La consecuencia que trae consigo cualquiera de las dos alternativas planteadas
es la alteraciéon de la permeabilidad selectiva de 1a microvellosidad apical. Esto causa a
su vez que sc colapse la diferencia de potencial y por tanto se pierda la fuerza motriz
que dirige la entrada de aminoacidos al interior celular, asi como la redistribucién de
los cationes entre ¢l lumen y el citoplasma. Se considera que el efecto mas devastador
de este proceso es la alcalinizacion del citoplasma, ya que ésto interfiere con el meta-
bolismo celular normal, y causa como consecuencia final 1a destrucciéon del epitelio
intestinal (Harvey, 1992; Wolfersberger, 1992). Una vez que las células columnares y
caliciformes se destruyen, las esporas de Bt tienen acceso a la hemolinfa, medio en el
que proliferan. Se ha demostrado que en algunos casos el efecto de las proteinas Cry
y las esporas es sinérgicc (Johnson y McGaughey, 1996) y que algunas de éstas con-
tienen toxina en la superficie, 1o que asegura su acceso a la hemolinfa (Du y Nic-
kerson, 1996b). La consecuencia final! de la destruccion del intestino medic y la proli-
feracidén de bacterias en la hemolinfa c¢s la muerte de las larvas por inanicion y scp-
ticemia.

1.6 La funcién de los dominios ], 11 y III

Varias lineas de evidencia experimental obtenidas por miltiples grupos susten-
tan la idea de que los dominios I, 11 y 111 de las proteinas Cry son estructuras indepen-
dientes Las Tablas 1.6 y 1.7 muestran un resumen de los estudios de mutagénesis si-
tio-dirigida que han permitido elucidar la funcién en que participa cada uno de ellos.
Esta informacién se presenta a continuaciéon de acuerdo a las etapas secuenciales en
que se ha dividido al mecanismo de accién.

Solubilizacién: La determinaciéon de la estructura de la proteina Cry3A reveld que
existen por lo menos cuatro puentes salinos intercatenarios que la estabilizan (Li et
al., 1991). Esto podria explicar las propiedades de solubilidad de esta toxina, la cual se
disuclve tanto a pH acido (3.9 a 4.2) como a pH alcalino (9.5 a 11.3) pero permanece in-
soluble en la regién neutral de pH (Koller et al., 1992). Cry3A es activa contra larvas
de escarabajos decl tipo de los crisomélidos cuyo pH intestinal es ligeramente acido
(Weltens ct al.,, 1992); en cste caso se presume debe haber otros factores en el conteni-
do intestinal que premucven la solubilizacion de esta toxina.



Respecto de las prOlCln'lS ,d‘- l.l cl'lsl. 1, l1a elucidacion de la estructura de la toxina
]as c‘lr:lctenstuas que determinan las propiedades de
1 este caso se sabe que como en todas las §-endotoxinas
tmtivqs, es indispensable el medio ambiente reductor

Cry1Aa ha permitido Lonocer,
solubilidad de esta molécula.

que se producen como’ formas
para solubilizar los puentes dxsull‘uro que son abundantes en la mitad C-terminal que

es eliminada por cortes protcohucoe su(.es:vos en la siguiente etapa del mecanismo de
Se encontré que a excepcion de dos residuos, todos los aini-

accién (Knowles, 1994).
noiacidos de caracter bﬁblCO dc ]a parte activa de Cry1Aa son argininas (Grochulsky et

al., 1995). Los resultados de la comparacién de la secuencia de aminoiicidos de las pro-

teinas Cryl revelaron que la predominancia de argininas es una caracteristica gene-

ral de todas ellas. Se propone que ésta es una adaptacién evolutiva de las toxinas que
actaan en el intestino medio de lepidépteros: el muy alto pKa de la arginina (12.5) ase-
gura que la mayor parte de las cadenas laterales estén cargadas, aun en las condicio-

nes mas alcalinas, 1o que no sucede en el caso de los residuos de lisina cuyo pKa es de
10.8 (Grochulski et al., 1995).

Procesamiento: Diversos trabajos han confirmadc la presencia de un sitio conservado

de procesamiento en el extremo N-terminal de las toxinas de tipo Cryl (R27/28, Bietlot
n el extremo C-ter-

et al.,, 1989). En contraste, la posicién del sitio de proccsamientn er
minal en estas mismas toxinas no parece ser constante ya que se ha localizado en la
region 609 a 630 y no en un sitio especifico (Héfte et al.,, 1986; Wabiko er al.,, 1986; Hai-
der y Ellar, 1989a; Martens et al., 1995 y Strizhov et al., 1996). En este sentido se ha
confirmado la participacién de los residuos que conforman la hoja B-plegada 23 (blo-
que conservado 5) que forma parte del dominio III de las toxinas CrylAb (Martens et
al., 1995; Wabiko ¥ Yasuda, 1995) y Cry4Aa (Nishimoto et al, 1994) en el mantenimien-
to y estabilidad de la estructura, dado que las proteinas mutantes resultaron mas sus-
ceptibles a la accién de la tripsina (Tabla 1.6). Estos datos confirmaron la hipotesis
de los autores de la estructura tridimensional de la toxina Cry3A quienes predijeron la
importancia de la conservacion de esta regién g-plegada para permitir su interaccién

con el dominio I y, de esta manera tener una estructura globular estable y resistente

a la accién de las proteasas (Li et al., 1991).

Union: Las primeras evidencias que sugirieron la participacién del dominio II en la
interacciéon con el receptor se obtuvieron al intercambiar las regiones menos con-

servadas (hipervariables) cntre tres toxinas muy similares entre si (CrylAa, CrylAb
intercambio de especificidades

¥ CrylAc) y observar que dicho proccso resulté en el
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Tabla 1.6 - Estudios de mutagénesis en los dominios 1l y Ill de las proteinas Cry

Toxina

Region  Mutacion Insecto Efecto unién Efecto toxicidad _ Referencia
DOMINIO I
CrylAb asaa-8  G282A-S283L L. dispar Disminucion afini- Disminucién Lee et al,, 1996b
dad (Kd 9X) 10 veces
CrylAc asal G31zv M, sexta Disminucion unién Disminucion Smedley y Hiar,
irreversible 6 veces 199%
Cry3A asal N353A-D354A T, molitor Pérdida union Pérdida total Wu y Dean, 1996
inicial
CrylAa asal Delecion o sus- B, mori Disminucion afini- Disminucién Lu etal.,, 1994
titucion alanina dad (Kd 11X) 1000 veces
365LYRRI1L37!
CrylAb asa2  Delecion M. sexta Disminucion unién Disminucion Rajamohan et
370pENIGITS irreversible 400 veces al. 1995
F371A,G374A
CrylAb asa2  Sustitucion ala- M. sexta Pérdida union Pérdida total Rajamohan et
1ina308RRP370 H. virescens inicial al. 199%a
CrylAb asa? 1w M. sexta Ninguno Ninguno Rajamohan et
al,, 1996a
CrylAb asa2 F3nyY,LoS M. sexta Dismi-ucidn unién Disminucién Rajamohan et
irrevarsible 6-40 veces al,1996a
CrylAb asa2  F7voC M, sexta Disminucion urion Disminucion Rajamohan et
irreversible 400-600 veces  al, 19%6a
CrylAb asa2  Delecion H. virescens  Pérdida union Disminucion ~ Rajamohan et
370pENIGI37S inicial 50 veces al,, 1996a
CrylAb asa2  G374A H, virescens  Disminucién afini- Disminucién  Rajamohan et
1375A dad (Kd 3-5X) 3-10 veces al, 1996a
CrylAb asa2 N372A0G L. dispar Aumenio afinidad ~ Aumento 8 veces Rajamohan et
Delecion N372 Disminucion afini- Disminucién al, 1996b

dad

21 veces




6Z

g6 GSOSR-NsocH
G505A-I508L

Toxina Region  Mutacion Insecto Ifecto union Efecto toxicidad  Referencia
CrylAb asa2 N372A-A282G- L. dispar Aumento afinidad  Aumento Rajamohan et
12838 (Kd0.06%) 36 veces al, 1996b
CrylAc asalz  Y367S M, sexta Disminucién afini- Disminucion  Smedley y Ellar,
R368T dad (kd 2-7X) 4-10 veces 19%
R3691
Cry3A asa2  P412A,8413A  T.molitor ~ Ninguno Ninguno Wuy Dean, 1996
CrylAb asa3  F440A M. sexta Disminucion unién  Disminucion Dean et al., 1996
G439A inicial 13 y 100 veces
CrylAc asa3 §4381 M, sexta Disminucién unién Disminucion Smedley y Ellar,
irreversible 2.5 veces 19%
CrylAc asa3  (439A M. sexta Disminucién afini- Disminucion  Smedley y Ellar,
dad (Kd 12X) 33 veces 1996
CrylAc asa3 ST M. sexta Aumento afinidad ~ Ninguno Smedley y Hlar,
{Kd0.1X) 19%
Cry3A asa3 QU82A, S484A, T, molitor Aumento unién - Aumento Wu y Dean, 1996
R485A irreversible 1.5 veces
DOMINIO I
CrylAc asaplSy Ss03loG M. sexta Disminucién unién Disminucién  Aronson et al,,
p16 Ss04lo R inicial 5-50 veces 1995
CrylAc asaplSy SSO3R-I508Y M, sexta Disminucién unién Disminucién  Aronson et al,
pl6 $504C-GSOSR inicial 5-50 veces 1995
§5041-N507D
CrylAc asaplSy R500S,NS0ZK M, sexta Ninguno Ninguno Aronson et al,,
’ Bl6 N506T, H, KoY 1995
15081, Q509H
CrylAc asaplSy Lsoil-15088 M, sexta Ninguno Ninguno Aronson et al,,

1995




(Schnepf et al.,, 1990). In Ia .1clu.1hd.1d v’t be_h’l lvogrido hager un anahsxs mas fino del

dominio Il ¥ se ha determinado qu

hélice 8 y las asas 1 (lazo enlre [S" »
811), son las regiones que interactudn ‘directamente con ‘el receplor (Tabla 1.6).

avirsible & irreversible, competencia
e han llevado a cabo con las proteinas
1‘mostrado que la funcién de cada una de estas

Los resultados de los estudio
homéloga y heteréloga v "ligand blo

mutantes en las asas del dominio 1I'}
regiones puede ser diferente en los insectos: susceptibles a las toxinas silvestres, por

esta razén la interpretaciéon de los resultados es complicada yva que es caso-especifica.

En este sentido se encontré que los residuos que conforman el asa de 1a ax-hélice
8 de CrylAb son importantes para la interaccién inicial con el receptor en Lymantria
dispar ya que la doble mutrante G282A-8283L mostrd ser 10 veces menos potente que la
silvestre debido a una disminucién en la unién (Kd 9 veces menor), sin estar alterado
el componente irreversible de la unién (Lee et al., 1996¢). Cabe senalar que cuando se
analizé ei comporiamiento de esta misrna mutante en otras especies sensibles a la toxi-
na silvestre (Manduca sextay Heliothis virescens) no se encontré ninguna alteracion
en la unién. Esta evidencia conflirma el planteamicnto citadc en el parrafo anterior.

Mutaciones llevadas a cabo en el asa 1 de la toxina Cry3A (350YYGND354) mos-
traron que la doble mutante N353A-D354A perdié su habilidad para unirse al receptor
¥ su toxicidad hacia Tenebrio molitor, 1o que indica que estos residuos participan en la
etapa inicial de la unién (Wu y Dean, 1996). Un analisis de esta misma regién usando
lIa toxina CrylAc mostré que el aminoacido G312 participa en la interaccion irrever-
sible con el receptor en M. sexta ya que la substitucién G312V resulté en una proteina
con toxicidad disminuida, sin estar afectada la constante de aﬁnida_d Kd (Smedley y

Flar, 1996).

El asa 2 de la toxina Cry3A consiste de sélo dos residuos #412ps+13, su substitucién
por alanina no tuvo un cfecto significativo en la unién al receptor y la toxicidad (Wu
y Decan, 1996). Por el contrario, el asa 2 en las toxinas Cry1lAs activas contra lepidép-
teros es una regién muy larga que de hecho hace la diferencia mas importante entre
la estructura de las toxinas Cry3A y CrylAa (Grochulski et al.,, 1995). En esta altima el
asa 2 estid compuesta por los residuos 367RRILGSGP375, mientras que en CrylAb y Cry
1Ac esta integrada por 368RRPFNIGI375, La delecién de una gran parte de esta asa en
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CrylAa (3(’§LYRRIII371) o su cusulucxon por’ al'unnas provoné una perdida sustancml

sexta, H. virescens
untuales en los
raccién inicial con

el receptor en Al sexta (Smé

esto de Ios resxduos que conforrna.u el asa 2 de Ia
La substitucién 1373A causé
Las

La substitucién por alanir
toxina Cryl1Ab ha mostradf resultados sorpreudenteu.
una alteracién estructural e inestabilidad en la toxina por razones desconocidas.
mutantes en las que se elimind la regién 371FENIGI375 o se hicieron modificaciones

2

puntuales (F371A y G374A) b'erdi'eron cerca de <00 veces su potencia hacia M. sexta,

pero nc mostraron un cambio significativo en los parametros de unién. La caracte-

ristica que esta afectada en estas mutantes es la unidn irreversible con el receptor ya
que mientras sélo entre el 20 ) 25 9% de la toxina silvestre se puede desplazar, mas del

350 2 55 9 de las mutantes se desplazan por la adicién de un exceso de toxina (Rajamo-
duo F371 se reemplazé

han et al., 1995). Experimentos posteriores en los que el resi
por C, V, S, L, Y vy W mostraron que la toxicidad de CrylAb hacia AL sexta csti corre-

> V, S,
lacionada con el ramario e hidrofobicidad del aminoacido de esta posiciéon. Estas susti-

tuciones no tuvieron efecto alguno en la interaccién inicial pero si en el componente
Cabe senalar que contrariamente

irreversible de la unién (Rajamohan et al, 1996a).
a lo observado en M. sexta, la sustitucion de los residuos FNIGI resulté en proteinas

mutantes que estan afectadas en la interaccién inicial con el receptor en F. virescens

(Rajamohan et al., 1996a).

La secuencia del asa 3 de la toxina CrylAb es 438SGFSNs443, La sustitucién pun-
tual de cada residuo por alanina produjo alteraciones en la toxicidad hacia M. sexta,
siendo las mutantes F440A y G439A las mas afectadas (13 y 100 veces menor potencia).
Los experimentos de competencia heterédloga revelaron que ambas proteinas estan
afectadas en la unién inicial con el receptor (Dean et al., 1996). La sustitucién S441T
Ilevada a cabo en la toxina Cryl1Ac mejord la unién con el receptor en esta misma es-

pecie por lo que sc propone que este residuo tiene que ver con la interaccién inicial
El andlisis de las mutantes de

entre Ia toxina y su receptor (Smedley y Ellar, '1996).
Cry1Ac cn cl residuo S438 indica que este aminoacido esta involucrado en la unién

irreversibic (Smedley y Lllar, 19906).
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En 1a toxina Cry3A cl asa 3 esta (onformadn por los residuos 481INQGSRG486, |a

sustitucién de éstos por alanina resullo en una protelna mas téxica hacia 7. molitor.

