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Resumen 

Las proteínas Cry producidas por Bacil/us churingiensis 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 
(l\1A) de las células epiteliales del intestino medio, donde, después de un cambio conforma­
cional se insertan en la membrana. La inserción, seguida de la agregación de varias molé­
culas conduce a la formación de poros que alteran las propiedades endógenas de permeabili­
dad de la MA causando la entrada de agua a las células, la destrucción del tejido intestinal y 
finalmente la muerte de las larvas. Se ha reportado que el posible receptor para varias 
toxinas Cry en diversas especies es una arninopeptidasa N (APN) que está anclada a la mem­
brana por medio de glicosilfosfatidilinositol (GFI). Esta ancla es susceptible a la acción de 
una fosfolipasa C (FLC) específica. La estructura tridimensional de las proteínas Cry mostró 
que están organizadas en tres dominios a los que se ha asocidado una función específica. Se 
propone que el dominio I, constituido por siete ex-hélices es el responsable de la formación 
de poros. Existe evidencia que indica que la hélice central tiene un papel importante en esta 
actividad. El dominio 11 participa en la interacción reversible e irreversible con el recep­
tor, mientras que el dominio 111 está involucrado en la preservación de la estructura y en la 
interacción con el receptor. 

El objetivo planteado en este trabajo fue estudiar la actividad de formación de poro de 
las proteínas Cry en presencia de su receptor nativo y analizar la posible participación de la 
hélice central en esta actividad. Para abordar estos objetivos se eligió utilizar como modelo 
la proteína CrylAc de la cepa HD-73 var. kurscaki y algunas mutantes en la hélice cx-5 (Al64P 
y Ll67F) en dos lepidópteros susceptibles, Trichoplusia ni y Heliothis virescens. Para llevar 
a cabo este análisis se usaron dos técnicas que permiten caracterizar la actividad de forma­
ción 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 función de los cambios en el potencial. La se­
gunda es una técnica llamada bicapas lipídicas planas (BLP) que permite estudiar canales 
iónicos con un nivel de resolución unirnolecular. En ambos sistemas se utilizaron vesículas 
de membrana de la rnicrovellosidad apical (VMIVIA) purificadas a partir del intestino medio 
de los insectos antes citados. 

Los principales resultados obtenidos se pueden resumir corno sigue. B 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 T. ni y H virescens es inducir una vía de permea­
bildad con una cierta preferencia hacia los cationes. A diferencia de la silvestre, las mutan­
tes Al64P y Ll67F no produjeron efecto alguno aún a una dosis cinco veces mayor. Estos re­
sultados sugieren que las sustituciones puntuales introducidas en la hélice cx-5 causaron la 
pérdida de la capacidad de formación de poro, sin embargo, es necesario llevar a cabo más 
experimentos para aclarar si participa en el proceso de inserción o forma parte del canal. 

Al fusionar VMMA de T. ni a BLP se observó la actividad de canales catiónicos endóge­
nos con una conductancia de 160 y 380 pS. Cuando se agregó la toxina CrylAc silvestre (200 
pM) a las bicapas que contenían el receptor, se notó la aparición de canales catiónicos de 
conductancia muy alta (1.1-3 nS) con un comportamiento cinético muy diferente del de los 
canales intrínsecos. Esta evidencia apoya el modelo de poro que contempla una unidad mí­
nima formada de varias moléculas (oligórnero). Con la finalidad de obtener registros más fi­
nos se propuso analizar la participación del posible receptor de la toxina CrylAc, la APN, en 
la actividad de formación de poro, así corno encontrar algún agente que nos permitiera blo­
quear los canales endógenos. Utilizando el sistema de fluorescencia encontramos que la ac­
tividad de formación de poro de CrylAc depende de la cantidad de APN presente en las VMMA 
pero no de su actividad enzimática. Al hacer experimentos con vesículas tratadas con la FLC 
específica para GFI que eliminó el 75 % de la enzima, se demostró que la APN unida con GFI 
es el posible receptor para la toxina CrylAc. Asimismo se encontró que el Cs+ es un agente 
que permite bloquear los canales intrínsecos sin afectar al poro formado por la toxina. Pro­
ponernos que este catión puede ser una herramienta muy útil que en el futuro permitirá ha­
cer estudios más finos acerca de la participación del receptor en la formación del poro así 
como de los residuos involucrados en esta actividad. 

Vo.Bo. Dra. Ma. Alejandra ~:a Parra/Tutor Principal 
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Summary 

Bacillus churingiensis Cry proteins are a family of toxins active against severa! insect 
pests. These rnolecules accumulate in parasporal crystals. Upon ingestion by susceptible ln­
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 lnserts into the membrane. Oligomerizatlon of the to­
xin possibly follows, and this oligomer then forms a pore that leads to cell lysis. The puta­
tive receptor for severa! Cry proteins has been described as a 120 kDa aminopeptidase N 
(APN), that has a glycosylphosphatidylinositol (GPI) anchor susceptible to the action of 
GPl-specific phospholipase C (PIPLC). Structural studies demonstrate that Cry toxins are 
globular molecules composed by thrcc domains: domain 1 constituted by cx-helices is the 
pore forming domain, differcnt evidences suggest that a-helix 5 has an important role in 
pore formlng activity, domain 11 is involved in the receptor intcraction both, reversible 
and irreversible, and domain 111 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 cx-helix 5 in this activity. As a model 
we selected the CrylAc toxin from HD-73 strain var. kurscaki and sorne mutants in helix a-5 
(Al64P, L167F), and two susceptible insects Trichoplusia ni and Heliochis virescens. Two 
dlfferent methodologles 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 dld 
not produce any effect even at 5 fold higher doses. These results suggest that this point 
mutations in helix a-5 caused the lost of capability to form cationic channels. 1-Iowever, it is 
stlll 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 severa! 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. Inhlbition 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 lts 
enzymatic activity. The BBMV were treated with PIPLC, that release the 75% of APN activity. 
under thls condition toxin effect was observed only when a 4 fold higher doses was used, 
suggesting that GPI anchored APN is the possible receptor of CrylAc toxin in T.ni. 

Finally, we found that es+ blocks the intrinsic channels without affecting the CrylAc 
toxin actlon. 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. ~ :,fJ, 

wx,/ v>G. 
Vo.Bo. Dra. ~jar;dra Bravo de la Parra 

Tutor Principal 
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Resumen 

Las protc1na't Cr.Y produt'·idas pnr B:.icillus tJ1uri11giensis son una fa.n1ilia de toxinas acti­
vas en diversos tipos de insectos plaga. Estas n1oléculas se acumulan en crista.les paraespo­
ralcs que las J-.,rotcasas del intestino de las larvas de los insectos solubilizan v activan. Los 
productos 1naduros o toxinas. se unen a receptores localizados en la microvéUosidad apical 
{:'.\IA) de las células epiteliales del intestino n1edio. donde. después de un cambio conforma­
cional se insertan en la n1cn1brana. La inserción. seguida de la agregación de varias molé­
culas con.duce a ja tonnación de poros que alteran las propiedades endógenas de permeabili­
dad de la 1\-IA causando la entrada de agua a las células. Ja destrucción. del tejido intestinal y 
finalmente la n1uerte de las larvas. Se ha reportado que el posible receptor para varias 
toxinas Cry en diversas especies es un.a antinopeptidasa N (APNJ que esta anclada a la mem­
brana por n1edio de glicosilfosfatidilinositol (GFIJ. Esta ancla es susceptible a la acción de 
una fosfolipasa C (FLC) específica. La estructura tridinlensional de las proteínas C.ry mostró 
que están organizadas en tres donlinios a los que se ha asocidado una función específica. Se 
propone que el dominio l. constituido por siete a-hélices es el responsable de la formación 
de poros. Existe evidencia que indica que la hélice central tiene un papel importante en esta 
actividad. El dontinio JI participa en la interacción reversible e irreversible con el recep­
tor. mientras que el dominio III está involucrado en la preservación. de la estructura y en la 
interacción con el receptor. 

El objetivo planteado en .este trabajo fue estudiar Ja actividad de formación de poro de 
las proteínas Cry en presencia de su receptor nativo y analizar la posible participación de la 
hélice central en esta actividad. Para abordar estos obietivos se eligió utilizar como modelo 
la proteína CrylAc de la cepa HD-73 var. kursc-aki y algunas mutantes en la hélice «-5 (Al64P 
y LI67FJ en dos lepidópteros susceptibles. Trichoplusia ni y Helioc-his virescens. Para llevar 
a cabo este análisis se usaron do" técnica" que permiten. caracterizar la actividad de forma­
ción de poro. J_a prirn~ra se bas,1 en el rr.a.onitoreo de la fluorescencia de una sonda que se 
distribuye dentro y fuera de la rne1nbrana en función de Jos rarnbios en el potencial. La se­
gunda es una técnica !!amada bicapas lipídicas planas (BLPl que permite estudiar canales 
iónicos con un nivel de rc-solución unimolecuJar.. En ambos siste1nas se utilizaron vesículas 
de membrana de la rnicrovellosidad apical IVl\.11'-!A) purificadas a partir del intestino inedia 
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 con.tacto con la membrana 
que contiene a su receptor proveni<:nte de T. ni y H virescens es inducir una vía de permea­
bildad con una cierta preferencia hacia los cationes. A diferencia de la silvestre. las mutan­
tes Al64P y LI67F no produjeron efecto alguno aún a una dosis cinco veces mayor. Estos re­
sultados sugieren que las su,,tituciones puntuales introducidas en la hélice u-5 causaron la 
pérdida de Ja capacidad de forn1ación de poro. sin embargo, es necesario llevar a cabo más 
experimentos para aclarar si participa en el proceso de inserción o forma parte del canal. 

Al fusionar VJ\.l:VIA de T. ni a BLP se observó la actividad de canales catiónicos endóge­
nos con una conduc:tancia de 160 y 330 pS. Cuando se agregó !<1 toxina C.rylAc silvestre (200 
pM) a las bicapas que contenían el receptor. se notó la aparición de canales catiónicos de 
conductancia muy al tu ( 1.1-3 nS) con un comportamiento cinético muy diferente del de los 
canales intrínsecos. Esta evidencia apoya el modelo de poro que contempla una unidad nú­
n.ima formada de varias moléculas (oligómero). Con la finalidad de obtener registros más fi­
nos se propuso analizar Ja participación del posible receptor de la toxina CrylAc, la APN. en 
la actividad de formación de poro. a'ií como encontrar algún agente que nos permitiera blo­
quear Jos canales endógenos. Utilizando el sistema de fluorescencia encontramos que la ac­
tividad de formación de poro de C.rylAc depende de la cantidad de APN presente en las V.!'vll"lA 
pero no de su actividad enzimática. AJ hacer experimentos con vesículas tratadas con la FLC 
específica para GFJ que eliminó el 75 % de la enzima. se demostró que la APN unida con GFI 
es el posible receptor para la toxina C.rylAc. Asimismo se encontró que el es+ es un agente 
que permite bloquear los canales intrínsecos sin afectar al poro formado por la toxina. Pro­
ponemos que este catión puede ser una herranticnta muy útil que en el futuro permitirá ha­
cer estudios más finos acerca de Ja participación del receptor en la formación del poro así 
como de Jos residuos involucrados en esta acrividac:t. 
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Capítulo 1 
Introducción 

1.1 Los blopestlcidas en el marco de la agricultura sustentable 

La humanidad se encuentra ante un dilema de gran envergadura, debe producir 

alimentos para una población en constante crecimiento, pero debe hacerlo de manera 

sustentable, es decir, utilizando métodos de producción que protejan al medio ambien­

te y a la biodiversidad, y a la vez conserven los recursos naturales para las futuras 

generaciones. Si se considera que la extensión de tierras cultivables está disminu­

yendo a causa del crecimiento excesivo de las áreas urbanas, el agotamiento del suelo, 

la deforestación y la contaminación, este. reto es aún mayor (Ql.lintero, 1994). Por es­

tas razones es importante dar mayor impulso al desarrollo de tecnologías que puedan 

hacer 1nás eficientes !os sistemas agropecuarios. Para la producdón cte alimentos se 

propone entonces impulsar el uso dé'prácticas agrícolas que mejoren los procesos que 

controlan de manera natural .ª las p()blaciones plaga y contemplen el uso de produc­

tos para el control biológico, el empleo de plantas resistentes y cte algunos pesticidas 

químicos de espectro reducido. 

E control biológico de plagas se ha practicado desde hace más de mil setecientos 

años en el Lejano Oriente y por más de cien años en Estados Unidos. A pesar de esta 

antigua tradición se estima que los productos de origen biológico para el control de 

plagas ocupan el 1 % del mercado mundial de pesticidas. Los insecticidas de origen 

biológico en particular representan el 5 % del mercado mundial de este tipo de pro­

ductos el cual se estima es de 7,800 millones de dólares (Tilton, 1993). 

Del mercado global de biopesticidas los productos basados en Bacillus thurin­

giensis ocupan el 95 % (Feitelson et al., 1992). El uso constante y creciente de esLos 

productos por ya casi cuatro décadas se debe fundamentalmente a su alta especificidad 

e inocuidad para otros insectos benéficos, plantas y mamíferos, incluyendo a los hu­

manos (McClintock el' al., 1995). 

1.2 El blopestlclda milis usado en el mundo, Baclllus thurlnglensls 

Baci/lus thuringicnsis (JJt) es una bacteria aerobia, Gram positiva que se carac­

Lcriza por la producción de cuerpos de inclusión durante el proceso de esporulación; 
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estas inclusiones se.distinguen son10 cristales de formas definidas por microscopía de 

contraste de fases. ·i.ns c·ristules estún compuestOs por dos diferentes tipos de proteí­

nas; un primer tipo al que se .denon1ina. 15-endotoxinas o proteínas Cry cuyo peso mole­

cular varía entre 65 y 138.kDa y un segurÍdo tipo de proteínas más pequet'ias (28 kDa) 

a las que se llama Cyt a caUsa de ·su actividad citolítica. Algunas cepas de Be producen 

además durante la fase exponencial de. crecimiento dos exotoxinas. La primera de 

ellas es la a.-exotoxina conocida también corno fosfolipasa e, lecitinasa o fosfatidilcoli­

na fosfohidrolasa, esta es una enzima que posee actividad citolítica al actuar sobre los 

fosfolípidos que forman las membr:inas de diversos tipos celulares (Faust ee al., 1982). 

La segunda de estas moléculas es la J3-exotoxina, un derivado nucleotídico de adenina 

unido por una molécula de glucosa a un ácido fosfoalárido (Carlberg, 1973). Se ha de­

mostrado que la toxicidad de esta molécula se debe a su capacidad para inhibir la poli­

merasa del ácido ribonucleico (ARN) (De Barjac y Lecadet, 1976). Sin embargo, es im­

portante seño..lur que el grnn interés científico y comercial que existe a nivel mundial 

hacia Bese debe fundamentalmente a la actividad biocida. de sus a -endotoxinas. 

En fecha reciente se ha descrito que esta bacteria produce du1·ante la fase vege­

tativa de crecimiento otro nuevo tipo de proteínas con actividad insecticida a las que 

se denomina proteínas insecticidas del estado vegetativo o VIP (Estruch et: al., 1996; Yu 

ee al., 1997). Este es un hallazgo importante ya que ahora no sólo se aprovech.ará la 

mezcla de esporas y cristales que se obtienen del cultivo de cepas de Bc, sino que 

también se podrá utilizar el sobrenadante del mismo. Por ser el objeto de estudio prin­

cipal de este trabajo en las siguientes secciones se describirán únicamente las carac­

terísticas relativas a las proteínas Cry. 