Los experimentos de competencia heter‘ og'l rc

aron que esta mutante mostré pér-
dida de Ia unién inicial, sin embargo, ¢l lisis de la cinética de disociacién reveld
que esta proteina tiene una mejor unxé v

Lts
xfsible lo que explica su mayor poten-
cia hacia dicho coleéptero (Wu » DC'\II, 1 996

Los estudios de mutagénesis no sélo han’ permxtldo conocer la funcién dec los re-
siduos localizados en las asas de las protelnhs' Cry, también han mostrado su utilidad
Un ejemplol que ilustra ésto es el caso de una sustitu-
2A-A282C; -L2838S); esta mutante resulté¢ ser 36 ve-
L. d:spar Se encontré que las razones de

para generar mejores toxinas.
cién triple en la toxina Cry1Ab (N3
ces mas téxica que la toxina silvestre hacx
este mejoramiento en la potencia son un aumento en la constante de afinidad de 18

veces, acompariado de un aumente de < veces la cantidad total de toxina unida (Raja-

mohan et al., 1996b).

Los experimentos lievados a cabo con Vuna’cvepa de Plutella xylostella resistente a
las toxinas CrylAa, CrylAb y CrylAc moétraron que ésta presenta reaccién cruzada
para proteinas con un dominio II similuar al de las proteinas CrylAs tal como CryiF,
Cry1l] y una quimera que contiene los dominios I ¥ II de Cry1Ab ¥ el dominio IIl de
Cry1C; sin embargo, no mostré este mismo comportamiento para proteinas con un do-
minio Il diferente tales como Cry1BRa, CrylBb, CrylC, Cry1D, Cryll y Cry2Aa (Tabash-
nik er al.,1996). Esta evidencia confirma la importancia del dominio I en la interac-

cién con el receptor.

La introduccién de una carga negativa (A92D) o bien la eliminacién de la carga
positiva del aminoacido R93, residuos situados en el extremo N-terminal de la a-hélice
3 de la toxina Cry1lAc, resulté en proteinas mutantes con toxicidad muy disminuida ha-
cia M. sexta, Trichoplusia niy H. virescens. Al hacerse los estudios de unién se en-
contré que las mutantes compitieron de manera efectiva con la silvestre por el recep-
tor en H. virescens pero no en M. sexta, lo que sugiere la participacion de estos resi-
duos del dominio I en esa interacciéon (Wu y Aronson, 1992). Un analisis mas fino de
las proteinas con las sustituciones A92D o R93F mostré que la pérdida en toxicidad no
se decbié a alteraciones en la interaccién inicial sino a una reduccién de la unién

irreversible: 94 96 de la toxina silvestre comparado con 65 % de A92D y 75 9 de R93F

(Tabla 1.7) (Hussain et al.,, 1996). Se obtuvieron resultados similares al estudiar la
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Tabla 1.7 - Estudios de mutagénesis en el dominio I de las proteinas Cry

Toxina _ Region Mutacion Insecto Efecto union Ffecto toxicidad  Referencia
CrylAb  N-terminal R28D M. sexta Ninguno Disminucion ~ Martens et al,, 1995
CrylAb  asaal-aa F50D,VSID P. brassicae  Ninguno Disminucion ~ Ahmad y Ellar,
50% 19%
CrvlAc  inicio -3  A92D M. sexta Pérdida Pérdida total Wu y Aronson,
1992
CrylAc  inicio «-3  A92D M, sexta Disminucion union Pérdida total Ilussain et al., 1996
R93F irreversible
CrylAb  inicio «-3  A92E M, sexta Disminucion union Pérdida total Chen et al., 1995
jrreversible
CrylAb  asaed-u5  YIS3R M. sexta Disminucion unién Disminucién  Chen et al, 1995
irreversible 23 veces
CrylAb @5 AIGSP, L167M P brassicae Ninguno Disminucion ~ Ahmad y Ellar,
70-80% 1990
CrylAc a5 Q63P, A164D M. sexta Ninguno Pérdida total Wu y Aronson,
N166KoD H. virescens 1992
L167KoF T. ni
H168D
CrylA¢ a5 QI63R, Al64P M. sexta Ninguno Disminucion Wu y Aronson,
H168N, LI69F  H, virescens 10-1000 veces 1992
T ni
CrylAc S Q63H M. sexta Ninguno Ninguno Wu y Aronson,
A164G,ToS H. virescens 1992
A165T,S,GoV  T.ni
L167V, H168Q
L1695, 10V
S170L,ViTtlo L
D1746G, Vi75H
CrylAc oS H168R M, sexta Ninguno Aumento Wu y Aronson,
' H. virescens 3-5 veces 1992

T, ni
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Toxina

Region

Mutacion Insecto [fecto unién

Ffecto toxicidad  Referencia

CrylAc

a0

A076 M. sexta Ninguno
Vaoslo L H. virescens
R209A,P,H,GoS T.ni

W210C,R,LoS

Y21IN,R,D,FoC

N21KoY

TA3A0P

G214E, V,AolL

L215loV

V218N

Ninguno Aronson et al,,
1995




mutante A92E de Ia toxina Cry1Ab en AL sexta (Chen et al., . 1995) Al mapear los resi-
duos 92 'y 93 en Ia estructura de l.l toxina Cryl1Aa se puede ver que el extremo N-ter-
minal de la a-hélice 3 esta e\puesm hacia la membrana en Ia mlsm'l ‘cara que las asas

prominentes del dominio 11 (("rochu]skl et al., 1995).

El anadlisis de Ia cinética de unidén de Ia toxina CrylAb sxlvestre » las mutantes en
un residuo situado en el lazo entre las hélices o~-4'y o=5 (Yla3A Y153Ry Y153D) mos-
tré que una carga negativa en esta posicion resulta desfavorable para la union irre-
versible de la toxina silvestre a las VMMA de ML sg\'ézz; como lo seriala la disminucién

de este pariametro exclusivamente en Ia mutante Y153D (Chen et al.,, 1995)

Desde hace alguan tiempo se tenia evidenéi':njxidirecm que indicaba la participa-
cién del dominio I en la determinacién de Ia‘_éépeciﬁcidad (Ge et al.,, 1991; Caramori
et al.,, 1991). En la actualidad se tiene ya evi_déhéia directa que seriala la interaccién
La ccnstruéciéh de proteinas quimeéricas entre CrylC

de esta regién con el receptor. {
¥ CrylEa mostré que el dominio III de la primera es determinante para la especifici-

dad hacia Spodoptera exigua v Mamestra brassicaze (Bosch et al., 1994). Asimismo, se
demostré que el intercambio del dominio 1II entre las toxinas CrylAa y CrylAc deter-
mina la unién a diferentes receptores en €l intestino medio de L dispar, ya gque mien-
tras la quimera con el dominio II1 de CrylAc se une a la aminopeptidasa N de 120 kDa,

aquélla con el dominio llII de CrylAa se une a una proteina de 210 kDa (Lee et al.,
v CrylC confirmé la

1995b). La construccién de quimeras entre las proteinas Cry1lAb
importancia del dominio Il de ésta ultima para la unién con el receptor en S. exigua
¥y mostré que la substitucion del dominio III puqde ser una herramienta poderosa para
ampliar el repertorio de toxinas con que se cuenta en la actualidad para controlar a

las diferentes especies de insectos plaga (De Maagd et al., 1996a y b)

No se conoce que residuos especificos dentro del dominio IIl son los que partici-
La anica informacién que se tiene en este sentido

pan en la unién con el receptor.
proviene de experimentos en los que se demostré que mutaciones en los residuos S301

Yy S304 de la toxina CrylAc (Tabla 1.6) resultaron en proteinas que perdieron su ca-

pacidad de unién y toxicidad hacia M. sexta y disminuyeron su capacidad de unién a
virescens con la subsecuente disminucién

dos de los cinco posibles receptores cn F.
de Ia potencia (Aronson et al.,, 1995).
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En fecha rcucnle s‘c dernoslr(x quc “al l‘ragmcnto que comprende los dominios II y

11 de Ia to\ma Cr\'lAb rcluvo 1 C..‘lpacld'ld de'la toxina completa para unirse al recep-
] si como a dos proteinas (~120 y 210 kDa) pro-

n :lnd.]lblb tipo "ligand blotting" (Flores et al.,
uc: la region dominio II-dominio I es la
v.espccxﬁcxdad de las 8 -endotoxinas.

rabajos mdependxentes han mostrado que el do-
al., 1993) ¥ Cry3Bb (Von Tersch et al., 1994)

minio ! de las toxinas Cry1Ac (Wa ter:
icapas lipidicas sintéticas (Tabla 1.5). Es-

es capaz de formar poros por si mlsmo er
ta es la primera evidencia directa que “‘confirmé la hipétesis surgida de dos analisis de

mutagénesis dirigida (Ahmad y Ellar, 1990; Wu y Aronson, 1992) y del conocimiento de
I estructura de la toxina Cry3A (Li.et al., 1991) en la que se seialaba la posible parti-
cipacién de las o-hélices anfipaticas en dicha actividad. Estos analisis de mutagénesis
consistieron en sustituir residuos hidrofébicos de la o-hélice 5 de las toxinas Cryl1Ab

(Ahmad y Ellar, 1990) y Cry1lAc (Wu y Aronson, 1992) por residuos cargados o residuos
Estos reemplazamientos dieron como resultado proteinas que

de prclina (Tabla 1.7).
perdieron su actividad hacia los insectos sensibles a las toxinas silvestres (Fieris bra-

ssicae para CrylAb y AL sexta, H. virescensy T. ni para CrylAc), pero cuya capacidad

de unién al receptor quedd inalterada. Ademads, se encontré que las mutantes de Cry

1Ac fueron incapaces de inhibir la acumulacién de leucina dependiente del gradiente

de K+ en las VMMA de M. sexta (Wu y Aronson, 1992). Estos resultados en conjunto in-

dican que las sustituciones introducidas en la a-hélice central causaron que las pro-

teinas fueran incapaces de insertarse y formar poros.

Se obtuvo evidencia adicional que apoya la idea de la participacién de la o-3 co-
mo un componente estructural de los poros formados por las s-endotoxinas al encon-
trar que péptidos sintéticos con la secuencia correspondiente a esta region de las toxi-
nas Cry3A (Gazit et al.,, 1994) y CrylAc (Cummings et al., 1994) se estructuraron en
forma de a-hélice en un medio hidrofébico (metanol) y retuvieron la capacidad de

formacién de poro del dominio I completo en bicapas lipidicas.

Con base en el conocimiento que se tiene acerca de las posibles funciones de ca-
da uno de los dominios ¥y por comparacién con otras toxinas bacterianas formadoras
de poro (li, 1992; Parker y Pattus, 1993) se han propuesto dos modelos posibles de la
insercién en la membrana para las proteinas Cry. Un primer modelo propone que las
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a-hélices 5y 6 “Se, |n<:ertan en la mcmbr’ln'l como Lonsecuenua de un ‘cambio confor-

.luondl d:sparado por cl rcceptor (modelo del” abrecartas"), sin mayor participa-
rtro modelo plantea también que es la

dp Ia regién a<-o5, mientras
"’dé' 1a bicapa lipidica expo-

nlendc hacm ella su cara hidrofébnca manera la molécula en forma
p"lreCld’l a“un "paraguas" (knowles, 1994) FEn: ,l’echa‘ reciente se publicé evidencia
que respa]da este ultimo modclo. Se uur du;eron 'resxduos de cisteina en sitios estra-

tégicos del dominio I de la toxina Crle p'u‘a l‘ormar puentes disulfuro entre algunas
'y posteriormente se analizé la

Se en-

de las hélices y asi restringir el mowmnenlo de* 1a @-5
capacidad de estas proteinas para formar Lanqles idnicos en bicapas lipidicas
contré que a diferencia de la silvestre,‘las:'mutaﬁtes fueron capaces de formar poros

sélamente en presencia de un agente reductor (B-mercaptoetanol), lo que puso de ma-
nifiesto la necesidad de que las hélices 4y 5 copserven flexibilidad en su estructura
para una insercién y formacién de poré eficiente (Schwartz et @l.,, 1997). En este mis-
mo estudio se demostré que un prereqﬁisito para la formacién del canal es la separa-
cion del dominio I del resto de la ’mdléculd, ya que una mutante en la que se disefid un
puente disulfuro en la interfase dominio I-dominio Il fue incapaz de formar canales
en su estado oxidado. Esta evidencia apoya ia idea de que de manera similar a los domi-
nios formadores de poro de las colicinas 'y la toxina de la difteria (Parker y Pattus,
1993), el dominio I de las proteinas Cry debe pasar por un estado desplegado o de "mol-

ten globule" (Dobson, 1994) como requisito para su insercién en las bicapas lipidicas.

Los resultados de un estudio de mutagénesis exhaustiva en la «-6 (Tabla 1.7) su-
gieren que esta hélice acepta una gran flexibilidad en su estructura ya que ninguna
de las sustituciones, atn las mas extremas (p. ej. R209A, R209P, Y211D, G214E) produje-

ron efecto alguno en la toxicidad de la proteina hacia M. sexta, H. virescens y T. ni
(Aronson et al., 1995). Esta evidencia, aunque indirecta también favorece la idea de
que es el par ad-a 5 cl responsable de la insercién.

La comparacién de las estructuras de las toxinas CrylAa y Cry3A reveld la alta

conservacién de tres puentes salinos en la interfase dominio I-dominio II (R233-E288
R234-F274 y D242-R265 en CrylAa). El alineamiento de la secuencia de aminodcidos de
las &-endotoxinas ha revelado la conservacién de estos residuos en la mayor parte de
ellas (Grochulski et al.,, 1995). Las sustituciones introducidas en algunas de estas posi-
ciones en la proteina Cry1Ab: R234A, D242A (Dean et al., 1996), D242C, D242N, R265C v
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D242C/ R265C (Meza et al,, 1996) produjeron mutantes qQue perdieron el caracter de re-
sistenci:iva las proteasas propio de 1a toxina silvestre. Se propone que estos puentes
salinos son importantes para mantener la estructura globular durante la solubiliza-
cion del cristal ¥ activacién de la protoxina (Grochulski er al.,, 1995) y también, para
transmitir del dominio 11 al dominio 1 la sefal necesaria para que este ultimo alcance
un estado competente para la insercién y posterior formacién del poro (Li et al.,
1991). -




Capitulo 2
Objetivos e Hipé6tesis

La evidencia obtenida hasta ¢l momento indica que las §-endotoxinas ejercen su
cfecto téxico afectando la permeabilidad de la membrana plasmatica de las células del
intestino medio de los insectos susceptibles cuando su dominio I se inserta y forma po-
ros de conductancia muy alta (Walters et al.,, 1993; Von Tersch et al.,, 1994). Al parecer
el receptor para las toxinas tiene un papel muy importante en esta actividad al au-
mentar la concentracién efectiva de toxina en la membrana (Lorence et al.,, 1995;
Martin » Wolfersberger, 1995). La evidencia obtenida hasta el momento no permite
contestar aun si la participacion del receptor consiste sélo en modificar la estructura
de la toxina de tal manera que puede pasar de un estado soluble en agua a un estado
competente para la insercién en las bicapas lipidicas, o bien, si forma parte del canal.
Los resultados disponibles a la fecha sugieren lp posible participacion de los residuos
que forman el bloque mas conservado entre las proteinas Cry, la a-hélice 5 del domi-
nio I, en el fenédmeno de insercién y formacién de poro (Ahmad y Ellar, 1990; Wu v

Aronson, 1992; Gazit et ., 1994; Cummings et al.,, 1994 y Schwartz et al.,, 1997).

2.1 Objetivo general

El objetivo general de este trabajo es estudiar la actividad de formacién de poro
de las proteinas Cry de Bacillus thuringiensis en presencia de su receptor nativo y
analizar la posible participacién en esta actividad de algunos residuos de la a-hélice
central. Se eligié6 como modelo de trabajo la proteina CrylAc que produce la cepa HD-
73 perteneciente a la variedad Kkurstaki .