1.3 La familia de proteínas Cry 

En 1989 se propu1>o un csquema de clasificación para las &-endctoxinas basado en 

su espectro insecticida y su homología a nivel de estructura primaria (Hofte y White­

ley, 1989). Con estos criterios se les agrupó en cuatro clases, Cryl, activa contra lepi­

dópteros (mariposas), Cryll, tóxica para lepidópteros y dípteros (moscas y mosquitos), 

Crylll específica para coleópteros (escarabajos) y CryJV, tóxica para dípteros. Poste­

riormente se agregaron dos clases adicionales de toxinas activas contra nemátodos 

(CryV y VI; Feitelson cc al., 1 992). Al conocerse nuevas secuencias de genes cry fue­

ron surgiendo inconsistencias en este sistema de clasificación, ya que por ejemplo se 

encontraron toxinas con una alta homología con las ya conocidas, pero con un 
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espectro de acdón. distinto. fin 1993 un grupo de investigadores líderes en el área 
formó _un/comité· revisor •de lac nomenclatura de las S-endotoxinas: que forma· parte. del 

"Bacmus Gcnetic Stock. Cci~tcr'° (Uni,:ersidad de Ol1iÓ). con la fina!Ícta'.d de' actualizar el 

sistema dé clasificaéíói~ .antéri~_r'., ,,. ·t ;: 
.. 'o: ,;:s.;. • "~ ; .", 

G ... ~e~; norne;-iclat;:.~;T~~,?~ü~~~i~~li$1e'i"lt~ ':er?1a . ~i~ilit~él de:· 1'1s . sec.\.le.i:cia de. 
aminoácidos. El criterio para ';i-ic1~1r'a:una:protéÍn;.1déntrode'esteesquéma es que su 
secuencia muestre una similitud. ;i-g1~ifl<:'~~¡\;~;:'~C,~i:\iria ;;.rn'ás de lii:~ toxinas conocidas, 

o bien, provenga de las inclusi¡,n;,;¡:pr¡;Í:~Ú:;¡s· producidas. pc;r B~ y. tenga actividad· pes­

ticida o algún efecto tóxico verificable (:_c:)~;tra un .organisn1o · l:Íl~~o (Crickmore ec al., 

1995). La denominación "Cry" se c~ns.;,rva y a ~adagens.;,le asignaunn.ornbr7 cdrri2:; 

puesto de cuatro categorías. En: la primera categoría los rtlÍrneros romnnos se s.:;:s~itu­
yen por aráblgos así, por ejemplo, la proteína ant.;,{conÓi;;ida como Cryll!A'i~ho.~ci·es' 
Cry3A; a todo gen cry cuyo producto muestre una homología menor. ru :·45 '9i,;rés~Eocto· 
de las proteínas conocidas se le asignará un nuevo r1ü~eroarábigo .. l.a'se~iiridri/C::~t~' 
goría es una letra mayúm.1la; a los genes cry cuyo producÍ:b comp'arta i.'i:.inci~. (i.\,'¡_;7·5_ % '· 

pero más del 45 % de homología con alguna prot~ína. cot"l.;d;c:la:·seJe asigÜar~ Ji'i:l:i'i.,;i:rá 
mayúscula distinta. La tercera categoría es un~ lei:;a-.hlir1'ú~c;;.iia;,s~:asigriiLr'á·~,:;::~¿;das 
las proteínas que compartan menos del 95 % de st.'is~c~eri'~i~'pero ni.is del '75:%:· ·¡;~ 
diferenciar a las proteínas que representen dÍ.f.;,rentes :úp~s (holotipos) ·de. o~i'a~' que 
varíen en sólo algunos residuos (variantes)· se u'ulii'a ·.¡na cuarta categoría q\l.~: e~ un 

número arábigo; se asignará a las proteínas cuya sécu~·ncia comparta menos ·déi' 100% 

de homología pero más del 95 % respecto de. las proteínas conocidas. La actu:ilización 
constante de esta nueva clasificación se encuentra disponible en la siguiente direc­

ción del WWW: http://epunix.biols.susx.ac.uk/Home/Neil_Crickmore/Bt/index.html. 

Hasta el 18 de julio de. 1997 ·se conocían 119 diferen~es genes y proteínas Cry 

agrupadas en 22 clases (Cryl, .•. , Cry22). Del total, 64 representan holotipos, siendo el 

resto de ellas variantes. En la Tabla 1.1 se muestra que el grupo mayoritario es el 

constituido por las proteínas del 'tipo 1 con 26 holotipos representativos (CrylAa, ... , 
Cryl Ka); la mayor parte de ellas son tóxicas para lepidópteros, aunque algunas des­

pliegan actividad dual (p. ej. CrylCa es a~tiva contra lepidópteros y dípteros), e inclu­

so se tiene un ejemplo de una proteína con toxicidad contra tres diferentes grupos de 

organismos blanco, Cryl Ba, activa contra lepidópteros, coleópteros y áfidos. La clase 2 
está formada por tres miembros: Cry2Aa tiene actividad dual (lepidópteros y dípteros) 

mientr.ls que Cry2/\b y Cry2./\c son activas contra lepidópteros. Se conocen cuatro -
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Tabla 1.1- Lista actualizada de la familia de protefnas Cry (holotipos) 

Nombre Nombre Número Espectro Principal blanco 
anterior acceso acción 

CrylAa CrylA(a) J\111250 l. Bombyx Lnori 
CrylAb Cryl;',(b) J\113898 l. Varios lepidópteros 
CryJAc CrylA(c) J\111068 l. Trfc/1oplusia ni y Heliothis virescens 
CrylAd CrylA(d) J\173250 l. N.O. 
CrylAc CrylA(c) J\165252 l. l·leliothis virescens 
CryJBa CryIB X06711 l./C/AF Pieris brassicae/ Lepdnotarsa 

decemlineauz/ Rhopalosiphum maidis 
CrylBb ET5 L32020 L Amplio espectro 
CrylHc PEG5 Z46442 L N.O. 
CrylBd CryEl U70726 N.O. N.O. 
CrYlCa CrylC X07518 L/O Spodoptera litloralis y Spodoptera 

frugiperda/ Aedes aegypli 
CrylCb CrYIC(b) J\197880 L Spodopcera e.ugua 
CrylDa CryIO "X54160 L Spodoptera frugiperd« 
CrylDb PrtB Z22511 L N.O. 
CrylEa CryIE X53985 L Spodoptern e.tigua 
CrylEb CrylE(b) M73253 L N.O. 
CrylFa CrylF M63897 L Spodopcera e>dgua 
CrylFb PrtD Z22512 L Spodoptera c.tigua 
CrylGa PrtA Z22510 N.O. N.O. 
CrylGb CryH2 U70725 N.O. N.O. 
CrylHa PrtC Z22513 N.D. N.D. 
CrylHb U35780 N.O. N.D. 
CrYlla CryV X62821 C/L Leptinol"arsa decernlineata/ 

Oscrinia nubilalis 
Cryllb CryV U07642 L Plutella xvlostella 
Crylja ET4 L32019.; L Amplio éspectro 
CrylJb ETl -U31527- ·· ., L Plutella xylostella 
CrylK U28801 :;.:·-.. \· L. Artogeia rapae 

Cry2Aa CryIIA M3Í73S Heliothis virescens y LyLnantria 
- <··>>;<:.-· dispar/ Aedes aegypti 

Cry2Ab CrylIB M23724 L Manduca sexta 
Cry2Ac CryIIC X57252 L Trichoplusia ni y Manduca sexta 

· . . , 

Cry3Aa CryIIIA M22472" ·:C/A Leptinotarsa decernlinea ta/ 
Macrosiphurn euphorbiae 

Cry3Ba CryIIIB X17123. e Leptinotarsa decernlineata 
Cry3Bb CrylllBb M89794 e Leptinotarsa decernlineaca y 

Diabrotica undecirnpunctata 
Cry3Ca CryillO XS9797 e Leptinotarsa decernlineata 

Cry4Aa CryIVA Y00423 O Aedes aegypti 
Cry4Ba CryIVB X07423 O Aedes aegypti 

Cry5Aa CryVA(a) 1.07025 N/A Caenorhabditis elegans y HaeLnonchus 
contortust /Tetranvchus urticae 
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-----, Nombre Nombre Número Espectro Principal blanco 
anterior acceso acción 

Cry5Ab CryVA(b) L07026 N/A C•icnnrhabditis elegans y Haernonc11us 
contorlust /Tetranychus urlicae 

Crv5Ac 1345-B 11 /\lonomorium pharaonis 
cr),SBa Ul9725 e f-lypcr~1 hrunneipennis, Phyllocreca 

crucifcnze, Diahrotir¿1 undecimpunctHl&.1 

=) Cry6Aa CryVIA I..07022 N/A Caenorhabdiris e/egans y Hacrnonc/1us 

::> co11tortus1 /Tetranychus urLicae 
Cry6fül CryVIB L07024 N/A Cacnorhabdilis elcgans y llaernonchus 

:) contortust /Tetranycl1us urtic.ac 

:> Cry7Aa CryIIIC M64478 e . LeptinotH.rsa decernline&.1t&.l 
Cry7Ab CryillCb U04367 e Lepcinotarsa decemlineata 

Cry8Aa CrylllE uo4j64. C/A Leptinocarsa decernline;;¡ ca/ 

-- üo436s 
Teb7:1.11uchus urticae _, 

Cry8Ba CryillG e Cotinis sp. 

:> Cry8Ca CryillF U04366 e Anomala cuprea 
:.,···.'·. 

;¡ Cry9Aa CrylG XSS120 L Gallería ll1ellonella 
Cry9Ba CrylX X75019 N.D. N.D. (gen críptico) 

) Cry9C"1 CrylH Z37527 L Amplio espectro 
Cry90a N141 085560 e Anon1ala cuprea 

CrylOAa CryJVC M12662 · D Aedes aegypci 
>:·:. 

CryllAa CryJVD M31737.· D Aedes aegypci 
CryllBa Jeg80 X86902·:. D Aedes aegypti,Cu/ex pipiens y 

Anophe/es stephensi 

Cry12Aa CryVB w-76.27 '., N/A Caenorhabditis elegans y F/aemonchus 
'':>. contorcus1 /Tecranychus urticae 

: .. : .. ··:.·:.·,:\:'-
Cryl3Aa CryVC L07023·:· N Caenorhabditis e/egans y 

rlaernonchus contorcus1 

Cryl4Au CryVO U13955 0/C N.D./Diabrotica sp. 

CrylSAa 34kDa M76442 l. /\1anduca sexta 

Cryl6Aa cbm712 X94146 D Aedes aegypti, Culex pipiens y 
Anopheles scephensi 

Cryl7Aa cbm722 X99478 D N.O. 

Cryl8Aa CryBPI3 X99049 e J't;felolontha me/o/ancha 

Crv19Aa len65 Y08920 D N.O. 
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Non1hrc Nombre Número Espectro Principal blanco 
o.u1tcrior acceso acción 

Cry20/\a lJ825 1 s D N.O. 

Cry21/\a 132932 N C.1cnv1·i1.abditis cJt;;:gans y 
llaemoncl1us contortust 

Crv22/\a 134547 H 1\fonornoriun1 nhar¿1onis 

Notas: Esta tabla está basada en 10.1 infonnación de la página del \.Vorld Wide Web destinada a la 
revisión de la non1cnclatura de Jos genes cry· (hnp://cpunix.biols.susx.ac.uk./Home/Neil_Crick­
n1ore/Bt/indcx.htn1l). 
A .,.. &.\caros. AF .- áfidos. C""" coleópteros. D ""' dípteros, l l -= hi111cnóptcros, L =- lepidópteros, 
N ,.,. nen1átodos, N.O ...... no disponible. 
1 Se ha reportado que estas toxinas son activas contra las for1nns larvaria y adulta de los nen1áto­
dos (Ed,_.ards et al., 1990). 
2 Gcne::s aislados a partir de Ia cepa Cl-118 de In bacteria anaerobia Clos~ridium bifcrmenca.ns 
subsp. malaysia (colección Instituto Pasteur) (Barloy·etirl., 1996). 
3 Gcr. :>islac!c del cromosoma del patógeno obllgado · Bar.J/lus popi/liae (Zhang et al., 1997). 

proteínas del tipo 3, tedas eHas. son tó~-Í·~a~(~~~ieÜ~C:b1e'óptero Leptinotarsa decenili­
n"'ata; la proteína Cry3BJ:> ademá.s 'rnue'~'tr~·-;._~fi~<Í';i~Fitrid~ · Diabrocica undecinipuncta­
ta. Se encontró que la proteín'a. Cry3A~~~ ~de~~s iic:~iv~.C:onrra el áfido de la papa (Ma­
crosiph um .. euphoi;-biafi,\\:yaíi¿,i;/;y· E¿~ÍÍsh', Í99S) ~ • ... · Í.ns proteínas Cry4Aa y Cry4I3a, 

miembros de ·.1a 'dáse·.:4,"son'.:aciivas contra dÍpteros·. La clase s está conformada por 

cuatro integra~t.;,s':T1;~,p'roÍ:~ín~s CrySAa y CrySAb son activas contra nemátodos y 

ácaros mien.tra's\queffe.crySAc y CrySBa muestran actividad contra hormigas (hime­

nópteros) ·:?::;¿c:,¡¡;;¡;'p'f~fó'~. respectivamente. Las proteínas Cry6Aa y Cry6Ba integran la 

clase 6, 'a.m.¡;;;:~.:~:o~.:~óXicas contra nemátodos y ácaros. La clase 7 está representada por 

dos holotip''6i:·.'c;y7Aa y Cry7Ab, ambas son activas contra coleópteros. Son tres las 

proteíri.a~'::q'ü"ci,·"jritegran el grupo 8; Cry8Aa es una proteína con actividad dual (co­

leópte_ros :Y·ánc:los), mientras que Cry8Ba y Cry8Ca son tóxicas para coleópteros. Las 

proteínas Cry 9Aa, Cry913a, Cry9Ca y Cry9Da conforman la clase 9; la primera y tercera 

son tóxicas para lepidópteros, mientras que Cry9Da lo es contra coleópteros. No se ha 

determinado el blanco de Ja proteína Cry9Ba, pero se sabe que es codificada por un 

gen críptico. Sólo se conoce una proteína perteneciente a Ja clase 10 (CrylOAa) que 

despliega actividad contra dípteros; las proteínas Cryl lAa y Cryl lBa también son 

activas contra estos organismos. Las clases 12, 13, 14, 15, 19, 20, 21 y 22 están repre­

sentadas por un sólo holotipo; Cryl2Aa es una toxina con actividad dual contra nemá­

todos y ácaros, mientras que Cry13A es tóxica para nemátodos; Cry14Aa es activa con­

tra dípteros y coleópteros, mientras que CrylSAa es específica contra lepidópteros; las 
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proteínas Cryl 9A<-l y Cry20Aa muestran toxicidad <'ontrn dípteros, mientras que Cry 

21 Aay Cry22_Aa._la muest_ran contr.1 nen1útodos e hi1nen6pterós, respectivamente. 

Un. haÚa7:~6 ~~~pre1~dente fue encóntraf"_ gi~~es' CU);os productos muestran acti­

vidad insecticida yu1ia alta· homología _cori :-fa~ '¡jrót-eÚ1as Cry pero que provienen de 

bacterias distintas· a:. Be (Barloy ec al.-~ l _Q9~; :zil_~mf~c:a1.> 1997). Escas proteínas se han 

clasificado en los grupos 16, 1 7 y, 1 8 d~-t~d;:;_\...icla lll10 de ellos. está representado por Ul1 
sólo holotipo. Los genes cryl6Aa y cryl7A~ se· aislar6n. á partir de la cepa eI-118 de la 

bacteria anaerobia Closcridium biferrnen;a~s subsp. rnalaysia, sus productos muestran 

actividad tóxica contra tres especies de mosquitos ·(dípteros): Aedes aegypei, Culex pi­

piens y Anopheles scephcnsi (Barloy ec :.1/., 1996). El gen cry18Aa que se aisló del cro­

mosoma del patógeno obligado Bacillus popilliae codifica para una proteína con acti­

vidad hacia el coleóptero 1'-lelolonelw rnelo/oncha (Zhang ec al., 1997). 

Por estudios de proteólisis in viera y análisis de deleción (Schnepf y Whiteley, 

1985; Hofte et al., 1986) se ha demostrado que el fragmento tóxico est:í localizado en el 

extremo N-tei·1ninal ele las &-endotoxinas. La región _e-terminal no se :-equiere para la 

actividad tóxica (Wabiko ec al., 1985; Chestukina et al., 1990). El alineamiento y co1n­

paración de la estructur::i primaria de las primeras;'tóXinas descritas (las antes lla­

madas Cryl, CryH, Crylll y CrylV) reveló la eXÍstenci::'i\cte.ci~co bloques o regiones de 

aminoácidos altamente conservados, que estárl __ s~parii.dc;~ por regiones hipervariables 

de diferentes longitudes (1-IOfte y Whiteley, 19á9)!:---:)!;.¡ ;surgir la nueva clasificación y 
repetirse este tipo de análisis se encontró qii·;.,·-_-;¡d.,,Ütá.s de las cinco regiones antes 

descritas, existen otras tres que se localizan en.el extremo e-terminal (Figura l.l). 

Este análisis ha permitido distinguir tres subgrupos de proteínas Cry. Un primer sub­

grupo está integrado por las clases Cryl, Cry3, Cry4, Cry7, Cry8, Cry9 y CrylO; estas 

proteínas se caracterizan por tener Jos cinco bloques descritos en Ja clasificación an­

terior. Un segundo subgrupo está formado por las clases ery5, Cryl2, Cryl3 y Cry14; 

estas toxinas se caracterizan por tener regiones homólogas a los bloques l, 2, 4 y 5 

clásicos, sin embargo, carecen del bloque conservado 3. Las toxinas de más de 70 kDa 

que integran estos dos subgrupos, poseen además los bloques 6, 7 y 8. Un tercer sub­

grupo está integrado por las clases Cry2 y Cryl l; estas toxinas poseen el bloque con­

servado 1 y presentan una variante del bloque 2, pero carecen de los bloques 3, 4 y 5 

típicos. La alta conservación de estos cinco bloques, y en particular del primero de 

ellos, sugiere que son importantes para la función biológica de estas proteínas. 
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Cry7Aa 
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2 var 

Cry2A. 
4alt 

Cryl lA ea 11 11 

Figura 1.1.- Representación esquemática de los bloques conservados l. 2 ,3. 4 y S 
dentro de la frunilia de proteínas Cry. Las regiones seftaladas como "l alt" y "3 alt" son 
posibles bloques 1 y 3 alternativos. Las regiones marcadas como "2 var" son posibles 
variantes de ese bloque. Los rectángulos indican la posición y el tamañ.o relativo de 
cada bloque en la proteína. El color negro indica una homología alta. mientras que el 
gris indica una mayor variabilidad en esa región. Los rectángulos blancos son posi­
bles secuencias alternativas con ligera o sin homología a los bloques canónicos. Las 
flechas en la parte superior representan la localización de los dominios de las toxinas 
CrylAa y Cry3A. 