2.2 Objetivos especificos

1.- Analizar la actividad de formacién de poro de la proteina CrylAc silvestre y
dos mutantes en la hélice a-5 del dominio I: A164P y L167F. Estas proteinas fueron
construidas por el grupo del Dr. Arthur Aronson del Departamento de Ciencias Biold-
gicas de la Universidad de Purdue con quien nuestro grupo establecié una estrecha

colaboracion.

2.- Estudiar al nivel mas preciso la accién téxica de la proteina CrylAc en pre-

sencia de su receptor. La técnica clectrofisiolégica llamada bicapas lipidicas planas
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(BLP), en Ia quc es posible rcsol\'u‘ 1a: acuvxd.xd dc un solo canal 16111co (Mullcr et al.,
1962, D.lralon v llcvano. 1996) conslituye I'\"’mc,uor herr'unlent'l para abordar estc
problema. : s v ;

ylvestrc . mutantes en vesiculas de la
ovenientes del nuce.uno dc ‘dos insectos muy sus-
vuhoplus‘m nl I!ehothls virescens. Para cumplir es-
te objcuvo se. propone lizar un s:stem'\ de 'medicién del potencial de membrana ba-
sado en 1o dlstnbucnén de una® sonda flucrescente’ (o 3' . dipropiltiodicarbocianina o
dis-C3-5) dentro g fucr'm de las vesiculas. Nueslro ‘grupo tiene ya experiencia cn Ia
utilizacién de esta técnica que ha mostrado ser muy unl para estudiar diversos aspec-
tos relacionados con la capacidad de formacién de poro de las toxinas Cry en presencia
del receptor nativo, como por ejemplo la selectiv}dad relativa de los canales formados,
asi como sus propiedades farmacoldgicas (Lorenc’ﬁ_e et al., 1995).

.- Explorar la participacion del posible receptor para la toxina CrylAc, la ami-
nopepl'dasa N. en la actividad de formacién: dc poro. Se sabe que al menos una pro-
porcién de esta enzima estd unida a 'la mlcrovellosxdad apical por medio de un ancla de
glicosilfosfatidilinositol (GFI) que es susceptible a la accién de una fosfolipasa C espe-
cifica. Para abordar este objetivo proponemos estudiar la capacidad de formaciéon de
poro de la proteina CrylAc en el sistema de fluorescencia utilizando VMMA tratadas v
no tratadas con la fosfolipasa C especifica para GFI.

- Estudiar las propiedades farmacolégicas de los canales endégenos de las vesi-
culas y de los canales formados por la toxina CrylAc con la finalidad de encontrar al-
gin agente que nos permita diferenciarlos. Proponemos iniciar este analisis utili-
zando BaZ+, un bloqueador gencral de canales de potasio que también actua sobre al-
gunos canales catiénicos y Cs*, un catién que en un estudio previo mostré bloquear
los canales endégenos de las VMMA de Spodoptera frugiperda, sin afectar al poro for-
mado por Cry1D (Lorence et al.,, 95).

2.3 HipoOtesis
[l receptor participa en la actividad de formaciéon de poro de las proteinas Cry al

aumentar la concentracién efectiva de woxina en la membrana. Algunos residuos de
la a-hélice central (e -5) tienen un papel importante en dicha actividad.

i
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Capftulo 3
Materiales y Métodos

La mayor parte de los materiales ¥y métodos ernple'ldoa en est'l 1nvesugac1én se
citan en el articulo incluido en los resultandos (capitulo 4):

Argelia l.orence, Alberto Darszon and_ Alejandra Brav
"Aminopeptidase dependent pore I'orma io
Cry1Ac toxin on Trichoplusia ni membrane

Uiur]ng:ensxs
14(2_), 303-307.

Algunos detalles de la metedologia ei’ripl'e:id:'\ cr
ticulo que se publicé previamente y se incluy en
seccién se describen los métodos que no se detall:

e trabajo se detallan en un ar-
final del texto. En esta
caciones.

3.1 Mazrterial biolégico

Para el desarrolic de este irabajo se utilizaron larvas del liimo estadio de desa-
rrollo de Trichoplusia niy Heliothis virescens. La cria se llevé a cabo en el Laborato-
rio de Control Biologico del Centro de Investigacion en Biotecnologia (CEIB) de la Uni-
versidad Autédnoma del Estado de Morelos (UAEM) como parte de una colaboraciéon
existente entre el laboratorio del Dr. Eduardo Aranda Escobar y nuestro grupo.

Trichoplusia ni (Hitbner) o gusano falso medidor de la col (Lepidoptera: Noctui-
dae) es un herviboro polifago que se alimenta de una gran variedad de cultivos de im-
portancia agricola y comercial (Broadway, 1989), aunque tiene preferencia por la col
y el jitomate (Broadway, 1995). En México esta especie plaga tiene particular impor-
tancia para los cultivos de cruciferas (col, brécoli y coliflor) de la zona del Bajio, Mo-
relos y Pucbla.

El gusano de la yema del tabaco o Heliothis virescens (Lepidoptera: Noctuidae) es
un barrenador que causa graves darfios a cultivos de importancia a nivel mundial, por
ejemplo, perfora las hojas del tabaco y los frutos del jitomate y del chile (Hill, 1983).

Para empezar la cria se colectaron larvas de T. ni de los campos de col de Morelos
Yy Pucbla; éstas s¢ mantuvieron en cuarentena para seleccionar las que estuvieran li-
bres de parasitoides v patégenos. lLas larvas seleccionadas se alimentaron con hojas
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de col h.lsla que J]l‘al‘l? ron c slgulcnlc C'\l-.ldlo (pup'l) Las pupas se enjuagaron pri-
h:pocloruo de sodio al 1 9% » después con agua
qhmcnl'lron con sacarosa al 10 %% y se les
: 9C ){ 68 + 2 96 de humedad relativa
h'c’on:iide‘sc colocaron en envases de
1c11l (I\Ilhﬂ, 1984). La dieta incluia for-
ohn'l (15 96) para evitar el creci-
as usadas para la preparacién de las
lamicrovellosidad  apical’ (VNINIA) fueron de la tercera ge-

mero con® un.l'\' olumén comerual“d

plf\snco que ‘co tenian
m'thua (10956
miento’ de rfucroorg n
vesiculas de membran'\ d

neracién.

Para comenzar la cria- de }! . ur scens se utlhzaron pupas que nos fueron dona-
das por el Centro Internacional para el Mejoramlento del Maiz y del Trigo (CIMMYT).
Las larvas se criaron como se cita en &l parra.fo anterior. Por provenir de una cclo-
nia que se ha criado en laboratorio durante varios arnos, las larvas usadas para prepa-

rar las vesiculas de F. virescens fueron de la primera generacion.

3.2 Determinacién del espectro de emisién del colorante dis-C3-5 a dife-

rentes pH

Se estudid la variacién del espectro de emisién del colorante 3,3-dipropiltiodicar-
bocianina (dis-C3-5) de acuerdo al pH usando un espectrofluorémetro SIM-AMINCO
modelo JD-490 (SLM Instruments, Urbana, IL). Dos mililitros de una solucién de N-
metil-D-glucamina (140 mM), CHES-HC! (10 mM) pH 8.0, 8.5, 9.0, 9.5 o0 10.0 se colocaron
en una celda de vidrio a la que se adiciond el colorante antes citado hasta alcanzar
una concentracién final de 1 uM. La solucién se excité de forma constante a 620 nm
registrando la emisién en cl rango de S50 a 800 nm. El experimento se llevé a cabo

por duplicado a 30 ©C con agitaciédn constante.
3.3 Experimentos en bicapas planas
3.3.1 Consideraciones en la preparacién del material
Todas las soluciones utilizadas se prepararon con reactivos del mas alto grado de

pureza disponibles a nivel comercial en agua MQ bidestilada. El material de vidrio
empleado se enjuagd de mancra exhaustiva con agua bidestilada y luego se horneé du-



rante 2 horas a 175 °C con la finalidad de eliminar los residuos de materia organica y
detergente que cstuvicsen adheridos a las paredes. Una vez preparadas las soluciones
se hicieron pasar por un filtro Millex-HA de 0.22 uym (Millipore, Bedford, MA) y luego

se esterilizaron y conservaron a -+ °C por un tiempo no mayor a 15 dias.
3.3.2 Preparacion de los electrodos de cloruro de plata (Ag+/AgCl)

Para la fabricaciéon de electrodos no polari'zablcs de cloruro de plata se utilizé la
técnica clisica que se describe a continuacién. Se corté un par de trozos de alambre
de plata pura (Goodfellow, Cambridge) de aproximadamente 4+ cm de largo ¥y 1 mm de
diametro. Uno de los extremos se soldé a un conector metalico (Dagan Corp., Minnea-
polis, MN). E! otro extremo se engrosd al fuego hasta obtener una pequenia esfera de 3
a 4 veces el diametro del alambre. Después de calentar al fuego, los alambres se su-
mergieron en una solucidn comercial de hipoclorito de sodio durante al menos 60 mi-
nutes con lo que se logrd una capa homogenea de cloruro de plata sobre su superficie
que fue evidente por la aparicién de un color sepia. Una vez concluido este procesc
los electrodos se enjuagaron con agua bidestilada y se secaron con papel absorbenie.

3.3.3 Camaras para la fomacion de bicapas pianas

Para la formacién de bicapas lipidicas planas (BLP) se utilizé una camara de te-
fl6n diseftada y construida como se describe en Liévano (1989). La camara consiste de
dos compartimentos de 500 ul interconectados por un orificio central de 3 mm en el
que se monta un pequerno trozo de polipropileno que en su parte central presenta un
orificio de entre 150 y 250 um. Este pequerio orificio se formé en el plastico con ayuda
de un punzén de punta muy afilada (diseno del Dr. Arturo Liévano) que se calenté al
De entre cien ensayos se eligieron los plasticos que presentaron un orificio lo

fuego.
La principal ventaja de este método es que aunque es

mas pequernio y redondo posible.
muy artesanal se pueden lograr orificios casi circulares y con bordes regulares que

permiten la formacién de bicapas muy estables.

Para el lavado de la camara se realizé el procedimiento siguiente. Las partes de

teflén se hirvieron durante 20 minutos de manera secuencial con NaOH 1 M, HCl1 1M y
agua bidestilada. Entre las paredes de la camara y el trozo de polipropileno se deposité
una pelicula delgada de vaselina refinada comercial con ayuda de un isopo limpio con
el objetivo de sellar esta unidn y evitar posibles fugas de liquido. Para eliminar el ex-
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ceso de vaselina, la camara se enjuagd de manera secuencial fcon los siguientes sol-
ventes: hexano, cloroformo, cloroformo-metanol’ (2:1), metanol, etanol y» agua. Con la
finalidad de preparar Ia camara para Ia formacion de la bxcapa se hizo un lavado simi-

lar pero en secuencia inversa (agud,..., hex ano).

3.3.4 Fomacion de las bicapas

Las bicapas se formaron de acuerdo a la tecruca desarrollada por Miiller y cola-
boradores (1962) que bdasicamente cons:sle en deposxtar una pequena cantidad de llpl-

fébico e inmerso en un medio acuoso.  Un:

ficio, el exceso de solvente migra hacia‘l
externas que estan en contacto con.el ‘medio’acuoso coalecen formando una pequeria

zona de bicapa que actia como “foco™ de formacién’‘de una drea mayor (Darszon y Lié-

vano, 199G).

Para los experimentos llevados a cabo en:este trabajo se eligié usar difitanoilfos-
fatridilcolina (DiFFC, Avanti Polar Lipids, Alabaster, "AL) dispersa en n-decano a una
concentracion final de 20 mg/ml. La DIFFC es un lipido sintético que permite la for-
macién de bicapas muy estables por lo que se ha usado extensivamente para la técnica
de bicapas planas. Se ha reportado su uso en el estudio de los canales idnicos formadocs
por algunas toxinas Cry en ausencia (Walters et al.,, 1993; Von Tersch et al.,, 1994 y En-
glish et al.,, 1994) y presencia (Lorence ct al.,, 19953) de su receptor . El lipido liofilizado
se dispersé en el solvente bajo una atmosfera de nitrdgeno; esta suspension se dividio
después en alicuotas de 25 ul que fueron almaccnadas a -70 ©C hasta su uso. Para cada
cnsayo se utilizé una alicuota que se mantuvo en un barfio de hielo durante el trans-

curso del mismo.

Una vez que la camara se lavé con los solventes antes descritos y se dejé secar a
temperatura ambiente se procedié a hacer el "pretratamiento"” para la formacién de la
bicapa. Este procedimiento consistié en depositar una pequeria cantidad de DiFFC con
ayuda de un pincel muy fino por ambos lados del orificio y hacer pasar una corriente
de nitrogeno a través de éste durante <+ a 8 minutos con el fin favorecer la evapora-
ciéon del solvente. Después se anadidé la solucién de trabajo (100 mM KCl, 10 mM CHES-
HC] pH 9.50) ¢n cada uno de los compartimentos de la camara (350 ul) evitando la for-

macion de burbujas. Terminado este proceso los clectrodos de plata se conectaron,

4
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uno al gencrador de pulsos que aplica voltaje a través de la membrana (ladocis) y otro
al convertidor de corriente a voltaje que amplifica la corriente que pasa a través de la
bicapa y es cl lado cdiiéct;x'dd a la tierra virtual (ladotrans). Este dispositivo permitié
mantener el sistema én condiciones de fijacién de voltaje (Figura 3.1).

Para formarl- a bicapa ("pintar" la bicapa) se tomdé una pequeina cantidad de la
dispersién de DiIFFC con una pipeta de plastico y se depositdé cuidadosamente en el ori-
ficio. El proceso de adelgazamiento de la capa de lipidos hasta 1a formaciéon de un area
de bicapa qué en general durd entre 1 » 10 minutos se siguid eléctricamente como el

incremento de la capacitancia (Darszon y Liévano, 1996G). Este parametro medido en

picofaradios (pF) se calculé directamente en el transductor de voltaje (Integrating
Patch Clamp modelo 3900A, Dagan Corp., Minneapolis, MN). En algunos casos el pro-
ceso de adelgazamiento se favorecié al aplicar un pulso de + 100 mV. En este trabajo
sélo se utilizarcn bicapas con una capacitancia de entre 150 ¥ 250 pF.

Para verificar la estabilidad de la bicapa formada, ésta se dejé 10 minutos sin
ninguna perturbacién; pasado este tiempo se aplicdéd un par de pulscs de 30 segundos
de duracién, el primero de +100 mV y €l segundo de -100 mV, con la intencién de veri-

ficar que no se presentara actividad de canal Ganico.

3.3.5 Reemsamble funcional de las protefinas de las VMMA de Trichoplu-

sla ni en bicapas y el efecto de la toxina CrylAc

Para incorporar de manera funcional las proteinas de la membrana de la micro-
vellosidad apical del intestino medio de 7. ni, incluido el receptor para la toxina Cry
1Ac, se utilizéd el método de fusion (Miller ¥y Racker, 1976). Una de las condiciones que
favorece este evento es la presencia de un gradiente osmético que hincha las vesi-
culas y produce una perturbacién en la bicapa de las mmismas que favorece su inte-

gracién a la bicapa plana (Darszon y Liévano, 1996).

El protocolo utilizado para fusionar las VMMA de 7. nj a la bicapa de DiFFC fue

como se describe a continuacién. El potencial se fijé a +50 mV; después se establecio
un gradicnte de KCl de 3 a 1 en el compartimento cis versus trans. Posteriormente se

agregd una pequena alicuota de las vesiculas cargadas con 1 M de sacarosa (8-12 ng de
proteina) en el lado cis que se mantuvo en agitacién constante con ayuda de una
barra magnética. La aparicién de una espiga en el osciloscopio (Kikusui, modelo
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Figura 3.1.- Sistema de registro de corrientes a través de proteinas de membrana incorporadas en bicapas planas. Ei
sistema consta de una camara pldstica de dos compartimentos couectados por un pequeiio orificio. La cdmara se
conecta mediante electrodos no polarizables a un generador de voltaje (V), en el lado cis, que es en €l que se afaden las
vesiculas membranales en experimentos de fusién, mientras que el otro compartimento {trans) se conecta al trans-
ductor corriente-voltaje que lo mantiene virtualmente a tierra (0 mV), Este sistema permitid estudiar los canales ioni-
cos intrinsecos de las vesiculas de Trichoplusia ni y los formados por la toxina CrylAc en condiciones de fijacion de
voltaje, la corriente resultante del paso de iones a través de dichos canales se observd directamente en un oscilosco-

pio. Simultaneamente la sefial se transformé con un registrador digital VR-10B y se almacend en una videocinta.
Fuera de linea los archivos se analizaron en una computadora personal.



ala salida del transductor, seguida de la apari-
dos.con la actividad de los canales idnicos en-
ue ‘el proceso de fusién se habia concretado

CORS5521U, Tokyo) que estaba conectado
cién de uipicos saltos de o Casoc
dégenos de las VMMA, r
(Figura 3.2). :

Q'e's:iéulas continuara fusionandose a la bicapa, fue
e tr:.xbajo del compartimento cis (perfusiétn). Este
proceso se llevé a cabo con la ayuda de una bomba peristaltica (Masterrflex 60648,
Cole-Parmer Instruments, Chicago, IL) que succionaba la solucién al mismo tiempo
que depositaba solucién nueva a velocidad constante. Una vez que se lavé con 10 ve-
ces el volumen de trabajo, se restablecié el gradiente de KCl. Concluido ésto, se proce-
dié a registrar la actividad de los canales intrinsecos a diferentes voltajes. El protoco-
lo de pulsos utilizado fue como sigue (mV): +20, -20, +40, -40, +60, -60, +80 y -80, donde
cada uno durd 30 segundoes y el paso entre uno y otro se hizo siempre pvasado por po-
tencial cero (O mV). Después se adicioné la toxina CrylAc (0.2-0.5 nM) y se esperd a
que ocurriera su incorporacién a la bicapa, ésto se interpreté como la aparicién de

Para evitar que el rest
necesario intercambiar la’solucié:

niveles de corriente distintos a los observados inicialmente, tras lo que sz procedié a
registrar la actividad siguiendo el protocolo de pulsos antes citado.

3.3.6 Adquisicién y analisis de los datos obtenidos

Las corrientes se registraron con un amplificador de patch clamp Dagan 3900 A
(Dagan Corp., Minneapolis, MN) como se reporta en Liévano et al. (1990). Después se
filtraron a 1 kHz y desplegaron en un osciloscopio (Kikusui COR5521U, Tokyo); de for-
ma simultidnea se grabaron en una videocinta, utilizando un registrador digital VR-
10B (Instrutech, Great Neck, NY) y una videograbadora VHS (ver Fig. 3.1). Posterior-
mente las corrientes grabadas fueron observadas, digitalizadas a 5 kHz y analizadas en
una computadora personal usando una interfase Digidata 1200 y los programas Axota-
pe, pClamp (Axon Instruments, Foster City, CA) y Axum 1.02 (Trimetix Inc., CA).
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Formar la bicapa
(10 min —w estabilizacidn)

+ 100 mv

Dar pulsos de prueba —100 mvV I=0

Establecer el gradiente
de KCl (Bc/s: 1 72rams)

|

Fijar el potencial a + 50 mV

Agregar las VMMA de 7 7/
al lado ¢/s ( 8-12 ng)

Observar fusion

‘Perfundir con buffer

(10 veces Vtrabajo= 3.5 ml) [ mv
-+ 20

-— 20

Grabar la corriente a los diferentes voitajes | +40
(filtro 1 KHz, ganancia 20mV/pA) —40
+ 60

‘ — 60

Agregar la toxina CrylAc +80
al lado ¢/s (=< 1 nM) | —80

Grabar la corriente a los
diferentes voltajes

Digitalizar ( 5KHz)

Analizar los archivos
( Axotape 2.0)

Fig 3.2 Protocolo utilizado para fusionar las vesiculas de membrana de la micro—
vellosidad apical (VMMA) de 7wclthop/usrarn/s a la bicapa de difitano—

itfosfatidilcolina (DIFFC)
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Capituio 4
Resultados y Discusion

4.1 El espectro de emision de la sonda fluorescente dis-C3-5 en funcién

del pH del medio

Fl colorante elegido para monitorear el potencial de membrana de la microvello-
sidad apical es una molécula que a pH neutro posee una carga positiva deslocalizada

(Bashford y Smith, 1979), tal como se ilustra a continuacién. La presencia de un gru-

po ionizable débil en cada uno de los dos heterociclos de que consta, implica que el pH
del medio puede modificar su distribucién dentro y fuera de la membrana en funcién

del porencial.

El pH fisiolégico del intestino medio de los insectos, sitio donde actian las pro-
teinas Cry, se caracteriza por ser muy alcalino (8-12) (Knowles, 1993). Se ha dctermi-
nado que el pH del intestino medio de los lepidépteros usados en este estudio: Tricho-

plusia ni v Heliothis virescens es de 8.0 (Broadway., 1989) y 9.5 (Johnson y Felton,

1996), respectivamente.

Con la finalidad de encontrar una condicién de trabajo mas parecida a las condi-
ciones fisiol6gicas, se decidio estudiar el espectro de emision del colorante en funcién 4
del pH del medio de incubacién. En la Figura 4.1 se puede ver que la eficiencia de
emision del colorante dis-C3-5 se modifica a pH mayvores o iguales a 8.5. Por esta razén
en los experimentos de fluorescencia subsiguientes se utilizé una solucién de trabajo

con pH 8.0.

Se prefirio usar HEPES-HC1 en la composicion de los medios intra y extravesicu-
Iar ya que esta molécula se considera practicamente impermeable para las membra-
nas biolégicas, por lo que su contribuciéon a la particion de la sonda dentro y fuera de

la membrana puede considerarse despreciable.
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4.2 El potencial inicial de la membrana de las vesfculas de Trichoplusia
ni'y Heliothis virescens

Bl potencial de reposo de una célula es el parametro que nos permite conocer
cudl es 1a permeabilidad principal de una membrana (Hille, 1992). En la Tabla 4.1 se
muestran los resultados de 1a estimacién del potencial inicial (Ej) de 1a membrana de
las vesiculas provenicntes de T. niy H. virescens. En ambos casos se encontré que la
permeabilidad principal de esta membrana es al K+, tal como lo sernala la cercania del
potencial inicial al potencial de equilibrio de este i6n (Eg+) calculado en cada caso.
Este parece ser un comportafhiento general de este tipo de preparaciones, tal como lo
reflejan los datos obtenidos anteriormente con otro lepidéptero, Spodoptera frugiper-
da (Lorence er al., 1995).

Tabla 4.1 - El potencial inicial de la membrana de la microvellosidad
apical de Trichoplusia ni, Hellothis virescens y Spodoptera frugiperda

En-+ Ej 140 mM MeGlu Ej 140 mM NaCl
T. ni lote 1 -118 mV -111 £ 2 mV (n=24) -110 £ 2 mV (n=5)
lote 2 -94 mV -98 £ 3 mV (n=16) -98 &+ S mV (n=6)
FI. virescens -109 mv -103 £ 3 mV (n=10) -100z=x= 1 mV (n=%4)
S. frugiperda -108 mV - 99 + S mV (n=38) No determinado

En concordancia con lo anterior se observd que las membranas estudiadas son
permeables al K+ en ausencia de valinomicina (trazos control mostrados en las Figu-
ras 4.2 y 4.3). En otros trabajos cn los que se ha analizado la permeabilidad endé-
gena de vesiculas obtenidas de otros lepidépteros (Uemura et al., 1992; Carrol y Ellar,
1993 y Carrol y Ellar, 1997) o bien de vesiculas hibridas compuestas de microvellosi-
dad apical y lipidos sintéticos (English et al., 1991) también se ha observado un com-
portamiento similar.

Algunos autores han propuesto que en condiciones fisiologicas la microvellosi-
dad apical no es permeable al K+, con base en los resultados de experimentos en los
que se ha medido la corriente de corto circuito y se ha observado que el 86Rb* es
incapaz de pasar del lumen al citoplasma en intestinos medios aislados (Harvey, 1992;
Wolfersberger, 1992). La discrepancia de estos resultados con los citados en el parrafo
anterior puede deberse a diferencias del nivel de resoluciéon de las técnicas emplea-
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das, o bicn a Ia modificucion ‘de la' regulacion de los canales enddgenos de esa mem-

brana en los sistemas in vitro.

4.3 El efecto de la toxina’ CrylAc en las VMMA de Trichoplusia niy He-
Hothis virescens

La adicion de 50 nM dc 1.1 oxina CrylAL a las VMNMIA de 77 niy H. virescens sus-
pendidas ¢n el medio con 140 va'de cloruro de N-metil-D-glucamina (MeGluCl) pro-
y uy’ ri\plda (panel A, Figura 4.2). Después de que las
vesiculas estuvieron en Lont cto con Cry1lAc, la permeabilidad al K+ de la membrana
de éstas aumento si se Lomp'\rq con’'la del trazo control en ¢l que se agregd un volu-
men similar de la solucxén en la’ qlxe se almacendé la toxina. La hiperpolarizacién (7.

, -10.7 + 3 mV, n=5; H. v;rescens : 16.6 = 4+ mV, n=5) v la mayvor sensibilidad de las
vas-cul'\s al K+ e~xterno son ‘ongruenteﬁ con la idea de que este auniento de la per-
meabilidad al K+ de la membrana se debe a la formacién de canales iénicos por parte

de dicha proteina.

Con la finalidad de explorar la selectividad de los canales fermados por la roxina
Cry1lAc silvestre en las VNMNA de T. ni y H. virescens, el MeGluCl se sustituyd con NaCl
en el medio externo. En esta condicidén que es mas fisioldgica, la proieina produjc una
pequena hiperpolarizacién (Figura 4.2, panel B). Esta respuesta se debe a la com-
binacién de dos efectos: la salida del K+ de las vesiculas y la entrada del Na+. Este re-
sultado sugiere que la via de permeabilidad inducida por Cryl Ac no es muy selectiva
entre los cationes monovalentes. Sin embargo, al parccer los canales formados por
CrylAc en estos insectos discriminan mejor entre el K+ y el Nat que los formados por
Cry1D en las VMMA de S. frugiperda, ya que en este caso el efecto observado en el me-
dio de incubacién con NaCl fue una depolarizacién (Figura 1B, Lorence et al., 1995).

En apariencia esta poca selectividad entre los diferentes cationes es una caracte-
ristica general de los poros formados por las toxinas Cry, ya que tampoco las toxinas
CrylAa en Bombyx mori (Uemura et al., 1992) y CrylDen S. frugiperda (Lorence et al.,
1995) forman poros sclectivos para alguno de estos iones.

Una vez que se comprobo la capacidad de formacién de poro de la toxina CrylAc
silvestre en el sistema in vitro usado y se confirmé su actividad biocida contra larvas
nconatas de estas especics de insectos (datos no mostrados), se procedié a' analizar la
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Figura 4.2.- Efecto de la toxina CrylAc en la permeabilidad de la membrana de las vesiculas de
la microvellosidad apical (VMMA) de las células del intestino medio de Trichoplusia ni y Helio-
this virescens. El potencial de la membrana de las vesiculas (20 ug) cargadas con (mM): 150 KCl,

2 EGTA, 0.5 EDTA, 10 HEPES-HC! pH 8.0 se registré con el colorante fluorescente dis-C3-(5) como.

se cita en la seccién de materiales y métodos y la respuesta obtenida se corrigié como se cita en
Lorence et al., (1995, anexo 1). Una deflexién hacia abajo indica una hiperpolarizacién. La flecha
en la parte superior de los trazos corresponde al tiempo en que se agregd la toxina o el buffer en
el que ésta se solubilizé (10 mM CHES pH 9.50). UAF= unidades arbitrarias de fluorescencia. (A)
El medio en el que se suspendieron las vesiculas fue (mM): 140 MeGIluCl, 10 HEPES-HCI pH 8.0.
En (B) el MeGluCl se sustituyd con NaCl. Las concentraciones finales de K* fueron (mM): 1=7,
2=19,3=42,4=85y S5=170 para T. niy 1=11, 2=28, 3=62, 4=131 y 5=268 para H. virescens. En el
trazo control se agrego cl buffer o bien 250 nM de la toxina CrylAc inactivada por ebullicion.
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actividad de algunas toxinas mutantes en la a-hélice central en este mismo sistema.
Cabe sciialar que para los experimentos sucesivos se decidié utilizar sélamente la es-
pecie 7. ni debido a dificultades en la estabilidad de Ia cria de H. virescens.

4.4 El efecto de las toxinas mutantes en las VMMA de Trichoplusia ni

Recibimos del laboratorio del Dr. Aronson tres diferentes proteinas denominadas
Las muestras se¢ solubilizaron en una so-

"A"Y, "B" » "C" en forma de polvos liofilizados.
En estas condiciones algunas de las

lucion 10 mM CHES pll 9.5 ¥ se almacenaron a - ©C.
mutantes, particularmente la "B" » la "C" mostraron baja solubilidad y para evitar su

agregacioén y precipitacion fue necesario adicionar por lo menos 100 mM de KCl o

NacCl a Ia solucién en la que se solubilizaron.

En la Figura 4.3 se ilustra la respueasta obtenida al estudiar el efecto de la toxina
Cry1lAc silvesire (panel A), y las proteinas "A", "B" y "C" (paneles B, C ¥ D) que nos

envio el grupo del Dr. Aronson en las VMMA de 7. ni {lote 2) suspendidas en el medio

de incubacidén con MeGluCl. De los trazos es claro que la tnica toxina que mostré acti-

vidad de formacién de poro a una dosis similar a la toxina silvestre fue la proteina "A",
tal como lo muestran las pendientes calculadas a partir de las curvas en las que se
relaciona la diferencia en fluorescencia causada por cada una de las adiciones de KCl
(curva DF vs Ek+) correspondientes (n=3): msilvestre=0.71, moxina”A"=0.71, mroxina”"B"=
0.30, moxina"c'= 0.34 vs mcontroi=0.33) La depolarizacién observada al agregar las to-
xinas silvestre y "A" se debe a la entrada de Kt proveniente de la solucién en que fue-

ron solubilizadas.

Para comprobar si las proteinas "B" y "C" tenian sélo disminuida la capacidad de
alterar la membrana de las VMMA, se decidié estudiar su efecto a una dosis mayor. Sin
embargo, s6lo fue posible hacerlo para la proteina "C" debido a la muy baja solubilidad
de la toxina "B". En este sentido se encontré que atin a una dosis de 250 nM la proteina
"C" no produjo efecto alguno, ya que los trazos obtenidos fueron similares a los del

control (mgoxina*c” = 0.34, n=3 vs mcontrol = 0.33, n=3).