Adaptada de: Crickmore. N .• Zeigler. D.R., Feitelson. J .. Schnepf. E.. Lamberr. B .• Lereclus. D. 
Baun1, J. y D.H. Dean ( 1995). Revision of the nornenclature for the Bacillus thuringiensis pestici­
da) cry genes. En "Progra1n and Abstracts of the 28th Annual Meeting of the Socieey for lnverte­

brate Pathology". Society for Jnvertebrate Pathology, Bcthesda, M.O .• p. 14. 



1.4 La estructura tridimensional de las toxinas Cry3A y CrylAa 

l..a escructura tridin1ensional deLerminada por difracción de rayos X de la por­

ción Cóxica de dos mien1bros de Ja familia de las 0-endocoxinas, las proteínas Cry3A (Li 

et •U, 1991) y CrylAa (Grochulski et o.J, 1995). ha revelado que escas moléculas globu­

lares escán estructuralmente organizadas en tres: dominios (Figura 1.2). El dominio 

I (Cry 3A, residuos 58 al 290; CrylAa residuos 33 ~¡ 253) está constituido por un rami­

llete de seis ex-hélices anflpáticas que rodehá á. .Ótrn: más bien hidrofóbica, la ex-hélice 

5. El dominio 11 (Cry3A, residuos 291 al 500; ·e:¡.;;¡)\;{; ~esidUos 265 al 461) está formado 

por dos ex-hélices cortas y tres láminas 13-antipai:'<l.i~Ia~ :qU:e .terminan en asas ("loops") 
en el vértice de la molécula formando un pris~·<l. '13···(Sh·i.mizu y Morikawa, 1996). El do­

minio rn (Cry3A, residuos 501 al 644; CrylAa, r~siduosA63 al 609) está compuesto de 

dos hojas 13-plegadas arregladas una sobre arra. 

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

toxinas Cry están localizados en las regiones central y de comunicación entre domi­

nios tal co1no se describe a continuación. El bloqlle 1 está constituido por la ex-hélice 

central del don1inio I; él contacto entre los dominios I y lI constituye el bloque con­

servado 2; el b!oque 3 abarca la última 13 del dominio JI y la primcra del dominio ITJ. 

Los bloques 4 y 5 corresponden a las hojas 13 centrales del dominio JU (1317y1323) (Li ec 
al., 1991; Grochulsky et o.l., 1995). La localización 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 acción semejante. El hecho 

de que las proteínas Cry3A y CrylAa que comparten una homología de tan sólo el 35 % 

(Grochulski et o.J., 1995) tengan una estructura cuaternaria prácticamente idéntica 

apoya esta idea. 

Los resultados de un análisis filogenéticu de la estructura primaria de las 0-endo­

toxinas publicado en fecha recience indican que la diversidad de estas proteínas ha 

surgido fundamentalmente del concurso de dos procesos, la evolución independiente 

de cada dominio y el intercambio de dominios entre diferentes toxinas (Bravo, 1997). 

Estos resultados aunados al gran cúmulo de evidencia experimental obtenida por va­

rios grupos de investigación han permitido proponer que los tres dominios de las pro­

teínas Cry son estructuras independientes y también han permitido elucidar la fun­

ción o funciones en la(s) que participa(n) cada uno de ellos; en algunos casos se ha 

podido incluso identificar las regiones y residuos involucrados. En las secciones si-
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Figura 1.2.· Representación esquemática en forma de listones de la estructura tridimensional de las toxinas Cry3A (A) y 
CrylAa (8) de Bacillus thuringiensis. El dominio 1 que se muestra en verde está constituido por seis a-hélices antipáticas, 
que rodean a otra central de carácter hldrofóbico (a·S). B dominio II mostrado en rojo está formado por tres láminas ll" 
plegadas que terminan en asas ("loops") en el vértice de la molécula formando un prisma p(sei\aladas con flechas). Esta 
es la región más diferente entre las dos proteínas. B dominio III mostrado en morado tiene una estructura de P·sandwich 
con una topología típica de doble hélice p. 



guientes se describen los aspectos fundamentales del mecanismo de acción de estas to­

xinas haciendo particular énfasis en la información que relaciona su estructura y 

función. 

1. S El mecanls1no de acción de las proteínas Cry 

Los síntomas que se observan a partir del primer minuto posterior a que las lar­

vas de insectos susceptibles ingieren los cristulcs y esporas de Bt son: cese de la in.ges­

ta, parálisis del intestino, vómito, diarrea, parálisis total y finalmente Ja muerte (Gup­

ta ee al., 1985; Aronson ee al., 1 986). Los estudios histopatológicos han mostrado que las 

células columnares del intestino medio son las estructuras afectadas inicialmente y, 

en particular, su microvellosidad apical, la cual se destruye en su totalidad (Ebersold 

ee al., 1978; Percy y Fast, 1983). Los efectos en el otro tipo de células de las que está 

constituido el intestino medio de los lepidópteros, las células caliciformes (Cioffi, 

1984), sor• más lentos, pero en este caso también se ha observado citólisis (Gupta et al., 

1985; Bravo ee al., 1992). El hecho de que los efectos de las proteínas Cry estén confi­

nados a can1l.:>ios estructurales del epitelio del intest!no )~ la aparente ausencia de un 

período de latencia, sugieren que las 0-endotoxinas actúan a nivel de membrana y no 

en el citosol, sin embargo, el nivel de resolución <.le las técnic:.\s empleadas hasta el 

momento para su localización in vivo no permite excluir esta posibilidad. Los dife­

rentes enfoques que se han empleado para estudiar el mecanismo de acción de las 

proteínas Cry indican que éste es un proceso de etapas múltiples (Tabla 1.2) y a 

continuación se describen. 

l.S.l La solubWzaclón 

Los cristales producidos por las diversas cepas de Be son insolubles, excepto a pH 

alcalino (Gringorten ee al., 1992). El intestino medio de la mayor parte de las larvas de 

insectos susceptibles (lepidópteros, dípteros y algunos grupos de coleópteros) se ca­

racteriza por su alto pH y condiciones reductoras, requerimientos indispensables pa­

ra la solubilización eficiente de las inclusiones proteicas (Knowles, 1994). Se ha ob­

servado que la solubilidad de los cristales depende de su composición específica de 

protoxinas, y que éste es un factor que puede ser importante para la actividad tóxica 

de estas moléculas (Aronson ee al., 1991). La baja toxicidad de algunas cepas de Be se 

puede explicar por la baja solubilidad de Jos cristales que producen (Pietrantonio y 

Gill, 1992). 
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Tabla 1.2- El mecanismo de acción de las proteínas Cry 

Eta na 

1.- Solubilización del cristal 

2.- Procesamiento de las 
pro toxinas 

3.- Unión al receptor 

4.- Inserción en la membrana 

5.- Agregación 

6.- Forn1ación de poro 

7.- Citólisis 

1.5.2 El procesamiento 

Características 

El pH alcalino y las condiciones reductoras 
del intestino n1cdio so11 indisper.sables para 
este proceso 

Participación de las proteasas predominantes 
en el intestino medio (tripsina, quirnlotripsi­
na, termolisina y catepsinas) 

Unión reversible 
Unión irreversible 
- interacción carbohidrato-proteína 
- interacción proteína-proteína 
- interacción con otros componentes de Ja 

membrana (glicolípidos) 

Cainbio conforrnacional drástico que conduce 
a un estado competente para la inserción 

El modelo propuesto contempla que el poro 
está fonnado por 4 - 6 moléculas 

Tainaiio de. poro estimado 1 - 2 nm 
Conductancia: 25 - 4000 pS 
Múltiples estados conductores 
Selectividad pobre hacia cationes 

Efecto sinér<>:ico de los cristales v las esnoras 

La mayor parte de las proteínas 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 típico de las toxinas 

Cryl (130-140 kDa) se da por el corte de los primeros veintiocho residuos del extremo 

N-terminal y de los últimos quinientos del extremo C-terminal, quedando de esta for­

ma un fragmento resistente a proteasas de entre 55 y 65 kDa. El alineamiento de la 

secuencia de an>inoácidos de los miembros de la familia Cry reveló que las toxinas de 

70 kDa (Cry2, Cry3 y Cryll) pueden considerarse como formas naturales truncadas de 

las proteínas de alto peso molecular (Ht>fte y Whiteley, 1989). Al parecer algunas pro­

teínas Cry pueden ser procesadas in vitro más extensivamente en el extremo N-termi­

nal que las de la clase l. 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 
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(Nicholls et a/., 1989) y 236 y 204 en Cry4Aa y Cry4Ba, respectivamente (Angsuthana­

sombat et a/., 1993; Knowles, 1994). Estos sitios mapean en las asas entre las hélices a3 

y a4 (Cry3A y Cry2Aa) y a5 y a6 (Cry 4Aa y Cry4Ba). Se desconoce si este proceso tam­

bién ocurre in vivo y si tiene algun;.1 relevancia para la inserción. 

El procesamiento es un factor que puede contribuir en la determinación de la es­

pecificidad. Un ejemplo ilustrativo de ésto es el caso de la toxina CrylAb proveniente 

de la cepa lCl de Bt var. aizanmi, la cual es tóxica para los lepidópteros (Pieris bras­

sicae) cuando se procesa con tripsina, y activa para los dípteros (Aedes aegypti) cuan­

do se trata con el jugo gástrico de estos mosquitos (Haider y Ellar, l 989a). 

A pesar de que se conoce con cierto detalle como es que ocurre el procesamiento 

de las toxinas de Bt, no hay información suficiente acerca de las enzimas que están 

involuc-radas en este proceso. La secuenciación del extremo N-terminal de los frag­

mentos tóxicos de las toxinas Cryl, Cry2 y Cry4 sugiere que las principales endopro­

teasas involucradas son enzimas del tipo de la tripsina, la qnimiotripsina y la termoli­

sina (Dai y Gill, 1993). En el caso de los coleópteros se ha encontrado que las enzimas 

digestivas predominantes en el intestino medio son de tipo cisteíno-proteasas (Thie y 

Houseman, 1990) por lo que es probable que estas sean las proteínas involucradas en 

el procesamiento de las toxinas de tipo Cry3. Al parecer la tripsina es la proteasa in­

volucrada en la remoción de los primeros veintiocho residuos de la toxina CrylAb, ya 

que la mutación R28D, que previene la activación mediada por esta enzima, disminuye 

la actividad insecticida de la proteína hacia 1\-Ia.nduca sexta (Martens et al., 1995). 

1.5.3 La unión al receptor 

Utilizando diversas metodologías se ha demostrado que después de penetrar la 

matriz perltrófica, las proteínas Cry se unen a sitios específicos localizados en la mi­

crovellosidad de las células columnares del intestino medio de las larvas de insectos 

susceptibles: lepidópteros (Hofmann et a/., 1988), coleópteros (Bravo et al., 1992) y 

dípteros (Ravoahangimalala et al., 1993). 

Se ha demostrado que la unión a estos sitios específicos es la etapa determinante 

de la alta especificidad de las ó-endotoxinas (Van Rie et a/., 1989) por lo que diversos 

grupos de investigación han dedicado un gran esfuerzo a entender cómo ocurre este 

proceso. 1.-i metodología más usada ha consistido en llevar a cabo estudios cinéticos de 

13 



unión y co1npctcncia utilizando pr~teínas marcadas rudiactivamente con yodo y vesí­

culas de membrana de fa mkrovellosidad·apical (Vl\·Il'vIA). Con la finalidad de estimar 
los parámetros de unión, la constante de disociación (Kd) y la concentración de sitios 

de unión (Rmaxl. se han hecho experimentos donde Ja toxina marcada se pone a com­

petir con toxina fría (competencia homóloga), mientras que para conocer si dos toxi­

nas Cry comparten un mismo silio de unión se han llevado a cabo experimentos de 

competencia heteróloga. La mayor parte de los análisis se han hecho con larvas de 

lepidópteros y toxinas de tipo Cryl (una revisión completa se puede ver en Pietranto­

nio y Gil!, 1996), a excepción de un trabajo en el que se estudió la interacción entre la 

toxina Cry3A y sus sitios de unión en las Vl\·ll'vlA del coleóptero Tenebrio .1710Jieor (Bel­

fiore ee al., 1994). Se piensa que en los dípteros y demás organismos susceptibles a Be 

también debe haber una interacción entre las S-endotoxinas y moléculas a las que se 

unen de manera e'>pecífica, sin embargo, se desconoce cómo ocurre este proceso. 

De los resultados obtenidos en los estudios de competencia homóloga se puede 
generalizar que la constante de disociación (Kd) entre las toxinas y sus sitios de unión 

para el caso de los lepidópteros es del orden de 0.2 a 50 nl'vl, y que la concentración de 
sitios de unión (Bmax) va de 0.4 a 62 pmoles/mg de proteína de vesículas (Pietrantonio 

y Gill, 1996). Para el caso de la toxina Cry3A y las VMJ'v!A de 7: moli,or se determinó 
que la Kct y Bmax es de 1 7.5 nM y 304 pmoles/mg de proteína de vesículas, respecliva­

mente (Belfiore ee al., 1994). En la mayor parte de los análisis se ha encontrado que 

existe una correlación positiva entre los parámetros de unión y la toxicidad. Los re­

sultados de los primeros experimentos en los que se usaron cepas de insectos resisten­

tes para estudiar este proceso apoyaron la idea de que la unión está correlacionada 

con la susceptibilidad, dado que los insectos resistentes mostraron pérdida de los sitios 

de unión (Ferré ce <Jl., 1991 ), o bien, una disminución significativa (Van Rie ee al., 

1990a). Sin embargo, se han reportado varios casos tanto de cepas susceptibles como 

resistentes para la<> que los parámetros de unión no correlacionan con la toxicidad 

(Wolfersberger, 1990a; Gould ee al., 1992; lhara el: al., 1993; Estada y Ferré, 1994; Escri­

ché el: al., 1994; Lee ee al., 1 995a; Wright ee al., 1997). 

Los estudios de competencia heteróloga han revelado que la unión no es un pro­

ceso simple ya que las toxinas pueden unirse a más de un sitio en el intestino de su 

blanco, y también se presenta el caso en el que varias toxinas pueden competir por 

un mismo sitio de unión. Un ejemplo que ilustra esta complejidad es el de Heliothis vi­

resn1ns, especie en la que: la toxina Cryl 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 

ei- al., J 990b; l'\·laclntosch et •ti., 1991). 

I.S.3.1 Unión reversible e irreversible 

Los estudios de competencia homóloga han mostrado que la cinética de unión de 

las .S-endotoxinas a las VMl'\'fA de los Insectos susceptibles es bifásica, donde el com­

ponente mayoritario es irreversible (HoJ'mann ec al., 1988; Van Rie et al., 1989). La 

validez de los resultados de los estudios descritos en la sección anterior es cuestionable 

ya que el análisis de los datos se basa en el supuesto de unión reversible, por lo que la 

etapa irreversible se ignora en los cálculos de Kd y Bmax· Los ex-perimentos 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 homóloga o heteróloga (ensayos de 

desplazamiento) han mostrado ser más útile'> en el entendimiento de este fenómeno 

(Chen et al., 1995; Liang et al., 1 995). Ahora se sabe que la interacción inicial entre la 

toxina y su sitio de unión (unión reversible) es un requii>ito para la toxicidad pe:-o no 

es su.ficicnte. Los eventos posteriores tales corno la unión irreversible y la inserción 

en la membrana parecen estar más correlacionados con la toxicidad. Un ejemplo que 

ilustra la utilidad de anaiizar sepanidan1ente los componentes reversibl<: e irreversi­

ble de la unión es el caso dt! las toxinas CrylAb y CrylAc y el lepidóptero Lyrnantria 

dispar. El análisis clásico indicó que ambas proteínas comparten el mismo sitio de 

unión, siendo CrylAb 400 veces más potente; aunque el número de sitios de unión es 

similar para ambas toxinas, la menos potente (CrylAc) se unió con mayor afinidad 

(WolJ'ersberger, 1990a). Esta paradoja quedó i:esuelta al encontrarse que a pesar de 

que CrylAb se une con menor afinidad lo hace de J'orma más irreversible si se com­

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

Una metodología alternativa para estudiar Ja interacción de la toxina y sus si­

tios de unión es la llamada resonancia de superficie ("surJ'ace plasman resonance"). 

En este sistema uno de los reactantes (toxina o vesículas) se inmoviliza en una capa 

hidrofílica 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 

unión, el incremento en la masa total que está unida al sensor cambia el ángulo 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 asociación y di~oclación del complejo toxina-receptor en tiempo 
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real y no cn·.con.dicionc~· dc·:~~ui_Hbr:io con-io. ~s· el ··caso ·de los experimentos en los que 

se utili:-.a toxÍ·n~ murc~é:la:cs~abo et a1:, 199.s). usruldo esta técnica se ha estudiado la ci­

nética de unión entre 'fa mxú~a (:9;1.Ab y.sus'sitios el.;, unión en las VMMA de Choris­

toneun1 fumiferana .(l\fassc:inét al., 1.994) yt::unbién.aquéHa existente entre la proteí­

na CrylAc y la~ VMMA de faji.','¡¡;Jia . ....:yl~efcéÚ;, (l\las~ó'1i et al., 1995a). En ambos estudios 

se encontró que la alta afinidad de unióri e·ntre las toxinas y sus sitios de unión se de­

be principalmente a la muy baja tasa de disociación del complejo formado, la cual en 

runbos casos resultó ser menor de 10-s s-1. La· información que se obtiene utilizando 

este sistema puede ser muy valiosa ya que al analizar separadamente las velocidades 

de asociación y disociación del complejo toxina-receptor se pueden encontrar altera­

ciones que no siempre son evidentes en el equilibrio (!Vlasson et al., 1995a). Este as­

pecto podría tener particular relevancia para el análisis de proteínas mutantes que 

estén afectadas en la interacción irreversible con el receptor. 

1.S.3.2 Naturaleza bioquímica del receptor 

Se han hecho importantes esfuerzos dirigidos a la identificación, purificaciGn y 

caracterización de Ja(s) molécula(s) que sirv"'(n) de receptor(es) a las 6-endotoxinas 

en la microveHosidad apical de las célulils columnares del intestino medio. La metodo­

logía más empleada ha sido separar las proteínas de las VJvl!VIA en electroforesis en gel 

de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes y posteriormente transferirlas a 

papel de nitrocelulosa; la unión específica de Ja toxina a alguna de las bandas se reve­

la con un anticuerpo antitoxina y luego con un segundo anticuerpo dirigido contra el 

primero o bien con la marca de la toxina (biotina-estreptavidina o 1251) ("ligand blot­

tlng"). Es discutible que la proteína de unión conserve su estructura nativa en estas 

condiciones y que pueda interactuar de manera específica con la toxina, pero al pare­

cer así ocurre. Esta evidencia sugiere que el sitio que reconoce la toxina en la proteí­

na de unión es un cpítope muy pequci'io o bien un carbohidrato, dado que una g!"an 

parte de las proteínas de la microvellosidad apical están glicosiladas (Cioffi, 1984). 

Haciendo este tipo de experimentos se ha encontrado que para la mayoría de las toxi­

nas Cryl estudiadas las moléculas a las que se unen con alta afinidad son glicoproteí­

nas de entre 63 y 220 kDa (Haider y Ellar, 1987; Oddou et al., 1991; Garczynski et al., 
1991; Knowlcs eta/., 1991; lndrasith y Hori, 1992; Oddou et al., 1993). Se propone que la 

interacción inicial es la existente entre la toxina y el carbohidrato del receptor, 

mientras que la unión irreversible se asocia con una interacción más estrecha entre 
la toxina y la parte proteica de éste (Liang et al., 1995). 
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Este tipo de estudios es aún inclpieóte pura el cuso de los coleópteros y los dípte­
ros. Se encci11tró C[~lc ci)'ci'coleóptórBTenebri.:, molieor la molécula de unión es una 

proteína de 144 -kDa Cuelflór<ii 'ei:ii;,' 1994),- n;ic'ntras que una banda de 148 kDa y otra 

de 78 kDa ~e idcntifi".'.:aron '.'.:omÓ las proteínas de unión para la toxina Cryl lAa en las 

vesículas de los nio~q;_.iÍ:os Anopheles s_ccphensi y Típula oleracea (Feldmann ec al., 
1995), respectivrune~te. - -

Los mayores avances en el esclarecimiento de Ja naturaleza bioquímica de las 

proteínas de unión, Jos posibles receptores para las proteínas Cry 1, se han obtenido 

durante los tres últimos ;:u'ios. En la Tabla 1.3 se enlistan los resultados que se tienen 

a la fecha en este sentido. La mayor parte de Jos análisis muestran que las proteínas 

de unión para las toxinas CrylAa, CrylAb, CrylAc y CrylC en J\fanduca sexta (Knight 

ec al., 1994; Sangadala ec al., 1994; Luo ec al., 1996), Heliochis virescens (Gill ec ul., 

1995), Lymancria dispar (Valaitis ec al., 1995; Lec ec al., l 996a), Pluce!la xyloscella (De­

nolf ec al., 1996; Luo ec al., 1997) y Bornby:: morí (Yaoi ec al., 1997), son miembros de Ja 

familia de las aminopeptidasas de tipo N (E.C. 3.4.11.2) con peso molecular cercano a 

l~¿O kDa. E.'dste cierta controversia acerca de cual es la proteína de unión para la tox!­

na CrylAb en /\f. sexta ya que mientras que un grupo encontró se trata de un miem­

bro de la familia de las cadcrinas (Vadlamudi et al., 1995), otro la identificó como una 

aminopeptidasa N (Denolf ec al., 1996). 

Tabla 1.3 - Las proteínas de 1111ión y probables receptores para 
las ¡; -endotoxinas 

Toxina 

CrylAa 

CrylAb 
CrylAb 
CrylAb 

CrylAc 

CrylAc 
CrylAc 
CrylAc 

CrvtC 

Insecto 

Bombyx morí 

/vlanduca sexta 
/vlanduca sexta 
Plucclla xylostella 

/vlanduca sexta 

Heliothis virescens 
Lyrnantria dispar 
Plucella xylostella 

Manduca sexta 

Tantaño 
íkDa) 

120 

210 
120 
120 

120 

120 
120 
120 

106 

Identidad Referencia 

Aminopeptidasa N Yaoi ec w., 1997 

Caderina Vadlamudi et a/., l 995 
Arninopeptidasa N Denolf et al., 1996 
Aminopeptidasa N Denolf et al., 1 996 

Arninbpeptidasa N Knight et al., 1994 
Sangadala et al., 1994 

Aminopeptldasa N Gill et al., 1 995 
Arninopeptidasa N Valaitis et al., 1995 
Aminopeptidasa N Luo et al., 1 997 

Aminonentidasa N Luo et al. 1996 
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Se ha .demostrado que al 1nenos un<l proporc1on .de la mninopeptidasa N (APN) es­

tú unida· a· la' iriembi'-ana mediante un m;cla de glicositrosfatidillnositol (GFI) (Garc­

zynski.y .Adang·, .1995). El análisis de la secuencia de dos de las proteínas de unión pa­

ra Cryl Ac e.n· Al. sesea (Knight ee al., l 995) y :u. virescens (Gill ee al., 1995) que se han 

clonado itÍdica.que el GFI está unido a la prcii:'eína en su extremo e-terminal. El ancla 

de GFJ·es'su~ceptible a la acción de una fosfollpasa C específica endógena del insecto 

que la ccinvierte en una forma soluble de 115 kDa (Lu y Adang, 1996). Esta forma solu­

ble retiene su capacidad de unir a Ja toxina y lo hace de manera específica. Un ejem­

plo que ilustra la especificidad de la interacción entre las toxinas Cry y sus proteínas 

de unión es el de las APN de J\/. sesea, que unen exclusivamente CrylAc o CrylC pero 

no muestran reconocimiento cruzado (Luo ec ~/., 1996). Se ha demostrado que la N­

acetil-D-galactosamina (NAGal) inhibe de manera específica la unión entre la APN y 

la toxina CrylAc en J\I. sesea (Knight ee al., 1994; J\·Iasson ee al., 1995b), El. virescens 

(Gill et a/., 1995), L dispar (Valaitis ec al .. 1995) y P. ;,.yJosce/la (Luo ec ;-J., 1997). Esto 

sugiere que Ja proteína de unión es un glico-conjugado que contiene NAGal y que este 

azúcar participa directamente en la interacción entre ésta y la toxina. 

Se ha evitado usar el término "receptor" ya que a excepción de un caso (Sanga­

dala et ai., 1994) no se ha demostrado que estas proteínas de unión tengan la función 

biológica de éste, es decir, reducir la concentración de toxina a niveles nano o pico­

rnolares para que ejerza su acción de daño en las membranas de los insectos. 

1.5.4 La inserción en la membrana 

La fase irreversible de la unión de las 5-endotoxinas a las VI\<JJVIA que contienen a 

sus receptores suele considerarse como una evi.dencia de que las proteínas Cry se in­

sertan en la membrana para luego causar como consecuencia final la destrucción del 

tejido intestinal de las larvas de insectos susceptibles (Van Ríe et a/., 1989; lhara et· al., 

1993; Liang ec al., 1995). 

Se ha demostrado que a dosis micromolares las proteínas Cry son capaces de inte­

ractuar con membranas lipídicas artificiales e insertarse en las mismas, haciéndolas 

permeables a cationes (English et al., 1991) y sol u tos neutros relativamente pequeños 

(Yunovitz y Yawetz, 1988; Haider y Ellar, 1 989b). Se comprobó que la capacidad de la 

toxina CryJC para interactuar con una membrana modelo y disipar el potencial trans­

membranal, aumenta de forma sustanliva al disminuir el pH (pH < S), y que ésto está 
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correh1cionadn, con el aumento en la hidrofobicidad de la superficie de la molécula 

(Butko et :.1/., .1994). Estos datos sugieren que en estas condiciones in vicro, la proteína 

sufre un cambio c.onformacional que Ja lleva a un estado competente para la inser­

ción. Es posible que: in, vivo se logre una transición a un estado conformacional simi­

lar, por ejemplo;' pÓr'i¡~ unlón al receptor o por procesamiento proteolítico del com­

plejo toxina~re~·~ptor.::,:,. Es importante señalar que a concentraciones fisiológicamente 

relevantes (plvl7;1Jl.·h;J,l;:.s::&,endotoxinas no parecen insertarse de manera espontánea 

en las memb~~;,·d;,'c<(i,1¿,lÓgicas que carecen de los receptores específicos para ellas 

<Know1es, 1994>?::pf~F~?'. 
'':•:,: .. :::J.-_.;•, ·;:e',.'.• 

En un estuctiC>''.'reciente llevado a cabo con una colonia de H. virescens resistente 
a la cepa lII~:i:·d'ci .. •Bc::~'(esta cepa contiene los genes crylAa, crylAb, crylAc, cry2Aa y 

cry2Ab) se e~Í:'?r{(~Ó·que no hay diferencia en los componentes reversible e irrever­

sible de la uniÓn''d~.ln proteína CrylAc a las VM!vlA de esta especie cuando se compa­

raron con los.'ob'teniCtos usando vesículas de una cepa sensible (Lee ec al., 1995a). Es­

tos resultados i~dic~f1' que la unión irreversible es una etapa que precede a la inser­

ción, pero ponen de manifiesto que son procesos distintos. Se desconoce cómo es que 

sucede Ja inserción, sin embargo, los resultados de los e,;tudios de mutagénesis diri­

gida llevados a cabo por múltiples grupos de invesligación h::in pernJitido tener los 

primeros indicios de las regiones y residuos qtie pudieran estar involucrados en este 

proceso; esta información se discute con detalle en la sección 1.6. 

1.5.S La agregación 

Haciendo experimentos de protección osmótica se ha encontrado que después de 

unirse al receptor e insertarse en la membrana, las proteínas Cry forman poros con 

un diámetro estimado de 1 a 2 nm (Knowles y Ellar, 1987). El tamaño de estos poros y 

la aparición frecuente de múltiples estados de conductancia en los estudios de la acti­

vidad de las proteínas Cry en bicapas lipídicas planas (Slatin ec al., 1990; Schwartz ec 

al., l 993a; Grochulski ce al., 1995; Schwartz et al., 1997) se han considerado como evi­

dencias de Ja formación de diversos estados de agregación de las 5-endotoxinas. Se ha 

reportado que las toxinas CrylAa, CrylAc (Feng y Becktel, 1994) y Cry3A (Walters et 

al., 1994) forman oligómeros en solución, sin embargo, se desconoce cuál es el meca­

nismo por el cual estas proteínas se agregan, así como las regiones que pudieran estar 

involucradas en este proceso. 
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l.S.6 La formación del poro 

La idea de que las toxinas de Bt· actuan aiterando la permeabilidad de la mem­

brana de las células del intestino medio surgió desde hace casi cuatro décadas (Heim­

pel y Angus, 1959; Angus, 1968). En la Tabla 1.4 se presentan las diferentes estra­

tegias que se ha usado para estudiar la actividad de formación de poro de las proteínas 

Cry en presencia de sus receptores nativos. 

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

!Vletodo)ol!ía 

Inhibición de la corriente de corto 
circuito (Ice) 

Inhibición de cotransport~ de 
aminoácidos-K+ 

Liberación de 3.H-alanina y 
uracilo 
Liberación de 86Rb-K+ 

Protección osmótica por rafinosa y 
sacarosa 

Patch clamp, [Ca2+] (fura 2) 

[K+] y pH (PBFI, BCECF) 

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

Cambios en el potencial de 
membrana (electrodos) 

Dispersión de la luz 

Apagamiento de la fluorescencia 
de la carboxifluorcsceína 

Bicaoas lioídicas ol::mas (Bl..P) 

Material 

Intestino medio aislado 

V1'IMA 

VMMA-lípidos 
APN 120 k.Da - FA 65 kDa de 
/vfanduca sexta - lípidos 

Células CF-1 

Células Sf-9 

Células Sf-9 

VMMA 

Intestino medio aislado 

VMMA 

VMMA 

VMMA 

Referencia 

Griego ec al., 1979 
Llebig ce al., 1995 

S01cchi ec al., 1986 

Hendrick.x et al., 
1990 
English ec al., 1 991 
Sangadala ec al., 
1994 

Knowles y Ellar, 
1987 

Schwartz ec al., 
1991 

Vachon et al., 1995 

Uemura ec al., 1992 
Lorence ec al., 1 995 

Peyronnet ec al., 
1997 

Carro! y Ellar, 1993 

Carro! y Ellar, 1997 

Ver Tabla 1.5 
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Un sistema que se ha empicado con frecuencia es el rnonitoreo de los cambios en 

la corriente de corto circuito (Ice) en intestinos. medios aislados. La lec es una medida 

indirecta del transporte activo de iones de la hemolinfa· al lumen (Chen et a/., 1993). 

Al agregar toxinas del lado luminal del: Íncesl:Íno'méaio diversos autores han obser­
vado que después de 5 a 60 minutos la Icc·cae'·t.;t~ ·a-parcialmente como respuesta a la 

formación de una vía de permeabilid~d ·aciv~1~'úcttÍ:':(Griego et al., 1979; Liebig et al., 
1994). Usando esta metodología se derito~t~ó''él~-ci'.'t;;laa2+, un agente que bloquea cana­

les de potasio ( Hillc, 1992) y canales poco selectivos a cationes, es capaz de proteger e 

incluso revertir el efecto de las toxinas CrylAa, CrylAb y Cryl/\c en el intestino d., 

J\landun1 sexta (Crawford y I-Iarvcy, 1988). 

La entrada de aminoácidos (a.a.) a través del epitelio del intestino medio larva.--:io 

depende de la existencia del potencial eléctrico transmembranal. Los a.a. entran al 

citoplasma de las células columna.res a través de seis diferentes sistemas simporte de­

pendientes de voltaje que están localizados en la microvellosidad apical (Gill et al., 

1992). Se ha demostrado que al afectar la permeabilidad de la membrana apical, las 

proteínas Cryl inhiben el cotransporte a.a./K+ eu VJ\·llVIA de lepidópteros. Us~.nc!o esta 

metodología se ha encontrado que h.1s &-endotoxinas aumentan la penueahilidad de la 

n~embrana blanco al K+ (Sacchi et ;ú., 1986), al K+ y al Na+ ('Nolfcrs!:>erger, l 990b) e 

incluso a la alanina (Hendrickx et al., 1990). 

La principal crítica que se ha hecho a los resultados obtenidos al analizar el 

efecto de las proteínas Cry en la inhibición tanto de la Ice como del cotransporte a.a./ 

K+, es que la información obtenida es tendenciosa, debido a que ambos sistemas están 

íntimamente ligados al transporte de este ión. Por esta razón diversos autores han di­

señado y/o adaptado nuevos sistemas de análisis 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 consistió en estudiar con 

una sonda fluorescente los cambios que produce la toxina CrylAa en el potencial de 

membrana de las vesículas de Bornbyx morí, encontrándose que ésta aumenta la per"­

meabilidad de la membrana tanto para cationes monovalentes como para divalentes 

(Uemura et al., 1992). En otro caso se analizó el efecto de CrylAc en VMMA de M. se...:ta 

monitoreando los cambios en la dispersión de la luz debidos a cambios en el volumen 

de las vesículas; en este caso se observó que CrylAc aumentó la permeabilidad tanto 

para aniones (c1-, scN-, gluconato-) como para cationes (K+, Na+, tetraetilamonio+) 

(Carral y Ellar, 1993 ). Las diferencias en el índice de refracción de los sol u tos, los 
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cambios en la dispersión de la luz independientes del volumen de las vesículas y los 

artef"actos asociados con el movimiento y agregación de las mismas son algunas de las 

ruzones que limitan el uso de este tipo de ensayo. Por estas razones Jos autores propu­

sieron una alternativa basada en el monitoreo del volumen intravesicular medido co­

mo el apagamiento de la fluorescencia de la carboxifluoresceína en VJ\'11"IA de /\f. sexta 
(Carro! y Ellar, 1997). Usando este sistema se obse:-vó que CrylAc forma poros que 

permiten el flujo libre de la rafinosa, molécula con un diámetro de 1.4 nm, y utilizan­

do no electrolitos de tamaño creciente estimaron que el diámetro limitunte de poro es 

de entre 2.4 y 2.6 nm en condiciones alcalinas (pH 9.0). Los resultados de estos tres úl­

timos sistemas deben considerarse con cuidado, ya que ellos muestran el efecto que las 

proteínas Cry causan en la membrana biológica después de una hora de interacción, 

por lo que es cuestionable que el efecto observado corresponda a la acción primaria 

de estas toxinas en el tejido blanco. 