Estos resultados fueron enviados al laboratorio del Dr. Aronson y su respuesta es
congrucnte con el comportamicnto observado ya que la proteina "A" corresponde a
una toxina CrylAc silvestre purificada por ecllos, mientras que las proteinas "B" y "C"
son una mutante con actividad disminuida (A164P, Cl.s0 para 7. ni 5 veces mayor que
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Figura 4.3. Efecto de las toxinas CrylAc silvestre (A) y mutantes (B-D} en el potencial de la membrana de las VMMA de Trichoplusia ni.
El potencial de fas vesiculas cargadas con (mM): 150 KCI, 2 EGTA, 0.5 EDTA, 10 HEPES-HCI pH 8.0 se registré como se tita en la seccion de
materiales y métodos. Las VMMA se suspendieron en 140 mM MeGluCl, 10 mM HEPES-HC! pH 8.0, Una deflexion hacia arriba indica una
depolarizacion. La flecha en la parte superior de los trazos corresponde al tiempo en que s2 agregd la toxina o el buffer en el que ésta se solu-
bilizd {100 mM KCl, 10 mM CHES pH 9.3), UAF = unidades arbitrarias de fluorescencia. {A) Respuesta de las VMMA a la toxina CrylAc sil-
vestre (50 nM), Las concentraciones finales de K* fueron (mM): 1=9, 2-26, 360 y 4=127, (B) Respuesta ala toxina "A" (S0 nM), Las concen-
traciones finales de K fueron (mM): 1=6, 2=24, 3=59 y 4=127. (C} Respuesta de la toxina "B" (50 nM). Las concentraciones finales de K*
fueron {mM): 1=8, 2225, 3=60 y 4=127. (D) Respuesta a la toxina "C" {250 nM}. Las concentraciones finales dé K* fueron comoen (C). m=

pendient calculada de la curva AF{%) versus Eg+ del trazo correspondiente. En todos los casos 1 concentracién final de K* citada incluye el
Kt agregado con la foxina.
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1a de Ia silvestre) » otra que perdid su lo.\'icidad‘porfcompl,eto (L167F), respectivamen-
te. Los resultados obtenidos en’ estos: c\perimentos con un disefio tipo "doble ciego”
ponen de manifiesto la utilidad y con[‘i'lbnlidad dcl sistema de fluorescencia usado pa-
ra estudiar la formacion de poro de las'tc

El dominio | de las toxinas CrylA:aA y CrylAc es practicamente idéntico a excep-
cién de una sustitucién en Ila posicion® 248' (Grochulski et al, 95). Dado que la estruc-
tura terciaria de la proteina CrylAa'sc"conoce, es posible hacer un analisis de la rela-
cion estructura-funcion de las mutantes CrylAc A164P y L167F. Los residuos de las
posiciones 164-168 estin sitnados en la regién media de la hélice a-5. El efecto de la
introduccién de una prolina en la posicién 164 en sustitucion de la clanina (A164P)
causa la ruptura de la hélice. La cadena lateral de la leucina 167 (L167) esta inmersa
en un medio ambiente muy hidrofébico: esta situada en medio de los anillos aromati-
cos del triptofano G5 (W65) v la tirosina 107 (Y107), v flanqueada por la leucina 60
(L60), la metionina 137 (M137) ¥ la leucina 141 (L141). La sustitucién de la leucina
167 por un residuo muy grande como la fenilalanina (L167F) causa una perturbacion
importante en la estiructura terciaria del dominio I (Grochulski et ., 953,

La ausencia de ia capacidad de formacion de poro de las prceteinuas Cryl Ac Al64P
(toxina "B") y L167F (toxina "C") observada no implica que estos residuos de la regién
central de la hélice a-5 estén involucrados directamente en la formacién del canal.
Sin embargo estas mutantes pueden ser muy utiles para estudiar los pasos intermedics
entre la unién al receptor y la formacién del poro, es decir, la insercién y la agrega-
cién (oligomerizacién). Para hacer este tipo de estudios es necesario diseiar o adap-
tar técnicas que se han empleado para llevar a cabo analisis similares en otro tipo de
proteinas que forman poros tales como las colicinas. Algunas metodologias que pu-
dieran aportar informacion relevante acerca del mecanismo de insercién y de agre-
gacion de las proteinas Cry son el apagamiento de la fluorescencia intrinseca de los
residuos de triptofano por accién de fosfollpxdos bromados y la transferencia de ener-
gia de fluorescencia (Lakey et al., 91).

Con la finalidad de evitar agregar KCl o NaCl en el medio de solubilizacion de las
toxinas que hace mas dificil la interpretacion de los resultados obtenidos en el sistema
de fluorescencia, sc decidié tratar de reemplazar estas sales por alguna sal impermea-
ble. Se encontré que el MeGluCl resultd efectivo para mantener solubles las toxinas y
al ser impermeable no influyé en la particion de la sonda fluorescente. En los experi-
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mentos postcrnorcs cl mcdio cn quc se .solublli aron las toxinas fue (mM): 100 MeGluCl,

10 cnre-ncn pn 9 .5

s proccdié a estudiar el comportamicnto de la

Un.l ve/ concluxdo cblc .u*mlxsta
toxina CrylAc. sllvestrc cen el Slslcn]"l de b|capas lipidicas planas en presencia de su

rceceptor nativo proveruenlc dc T ni para después compararlo con el de las mutantes

A164P » L167F.

4.5 Los canales endégenos de las VMMA de 7Trichoplusia ni en bicapas
planas

Las bicapas formadas con la dispersién de DIiFFC fueron estables por mas de una
hora en las condiciones usadas (100 mM KCl, 10 mM CHES-HC], pH 9.5 en ambos com-
partimentos v potencial fijo a +50 mV), tiempo suficiente para llevar a cabo el experi-
mento. Siguiendo el protocolo citado en la seccién de materiales y métodos fue posible
obtener cotidianamente eventcs de fusién de las VMMA de 7. ni a las bicapas. De he-
cho la fusogenicidad de las vesiculas fue tan alta que se convirtié en un factor limi-
tante al que nos enfrentamos para poder estudiar a nivel unitario la actividad de los

canales intrinsecos de lus VMNMA. [En un estudio previo realizado en el laboratorio pa-

ra observar fusién de las vesiculas de S. frugiperda se usaron entre 0.2 y 3.7 ug de
proteina (Lorence et al.,, 1995), mientras que para el caso de 7. ni fue necesario redu-
cir esta concentracion en tres ordenes de magnitud (8-12 ng). Dado que en ambos ca-
sos la composicion de la bicapa fue la misma, y ademas se usaron condiciones simila-
res para favorecer la fusion, es posible que la diferencia observada entre estas dos es-
pecies de lepiddpteros se deba a una composicion lipidica diferente de su microvelio-

sidad apical.

El anailisis de los canales endégenos se dificulté también debido a que su activi-
dad sélo pudo observarse durante los 2 o 3 minutos siguientes a la fusion, después de lo
que su actividad se perdié. Este comportamiento conocido como "rundown'" se ha ob-
servado con frecuencia al incorporar vesiculas de membrana de diferentes tejidos de
otros organismos a bicapas planas (Hille, 1992) e incluso se observé también al estu-
diar los canales intrinsecos de las VMMA de S. frugiperda (Lorence et al.,1995). Con
basc en la experiencia previa que se tiene en este sentido es posible sugerir que los
canales endégenos de 7. ni perdieron su actividad porque in vivo estan regulados por
algan mectabolito quc estuvn auscnte en las condiciones experimentales usadas.
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A continuacion sc presentan los resultados del analisis preliminar que pudo ha-
cerse a partir de los registros correspondientes a la actividad de los canales endége-
nos de las VMMA de T. ni.

El panel A dec la Figura 4.4 ilustra las tt"ansiciones mis frecuentes observadas
a nivel de canal unitario que se detectarcn en presencia de un gradiente de KCl de 3 a
1 en cis respecto a trans en ocho experimentos. A partir de la relacién entre el poten-
cial de membrana aplicado y la corriente obtenida (curva corriente-voltaje o I/V) se
calcularon conductancias de 160 » 380 pS (panel B). El potencial de inversién (Erev)
obtenido fue de -9 y -20 mV, respectivamente. Utilizando el valor del Erev v la ecua-
cion de Goldman-Hodgkin-Katz (Hille, 1992) se estimé la permeabilidad relativa K+/Ci-
de estos canales encontrindose que prefieren el paso del K+ al del ClI- (Pkt/¢Cl" ~ 4.3 ¥
6.5, respectivamente).

No hay estudios profundos a nivel unitario de los canales endégenos de las célu-
las columnares y caliciformes del intestino medio de los insectos. Sélo hay dos repor-
tes en la literatura en- los que se hizo un andalisis preliminar en este sentido. Un pri-
mer trabajo de "patch clamp" efectuado en la membrana basolateral de las células ca-
liciformes del intestino medio de Manduca sexta mostro la existencia de a! menos cua-
tro tipos de canales de acuerdo a su conductancia en condiciones simétricas de KCI:
pequenos (20 pS), medianos (40 pS), grandes (120 pS) ¥ maxi (220 pS) (Moffett y Le-
wis, 1990); los autores no mencionan si existe similitud entre estos canales y otros que
son abundantes en el intestino de otros organismos. En un trabajo previo llevado a
cabo en nuestro grupo se encontré que las transiciones mas frecuentes después de
fusionar VMMA de S. frugiperda a bicapas planas fueron de 31, 47 y 76 pS en presen-
cia de un gradiente de KCl de 3.7 a 1. Estos canales presentaron un potencial de inver-
sién de alrededor de -20 mV lo que indica su selectividad hacia los cationes (Pg+/Pc)- ~
5.7) (Lorence et al., 1995). Es posible que existan diferentes tipos de canales en las dis-
tintas especies de lepiddpteros e incluso es posible que ésto varie de acuerdo al estadio
de desarrollo, sin embargo, este es un aspecto que se ha estudiado muy poco.

Es posible que los canales intrinsecos observados en el presente estudio con un
gradiente de 3 a 1 (160 y 380 pS) sean similares a los canales grandes y maxi que se
encontraron en M. sexta cn condiciones simétricas (120 y 220 pS). En un estudio aun
en proceso relacionado con la caracterizacién de los canales endégenos de las VMMA
de Lymantria dispar se han encontrado canales de hasta 900 pS de conductancia (Pey-
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Figura 4.4.- Registros representativcs a nivel de canal unitario (A) y curva corriente-voltaje (1/V) de las transicio-
nes mis frecuentes (B) de las vesiculas de membrana de la microvellosidad apical (VMMA) de Trichoplusia ni fusiona-

das a bicapas planas compuestas de difitanoilfosfatidilcolina (DiFFC). Los registros

se obtuvieron en presencia de 300

mM KCl, 10 mM CHES-HCI pH 9.5 en cis y 100 mM KCl, 10 mM CHES-HCI pH 9.5 en trans. A la derecha de cada trazo se in-
dica el potencial de mantenimiento (mV). La linea punteada indica 2l nivel cero de corriente, Las corrientes se filtra-

ron a 1 kHz y se digitalizaron a 3 kHz. Cada punto de la curva representa el promedio de por lo menos diez transiciones
By en cada caso se indjca la desviacion estandar, El potencial de inversion {Erey) fue de - 9 y -20 mV para los canales de

160 y 380 pS, respectivamente,



Estos resultados en conjunto ponen de manifiesto que es frecuente en-

ronnet, 1997).
contrar canales con conductancias muy grandes en este tipo de preparaciones.

Es dificil discernir si los canales observados en los trabajos en los que se han fu-
sionado VMDNMA a bicapas lipidicas planas (BLP) provienen de la microvellosidad api-
cal o de la membrana basolateral, sin embargo, cabe sernialar que en todas las prepara-

ciones que se han analizado hasta ¢l momento en nuestro grupo, tanto en el sistema
de fluorescencia como cn cl de bicapas, siempre se ha observado permeabilidad in-

trinseca en estas vesiculas.

En la mayor parte de los estudios llevados a cabo hasta el momento las VMMA se
han purificado mediante un método de centrifugacién diferencial que utiliza Mg2+ y-
EGTA aprovechando la alta electronegatividad de la microvellosidad apical (Wolfers-
berger et al.,, 1987). Sin embargo. los contaminantes mas comunes en este tipo de pre-
paraciones son la membrana mitocondrial y la membrana basolateral. Para poder se-
leccionar de forma mas especifica las vesiculas que contienen microvellosidad apical

se podria llevair a cabo una etapa adiciona! que aproveche la riqueza en glicopro-
La selecciébn consistiria en hacer pasar las

teinas que contiene esta membrana.
VMMA por una columna de lectinas; de esia manera sé¢lo se unirian a la columna las

vesiculas que contuvieran glicoproteinas expuestas hacia afuera, eliminandose el

resto de ellas.
4.6 Los canales formados por la toxina CrylAc en bicapas que contenfian

el receptor de Trichoplusia ni

Como se cité en la seccién anterior una limitante muy importante para ¢l desa-

rrollo de los experimentos en cl sistema de bicapas fue la excesiva fusogenicidad de
Esta fue la razén principal por la que pudieron lograrse muy po- .

las VMMA de 7. ni.
cos analisis completos, es decir, experimentos en los que se logré estudiar tanto los ca-
nales endogenos de las vesiculas, como los formados por la toxina CrylAc. A continua-
cién sc presentan los resultados preliminares del andélisis de los registros correspon-
dientes a la actividad observada después de agregar toxina CrylAc a bicapas que con-

tenian cl receptor de 7. ni (n = 5).
En la Figura 4.5A se ilustra la respuesta obtenida al agregar la proteina CrylAc

a bicapas de DiFFFC que contenian vesiculas de 7. ni. Como puede verse en el trazo co-
60



L
L

o Enmv)

Figura 4.5.- Canales cationicos formados por fa toxina CrylAc en bicapas a las que previamente se fusionaron VMMA
de Trichoplusia ni. Los registros se obtuvieron en 300 mM KCl, 10 mM CHES-HCI, pH 9.5 en cisy 100 mM KCl, 10 mM
CHES-HCl en trans, (A) Transiciones representativas a +60 y -40 mV observadas después de agregar 0.2 nM de la toxina
CrylAc a bicapas que contenian vesiculas fusionadas, La linea punteada indica el nivel de corriente cero, Las co-
rrientes se filtraron a 1 kHz y se digitalizaron a 5 kHz, El poteacial de inversion (Erev) es cercano a -11 mV, lo que
mindica la naturaleza cationica de estos canales, (B) Curva corriente-voltaje (1/V) de las transiciones presentadas en
" (A). Cada punto de la curva representa el promedio de tres transiciones donde la desviacion estindar fue menor al 5 %.



rrespondiente al potencial positivo (+60 mV), el canal formado por la toxina CrylAc se
mantuvo abierto la mayor parte del tiempo, presentando entre una y dos transiciones
al estado cerrado en un minuto de registro. La curva I/V de la respuesta mostrada en
(A) en presencia de un gradiente de KC1 de 3 a 1 indica que los canales formados por
Cry1Ac son catidénicos (Erev = -11 mV) (panel B). Esta respuesta se observé en 4 de 5
experimentos donde la conductancia aumenté entre 3 y 20 veces (1.1-3 nS), respecto
de la obtenida antes de agregar CrylAc. Los canales se observaron de inmediato (0-5
minutos, n=<4) aun usando concentraciones de toxina muy bajas (0.2-0.5 nM). Cabe se-
nalar que en tres experimentos en los que se omitié la fusién de las VMMA no se ob-
servé ninguna actividad de la toxina a las dosis usadas en el presente estudio. Para ob-
tener formacién de canales por parte de la toxina Cry1lC en bicapas a las que previa-
mente se fusionaron VMMA de S. frugiperda, fue necesario emplear una concentra-
cién de toxina mucho mayor (5-10 nM) (Lorence et al., 1995). Al parecer este compor-
tamiento estia correlacionado con la concentracién letal media (CLsg) de las toxinas
hacia sus respectivos blancos (4-15 ng/cm?2 de CrylAc vs 35-70 ng/cm?2 de Crv1CQC).

Dos diferentes grupos han descrito que los canales formados por CrylAc a una
concentraciéon de ~30 ug/ ml en ausencia de su receptor son catiénicos con un estado
principal de conductancia cercano a 500 pS (Slatin et al., 1990; Schwartz et al., 1994).
En la Figura 4.5B se muestra que la conductancia de los canales de CrylAc a una do-
sis de 12-32 ng/ml en presencia de su receptor es de 1142 pS; en otros experimentos se
llegaron a resolver transiciones con conductancia de hasta 3 nS. Estos resultados in-
dican que el receptor reduce en tres ordenes de magnitud la concentracién necesaria
de toxina para observar canales idnicos en bicapas planas. Es posible que los canales
formados por CrylAc en presencia de su receptor funcional sean mas grandes que los
inducidos por esta misma proteina en bicapas sintéticas, sin embargo para aclarar
este punto es necesario hacer estudios mas profundos a nivel de canal unitario en am-

bas condiciones.

Otra caracteristica muy diferente de los canales observados en presencia del re-
ceptor (este trabajo) y los trazos publicados de los canales formados por CrylAc en au-
sencia del receptor (Slatin et al., 90) es el comportamiento cinético del canal, sobre to-
do a potenciales positivos. En la Figura 4.5A se ilustra que a un potencial fijo de + 60
mV, el canal formado por CrylAc en presencia de su receptor se cerré con muy poca
frecuencia, mientras que en los trazos publicados a + 40 mV se observan muchas méas
transiciones entre los estados cerrado y abierto del canal. Estas observaciones sugeri-
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rian que en presencia del receptor la probabilidad de apertura del canal es mayor.
Otra posible explicaciéon a las diferencias observadas es que en ausencia del receptor

se pudo resolver la actividad de estados de agregaciéon mas pequerios y que en presen-
cia del receptor observamos agregados u oligbmeros mas grandes. Otra caracteristica

diferente de los poros formados por CrylAc en ausencia y presencia de su receptor es
su selectividad al K+ comparada con la del Cl: (PK+/C1” ~ 25) (Slatin et al., 1990) vs el

resultado obtenido en este trabajo (PK*/CI” ~ 5)-

En un andlisis ya publicado del efecto de CrylAc en bicapas que contenian
VMMA de-M.sexta, aunque no se muestra ninguna transicién a nivel de canal unico, si

se ilustra una respuesta macroscopica para la que se calculé una conductancia de en-
tre 13 ¥ 50 nS (Martin y Wolfersberger, 1995). Estos resultados concuerdan con los

obtenidos en el presente trabajo. Dado que en ambos estudios se utilizé como modelo Ja
misma toxina y que su potencia es similar para las especies analizadas, las diferencias
entre el trabajo de estos autores y el presentado aqui probablemente se deban a la
concentracién de vesiculas ) toxina usadas: 100 ng/ml VMMA M. saxtay 10 pg/ml de
CrylAc (Martin ¥ Wolfersberger, 1995) comparado con 23-34 ng/ml VMMA 7. niy 12~

32 ng/ml de CrylAc. Estas observaciones en conjunto indican que para estudiar a ni-
vel unitario los canales formados por CrylAc en presencia de su recepior en el siste-

ma de bicapas es necesario reducir atn mas las concentraciones de toxina y de protei-
na de vesiculas. Una metodologia alternativa que podria utilizarse con este fin es el
"patch clamp" aprovechando que esta disponible una linea celular de 7. ni prove-
niente de intestino medio (linea BTI-Tn M, Wickham et al., 1992).

Se ha demostrado que en solucién las toxinas CrylAa y CrylAc pueden existir co-
mo monémeros y oligémeros (Feng y Becktel, 1994). Nuestros datos son congruentes

con la hipétesis que plantea que son estructuras oligoméricas (agregados) las respon-
sables de la formacién de los canales idnicos de conductancia tan grande como los

aqui encontrados.

En fecha reciente se reporté que los canales formados por CrylAc en BLP que

contenian el receptor (complejo de aminopeptidasa N y fosfatasa) proveniente de M.
no muestran una relacién [I/V lineal, es decir presentan rectificacién (Sch-

sexta
Esta afirmacion es arriesgada si se considera que

wartz et al., 1996; Adang et al., 1996).
no se¢ ha hecho un analisis fino de los diferentes’ estados conductores que despliegan

las protcinas Cry. Los resultados obtenidos en este trabajo {Figura 4.5) muestran una
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relacién 17V lineal para los canales de CrylAc en presencia de su receptor de 7. ni. lLa
diferencia entre los resultados obtenidos por dichos autores y los aqui mostrados po-
dria deberse a que el "receptor funcional” esté formado no sélo por la mezcla de ami-
nopeptidasa y fosfatasa, sino que también participen otros componentes de la mem-
brana. Se obtuvo ecvidencia que apoya esta idea al estudiar lIa unién de CrylAc en ve-
siculas en las que se reconstituyo la mezcla de aminopeptidasa y fosfatasa y se compa-
ré con la unién en VMMA de M. sexta, encontrindose una Kd dos 6rdenes de magnitud
mas grande (100-200 nM) en el modelo reconstituido (Sangadala et al., 1994).

La gran diferencia observada al estudiar la capacidad de formaciéon de poro de la
toxina Cry1Ac en BLP en presencia (este trabajo) y ausencia de su receptor (Slatin et
al., 1990; Schwartz et al., 1994), y el desconocimiento de los parametros que controlan
la eficiencia de !a capacidad de formacién de poro de estas proteinas, a la luz del nue-
vo conocimiento acerca del posible receptor de dicha toxina en varias especies de in-
sectos, la aminopeptidasa N (APN), nos motivé a estudiar el efecto de esta enzima en la

actividad de Cry1Ac, con la finalidad de poder obtener registros.mas finos en el sis-
Con este mismo proposito en mente se decidié también wratar de cn-

tema de bicapas.
contrar algan agente que nos permitiera bloquear la actividad de los canales endége-

Para lograr ésto se llevaron a cabo experimentos en el

nos de las vesiculas de 7. ni.
sistema de fluorescencia y los resultados se muestran y discuten en la siguiente sec-

cion.
4.7 La participacién de la aminopeptidasa N de las VMMA de Trichoplusia
ni en la actividad de formacién de poro de la toxina CrylAc

Esta informacién se presenta y discute en el articulo que se anexa a continua-
cién, mismo que fue aceptado para publicacién y aparecié en el namero 2 del volu-

men 414 de la revista FEBS Letters de este afio.
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Pharmacia LKHB) was used to

ubsorption of p-nitr
[26). Onc unit of specific APN activity was dclmul as the

of enzyme calalyzing the hydrolysis of | pmol of LpNA min
protei i .
he inital velocity raie (v) of both APN uctivities (sensitive and

resistant to PIPLC) was studied as a fuaction of substritic concentra-
tion (8, 0.05-5 mM LpNA), The Mic l\.... was calcu-
lated from the double reciprocal plot and. the maximum velocity,
Vumzs from an BEadie-Hlofstee plot described [27).

The pH dependence of APN alysis was determined measuring
the maximum velocity as a function of pli (5.5-9.5). The assay con-
ditions were as described above, wilth S mM of LoNA.

’

1ount
t g

constant,

/, horli

2.7, Phosphatidvlinesitol specific ¢ 7
7T i brush hnrzlcr membriane vesicles (10 12) were suspended in
S 2 M KCIL 10 mM

S sit 3 7 m

N, MIPO4. pli 7 ). Onc unit of PIPLC from Bacdins coreus {(Boch-
ringer, Mannhcim) was added to BBMV suspension amd incubated for
a1l 30°C., The vesicles were washed twice with PBS (14 000 rpm,
1) and suspended 150 mM KCl. 2 mM EGTA. 0.5 miM

9 1
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3. Rcesults anmd discussion

tinge membrane potential of T. ni BRAIV

The resting membrane potential of 77 27 BBMYV loaded with
150 mM KCIL and assayed with the membruane potential sen-
sitive Muorcscent dye dis-Cy_(S5). is close to the K* cqu
librium potentinl (k. =—92 mV) calculated by the Nernst
cquation, in the prescence of cither 140 mM NaCl or 140 mM
McGIuCl (Table 1). These data supgest that at rest, K% per-
1bility contributes significantly to the membran polcnlml
in 7 i midgut BBMV., K+ addition experiments in, te that
vesicles have intrinsic channels permeable 1o K* (FFig. [A,
controf trace). This is shown quantitatively as the slope of
the control traces (Table 2).

3. Ther

3.2, Efgect of CrydAc
Toxicity assays showed that the CrylAc toxin preparation
ainst 77 a7 larvae (LD =15 ng/cm?),

wis highly active
whereas the denaturcd CrylAc form or CrylC toxin showed

140

no activity,

Addition of 50 nM CrylAc to BBMYV suspendcd in
mM McGluCl produccd o - fast_hypcrpolarization (FFig. 1A)
Allter toxin exposure, the vesicles increased their response o
KCl additions, when compared to controls to which the ne

amount of bulfer,-260 aM of boilcd CryiAc toxin or 200 nM
of the non-toxic CrylC protcin was added (Fig. 1A, Table 2).
The hypcrpolarization (—14%4 mV, n=7) and the highcr
sensitivity to’ external K+, scen as a higher slope of the toxin
truce - comparcd to the control. trace, itre con ent with o
toxin-induced increase in K* permcatility probably duc to
ion channcl opening.

3.3, Involvemen: of APN on the effect of Crvd Ac toxin
* At has been reported that treating BBMYV with PIPLC re-
sulted in 30407 APN rclcase in Bombyw mori [28,29] and
59% in Manduca sexta [14). To explore the possiblc involve- -
ment of APN in the pore formation of CrylAc toxin, 7. ni
BBMY wcre preincubated with PIPLC. After this treatment
25% (1= 3) of the total APN actlivity was left in the BBMV. A
sccond PIPLC treatmcent did not causc furthcr APN rclcase.
When 50 nM CrylAc wis added to PHPLC treated BBMV, o

i not obscrved

toxin cffect on membranc permecability was
OO0, 12 =3 VS, tilpuren = 0,40, 2 =7, Table 2). This rc-

Crtuxin =
sponsc suggcests that in 77 ai midgut mcecmbranes. the APN-
GP1 anchored could play a major rolc as Cryl Ac receplor. A
similar obscervation was rcported in Lynuiniria dispar, where
trcatinent of midgut membranes with PIPLC subsiantially re-

20 i
LBDTA, 10 mM NEPES-HCI pll 8.0,
‘rable l )
“The resting munhr.mc pulcnn.ll of T2 ni BEMV
l'ulcnlml - FRERRs . Batch
. . SR A m s 5
o —94.4 mV —=92.3 mV —R4.5 mV —92.5 mV
£, St - L 0 —87%+4 mV —94"'5 mV —761' mV —70+2 mV
140 mM M:Glucl 10 mM HIEPES plt 8.0 =20 . 8 n=8
= . ~87+3 mV —78 12 mv N.D.
140 imM NaCl, 10 lnM ll { n=7 n=}
Treape i 3 1¢12,) 1 1 ax o iy 2). The values show the nverage £ S.D.;
i il g.llullulcd with tic Ncmul cquation. N.IJ. = nol determined.
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10
FAU

Fig, 1. ct
150 KC1. 2 LGTA 0.5 LDTA IO “
o 8

scribed {2). A d n
o of foxin or tutfer A (100 MM MeGIuC, 10 mn) CHES pil 9.9

4=56: S5=114. FAU, Nuorescence arhilrary units, The calib
otusly observed for CrylC and Cry D) toxins, CrylAc intel
) not shown) which w:
ce wits obtained with add
with 250 pM GulNAc e i trace
bulTer A was added instead of 1oxin, C
stead of toxin. All experiments were repes

cd at least 3 times

duced the inhibition of short circuit current produced by
CrylAc toxin [30).

In order to analyze il the PIPLC resistant APN could :itiso
function as receptor in 7. ni, the CrylAc toxin concentration
was increased in the assay with PIPLC trecauted BBMV. When
the CrylAc concentriation was increascd four times (From 0.2
to 0.8 pmol toxin/ug BBMYV protein) the pore-forming activity
was recovered. This is shown quantitat
0.64, n=23: .
7. We excluded the poss
feet wxn due to a dircet action of CrylAc on the b

trace:
ility that this cf-

aycr, since

3os

Tmin
———

Control

123453

10 mM HEPES-HCI pH 8.0, were recorded as de-

r CrylAc toxin on ke membrance potentia! in 77 21/ i tgut BBMV. Membrane poteatials of BBMYV (20 ug) loaded with (mM):

I‘Q-HCI pH 8.0 and suspended in 140 mM McGluCl,
1 ne potential I|ymrnnlx|rlzulioll Tl.e arrow ut the top of the truces c.urrccponds o the
7

s were (mM): | =

d|;_<gnhctl {2). A: Toxin respol

ctermined for cach ionic cond 3 <
200 nM CrylC toxin or 200 nAh{ boiled CrylAc toxin. The toxin ellect on BBMYV preincubated

In the control,

on of buller A,

r to the conrol trace. B: CrylAc clfect on BBMV preincubated with 10 mNM bestatin,
ffeet of Cry lAc on BBMV preincubated with 200 mM Cs'. In the control, budTer A was added in-
two ditferent vesicle butches,

in liposomes, where specific receptors arc absent, 50-200-fold
higher toxin concentrations ire nceded to see a rosponse
{5,31-33]. Thesc data indicate that the CrylAc toxin induccd
K* permceability effect can be obscerved even in the absenec of -
GPl1 anchored APN, and suggest that other proteins resistant
to PIPLC lrcalmcul could function as CrylAc rcceptors. In
accordance with t finding it was shown that PIPLC rc:
ant APN from M. sexta function us Cryl Ac receptor when
was reconstituted and fused to planar lipid bilaycrs [16).

it was obscrved that BBMYV with higher APN activity ap-
parcntly display a higher CrylAc indouced K+ permcability

Table 2
HBMV hi 1 characteri: and their r to CrylAc toxin
Batch
A n A-PIPLC
+ - -+
99

Neomycin sulfate

Yo BBMYV fucing out™
BRMV APN specific act
APN

Plypmtsed

ity (U min~! mg protein=')
] BBMVH

activity

ity increase

926 99
51.8%1.0 32.0£04 130x1.0
12 4 3

Q.40 (n=t0)
0.62 (n=10)
55

H ific activi

ed from the ri of atkali

tions wese less than $%: n=

Slope of the traces ohtiained when bulfer or boilcd Cryl Ac was itdded instead o
pe of the Iraces obtiined when BHEMV were treated with 50 nM CrylAc amd successive KCI .!ddu-ons Vxllnu are nvcrages: nll sl.unlnrd
N 1

manber of experiments. A-PIPLC, vesicles Trom batch A

ity in the presence und absence of 0.1% Triton X-100,

fler successive KCl additions.

tive toxin an

with
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increase (Tablc 2). ‘These dita dicate 1tert the toxin clilcet
dcepends on the quantily of” AP
Some authors have shown that CrylAc toxin has no ctfect
on the uclivily of purificd APN from Af. sexia [S.R]. Experi-
ments in the MMuor using prei b I BMV
with the APN inhibitor, bcslu . were done in order to anu-
lyzc if an active APN is nccessury for Cryl Ac activity. HBe:
tin inhibits 100% of APN, without allecting the CrylAc
duccd K* permeceability increasc in 7: i BBMV (Fig. 118). The
hypcrpolarization valuc obtained in this condition (~16%2
mV, #=3) is within the range of the normal responsc (sec
Section 3.2). These data indicate that the prescoce of APN

is nccessury for Cryl Ac pore formation. but not its enzymatic .’

activity.