Otro tipo de enfoque ha consistido en estudiar la capacidad de formación de poro 

de las toxinas Cry en células de insecto en cultivo. Se encontró que la rafinosa y lasa­

carosa fueron capaces de proteger osmótican1eni:e a ias células de la Hnea CJO-l de Cho­

ristoneura furniferana de la acción de las toxinas CrylAa, CrylAb y CrylAc y así evi­

tar la citólisis (Knowles y Ellar, 1987). Por otra parte los i·esu!tados c!e un estL'dio de 

"patch clamp" de los canales iónicos formados por la toxina CrylC en las células Sf-9 

provenientes del ovario de Spodoptera frugiperda revelaron que esta toxina forma 

canales aniónicos de 26 pS en ambos lados de la membrana, y usando el colorante 

fura-2 se encontró también que causa un aumento inmediato de la concentración de 

Ca2+ intracelular. Con esta evidencia en mente los autores propusieron un modelo de 

acción que involucra la internalización de la molécula (Schwarlz et al., 1991). Usaudo 

esta misma línea celular y dos sondas fluorescentes se demostró que CrylC aumenta la 

permeabilidad de la membrana de las células al menos para el ff+, el K+ y el Na+ (Va­

chon et al., 1995). La principal crílica que se ha hecho a este tipo de ensayos es que el 

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

servado corresponda al que sucede in vivo. Por estas razones deben considerarse con 

cuidado las conclusiones a las que se ha llegado usando este material biológico. 

Una metodología alternativa para estudiar la formación del poro consistió en la 
medición del efecto de diversas O-endotoxinas en el potencial r,léctrico de la membra-
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rta apical de inteslinos n1edios aislados usando microelectrodos (Peyronnet et al, 1997). 
La adición de la proteína CrytAa; l:i.que ij"-niancria';aispary B. :morí son muy sensi­

bles causó una depolari:.mción. rápida, . irreversib.le. -:>; d~péÍ'Ídiente de la dosis; otras to­

xinas menos potentes para L. dispár (CrylAc, Ci-ylC )• Cryl E) produjeron un efecto si­

milar, a pesar de que en el bioensayo su potencia resulÍ:Ó relativamente baja. Aunque 

esta técnica pern1ite discriminar entre las to:<inas activas e inactivas, al menos para 

el caso de L dispar la habilidad de estas proteínas para alterar el potencial de la mem­

brana apical no refleja su potencia hacia la larva completa, ésto sugiere que e:<isten 

otros f;.i.ctores in ,-;"ºque influencian el nivel de to>dcidad de las proteínas Cry. 

1.5.6.1 La función del receptor en la formación del poro 

Se han propuesto varios modelos acerca de las posibles funciones del receptor en 

la formación del poro (Knowles y Dow, 1993). Una primera posibilidad es que el re­

ceptor per se sea una canal iónico que se active por la unión de la toxina. Si este fue­

ra el caso se esperaría observar una correlación directa entre la unión y la forma­

ción del poro, pero como se citó antes, ésto no sucede para codas las to:<inas Cry. Otrn 

posibilidad es que la to:<ina y el receptor, en conjunto, formen el poro. La evidencia 

que apoya esta idea se obtuvo al estudiar los canales forni.ados por CrylAc y CrylC en 

bicapas a las que previamente se incorporaron vesículas de /\Ianduca sexta (Ivlartin y 

Wolfersberger, 1995) y Spodoptera Frugiperda (Lorence et al., 1995 ), respectivUlilente. 

En ambos casos se encontró que la conductancia y propiedades cinéticas de los canales 

formados por esas proteínas difieren en presencia y auser1cia de su receptor (Tabla 

1.5). Esta evidencia aunque incipiente hace pensar que es plausible la participación 

directa del receptor en la formación del poro. 

E receptor podría también catalizar la asociación o inserción de la to:<ina en la 

membrana, sin participar en la formación del poro. Dicha catálisis podría consistir 

en aumentar la concentración efectiva de to:<ina en la superficie de la membrana, o 

bien inducir un cambio conforrnacional que conduzca a la toxina a un estado compe­

tente para la inserción. En el primer caso se esperaría que las toxinas a altas concen­

traciones rueran capaces de formar poros en ausencia de su receptor. Diversos gru­

pos de investigación han obtenido evidencia que sustenta esta propuesta al estudiar la 

actividad de formación de poro en bicapas lipídicas planares (Tabla 1.5). Usando es­

le sistema se han analizado proteínas de las clases Cryl, Cry2, y Cry3. Todas ellas for-

23 



Tlbla 1.5 - Análisis de la actividad de formación de poro de las proteínas Cry en bicapas lipídicas planas 

Toxina Región Composición de pi! Conductancia Selectividad Referencia 
[proteína) la bicapa (pS) PK+/Pc1-

Cry3A u hélice 5 L:C (5:1) 7.4 30-1000 N.D. Gazit et al., 1994 
(16µg/ml) 

CrylAc u hélice S FE o FE:FC (3:1) 4.0 ro Catiónica Cumming et al., 1994 
(0.1811g/ml) 

Cq'lAc dominio 1 DiFFC 9.5 >600 Catiónica Wallcrs et al., 1993 
(3 µg/ml) 

Cry3Bb dominio I Ao DiFFC 9.5 60-1000 2-3:1 Von Tersch et al., 
(10- 2011g) 199-t 

CrylAc toxina A 9.7 roo 25:1 Slatin et al., 1990 
(3211g/ml) 

Cry3A toxina A:C(2:1) 9.7 4(XX) 25:1 Slatin eral., 1990 
(2311g/ml) 

CrylC toxina FE:FC:C (7:2:1) 9.5 100-200 Catiónica Schwartz et al., 1993 
(2.5-15 11g/ml) 6.0 25-35 Aniónica 

Cry3Bb. toxina AoDiFFC 9.~ 80-1000 2 -3:1 Von Tersch et _al., 
(10-2011g) 1994 

Cry2A toxina Ao DiFFC 7.0 25 (V) Canales no English el a/., 1994 
(10-2011g) selectivos 

CrylC toxina DiFFC 9.0 12C 7:1 Díaz, 1995 
(6011g/ml) 

CrylAa toxina FE:FC:C (7:2:1) 9.0 452 Catiónica Grochulski el al., 1995 
(1- 2011g/ml) 

CrylC toxina Células Sf-9 patch N.D. 26 Aniónica Schwartz et al., 1991 
(40µg/ml) clamp (célula unida) 

CrylAc toxina L + YMMA M.sexta 9.6 13,000-50,000 N.D. Martin y Wolfersber-
(lOµg/ml) (100 ng/ml) 8.8 2,000-3,000 ger, 1995 

CcylC toxina DiFFC + VMMA S.fru- 9.0 360-1,900 8:1 Lorence et al., 1995 
I0.6~g/mll &ie.erda 130 ng/ml! 

Notas: A = asolectina, C = colesterol, DiFFC = difitanoilfosfatidilcolina, FC = foslllidilcolesterol, FE = fosfatidiletanolamina, 
L = lecitina de soya, N.O.= no determinado, VMMA =vesículas de membrana de la microvellosidad apical. 
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m•u1 canales con cierlu preferenci•t hacia _los _cationes, aunque en uno de los casos se 
ha observttdo que la selcclivid0.d vn~íO. c'c:l11 ~Í pH -(S.;h,~artz ce al., 1993a). La conduc­

tancia de los canales varía entre· 25 )i;.'4000-pS:,Y·eri'todos los casos se han observado 

varios estados o niveles de cond~ctnriciü;::.L._.,:,dp~iciÓn de estos subestados se ha consi­

derado como una evidencia <;l,; q'~d;1al p~oi:eÍ11as Cry actúan en la membrana en forma 

de agregados u oligómeros. 
·.,f .. '.··.·. 

Otros resultados que tan1bién.apoyan la idea de que el receptor funciona aumen­

tando la concentración efectiva d.;;· toxina en la membrana consistieron en mostrar 

que la presencia de la microvello~-idad apical de Heliothis virescens reduce en tres ór­

denes de magnitud la concentrÓ.ción de CrylAc necesaria para aumentar la permeabi­

lidad al 86Rb-K+ de vesículas si~téticas. Se obtuvieron resultados similares al purifi­

car y reconstituir en vesículas _s_intéticas la aminopeptidasa N de 1'1. sexta y una pro­

teína de 65 kDa con activid~.d d_e fosfatasa (Sangadala ec al .• J 994). Esta es la primera 

demostración in vitro de que una de las proteínas de unión identificadas funciona co­

mo receptor. 

Hasta la fecha en ninguno de los trabajos publicados se ha podido hacer un aná­

lisis detallado a nivel c.!e canal único que permita contestar algunas de las preguntas 

t'undamentales que se tienen a este respecto como por ejemplo ¿cuál es la unidad mí­

nima capaz de formar poro (una o varias moléculas de &-endotoxina)?, ¿cuál es la fun­

ción del receptor en esta actividad? y ¿qué región y residuos específicos forman parte 

del canal?, entre otras. 

1.5.7 La citóllsls 

El efecto de Ja actividad formadora de poros de las &-endotoxinas en la membrana 

blanco depende principalmente del medio ambiente celular (Gill et al., 1992; Knowles 

y Dow, 1993; Knowles, 1994). Se ha propuesto que las proteínas Cry causan la muerte 

de las células epiteliales al inaclivar el sistema que mantiene el gradiente de pH (Wol­

fersberger, 1992) o por citólisis osmótica (Knowles y Ellar, 1987). La evidencia que 

sustenta la primera hipótesis es aquélla que señala que, de alguna manera, las toxinas 

de Bt aumentan la permeabilidad de la membrana a los cationes, la cual, en condicio­

nes fisiológicas, se propone es poco permeable al K+ (Wolfersberger, 1992). La hipó­

tesis de citólisis osmótica está avalada por la evidencia que indica que la lesión forma-
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da por las &-endotoxinas permite no sólo es paso de iones, sino también de agua y mo­

léculas de mayor tamat'io. 

La consecuen<·ia que tr.~e consigo cualquiera de las dos alternativas planteadas 

es la alteración de la permeabilidad selectiva de la microvellosidad apical. Esto causa a 

su vez que se colapse la diferencia de potencial y por tanto se pierda la fuerza motriz 

que dirige la entrada de aminoácidos al interior celular, así como la redistribución de 

los cationes entre el Jumen y el citoplasma. Se considera que el efecto más devastador 

de este proceso es la alcalinización del citoplasma, ya que ésto interfiere con el meta­

bolismo celular normal, y causa como consecuencia final la destrucción del epitelio 

intestinal (1-larvey, 1992; Wolfersberger, 1992). Una vez que las células columnares y 

caliciformes se destruyen, las esporas de Be tienen acceso a la hemolinfa, medio en el 

que proliferan. Se ha demostrado que en algunos casos el efecto de las proteínas Cry 

y las esporas es sinérgicc (Johnson y 1'·1cGaughey, 1996) y que algunas de éstas con­

tienen toxina en la superficie, lo que asegura su acceso a la hernolinfa (Du y Nic­

kerson, 1996b). La consecuencia final de la destrucción del intestino medio y la proli­

feración de bacterias en la hemolinfa es la inuerte de las larvas por inanidón y sep­

ticemia. 

1.6 La función de los dominios 1, 11y111 

Varias líneas de evidencia ex-perirnental obtenidas por múltiples grupos susren­

tan la idea de que los dominios 1, II y 111 de las proteínas 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 función en que participa cada uno de ellos. 

Esta información se presenta a continuación de acuerdo a las etapas secuenciales en 

que se ha dividido al mecanismo de acción. 

Solubilización: La determinación de la estructura de la proteína Cry3A reveló que 

existen por lo menos cuatro puentes salinos intercatenarios que la estabilizan (Ll et 

al., 1 991 ). Esto podría explicar las propiedades de solubilidad de esta toxina, la cual se 

disuelve tanto a pl-l ácido (3.9 a 4.2) como a pH alcalino (9.5 a 11.3) pero permanece in­

soluble en la región neutral de pH (Kollcr et al., 1992). Cry3A es activa contra larvas 

de escarabajos del tipo de los crisomélidos cuyo pl-l intestinal es ligeramente ácido 

(Weltens et al., 1992); en este caso se presume debe haber otros factores en el conteni­

do intestinal que promueven la solubilización de esta toxina. 
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Hespecto de las proteínas de la cJase 1, Jil elucidación de la estructura de Ja toxina 

erylAa ha permitido conocer· las características que determinan las propiedades de 

solubilidad de esta molécula: E1~· este caso se sabe que como en todas las a-endotoxinas 

que se producen como f"or,mas.'·il1actlvas, es indispensable el medio ambiente reductor 

para solubilizar los puenre's''ai;Ulfuro que son abundantes en la mitad e-terminal que 

es eliminada por cortes prorcolítiéos sucesivos en. la siguiente etapa del mecanismo de 

acción (Knowles, 1994). Se encoritró que a excepción de dos residuos, todos los a1ni­

noácidos de carácter básico de la.parte activa de CrylAa son argininas (Grochulsky el· 

al., 1995). Los resultados de Ja comparación de Ja secuencia de aminoácidos de las pro­

teínas eryl revelaron que la predominancia de argininas es una característica gene­

ral de todas ellas. Se propone que ésta es una adaptación evolutiva de las toxinas que 

actúan en el in~estino medio de lepidópteros: el muy alto pKa de la arginina ( 12.5) ase­

gura que la mayor parte de las cadenas laterales estén cargadas, aún en. las condicio­

nes m:>.s alcalinas, lo que n'o sucede en el caso de los residuos de lh:ina cuyo pKa es de 

10.8 (Grochulski ec al., 1995). 

Procesantien co: Diversos trabajos han confirmado la presencia de un sitio con.servado 

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

ec al., 1989). En contraste, la posición del sitio de procesamiento en el extremo e-ter­

minal en estas mismas toxinas no parece ser constante ya que se ha localizado en la 

región 609 a 630 y no en un sitio específico (HOfte ec al., 1986; Wabiko ec al., 1986; Hai­

der y Ellar, 1989a; Martens ec al., 1995 y Strizhov ec al., 1996). En este sentido se ha 

confirmado la participación de Jos residuos que conforman la hoja 13-plegada 23 (blo­

que conservado 5) que forma parte del dominio UI de las toxinas CrylAb (Martens ec 
al., 1995; Wabiko y Yasuda, 1995) y Cry4Aa (Nishimoto ec al., 1994) en el mantenimien­

to y estabilidad de la estructura, dado que las proteínas mutantes resultaron más sus­

ceptibles a la acción de Ja tripsina (Tabla 1.6). Estos datos confirmaron Ja hipótesis 

de los autores de la estructura tridimensional de la toxina Cry3A quienes predijeron la 

importancia de Ja conservación de esta región ¡3-plegada para permitir su interacción 

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

a la acción de las pro teas as ( Ll ec al., 1991 ). 