'/ inc inhihits CrylAc pore-forming

3.4. N-Acetyl-v-g
activiry

It has been reported that AM-accetyl-pD-galactosiunine (Gal-
NACc) blocks the binding of CrylAc (o AL sevxta and P -
lastella BBMYV [34,12]. Also, it has been shown that GalNAc
hlock\ the binding of CrylAc to the purilicd APN {6.19].
performed  proi ng the
BBMYV with different GalNAc concentrations showed that
250 uM GalNACc was able to inhibit the Cryi Ac pore-forming
activity (oxin = 0.44, 11 =3 vS. e = 040, 11=3), These re-
sults suggest that also in 77 i larvac the Cryl Ac receptor
GalNAc bearing glycoconjugate. and that GulNAc is directly
involved in the binding of Cryl Ac toxin Lo its receptor. as has
been reported for Af. sexta and . xylostella larvac,

3.5, APN characierization

In arder to analyze the possibility that both APN (sensitive
and resistant to PIPLC) are difTerent cnzymes, their kinetic
constants, K were dete cd by performing ex-
poriments I rate, v, studicd as a function
of t-lcucin ¢ concentrution. It was found that
PIPLC scnsitive APN displays a K, =0.052+0.003 maM and
Foanx = 18.220.3 pmol min™! mg prowin™', while the PIPLC
resistant APN has a4 K =0.203 % 0.008 mM and
P =21.3 0.8 pmol min~! mg protem™?,

The profile of M,/ptl curves showed that the optimal pH
of both APN was clese to 7.2. . Thus, the K, vialucs suggest
that both APN, sen: t 1o PIPLC, could be
dilfferent isoforms. However, the . and optimal pH were
similar. We cannolt exclude the possibility that differences in

Table 3
Relative ion permeability

Cation

induced permica-

ic pcrmea-  CrylAc
S )

BBMYV intrinsi
bility (sr1xs Jacs ) bility (e,

K* 1.00 1.00
Na* 0.97 0.99
Lt 2.04 2.6
Cs* 0.19 0,96
Rb! 112 o7

fon sclectivity was estimated fraom the ratio of the slope of the fluo-
i i 2 concentriiio

the fluorescence
BMV: N*, difTerent

monovalen! ci
" Relittive permeabi
cnce of 200 mM C:
and de ions were foss

pres-
-

1y of Cry l Ac induced pore: red in th
the intrinsic il
two diflerent ves

“effect wtlhoul C.s

A Laowence ot @l IPEBS Letters 114 (1997 ) 404 307

A could be dueto the influence of the lipid coviromment on
Gt anchored. APN vity. . The exis
dilferent’ APN, putative receptors of CryIAc
ins; in AL sew . cd 15.6.9)
i ‘1o clarily
Terent isofc

l'll‘LC
1% on llu._

el e l‘.u'lt.‘(’lu'll g
le Srugiperda l!llMV Nre sco-

'shuws that Cs! permeability of the -
nirinsic c.hxlnnch is S-fold lower than K perme:
Jillusteates” that 'K+ permeability of intrinsic 7
cextremely Jow in the presence of 200 mM Cs!',
cd to permeability of the Cryl Ac induced purcs.
’ i in the pu.u.u o nl' Cs!

(l"...,.x.."*lih. o =0.22, #=7) mdu.,umb
that this condition could be uscful for unalysis of the Cryl Ac
pore-forming activity. The depolarization induced by CrylAc

I'herefore the rela-
as aundyzed in

tive scleclivity X '/K* of the CrylAc p
the presence of 200 mM Cs* (Table 3).
wis: Li*>K*=Nat =Cs’ > Rb'. CrylAc induccd
are poorly sclective among different monovalent cations. A
similar behavior wus previously reported for CrylAn and
CrylD induced pores in B mori and 8. frugiperda BBMV,
respectively [35.2).

The results obtained in this study suggest that APN could
participate as Cry i Ac receptor on 77 wi midgut, but its cnzy-
0 activity is not neeessury to get the toxin-induced perme-
ability. Finally, we found i condition to separately the
TrylAc effect without interference of the intrinsic channcls,
The utilization of Cs* will be & very uselul tool to perform
more precise studics botly in the fluorescence system and in the

planar lipid biluyer system.

d L. Lina for bioussays;

Acknowlodgements: We thank E. Aranda o
. Siinchez and R. Campos for techi ance and Dr. M, Peler-
oen for providing 72 coli strain. This work was supported in part by
DGAPA, CONACYT and PADEP. A.L. acknowlcdges CONACYT

for a Ph.D. fellowship.

References

Van Rie. J.. 3

1] Hofman., C., Vanderbruggen, 1., HéNe, B,
Acad. Sci. US

S. and Van Mecllaert, 1. (1988) Proc, Nadd

TRA3-TRIE.
{2] Lorence. A.. Darszon Diaz. C., Li¢vano, A, Quzn(crn. R.

and Bravo, A, (1995) S Letw. 360, 217.-222.
[3] Knowles. B.EL (1994) Adv. Inscet Physiol, 24, 275-308,
{4) l’lc(r. ||on|u PV and Gill, 8.8, (1996) M.J. Lehane
illi ). Biology of the Insce
pp. 345372,

{
Hall, Londos - .
15] Sangadala, S., Walters, Eaglish, LJL and Adxmb. M.

.S,
(1994) 1. Biol. Chem. 269, LOOBR-1192, -
[6) Knight, P.J.K.. Crickmore, N, and Ellar, 1.5 (1994) Mol Mi-
crabiol, 11, 4") 136,
17] Vadlamudi, R K., Weber, 12, Ji
(19953 1. Biol. Chem, 270, 5490
8] Knight, PAK.. Knowles, B3.05
. Chem, 270, 17765 17770,
91 ool Ko Lae VoI and Adang, MU (1990) Insect Riochen., Mol
o). 26, 783 791,

o Jic T and Bullae Jr.. LA,
394
ol

Eltar, 1.1, (1995) 4. Biol.

(¢33



b Lowrenee ot ol HFEBS Lot A1 Iy 308 S07

110] Gill, $.85.. Cowles, A, and Frane
270, 27277 272K2.
[11] Valait e,
Insect |

V. (m-m) Jo 1

tId3 1151,

12} Luo, K A Adang, ML (l')')7) Appl zll\'l- :
iy 1027

13y Kuwa
N e, 14 uml Sato, R, (l')‘ﬂl 1

[LE]]
[sy

rezynski. 8,975 and Adang, ML (1995) Inscet mochmn. Mol
Biol, 25, 409 415, . S

dabin, 8.0 L, Yol
", (l‘)‘)(‘) Absiracts,
1 Col Iloquum\ on

o) o\dxl“g.. ML G

PS80 Luoel K
L and 3

Bacillus ]

117) Lereclus, 1., Agais

llmfl ‘cchnology |
il

S . Cordoba, S| 1.
.. Gominet, M. and Chaufs X, J. (l')‘)S)
67-71.

18] (I983) 5. Cell Sei. 60, 18- I‘)’I.

1) | JRO MITN A Brousscau. R. and Adang,
05) 1. Biol, Chem. 270, 203092031

201 IJ K. (197th ure 227, 6BO- 68,

{213 - T.. Stacheling T, and Gordon, 3. (1979) Proc. Natlo

JSA 6. 4350 Q35
R.. Num.v. NLA inches, 1 and Bravo, AL (1996) FEMS
l\lmrnhtnl. 14 33

123} Bradiord. M. Nl (l‘)7(~) An.ll. Rinchem. 72, 348 254,

1o Chem. 0 [24] 11a0e 1., Grave, 1

el 19, uml Dean, 13 u-ms) SRR

..l. and Adang, ML (19903 Inseet Biochoem, Mol Biol, 26;

1271 C3. (19R82) l"vamc Cataly: wnd Repul
demic I'u,s-&. Orh
28] “Fak . Yoko iyuji

307

Scurinck, J.. Jansens, S.. Mahillon, J.,
3. Vanderbruggen, Maontagu,
ck. M. (1986) Eur, J, Biochem. 161, 272

CAmpe, €. Vanderck hov
- M. Zabeau, M. and Vi

Ul
|25] '(l()‘)l)) in: l../\. Hicklc mu] WL, Fnuh (Eds.). Ana-
R meri al

B S It
["(-] ] .M. . qu.cm.nyu (EJ.), Mcthuds of

bimn. Verlag Chemie, WL nllum. pp. 2

K M
csue. Y. (1992) Cnulp.
1. H., Takesue, Y. 1,
R. und tkezawn, 11, (1994) Inl J. Biochcm. 26, 977-

129) T

YRG.
{30) Lee. MUK, You, T 1L, Young. B.A., Cotril), J.A., Valaitis, AP
and Dean, 12,11 (1996) Appl. Environ. Microbiol. 62. 2845-2849,
13 w Yawetz, A, (198R) FI S Lett. 230, 105-108.
132) Eftar, 2.5, (1989) Biochim. Biophys. Actun 978,

(33) E . L.1L, Readdy, T.L. and Bastinn, A.E. (1991) Inscct Bio-
2‘. 177-1R4.

134] K“O\VIL‘. BIL. Kpight, PJ.K. and Ellar, D.J. (199)) Proc. R,

1B 245, 1!--35.

135} Thara. 1. Wiadinme., A, and Bimeno, M. (1992)

69

I
H
H
i
i
i
'




En cl articulo presentado en la seccién anterior se muestra que la aminopeptida-
sa N (APN) unida a Ia microvellosidad apical mediante un ancla de glicosilfosfariciil-

inositol (GFI) es una de las moléculas que CrylAc puede utilizar como receptor en el
intestino medio dec 7. ni. Sin embargo, los resultados obtenidos en las VMMA tratadas
con la fosfolipasa C especifica para GFl indican que la toxina puede utilizar como re-

ceptores otros componentes de la membrana que son resistentes a este tratamiento.
Estos datos y la diferencia de dos 6rdenes de magnitud de la constante de afinidad (Kq)
calculada para 1a unién de Cry1Ac a las VMMA de M. sexta y a la APN de M. sexta re-
constituida (Sangadala et al.,, 94), sugieren que el receptor puede estar formado por

mas de un componente.

Con la evidencia disponible hasta el momento no es posible llegar a una con-
clusion definitiva acerca de la participacién del receptor en la formacién del poro. Es
necesario hacer experimentos finos a nivel de canal Ginico en presencia y ausencia
del receptor en los que se tenga un numero suficiente de registros que permitan cal-

cular la conductancia, la selectividad, la probabilidad de apertura y cierre, el dia-
metro del poro y sus propiedades farimacolégicas. La técnica de bicapas planas a las
que se fusionen VMMA con una concentracién conocida de receptor o bien el hacer

"patch clamp" a células de intestino medio de insecto en cultivo podrian ser herra-
mientas titiles que aporten informacién mas clara acerca de la funcién del receptor

en la formacién del canal.

Es muy importante también enfatizar que hasta el momento se conoce muy po-
co acerca de lo que sucede entre la unién al receptor y la formacién del poro. El dise-
no de mutantes y su andlisis usando técnicas que permitan estudiar separadamente la
insercion, la agregacién y la formacién del poro son los retos mas importantes a en-
frentar en el entendimiento del mecanismo molecular de accién de las proteinas Cry.
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Capitulo 5
Conclusiones y Perspectivas

Respecto del cstudio del espectro de emisién de 1a sonda fluorescente utilizada, se
encontré que a pll mayvores o iguales a 8.5 la eficiencia de emisién disminuye, por lo
que se establecié como condicién de trabajo usar una solucién con pH 8.0. Este resul-
tado sera de utilidad para hacer estudios similares a los aqui mostrados en los que se
usen vesiculas de la mayor parte de las especies de lepidépteros, dipteros y algunas fa-
milias de coledpteros ya que semeja el plHl predominante cen su intestino (Knowles,
1994).

El potencial inicial de la membrana de las VMMA en las especies analizadas, T. ni
v H. virescens resultdé ser muy cercano al potencial de equilibrio del K+; ésto indica
que en el reposo la permeabilidad principal de la membrana es para este i6én. Al pa-
recer este es un comportamiento general de los lepidépteros va que se obtuvieron re-
sultados similares al estudiar VMMA de Spodoptera frugiperda (Lorence et al., 1995).

El efecto producido por la toxina Cry1Ac a’'los pocos segundos de estar en contac-
to con la membrana que contiene a su receptor funcional proveniente de 7. niy H.
virescens es inducir una via de permeabilidad con una cierta preferencia hacia los
cationes. Comparativamente, los canales inducidos por CrylAc en las especies antes
citadas discriminan mejor entre el K+ y el Na+t+ (Figura 4.2) que los inducidos por Cry
1D en las VMMA de S. frugiperda (Figura 1B, Lorence et al., 1995).

De los resultados obtenidos al estudiar la accién de algunas proteinas CrylAc mu-
tantes en la a-hélice 5 en el sistema de fluorescencia con un diseflio experimental tipo
doble ciego podemos concluir que esta metodologia es ttil para distinguir las toxinas
activas (CrylAc silvestre, panelcs A y B de la Figura 4.3) de otras con capacidad de for-
macién de poro y toxicidad reducidas (A164P, panel C de la Figura 4.3) o nulas (L167F,
panel D de la Figura 4.3).

Al incorporar las VMMA de 7T. ni a bicapas lipidicas planas se encontraron tran-
siciones debidas a la actividad de canales i6nicos endégenos. De las curvas corriente-
voltaje correspondientes, se calcularon conductancias de 160 y 380 pS y potenciales de
inversion de -9 y -20 mV, respectivamente, lo que indica su preferencia hacia los ca-
tiones. IB3slos canales son similares en cuanto a conductancia a otros descritos en las
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células caliciformes de Manduca sexta (Moffertt ) Lewis, 1990) y en vesiculas de Ly-
mantria dispar (Pcyronnet, 1997), pero tienen conductancias mayores a las calculadas
para los canales endoégenos de las VMMA de S. frugiperda (lorence et al., 1995).

las vesiculas de 7. ni resultaron extremadamente fusogénicas a las bicapas com-
puestas de difitanoilfosfatidilcolina (DiFFC) si se compara con el comportamiento ob-
servado previamente para las vesiculas de S, frugiperda ya que la concentracién de
proteina necesaria para observar fusién fue de 8 a 12 ng para el primer caso y 0.2 a
3.7 ug para el segundo. Dado que en ambos casos la composicién de la bicapa y las so-
luciones de trabajo fue la misma y se usaron condiciones similares para favorecer la

fusion, es probable que la diferencia observada sc deba a una composicion lipidica

diferente de la microvellosidad apical de estos insectos.

Los canales formados por la toxina CrylAc silvestre en bicapas que conteunian al
receptor funcional proveniente de 7. ni son catidnicos (Erey -11 mV) y presentan una

conductancia de entre 1.1 ¥ 3 nS. Estos canales de conductancia tan alta se observa-

ron aun usando concentraciones de proteina muy bajas (0.2-0.5 nM = 12-32 nig/ml).
Esta evidencia favorece la idea de que son estructuras oligoméricas las responsables
de la formacién de este tipo de poros. Para poder excluir la posibilidad de que el re-
ceptor participe directamente en la formacién del canal es necesario llevar a cabo ex-
perimentos en los que se pueda controlar o por lo menos estimar el numero de recep-
tores presentes en cada vesicula con la finalidad de lograr registros mas finos. Una
alternativa que pudiera aportar informacién relevante en este sentido seria hacer es-

tudios de "patch clamp" a células de insecto en cultivo.

Respecto de los experimentos llevados a cabo e¢n el sistema de fluorescencia para
aclarar el papel de la aminopeptidasa N, la molécula identificada como la proteina de
unién para Cryl Ac en diversas especies, en la formacion del poro se puede concluir lo

siguiente:
La actividad de formacién de poro de la toxina CrylAc depende de la cantidad de
aminopeptidasa N (APN) presente en las VMMA de T. ni.