Unión: Las primeras evidencias que sugirieron Ja participación del dominio 11 en la 

interacción con el receptor se obtuvieron al intercambiar las regiones menos con­

servadas (hipervariables) entre tres toxinas muy similares entre si (erylAa, erylAb 

y erylAc) y observ<tr que dicho proceso resultó en el interca1nhio de especificidades 
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Tabla 1.6 - Estudios de mutagénesis en los dominios 11 y 111 de las proteínas Cry 

Toxina Re&ión Mutación Insecto Efecto unión Efecto toxicidad Referencia 

DOMINIOII 

CrylAb asaa-8 G282A-S283L L. dispar Disminución afini- Disminución Lee et al., 1996b 
dad(Kd9X) 10 veces 

CrylAc asa 1 G3!2V M.sexta Disminución unión Disminución Smedley y Ellar, 
irreversible 6 veces 1996 

Cry3A asa 1 N353A-D354A 1: mo/iror Pérdida unión Pérdida total Wu y Dean, 1996 
inicial 

CrylAa asaz Deleción o sus- B. morí Disminución afini- Disminución Lu et al.,1994 
titución alanina dad (Kd llX) lOOOveces 
365t YRRllL371 

CrylAb asaz Deleción M. sexta Disminución unión Disminución Rajamohan et 
370pfNIGJ375 irreversible 400 veces al .. 1995a 
F371A,G374A 

CrylAb asaz Sustitución ala- M. sexta Pérdida unión Pérdida total Rajamohan et 
nina368RRP370 H. virescens inicial al.,1996a 

CrylAb asa2 F37JW M. sexta Ninguno Ninguno Rajamohan et 
al., 1996a 

CrylAb asa2 F371Y, Lo S M. sexta Dismi1ución unión Disminución Rajamohan et 
irreversible 6-40 veces al., 1996a 

CrylAb asa2 F37JVoC M.sext;1 Disminución Ul!ión Disminución Rajamohan et 
irreversible 400-600 veces a/.,1996a 

CrylAb asa2 Deleción H. 1•irescens Pérclida unión Disminución Rajamohan et 
370pfNIGJ375 inicial 50 veces al.,1996a 

CrylAb asaz G374A H. 11irescens Disminución afini- Disminución Rajamohan et 
137SA dad (Kd 3-SX) 5-10 veces al., 1996a 

CrylAb asa2 NmAoG L. dispar Aumento afinid,1d Aumento 8 veces Rajamohan et 
Deleción N372 Disir.inución afini- Disminución al., 1996b 

dOO 21 veces 

'" :): 
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Toxina 

CrylAb 

CrylAc 

Cry3A 

CrylAb 

CrylAc 

CrylAc 

CrylAc 

Cry3A 

DOMINIO lII 

CrylAc 

CrylAc 

CrylAc 

CrylAc 

Re&ión Mutación Insecto 

asaz N3i2A-A282G- L. dispar 
L283S 

asa Z Y367S M. sext;1 
R368T 
R3691 

asaz P412A, S413 A T. molitor 

asa3 F440A M. sexra 
G439A 

asa 3 S438i M. sexla 

asa 3 G439A M. sexta 

asa3 S441T M. sext;r 

asa3 Ql82A, S484A, T.molitor 
R485A 

asa plS y SS031 o G M. sexta 
pl6 S504l o R 
asa plS y S503R-1508V M. sexta 
p16 SS04C-GS05R 

SS041- N507D 
asa plS y Rsoos, Nso2K M. sexta 
p16 N506T, H, K o Y 

15081. Q,509H 
asa plS y LSOll- ISOSS M. sexta 
pl6 GS05R-N506H 

GSOSA- ISOSL 

Hecto unión Efecto toxicidad Referencia 

Aumento afinidad Aumento Rajamohan et 
(Kd0.06X) 36 veces a/.,1996b 

Disminución afini- Disminución Smedley y Ellar, 
dad (Kd 2-7X) 4-10 veces 19% 

Ninguno Ninguno WuyDean, 1996 

Disminución unión Disminución Dean et al., 1996 
inicial 13 y 100 veces 

Disminución unión Disminución Smedley y Ellar, 
irreversible 2.5 veces 19% 
Disminución afini- Disminución Smedley y Ellar, 
dad (Kd IZX) 33 veces 1996 
Aumento afinidad Ninguno Smedlcy y Ellar, 
(Kdü.IX) 19% 

Aumento unión · Aumento WuyDean, 1996 
irreversible 1.5 veces 

Disminución unión Disminución Aronson et al., 
inicial 5-50 veces 1995 
Disminurión unión Disminución Aronson et al., 
inicial 5-50 veces 1995 

Ninguno Ninguno Aronson et al., 
1995 

Ninguno Ninguno Aronson el al., 
1995 



(Schnepf et a/., 1990). En In actualidad ya se ha _logn~do hacer un análisis más fino del 

dominio 11 y se ha determinado qúe;sus·,cu:iiro'.regio1iesc'¡::iromin.entes: el asa de la cx­

hélice 8 y las asas l (lazo e;Hre ¡Q )' 13::Í), :2 '(laz~ e~tre rl6' y 137) y 3 (lazo entre J310 y 

J31 l), son las regiones que interoctu'ri11 ~li:r~-ctn'.*ente'~o1~ el receptor (Tabla 1.6). 

!.os resultados de Jos estudios J~.;a~~i~~{--~ev~rsible e irreversible, competencia 

homóloga y heteróloga y "ligand blotÍ:i~1g•i::q-t:I~' ~-;; han llevado a cabo con las proteínas 

mutantes en las asas del do111inio Ú·J~:i¡~- ~-bstcrado que la función de cada una de estas 

regiones puede ser diferente en los insectos susceptibles a las toxinas silvestres, por 

esta razón la interpretación de los resultados es complicada ya que es caso-específica. 

En este sentido se encontró que los residuos que conforman el asa de la ex-hélice 

8 de CrylAb son importantes para la interacción inicial con el receptor en Lyrnantria 

dispar ya que la doble mutante G282A-S283L mostró ser 10 veces menos potente que la 

silvestre debido a una disminución en la unión (Kd 9 veces menor), sin estar alterado 

el componente irreversible de la unión (Lee et al., 1996c). Cabe señalar que cuando se 

analizó el comportamiento de e .. ta rrlisrna mutante en otras especies sensibles a la toxi­

na silvestre (Manduca se.v:ta y IIeliothis virescens) no se encontró ninguna alteración. 

en la unión. Esta evidencia confir1n::i el plantearnienro citado en el párrafo anterior. 

Mutaciones llevadas a cabo en el asa 1 de la toxina Cry3A (350YYGND354) mos­

traron que la doble mutante N353A-D354A perdió su habilidad para unirse al receptor 

y su toxicidad hacia Tenebrio rnolitor, lo que indica que estos residuos participan en la 

etapa inicial de la unión (Wu y Dean, 1996). Un análisis de esta misma región usando 

la toxina CrylAc mostró que el aminoácido G312 participa en Ja interacción irrever­

sible con el receptor en /\J. sexla ya que la substitución G312V resultó en una proteína 

con toxicidad disminuida, sin estar afectada la constante de afinidad Kd (Smedley y 

FJlar, 1996). 

El asa 2 de la toxina Cry3A consiste de sólo dos residuos 412ps413, su substitución 

por alanina no tuvo un efecto significativo en la unión al receptor y la toxicidad (Wu 

y Dcan, 1996). Por el contrario, el asa 2 en las toxinas CrylAs activas contra lepidóp­

teros es una región muy larga que de hecho hace la diferencia más importante entre 

la estructura de las toxinas Cry3A y CrylAa (Grochulski et al., 1995). En esta última el 

asa 2 está compuesta por los residuos 367RRILGSGP375, mientras que en CrylAb y Cry 

lAc estú integrada por 36S1u~PFNIGf375. La deleción de una gran parte de esta asa en 
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CrylAa (3í>5LYRIU1f.371) o su sustitución por alaninus provocó° una pérdida sustancial 

de la unión inicial con el receptor y l::noxicidtid hada Í'?mÚJ'-'" m('.)ri(Lu ec al., 1994). 

Se obtuvieron resulrndos simila.r.:,s al hdc~¡: :~s.te inismo ·.:¡'¡:).; é!e)usti tución en Jos resi-

~~:~{i~I~i€::!t~Sf l5f i;&~rv~*~~t~~B"Ef:~i::.::~ 
,:·,"';· 

La substitución por alilÍ1itl.á'ciéLresi:o. de los residuos que conforinan el asa 2 de la 
·.· . ·.· ... , ... ·:,, .. '·. 

toxina CrylAb ha mostrada.· result:idos ·sorprendentes. La substitución 1373A causó 

una alteración estructural e ·.inestabilidad en la toxina por razones desconocidas. Las 

mutantes en las que se eliminó la región 371FNIGJ375 o se hicieron modificaciones 

puntuales (F371A y G374A) p·erdieron cerca de 400 veces su potencia hacia P.I. sev:ca, 
pero no mostraron un cambio significativo en los parámetros de unión. La. caracte­

rística que está afectada en estas mutantes es la unión irreversible con el receptor ya 

que rrüeutras sólo entre el 20 y 25 % de la toxina silvestre se puede desplazar, más del 

50 a 55 % de las mutantes se desplazan por la adición de un exceso de toxina (Raja1110-

han ec al., 1995). Experimentos posteriores en los que el residuo F371 se reemplazó 

por C, V, S, L, Y y W mostraron que la toxicidad de CrylAb hacia i'f. sexv,, está corre­

lacionada con el tamaño e hidrofobicidad del aminoácido de esta posición. Estas susti­

tuciones no tuvieron efecto alguno en la interacción inicial pero si en el componente 

irreversible de la unión (Rajamohan ec al., 1996a). Cabe se11alar que contrarianJente 

a lo observado en J\I. sexca, Ja sustitución de los residuos FNIGI resultó en proteínas 

mutantes que están afectadas en la interacción inicial con el receptor en Ff. virescens 
(Rajamohan ec al., 1996a). 

La secuencia del asa 3 de la toxina CrylAb es 438SGFSNS443. La sustitución pun­

tual de cada residuo por alanina produjo alteraciones en Ja toxicidad hacia M. sexca, 
siendo las mutantes F440A y G439A las más afectadas (13 y 100 veces menor potencia). 

Los experimentos de competencia heteróloga revelaron que ambas proteínas están 

afectadas en la unión inicial con el receptor (Dean ec al., 1996). La sustitución S441T 

llevada a cabo en la toxina CrylAc mejoró la unión con el receptor en esta misma es­

pecie por lo que se propone que este residuo tiene que ver con la interacción inicial 

entre la toxina y su receptor (Smedley y Ellar, "1996). El análisis de las mutantes de 

Cryl Ac en el residuo S438 indica que este aminoácido está involucrado en la unión 

irreversible (Smedlcy y r:llar, 1 996). 
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En la toxina Cry3A el asa 3 está conformada.por los residuos 481MQGSRG486, la 

sustitución de éstos por alanina resultó.:en ·una .proteína más tóxica hacia T. molitor. 

Los experimentos de competencia heteróloga· revelaron que esta mutante mostró pér­

dida de la unión inicial, sin embargo, él .iüí:ilisi~'.:cie la cinética de disociación reveló 
. '·. ·~' ,'. '·'.' ·, . l : . . 

que esta proteína tiene una mejor unión:iirreversible lo que explica su mayor poten-
cia hacia dicho coleóptero (Wu y Deali, 19-9'6>'.· ( .. , 

·-. 

Los estudios de mutagénesis no sólo;h.:'ln ."permitido conocer la función de los re­

siduos localizados en las asas de las proteínas Cry, también han mostrado su utilidad 

para generar mejores toxinas. Un ejern-pl.?.;·que ilustra ésto es el caso de un.a sustitu­

ción triple en la toxina CrylAb (N372A-A282G-L283S); esta mutante resulté ser 36 ve­

ces más tóxica que ta toxina silvestre hac::'i'a) .. dispar. Se encontró que las razones de 

este mejoramiento en la potencia son un aumento en la constante de afinidad de 18 

veces, acompañado c!c un aumento de 4·veces la cantidad total de toxina unidn (Raja­

mohan et al., l 996b). 

Los ex-perimentos lievados a cabo con una cepa de Pluce/J¿z xylosce/J:;z resistente a 

las toxinas CrylAa, CrylAb y CrylAc mostraron que ésta presenta reacción cruzada 

para proteínas con un dominio 11 similar a1 de las proteínas CrylAs tal con10 CrylF, 

CrylJ y una quimera que contiene los dominios 1 y 11 de CrylAb y el dominio III de 

CrylC; sin embargo, no mostró este mismo comportamiento para proteínas con un do­

minio II diferente tales como CrylBa, CrylBb, CrylC, CrylD, Cryll y Cry2Aa (Tabash­

nik ec a/., 1996). Esta evidencia confirma la in1portancia del dominio JI en la interac­

ción con el receptor. 

La incroducción de una carga negativa (A92D) o bien la eliminación de la carga 

positiva del aminoácido R93, residuos situados en el extremo N-terminal de la a-hélice 

3 de la toxina CrylAc, resultó en proteínas mutantes con toxicidad muy disminuida ha­

cia /H. sexca, Trichoplu.'iia ni y H. virescens. Al hacerse los estudios de unión se en­

contró que las mutantes compitieron de manera efectiva con la silvestre por el recep­

tor en H. virescens pero no en /lvl. sexca, lo que sugiere la participación de estos resi­

duos del dominio 1 en esa interacción (Wu y Aronson, 1992). Un análisis más fino de 

las proteínas con las sustituciones A92D o R93F mostró que la pérdida en toxicidad no 

se debió a alteraciones en la interacción inicial sino a una reducción de la unión 

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

(Tabla l. 7) (Hu,;sain ce al., 1996). Se obtuvieron resultados similares al estudiar la 
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Tabla l. 7 - Estudios de mutagénesis en el dominio 1 de las proteínas Cry 

Toxina Región Mutación Insecto ---¡ecto unión Efecto toxicidad Referencia 

CrylAb N-terminal R2SD M. sexta Ninguno Disminución Martens et aJ.,1995 

CrylAb asa ul-a2a FSOD, VSID P. brnssicae Ninguno Disminución Ahmad y Ellar, 
50% 19"..Xl 

CrylAc inicio a·3 A92D M. sexta Pérdida Pérdida total Wu y Aronson, 
1992 

CrylAc inicio n-3 A92D M. sexta Dis111inu~ión unión Pérdida total llussain eral., 19% 
R93F irreversible 

CrylAb inicio u·3 A92E M. sexta Disminución unió;¡ Pérdida total Chen et al., 1995 
i rrevmi ble 

Cry!Ab asa a4-u5 YIS3R M. sexta Disminución unión Disminución Chen et al., 1995 
irreversible 23 veces 

CrylAb u-5 AI65P, LI67M P. brassicae Ninguno Disminución Ahmad y Ellar, 
70-80% 1990 

CrylAc u-5 Ql63P, AI64D M. sexta Ninguno Pérdida total Wu y Aronson, 
N166KoD H. virescens 1992 
Ll67KoF T.ni 
Hl68D 

CrylAc u-5 <! 63R, Al 64P M. sexta Ninguno Disminución Wu y Aronson, 
Hl 68N, L! 69F H. virescens 10-1000 veces 1992 

T. ni 
CrylAc u-5 Ql63H M. sexta Ninguno Ninguno Wu y Aronson, 

AI64G, ToS H. virescens 1992 
A!65T,S,GoV T. ni 
L!67V, HI68Q 
L169S, 1 o V 
Si70T, Vl711 o L 
DI 74G, Vl 7SH 

CrylAc a-5 Hi6SR M. sexta Ninguno Aumento Wuy Aromon, 
H. virescens 3-5 veces 1992 
T.ni 

IN 
w 



Toxina Re2ión 

CrylAc n-6 

•.;; 
~ 

Mutación Insecto Efecto unión 

A207G M. sexta Nin~uno 
V2081 o L H. virescens 
R209A,P,H,GoS T. ni 
W210C,R,LoS 
Y211N,R,D,FoC 
NmKoY 
T213A o P 
G214E,V,Aol 
L215l o V 
V218N 

Efecto toxicidad Referencia 

Ninguno Aronson et al., 
1995 

'.J 1.,J 



mutante A92fi de Ja toxina Cry1Ab en/\/. sexta (Chen ce al., 1995) Al mapear los resi­

duos 92 y 93 en Ja estructura de Ju toxina CrylAa se puede ver que el extremo N-ter­

minal de la a-hélice 3 está expuesto hacia la membrana en la misma cara que las asas 

prominentes del dominio JI (Grochulski ce al., 1995). 

El análisis de la cinética de unión de la toxina CrylAb silvestre y las mutantes en 

un residuo situado en el lazo entre las hélices a-4 y a-5 (Y1s:3A, Y153R y Yl53D) mos­

tró que una carga negativa en esta posición resulta desfavorable para la unión irre­

versible de la toxina silvestre a las VJVllYIA de /\f. se.-..ca, cómo lo sefiala Ja disminución 

de este parámetro exclusivamente en la mutante Yl53D (Chen ec al., 1995). 

Desde hace algún tiempo se tenía evidencia,irÍdirecta que indicaba Ja participa­

ción del dominio III en la determinación de la éspecificidad (Ge ec al., 1991; Caramori 

ec al., 1991). En la actualidad se tiene ya evidencia directa que sefiala la interacción 

de esta región con el receptor. La construcción;'de proteínas quiméricas entre CrylC 

y Cryl Ea mostró que el dominio III de la. prim'<:.Z:a es determinante para la especifici­

dad hacia Spodoptera exigua y i\·larnescra bra.ssicc.e (Bosch ec al., 1994). Asimismo, se 

demostró que el intercambio del dominio III entre las toxinas CrylAa y CrylAc deter­

mina la unión a diferentes receptores en el intestino medio de L dispar, ya que mien­

tras la quimera con el dominio lll de CrylAc se une a la aminopeptidasa N de 120 kDa, 

aquélla con el dominio III de CrylAa se une a una proteína de 210 kDa (Lee ec al., 

1995b). La construcción de quimeras entre las proteínas CrylAb y CrylC confirmó Ja 

importancia del dominio Ill de ésta última para la unión con el receptor en S. exigua 

y mostró que la substitución del dominio 111 puede ser una herramienta poderosa para 

ampliar el repertorio de toxinas con que se cuenta en Ja actualidad para controlar a 

las diferentes especies de insectos plaga (De !Vlaagd ec al., l 996u y b). 

No se conoce que residuos específicos dentro del dominio U! son Jos que partici­

pan en Ja unión con el receptor. La única información que se tiene en este sentido 

proviene de experimentos en Jos que se demostró que mutaciones en Jos residuos S301 

y S30-J de la toxina CrylAc (Tabla 1.6) resultaron en proteínas que perdieron su ca­

pacidad de unión y toxicidad hacia /\f. sexta y disminuyeron su capacidad de unión a 

dos de Jos cinco posibles receptores en /-/. virescens con la subsecuente disminución 

de Ja potencia (Aronson et al., 1 995). 
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En fecha reéiente·se de1nostró que el fragmento que comprende los dominios II y 

111 de la toxina Cryl,t'b remvo laeap:lcidad de la toxina completa para unirse al recep­

tor en cortes de .. tejidó de:.iÚ'«:se.>:1,ú•:T« nl,:'a.sícomo a dos proteínas (-120 y 210 kDa) pro-

venientes. de }~s (~C~D-16''.~M~p;(~;;Z.!,~ ;~I}~~i~1-'~i1::Uisis tipo "ligand blotting" (Flores ec al., 
l 997). Esta· evidencia, resp::üda ht idea de que la región dominio U-dominio 111 es la 
responsable dc'1ci'etc~é~rniriáéiÓíi·ci~;1il':~1~·¡¿;~;yespecificidad de las o -endotoxinas. 

- .:.:_.;-:.:·.-;· .. ,. 

Inserción y formación de por,;.·: Ód~·,'¡;;d~~]ós independientes han mostrado que el do­

minio 1 de las toxinas CrylAc (Wultcr:s'ci'Cal., 1993) y Cry3Bb (Von Tersch ec al., 1994) 

es capaz de formar poros por sí nlismó"en'·bicapas lipídicas sintéticas (Tabla 1.5). Es­

ta es la primera evidencia directa que confirmó la hipótesis surgida de dos análisis de 

mutagénesis dirigida (Ahrnad y Ellar, 1990; Wu y Aronson, 1992) y del conocimiento de 

la estructura de la toxina Cry3A (Li ec a/., 1991) en la que se sei'ialaba la posible parti­

cipación de las a-hélices anfipátlcas en dicha actividad. Estos análisis de mutagénesis 

consistieron en sustituir residuos hidrofóbicos de la a-hélice 5 de las toxinas CrylAb 

(Ahmad y Ellar, 1990) y CrylAc (Wu y Aronson, 1992) por residuos cargados o residuos 

de prollna (Tabla 1.7). Estos reemplazamientos dieron co1no result::tdo proteínas que 

perdieron su actividad hacia los insectos sensibles a las toxinas silvestres (Pieris bra­

ssicae para CrylAb y ,\l. sexca, H. virescens y T. ni para CrylAc), pero cuya capacidad 

de unión al receptor quedó inalterada. Además, se encontró que las mutantes de Cry 

lAc fueron incapaces de inhibir la acumulación de leucina dependiente del gradiente 

de K+ en las VMMA de Jlvl. sext:a (Wu y Aronson, 1992). Estos resultados en conjunto in­

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

teínas fueran incapaces de insertarse y formar poros. 

Se obtuvo evidencia adicional que apoya la idea de la participación de la a-5 co­

mo un componente estructural de los poros formados por las 0-endotoxinas al encon­

trar que péptidos sintéticos con la secuencia correspondiente a esta región de las toxi­

nas Cry3A (Gazit ce al., 1994) y CrylAc (Cummings ec al., 1994) se estructuraron en 

forma de a-hélice en un medio hidrofóbico (metano!) y retuvieron la capacidad de 

formación de poro del dominio l completo en bicapas lipídicas. 

Con base en el conocimiento que se tiene acerca de las posibles funciones de ca­

da uno de los dominios y por comparación con otras toxinas bacterianas formadoras 

de poro (U, 1992; Parkcr y Pattus, 1993) se han propuesto dos modelos posibles de la 

inserción en la membrana para las proteínas Cry. Un primer modelo propone que las 

=;-
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a-hélircis 5. y 6 se. insertan en la n1cn1brni1a.con10 conSccucncia· de un ·cambio confor­
macional disp;rado por el receptor (modelo del "abrecari:as"),- sin mayor participa­

ción de lash'é1ices y dominios résm1~tes:: Eii oi"ro modelo· plantea también que es 1a 

unión con cÍ receptor Ja sei'íal qÜe ~U~pii~ J~ i~~serciÓí~ de la región cx4-cx5, mientras 
que ci1 .rcst.; de las hélices se aplaii'ái·t:..;6f;;~,Ja~~:;:¡¡;..:;,:fi-é:i".;;·de .Ja bicapa lipídica expo­

niendo haci~ ella su cara hidrof"óbica ~·;_;·iJd.<l.i\"<:iO:'.cie e~~<i m::mé~a Ja molécula en forma 

parecida a un "paraguas" (Knowles/i 9"94):> E~~· rci~hd reciente se publicó evidencia 

que respalda este último modelo. Se it~t~oduJeron· .. .rcisíéiuos de cisteína en sitios estra­

tégicos del dominio l de la toxina CrylAa para formar.puentes disulfuro entre algunas 

de las hélicc:s y así restringir el movimi~nt.; ·de Ja éx~S .y posteriormente se analizó Ja 

capacidad de estas proteínas para formar cai~ales iónicos en bicapas lipídicas. Se en­

contró que a diEerencia de la silvestre, la",, mtituntes Eueron capaces de Eormar poros 

sólamente en presencia de un agente reductor (f3-mercaptoetanol), Jo que puso áe ma­

nifiP..•to la necesidad de que las hélices 4 y 5 conserven flexibilidad en su estructura 

para una inserción y formación de poro eficiente (Schwartz ec <J., 1997). En este mis­

mo estudio se demostró que un prerequisito para la formación del canal es Ja separa­

•:ión ciel don1inio I del resto de la molécula, ya que una mutante en la que se diseñó un 

puente disulfuro en la interfase dominio I-dominio II fue incapaz de formar canales 

en su estado oxidado. Esta evidencio. o.poya in idea de que de manera similar a los do1ni­

nios formadores de poro de las colicinas y la toxina de Ja difteria (Parker y Pattus, 

1993), el dominio I de las proteínas Cry debe pasar por un estado desplegado o de "mol­

ten globule" (Dobson, 1994) como requisito para su inserción ·en las bicupas lipídicas. 

Los resultados de un estudio de mutagénesis exhaustiva en Ja cx-6 (Tabla l. 7) su­

gieren que esta hélice acepta una gran flexibilidad en su estructura ya que ninguna 

de las sustituciones, aún las más extremas (p. ej. R209A, R209P, Y211D, G214E) produje­

ron efecto alguno en Ja toxicidad de la proteína hacia IV. sexca, H. virescens y T. ni 
(Aronson ec al., 1995). Esta evidencia, aunque indirecta también favorece Ja idea de 

que es el par cx+cx 5 el responsable de Ja inserción. 

La comparación de las estructuras de las toxinas CrylAa y Cry3A reveló Ja alta 

conservación de tres puentes salinos en la interfase dominio !-dominio U (R233-E288, 

R234-E274 y D242-R265 en CrylAa). El alineamiento de la secuencia de aminoácidos de 

las &-endotoxinas ha revelado la conservación de estos residuos en la mayor parte de 

ellas (Grochulski ec al., 1995). Las sustituciones introducidas en algunas de estas posi­

cione"> en Ja proteína Cryl Ab: R234/\, D242A (Dean ec al., 1996), D242C, D242N, R26SC y 
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D242C/ R2C,5C (l\'leza el, <il., 1996) produjeron n~utantes que perdieron el carácter de re­

sistencia a las proteasas propio de la toxina silvestre. Se propone que estos puentes 

salinos son importantes para mantener la estructura globular durante la solubiliza­

ción del cristal y c1ctivación de la protoxina (Grochulski ec al., 1995) y también, para 

transmitir del dominio 11 al dominio 1 la sefial necesaria para que este último alcance 

un estado competente para la inserción y posterior formación del poro (Ll ec al., 
1991). 
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Capítulo 2 
Objetivos e Hipótesis 

L:.t evidencia obtenid:.t hasta el momento indica que 1:."ts 6-endotoxinas ejercen su 

efecto tóxico afectando la permeabilidad de la men1brana plasmática 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 ec al., 1993; Van Tersch et a/., 1994). Al parecer 

el receptor para las toxinas tiene un papel muy importante en esta actividad al au­

mentar Ja concentración efectiva de toxina en la membrana (Lorence et a/., 1995; 

J\Jartin y Wolfersberger, 1995). La evidencia obtenida hasta el momento no permite 

contestar aún si la participación del receptor consiste sólo 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 inserción en las bicapas lipídicas, o bien, si forma parte del canal. 

Los result::tdos disponibles a la fer.ha sugieren l;:i p0sible participación de los residuos 

que forman el bloqu.:! más conservado entre las proteínas Cry, !a a-hélice 5 del don1i­

nio !, en el fenómeno de inserción y formación de poro (Ahmad y Ellar, 1990; Wu y 

Aronson, 1992; Gazit ec al., 1994; Cun1n1ings ec ca/., 1994 y Schw.>.rtz et al., 1997). 

2.1 Objetivo general 

El objetivo general de este trabajo es estudiar la actividad de formación de poro 

de las proteínas Cry de Bacillus thuringiensis en presencia de su receptor nativo y 

analizar la posible participación en esta actividad de algunos residuos de la a-hélice 

central. Se eligió como modelo de trabajo la proteína CrylAc que produce la cepa HD-

73 perteneciente a la variedad kurstaki. 

2.2 Objetivos eapecfftcoa 

1.- Analizar la actividad de forn1ación de poro de la proteína CrylAc silvestre y 

dos mutantes en la hélice a-5 del dominio I: A164P y L167F. Estas proteínas fueron 

construidas por el grupo del Dr. Arthur Aronson del Departamento de Ciencias Bioló­

gicas de la Universidad de Purdue con quien nuestro grupo estableció una estrecha 

colaboración. 

2.- F.studiar al nivel más preciso la acción tóxica de la proteína CrylAc en pre­

sencia de su receptor. La técnica clectrofisiológica llan1ada bicapas lipídicas planas 



(Bl.P), en l<"l que es posible resolver la activida.d de un sólo canuliónico.O•lüller et al., 

1 962, Darszon y 1.iévano. 1996) constituye. la mejor h.erratnienta paru ubordur este 

pm::~:~·ulizar el efccto .. dci 1as'tcixil1iéc~~,{~1:silvestré )' mutames en vesículas de la 

microvellosidui:l típica! (\f1'11';1Af'.:pl'"o:-•cÍ:ifeni:es ''del hÚestino de . dos insectos muy sus­

ceptibles u. la toxiila' sth•escré:: Tricl1op/u.o;ia. ni y I-leliotllis virescens. Para cumplir es­

te objetivo se·¡:;;op'o.;.;\nhiz;r.un si~tema'de medición del potencial de membrana ba­

sado en la dls.n·ibución de una sond<t fluorescente· (3-3• dipropiltiodicarbocianina o 

dis-C3-5) dentro y fuera de las vesículas. Nuestro grupo tiene ya experiencia en la 

utilización de esta técnica que ha mostrado ser 1nuy útil para estudiar diversos aspec­

tos relacionados con la capacidad de formación de poro de las toxinas Cry en presencia 

del receptor nativo, corno por ejemplo la selectividad relativa de los canales formados, 

así como sus propiedades farmac:ológicns ( Lorence et al., 1995). 

4.- Explorar la participación del posible receptor para la toxina CrylAc, la arni­

nopeptidasa N. en la actividad de formación de poro. Se sabe que al menos una pro­

porción de esta enzima está unida a la microvellosidad apical por medio de un ancla de 

glicosilfosfatidilinositol (GFI) que es susceptible a la acción de una fosfolipasa C espe­

cífica. Para abordar este objetivo proponemos estudiar la capacidad de formación de 

poro de la proteína CrylAc en el sistema de fluorescencia utilizando VJ:lvl!VIA tratadas y 

110 tratadas con la fosfolipasa C específica para GFl. 

S.- Estudiar las propiedades farmacológicas de los canales endógenos de !as vesí­

culas y de los canales formados por la toxina CrylAc con la finalidad de encontrar al­

gún agente que nos permita diferenciarlos. Proponemos iniciar este análisis utili­

zando Ba2+, un bloqueador general de canales de potasio que también actua sobre al­

gunos canales catiónicos y es+, un catión que en un estudio previo mostró bloquear 

los canales endógenos de las VJ:lvl!VIA de Spodoptera frugiperda, sin afectar al poro for­

mado por Cryl D (Lorence et al., 95). 

2.3 Hipótesis 

El receptor participa en la actividad de formución de poro de las proteínas Cry al 

aumentar lu concentr..lción efectiva de toxina en la membrana. Algunos residuos de 

la a-hélice ccnlr..ll (a -5) tienen un papel importante en dicha uctividad. 
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Capitulo 3 
Materiales y Métodos 

La nu1yor parte de los rnateri<des y 1nétodos en1pleados en esta investigación se 

citan en el artículo incluido en los resultados (c<i.pítulo -l-): 

Argelia l.orence, Alberto Darszon and Al~iru,~draB~,;Ó(1997). 
"Aminopeptidase dependent pore formatioii. of :B~dÚ';;5'fj, urlngiensis 

Cryl Ac toxin on Trlclwplusfo ni mernbra1~esº.}E.iisl~ci~:J:~'i4{2)~ 303-3.07. 

Algunos detalles de la metodología ernp}~i~]f~?~i}~~i[r.J~ikj~ se detallan et~ un ar-

tículo que se publicó previamente y se incluy~~'~'i~~¡;¡~~~(/i]];;'i fh~al del texto. En esta 

sección se describen los métodos que no se ·det~1ab:'~ii:~{~'·'i:,t'blÍ.cacion<0s. 
,-, < · .. ·:0::-: .::<:'.. '.:.d 

3.1 Material biológico ·· 

Para d desarrollo dt0 este trabajo se utilizaron larvas del último estadio de desa­

rrollo de Trichoplusla ni y Heliothis virescens. La cría se llevó a cabo en el Laborato­

rio de Control Biológico del Centro de Investigación en Biotecnología (CEIB) de la Uni­

versidad Autónoma del Estado de !Vlorelos (UAE1'l) corno parte de una colaboración 

existente entre el laboratorio del Dr. Eduardo Aran.da Escobar y nuestro grupo. 

Trichoplusia ni (Hübner) o gusano falso medidor de la col (L.epidoptera: Noctui­

dae) es un hervíboro polífago que se alimenta de una gran variedad de cultivos de im­

portancia agrícola y comercial (Broadway, 1989), aunque tiene preferencia por la col 

y el jitornate (Broadway, 1995). En México esta especie plaga tiene particular impor­

tancia para los cultivos de crucíferas (col, brócoli y coliflor) de la zona del Bajío, !Vlo­

relos y Puebla. 

El gusano de la yema del tabaco o Heliothis virescens (Lepidoptera: Noctuidae) es 

un barrenador que causa graves daños a cultivos de importancia a nivel mundial, por 

ejemplo, perfora las hojas del tabaco y los frutos del jitornate y del chile (Hill, 1983). 

Para empezar la cría se colectaron larvas de T. ni de los campos de col de ?vtorelos 

y Puebla; éstas se mantuvieron en cuarentena para seleccionar las que estuvieran li­
bres de parasitoidcs y patógenos. Las larvas seleccionadas se alimentaron con hojas 
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de col hasta q-ue tilc::in-7.>tr61i ciLsiguientc- csiadio (pupa). Las pupas se enjuagaron pri­

mero con unasbluciÓ1i:corrtcrl:i.a1:de,hipocloriÍo de sodio al 1 % y después con agua 

destilada. ; L~-~ t\~~l~R,s!~~<¿;·~'.'~~,~~i~h>Tl}'e ~li"1~1úaron con sacarosa al 10 % y se les 
permitió copular.jLoshuevos se in~~bar('.)n a28 ± 1 °c y 68 ± 2 % de humedad relativa 

~~f If~~i:~rrtl~~~~ii~~T~~B~Sf~~:§~,~f.~t~~:~~;=~~ 
vesículas de mem bruna ,-de''" la· rnicro.\•ellosidad :·apical. (VM!VIA) fueron de Ja tercera ge-

neración. '.'.' ;2¡jl/.~fr.<:~~t:''['jT' ''' -
Para comenzar la cría de Ú. ~_;;r~;)J1~-~e- ;~~iÚzaron pupas que nos fueron dona­

das por el Centro Internacional para el M~j-oramiento del l'vlaíz y del Trigo (CIMl\·IYT). 

Las l:::.rvas se criaron como se cita en ·el párr3.t"o anterior. Por provenir de una colo­

nia que se ha criado en laboratorio durante varios años, las larvas usadas para prepa­

rar las vesículas de I-I. virescens fueron de la primera generación. 