La inhibicién de la actividad enzimatica de la APN con bestatina no afecto la ca-

pacidad de formacién de poro de la toxina CrylAc. Este dato sugiere que el efecto de la

toxina depende de la presencia de esta proteina, pero o de su actividad enzimatica.



La N-acetil-D-galactosamina (250 uM) bloquea la accién de la proteina CrylAc en
las vesiculas de 7. ni, indicando que este azacar esta involucrada directamente en la

interaccion toxina-receptor.

Los experimentos llevados a cabo con VMNMA de 7% ni tratadas y no tratadas con la
fosfolipasa especifica para glicosilfosfatidilinositol (GFI) sugieren que la toxina Cry
1Ac pucde utilizar como receptor la APN anclada con GFl ¥ también alguna otra molé-

cula o moléculas que son resistentes a este tratamiento.

La caracterizacién cinética de las aminopeptidasas N sensible y resistente a la
fosfolipasa especifica para GFI, indica que éstas pueden ser isoformas.

Respecto de los resultados obtenidos al hacer la caracterizacién farmacolégica de
los canales endégenos de las VMMA de T. ni v los formados por Cry1Ac se pueden ciiar

las conclusiones siguientes:

El Cs* es un agente que bloquea los canales enddgenos de la vesiculas pero no al-

tera el efecto de la toxina CrylAc. Es posible que la actividad de este ion sea general al

menos para los canales intrinsecos de los lepidépteros de ia familia Noctuidae, ya que
también es capaz de bloguear los canales de las VMMA de S. frugiperda (Lorence et al.,

1995).

En presencia de 200 mM de Cs* se encontré que el poro inducido por CrylAc es

muy poco selectivo entre los diferente cationes monovalentes ensayados. La serie de

selectividad determinada es: Lit > K+ ~ Na* ~ Cs+ > Rb+. En apariencia esta es una ca-

racteristica general de las proteinas de tipo Cryl ya que se observé un comportamien-
to similar para los canales inducidos por Cryl1lD en las VMMA dc S. frugiperda (Loren-

ce et al., 1995).
La utilizacién del Cs*+ es una herramienta muy atil que permitira llevar a cabo

estudios mas finos en el sistema de fluorescencia y también en el de bicapas planas,
ya Qque podra diferenciarse con mayor claridad la actividad de los canales endégenos

de los inducidos por las proteinas Cry.
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"8-Endotoxins induce cation channels in Spodoptera frugiperda brush
border membranc in suspension and’in planar lipid bilayers".
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tes 2 membrance

(A) CrylDD response of BBMYV suspended in 140 mM nn.lhylEluc.umm. chiloride. 10 mM HEPES-HCI, pH 7.
(mMy 1=24:2=133=30:4 =64 and 5 = 133, In the control, buffer A was add mslcml of toxin. {Ab) Inte on of the CrylD toxin with the
Jdyc in uhkncc of I!llMV. (13) CrylC and Cry D cffects upon substitution of me! chloride i bation bulTer by 10 M KCl, 130 M
NaCl 10 mM HEPES-11ClL phl 7.5, buller. il K* concentrations were (mM); 1 = 23; 2 = 44; 3 = 85: 4 = 165: § = 367, The control trace was
wbt v CrylIA,. C T)'IA‘L) and bhoiled CrylC and Cry D toxins additions, (C) Resting membrane poten!

wits determined as deseribud in section 2.3 (v i A% s - (“\V) curve, In the presence of external 10 mM KCLL 130 miM NaCl, the mcasurcd
resting membrane potentinl was —59 £ 3 mV (o = 13), and )9 5 mV (= 38) in external 130 mM MceGluCl
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ine (4-AP") were from Alomone Labs, Jerusatem, s

2.4, Planar lipid bilaver experiments

"l yers na uk by the Midcller mnl Rm
metho i
(Avant Polar Lipids, B
bilayer llm.. were between 150 nlllll 250 |\I {1
tion (300 50 mM KCIL. 5§ mM T CLOS MM EDTA, pll 9.1y
was added 1o each of the cell uvmp.lrunulli. Onu: lhc bilayer w
formetd, branc sall g ficd s

1o 550 mM in ¢is, the compartinent \vhcrc sucrose lu. g
e protein) were added for fusion: frans v eld at virtual
ground. Vesicle incorporition wai sayed after application of a S0-mV
holding potential across the PLB. Toxin (0.6- 10.6 nM) was added (o
the cis compurtment. All experiments were performed at room temper-
wure.

Single channel curr were recorded with o Dagan WOOA pateh-
clamp samplifier (Dagan Corp.. Minncupe MN
were filtered at 200 or 500 Hz und digitized on-| lin-.
respectively, and analyzed on a personal ]

1200 interface amd Axotape and pClamp \0II\\.Irc (A\ml Ill\h'muu.uh.
Foster City, CA).

3. Rcsults and discussion

3.1, The resting membrane potential of BRAIV
‘The resting membrane poltentinl off BBMV Iu.ndcd \vnh 150
mM KCI, and yed with the branc
fluorcscent dye Dis-Cy-(5). is not fur from the K* cqulllbrl (113
ial (£,) calculated by the Nernst equation, In the pres-
'.,nu: of external 10 mM KCI, 130 mM NaCl. the measurcd
resting mcecmbrane potential was —59 £ 3 mV (n = 13), ned
=99 = S mV (1 = 38) in external 140 mM McGluCl (Fig. 1C).
T calculated £, were =71 and —108 mV, respeetively. This
suggests that in the BBMV of 8. firugiperda, K* permeability
contributes significantly to the resting membrane potential. K*
addition experiments without valinomycin ind ted that the
vesicles have intrinsic channels permeable to K* (Fig. 1A and
B, control traces).

219

|buul 2 lold mor y Crylld
Srugiperda larvae (LIDG's ol 31.2 nLJ-.m‘ with
 18-48 Clyo, andd 77.6 npfem® with a 17--147 Clya., respectively).,
whereas the CrylAlc) d CryllIA toxins showed no nlLlIVII)’.

Ackdition of 100 nM of cither of the active tloxins
tely 2.8 pmol toxinjug BBMV proiein) to BBMYV suspended
140 m©M MeGluCl prodm:ul a fast hyperpolarization. Aler
toxin exposure, the vesicles slso iner s their response to KCl
additions, when compared to the contral to which the same
amount of ndler was added (Fig. 1Aa). the
absence off BBMYV with an cquivalent concentrntion of luores-
cent dye. showed that both toxins induce a fast uorescence
decrease, smaller than the hyperpolarizition seen with the ves-
icles ¢ his artifiact. which may result from clectro-
static interaction of the toxins with the dye, wirs determined
under cach ionic condition and subtracted in all subscguent
experiments (1 1Aab). The hyperpolarization (9 £ 3 mV,
wed the hi itivity of the vesicles to external K*
cnt with a toxin-induced increase in K* permcability.
|1n\\|h|y miediated by ion channel opening.

tonin

S don selectivity and specificity

1t has been reported that CrylAda) toxin incre
permieability non-sclectively, even for divalents, in BBMV from
Benubyx mori [15]. To explore the sclectivity off CrylC and
Cryld responses in 8. frugiperda BB3MV, McGIuCl was re-
pliaced by NaCl in the externi] medin. Under this cond
which is more physiological. both CrylC and Cryll> toxir
induced a depolarization, even though the toxin addition arti-

et deere: Nuorescence (Fig. 1B). This response is duce 1o
the clectrogenic uptake of Na*, and suggests that the toxin-
induced permeability pathway is not very selective among
monovalent cations.

As mentioned above. the cation permeability of BBMV in-
aller toxin addition (100 nM CrylD, sce Fig. 1A) In
candition ion seleetivity can be estimated from the ri ol
ult from additions
tion vs, that of K*

cation

ci
u
the slope of the Muorescence rises which s
of increasing concentriation of a certain ¢
(Mg e/n+). Since BBMV have i on permeabiliti
the response to serial additions of cach cation was determined
in the absence of toxin, as described eaclier, and the slope
subtracted from thase oblained in its presence. blic | shows
the seleetivity scries for the intrinsic permeability ol BBMV

A

Tabie 1
Relative ion permeability

Cation BBMYV intrinsic Cryli-induced «
er bilily per bility
(Mxelmye) (Mg e/tng )
1.00 - 1.6%)
O.83 0.70
0.98 0,56
115 032
0.83 0.65
Nit; 1.25 0.79

Calculittions w 15 deseribud in section 3.3 mige, stope of the Nuores-
cence changes induced hy difTerent XC1 additions to BBMV: X*, d
ent monavalent ANt . slope for KCI
rebiative pcrmcnh-lu of lhc Toxin Cryl-induced
ing the int ) rel

were less

N 5% (1 = 5).

90



+40
+20 . YT
o . (Ao 20 4]

<
2.
oo -40 ERTERRRTPER PRI

400 msec

aml £ 17 curves I
S5t C

Fig. 2. Repre: woe single channel records (A)
1w a ilPPC g ayer, Records were obt
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(N1 > CS* > K* > Li* > Rb* = Na*)und for that Il|dllLLd by
the toxin {K* > NIIJ > Na®* > Rb* > Li* > Cs*). As the initial
response Iriggered by the oxing the sustained permeability
change is cationic, although not very K* sclective.

Osmotic swelling experiments in BBMYV 1rom Afanduce sexta
have indicated that Cryl A(e) taxin increases anion permenbility
{16). Experiments where l\chluCl was substituted by MeGlu-
methanesulfonate in the incubation buafler ahowud that the
oxin does not induce anion permea npes, but a
hyperpolarization (8 £ 2 mV, »# = 3) due to I\ clMux (as in
i IA). Hiowever, intrinsic anionic channels maty exist in these
vesicles.

The colcopterun-specific toxin (CrylllA) and the non-toxic
fepidopteran-specitic toxin (CrylA(c)) were uscd to determine
the specilicity of the effect. Neither toxin aftecied BBMV intrin-
sic permeability. even at higher concentrations (500 oM and
200 a M. respectively). In addition. the CrylC and Cry D toxins
Jost their insccticidal activity and their capacity to change the
permeability of the vesicles when boiled.

Although the CrylC oxin is 2 fold more toxic to 8. frugi-
perdea than Cryl D toxin, it is less potent in inducing permea
ity changes 1o the BBMYV. However, the toxicily assays were
performed with Ist instar larvie, in contrast to the permeability
assiays which were performed with BBMV purified from the last

" lhc Most common current Ieansitions (13) of BBMV lmm .\. Iru,L' [u'rl/u Iuscd
a4 T 1l )

_sity in BBMYV varies xluruu, larval dl.vs.lnplnglll.

ty
t
(M

st 0t o PEIHN Lattiers 360 (JW9S) 217

-60 20 20 40 60
E., (mV)

-2

0.5

0.5 mM EDTA, ptl 9.0, cis; 15

ed on the lefl of each record. Zero current level is indicated by d.mhcd Jines. l;.. w:n .

inst
found that CrylC and CrylD> have similar effects (data not
shown). It is |)0\:slh|&- that the CrylC and CrylD> rcccplor den-

3. -l., I’/uu'nmrnlucuuI L‘Iulr(l(. terization

I’lcvmu;ly it was reported that the CrylAs-lndu:.gd pesmea-
bility increase is very sensitive to external Ba®* and Ca3* [3].
Table 2 compares the clfect of some K* channel blockers and
Cau?* on the intrinsic channcls o BBMV and on their response
to CrylD 1oxin. The intrinsic channcls are more sensitive to

blc 2
Litect of K*. ¢
CrylD tosin
K* «h el Intrinsic channcls Cryth) chu
blocker 3
) A 1 A n
A0 £ 45 N (SO%) 200 £ 20 uM (50%)
S 2 A0 uM (5O0%) OO0 30 4M (50%)
1M E 25 mM (50%) HH) £ 10 oM 0%)
30 L 5.0mM (S“'}J‘) 200 % 20 MM (26%)
4 X 0.5 mM (50% 3+ 5 mM (0%)
1 blocker concentration (£ S, = 5). B. % of K* permcitbil-
on. 1C were determined from dose response curves,

1 blockers and C; on the in vitro activity of” the
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» In BBMV isolated from the 2nd and 3rd instar we have
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nnel transitions at 0 mV from iy

ere close 1o =20 mV, indicating that these channels are
el side atlse shows the 7-3 curve of i macroscopic response (y =

Ca®*. Cs*
distinct ion sclectivity and sensitivity 1o
of the intri
suggest that they are difTerent.”

. TEA® and 4-AP, but less sensitive to Ba?*. The
rds various blockers

nonses of plunar lipid bilayoers containing BBM IV

The previous results suggest that cation channels mediate the
toxin elfects. Thus, toxin-induced single channel activity was
examined in planar bilayers. Fig. 2A illustrutes the most fre-
quent single channel transitions detected in PLB 1o which
BBMYV were fused (see scelion 2), These experiments were
performed having a 3.7 fold higher KCl concentration in cis
than in frans. Single channel conductances ol 31, 47 and 76 pS
were calculated from /— ¥ curves of these transitions which have
reversal potentials of ~—20 mV. indicating that these channcls
arc cation-selective with a Pg+/Pey- ~ 5.7 (Fig. 23). .

The endogenous BBMV channels washout, lasting only 1 -
min. This makes their characterization difficult; however, in 2/3
experiments made in 100 mM CsCl ¢is/ 100 mM KCl rran.
single chitnnel activity was detected alter BBMV additienn,

ion channels formed by CrylC oxin in bilayers with fuscd BBM V. Jonic conditions wer
v

ionic. (D) 71—V pl‘m ol the single
1.9 nS).

ic and the CrylD-induced permeability changes

el transitions observed
) Representative single
te the zero current level,
{in C. FThe insert in the

1 transitions )

though channcls appeared afler nM oxin addition. These pre-
liminary results suggest that the endogenous channcels arc
blocked by Cs* while those induced by the toxin are nol, in
agreement with the membrane potential experiments.

It has been shown that the purilicd toxins alonc can induce
gle channel activity in PLB [10-13]). We repealted these exper-
iments and ncver saw channel activity (# = 25) unless >5 uM
toxin was used. The single channel transilions observed with
HM concentrations of to. were cationic und similar to those
deseribed carlicr [10-13).

“The response o CrylC of PLB containing BBMYV was tested.
Two types ol toxin responses are illustrated in Fig. 3: onc
involving few channcels (Fig. 3A.C), and a maucroscopic con-
i g. 3B} where some large single channel
transitions can be resolved. /-1 curves of the toxin-induced
single nel events (Fig. 3D) or from macroscopic responses
(Fig. 31D ins 1.9 nS curve) measurced under a 3.7 fokd KC}
pradicnt indi i ated channels are cati-

Toxin vedd in 15717 experiments
re the conductance iner ranged Irom 2 to 40 fold. The
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222
time 10 induce a response in bilayer experiments depended on
the toxin concentration. Low concentrations (0.6-3 n\) re-
quired up 10 45 min (n = 13} while at higher concentrations
(5—10.6 nM) the response wi ¢n after 0—-10 min (1 = 3). Fig.
2C shows examples of the toxin-induced single channel transi-
tions 752, 360, 106 and 50 pS in bilayers containing BBMV. The
symbo)l on the left side of each current record corresponds to
the /-1’ curve for that channel (Fig. 3D).

This work presents additional evidence that BBMYV contain
a functional Br toxin receptor. Both in vesicles and in PLB..ICP
after interacting with their recepiors induce an increase in cat-
ion membrane permeability involving ion channels. The re-
sponses were observed at toxin concentrations (nM) which
correlate with the in vivo lethal doses and with the range needed
to inhibit amino acid uptake into BBMYV of other insects [7].
The results indicate that midgut cell Iysis results from receptor
mediated toxin-induced cation pore formation.
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