3.2 Determinación del espectro de emisión del colorante dis-C3-S a dif'e­

rentes pH 

Se estudió la variación del espectro de emisión del colorante 3,3-dipropiltiodicar­
bocianina (dis-C3-5) de acuerdo al pH usando un espectrofluorómetro SIIVl-AIVIINCO 

modelo JD-490 (SL!Vf Instruments, Urbana, IL). Dos mililitros de una solución de N­

metil-D-glucamina (140 mM), CHES-HCl (10 mM) pH 8.0, 8.5, 9.0, 9.5 o 10.0 se colocaron 

en una celda de vidrio a la que se adicionó el colorante antes citado hasta alcanzar 

una concentración final de 1 µ!VI. La solución se excitó de forma constante a 620 nm 

registrando la emisión en el rango de 550 a 800 nm. El experimento se llevó a cabo 

por duplicado a 30 °c con agitación constante. 

3.3 Experimentos en blcapas planas 

3.3.1 Consideraciones en la preparación del material 

Todas las soluciones utilizadas se prepararon con reactivos del más alto grado de 

pureza disponibles a nivel comercial en agua MQ bidestilada. El material de vidrio 

empicado se enjuugó de manera exhaustiva con agua bidestilada y luego se horneó du-
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rante 2 horas a 175 ºC con la finalidad de eliminar los residuos de materia orgánica y 

detergente que estuviesen adheridos a las paredes. Una vez preparadas las soluciones 

se hicieron pasar por un filtro J\·lillex-1-IA de 0.22 µm (J\lillipore, Bedford, MA) y luego 

se esterilizaron y conservaron a 4 ºC por un tiempo no mayor a 15 días. 

3.3.2 Preparación de los electrodos de cloruro de plata (Ag+/AgCI) 

Para la fabricación de electrodos no polarizables de cloruro de plata se utilizó la 

técnica c]ásica que se describe a continuación. Se cortó un par de trozos de alambre 

de plata pura (Goodfellow, Cambridge) de aproximadamente 4 cm de largo y 1 mm de 

diámetro. Uno de los extremos se soldó a un conector metálico (Dagan Corp., 1\-linnea­

polis, !\-IN). El otro extremo se engrosó al fuego hasta obtener una pequeña esfera de 3 

a 4 veces el diámetro del alambre. Después de calentar al t·uego, los alambres se su­

mergieron en una sol'.lción comercial de hipoclorito de sodio durante al menos 60 mi­

nutos con lo que se logr6 una capa homogenea de cloruro de plata sohre su superficie 

que fue evidente por la aparición de un color sepia. Una vez concluido este proceso 

los electrodos se enjuagaron con agua bidesrilada y se secaron con papel absorbente. 

3.3.3 Cámaras para la fomación de bic.apas planas 

Para la formación de bicapas lipídicas planas (BLP) se utilizó una cámara de te­

flón diseñada y construida como se describe en Llévano ( 1989). La cámara consiste de 

dos compartimentos de 500 µl interconectados por un orificio central de 3 mm en el 

que se monta un pequeño trozo de polipropileno que en su parte central presenta un 

orificio de entre 150 y 250 µm. Este pequeño orificio se formó en el plástico con ayuda 

de un punzón de punta muy afilada (diseño del Dr. Arturo Liévano) que se calentó al 

fuego. De entre cien ensayos se eligieron los plásticos que presentaron un orificio lo 

más pequeño y redondo posible. l.a principal ventaja de este método es que aunque es 

muy artesanal se pueden lograr orificios casi circulares y con bordes regulares que 

permiten la formación de bicapas muy estables. 

Para el lavado de la cámara se realizó el procedimiento siguiente. Las partes de 

teflón se hirvieron durante 20 minutos de manera secuencial con NaOH 1 M, HCI lM y 

agua bidestilada. Entre las paredes de la cámara y el trozo de polipropileno se depositó 

una película delgada de vaselina refinada comercial con ayuda de un isopo limpio con 

el objetivo de sellar esta unión y evitar posibles fugas de líquido. Para eliminar el ex-
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ceso de vase1ina, h.t cttmuru se enjun.gó de n1ancn1 -sccuenciul con los siguientes sol­
ventes: hexano, clorofonno, cloroformo-metanol (2:1), mettu1ol, etanol y agua. Con la 

finalidnd de prepnrar Ja cúmara para la formación de la bicapa se hizo un lavado simi­

lar pero en sccueneh.1 inversa (agutl, ..• , hcxano). 

3.3.4 Fomación de las bicapas 

Las bicapas se formaron de acuerdo a la técnica.·desarrollada por JVIOller y cola­

boradores ( 19<'>2) que básicamente consiste·en qepositár' l1Ilª pequefia cantidad de lípi­

do disperso en un solvente apolar no volátll·¡,,;1':úi~'.'orificio hecho en un septo hidro­

fóbico e inmerso en un medio acuoso. Una .yf>z .~~e'.ié¡ fosfolípido se deposita en el ori­

ficio, el exceso de solvente migra hacia: la:pei-iferia'fo· ánulus hasta que las monocapas 

externas que están en contacto con el .me.dÍb''hbÜ6~'~.' coalecen formando una pequeña 

zona de bir.apa que actúa como "íocÓ" ·cie'"f.;rif11;~Í6n~.de una área mayor (Oarszon y Lié­
--.. ; .. ,~\<' 

vano, 1996). 

Para los ex"Perimentos llev::tdos a cabo"en·este trabajo se eligió usar difitanoilfos­

fatidilcolina (DiFFC, Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL) dispersa en n-decano a una 

concentración final de 20 mg/ml. La DiFFC es un lípido sintético que permite la for­

mación 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 iónicos formados 

por algunas toxinas Cry en ausencia (Walters etal., 1993; Von Tersch etal., 1994yEn­

glish et al., J 994) y presencia (Lorence et al., 1995) de su receptor. El lípido liofilizado 

se dispersó en el solvente bajo una atmósfera de nitrógeno; esta suspensión se dividió 

después en alícuotas de 25 µI que fueron almacenadas a -70 °c hasta su uso. Para cada 

ensayo se utilizó una alícuota que se mantuvo en un bafio de hielo durante el trans­

curso del mismo. 

Una vez que la cámara se lavó con los solventes antes descritos y se dejó secar a 

temperatura ambiente se procedió a hacer el "pretratanliento" para la formación de la 

bicapa. Este procedimiento consistió en depositar una pequeña cantidad de DIFFC con 

ayuda de un pincel muy fino por ambos lados del orificio y hacer pasar una corriente 

de nitrógeno a través de éste durante 4 a 8 minutos con el fin favorecer la evapora­

ción del solvente. Después se afiadió lu solución de trabajo ( 100 mM I<Cl, 10 mM CHES­

HCI pH 9.50) en cada uno de los compartimentos de la cámara (350 µl) evitando la for­

mación de hurbujas. Terminado este proceso los electrodos de plata se conectaron, 
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uno <~I generndor de pulsos que aplica voltaje a través de la membrana (ladocis) y otro 

al Convertidor de corrietlte a voltaj·e que amplifica la corriente que pasa a través de la 

bicapa y es el lado conectado a la tierra virtual (ladocrans). Este dispositivo permitió 

mantener el sistema en condiCiones de fijación de voltaje (Figura 3.1). 

Para formar.· la bicapa {"pintar" la bicapa) se tornó una pequelia cantidad de la 

dispersión de DiFFC con una pipeta de plástico y se depositó cuidadosamente en el ori­

ficio. El proceso de adelgazamiento de la capa de lípidos hasta la formación de un área 

de bicapa que en general duró entre 1 y 10 minutos se siguió eléctricamente como el 

incremento de la capacitancia (Darszon y Uévano, 1996). Este parámetro medido en 

picofaradios (pF) se calculó directamente en el transductor de voltaje {lntegrating 

Patch Clamp modelo 3900A, Dagan Corp., Minneapolis, l\IN). En algunos casos el pro­

ceso de adelgazamiento se favoreció al aplicar un pulso de± 100 rnV. En este trabajo 

sólo se utilizaron bicapas con una capacitancia de entre 150 y 250 pF. 

Para verificar la estabilidad de la bicapa formada, ésta se dejó 10 minutos sin 

ninguna perturbación; pasado este tiempo se aplicó un par de pulsos de 30 segundos 

de duración, el primero de +100 mV y el segundo de -100 mV, con la intención de veri­

ficar que no se presentara actividad d<: c:'.Ulal únic:o. 

3.3.5 Reemsamble funcional de las proteínas de las VMMA de Trlcboplu­

sla ni en bicapas y el efecto de la toxina CrylAc 

Para incorporar de manera funcional las proteínas de la membrana de la micro­

vellosidad apical del intestino medio de T. ni, incluído el receptor para la toxina Cry 

lAc, se utilizó el método de fusión (Miller y Racker, 1976). Una de las condiciones que 

favorece este evento es la presencia de un gradiente osmótico que hincha las vesí­

culas y produce una perturbación en la bicapa de las 1nismas que favorece su inte­

gración a la bicapa plana (Darszon y Llévano, 1996). 

El protocolo utilizado para fusionar las VMMA de T. ni a la bicapa de DiFFC fue 

corno se describe a continuación. El potencial se fijó a +SO mV; después se estableció 

un gradiente de KCI de 3 a 1 en el compartimento cis versus crans. Posteriormente se 

agregó una pequeña alícuota de las vesículas cargadas con 1 M de sacarosa
0

{8-12 ng de 

proteína) en el lado cis que se mantuvo en agitación constante con ayuda de una 

barra magnética. La aparición de una espiga en el osciloscopio (Kikusui, modelo 
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figura 3.1.- Sistema de registro de corrientes a través de proteínas dt! membrana incorporadas en bicapas planas. El 
sistema consta de una cámara plástica de dos compartimentos conectados por un pequeño orificio. La cámara se 
conecta mediante electrodos no polarizables a un generador de volcaje (V), en el lado cis, que es en el que se añaden las 
vesículas membranales en experimentos de fusión, mientras que C: otro compartimento (trans) se conecta al trans­
ductor corriente-voltaje que lo mantiene virtualmente a tierra (O mV). Este sistema permitió estudiar los canales ióni­
cos intrínsecos de las vesículas de Trichoplusia ni y los formados por la toxina CrylAc en condiciones de fijación de 
voltaje. La corriente resultante del paso de iones a través de dichos canales se observó directamente en un oscilosco­
pio. Simultaneamente la señal se transformó con un registrador digital VR- lOB y se almacenó en una videocinta. 
Fuera de línea los archivos se analizaron en una computadora personal . 



CORS521 U, Tokyo) que estuba.concctadoa la salida del transductor, seguida de la apari­

ción de típicos saltos de :corric1~ti·asociad6s con la actividad de los canales iónicos en­

dógenos de las VMJ\11'-, iH)s· i~~d~lcÓ<q_·.j.; el proceso de fusión se había concretado 

(Figura 3.2). \' ,;·;· .. 
. ::):;. 

Para evitar que el rcsto·ct~?t~~··';.,esículas continuara fusionándose a la bicapa, fue 

necesario intercambiar la soluCiÓn'de trabajo del compartimento cis (perfusión). Este 

proceso se llevó a cabo con ¡u:;·;__?uda de una bomba peristáltica (Mastertl.ex 60648, 

Cole-Parmer Jnstruments, Chicago, IL) que succionaba la solución al mismo tiempo 

que depositaba solución nueva a· velocidad constante. Una vez que se lavó con 10 ve­

ces el volumen de trabajo, se restableció el gradiente de KCI. Concluido ésto, se proce­

dió a registrar Ja actividad de los canales intrínsecos a diferentes voltajes. El protoco­

lo de pulsos utilizado fue corno sigue (mV): +20, -20, +40, -40, +60, -60, +80 y -80, donde 

cada uno duró 30 segundos y el paso entre uno y otro se hizo siempre pasado por po­

tencial cero (0 mV). Después se adicionó la toxina CrylAc (0.2-0.S nM) y se esperó a 
que ocurriera su incorporación a la bicapa, ésto se interpretó como Ja aparición de 

niveles de corriente distintos a los observados inicialmer.te, tras lo que se procedió a 

registrar la actividad siguiendo el protocolo de pulsos antes citado. 

3.3.6 Adqulsiclón y análisis 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 simultánea se grabaron en una videocinta, utilizando un registrador digital VR-

108 (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 Digldata 1200 y los programas Axota­

pe, pClamp (A.xon Jnstruments, Foster City, CA) y Axum 1.02 (Trimetix Inc., CA). 
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Grabar lo corriente a los diferentes voltajes 
(filtro l KHz, ganancia 20mV/pA) 

+ 
Agregar lo toxina CrylAc 
al lado cls (e:::- 1 nM) 

+ 
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diferentes voltajes 

+ 
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~ 
Analizar los archivos 
( Axotape 2.0) 
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Fig 3.2 Protocolo utilizado paro fusionar los vesículas de membrana de lo micro­
vellosidad apical (VMMA) de Tr/c/Jop/vslonl a la bicopa de difitano-
ilfosfa1idilcolina (DIFFC) -
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Capítulo 4 
Resultados y Discusión 

4.1 El espectro de emisión de la sonda fluorescent:e dis-C3-S en función 

del pH del medio 

El colorante elegido para n1onitorear el potencial de membrana de la ntlcrovello­

sidad apical es una molécula que a pH neutro posee una carga positiva deslocalizada 

(Bashford y Sntlth. 1979). tal corno se ilustra a continuación. La presencia de un gru­

po ionizable débil en cada uno de los dos heterocicJos de que consta. implica que el pH 

del medio puede 111odificar su distribución dentro y fuera de la membrana en función 

del potencial. 

El pH fisiológico del intestino medio de los insectos. sitio donde actúan las pro­

teinas Cry. se caracteriza por ser muy alcalino (8-12) (Knowles. 1994). Se h::. determi­

nado que el pH del intestino medio de los lepidópteros usados en este estudio: Tricho­
plusia ni y Heliothis virescens es de 8.0 (Broadway. 1989) y 9.5 (Johnson y Felt:on. 

1996). respectivamente. 

Con la finalidad de encontrar una condición de trabajo más parecida a las condi­

ciones .fisiológicas. se decidió estudiar el espectro de emisión del colorante en función 

del pH del medio de incubación. En la Figura 4.1 se puede ver que la eficiencia de 
emisión del colorante dis-C3-5 se modifica a pH mayores o iguales a 8.5. Por esta razón 

en los experimentos de fluorescencia subsiguientes se utilizó una solución de trabajo 

con pH 8.0. 

Se prefirió usar HEPES-HCl en Ja composición de Jos medios intra y ext:ravesicu­

lar ya que esta molécula se considera prácticamente impermeable para las membra­

nas biológicas. por lo que su contribución a la partición de la sonda dentro y fuera de 

Ja membrana puede considerarse despreciable. 
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4.2 El potencial inicial de la membrana de las ves(culas de Trichoplusia 
ni y Heliothis virescens 

111 potcnch•I de reposo de un;> célula es el parámetro que nos permite conocer 

cuú\ es la pcnnc•~bi\idad principal de una membrana (Hille, 1992). En la Tabla 4.1 se 
muestran los resultados de la estimación del potencial inicial (Ei) de la membrana de 

l•~s vesículas provenientes de T. ni y H. viresccns. En ambos casos se encontró que la 

permeabilidad principal de esta membrana es al K+, tal como lo sefiala la cercanía del 
potencial inicial al potencial de equilibrio de este ión (EK+) calculado en cada caso. 

Este p<lrece ser un comportamiento general de este tipo de preparaciones, tal como lo 

reflejan los d;>tos obtenidos anteriormente con otro lepidóptero, ~podopcer'1 frugiper­

d;.1 (Lorence eral., 1995). 

Tabla 4.1 - El potencial inicial de la membr.uia de la microvellosidad 
apical de 1Tichoplusia ni, Reliothis virescens y Spocloptera fruglperda 

E"'+ E· 140 mM MeGlu E· 140mM NaCl 

T. ni lote 1 -118 mV -111 ± 2 mV (n=24) -110 ± 2 mV (n=S) 
lote 2 -94mV - 98 ± 3 mY (n=l6) - 98 ± 5 mV (n=6) 

FI. virescens -109 mV -103 ± 3 mV (n=lO) -100 ± 1 mV (n=4) 

S. frurdnerd'1 -108 mV - 99 ± 5 mV ln=38) No determinado 

En concordancia con lo anterior se observó 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 en los que se ha analizado la permeabilidad endó­

gena de vesículas obtenidas de otros lepidópteros (Uen~ura et al., 1992; Carrol y filar, 

1993 y Carrol y Ellar, 1997) o bien de vesículas híbridas co1npuestas de microvellosi­

dad apical y lípidos sintéticos ( English el al., L 991) también se ha observado un com­

portamiento similar. 

Algunos autores han propuesto que en condiciones fisiológicas 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; 

Wolíersbcrger, 1992). La discrepancia de estos resultados con los citados en el púrrafo 

anterior puede deberse a diferencias del nivel de resolución de las técnicas emplea-
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das, o bien u la 111odificució11 de lu regulación de los canales endógenos de esa n1en1-
brana en los sistemas in vilro. 

4.3 El efecto de la toxina CrylAc en las VMMA de Trichoplusla ni y He­
llothls vlrescens 

La adición de 50 nf\.¡ de 1:.1·toxina CrylAc a las VMf\IA de -¡: 11i y H. viresce11s sus­

pendidas en el medio con 1-iÓ'm/\1 'C:i.;, Cloruro de N-melil-D-glucamina (MeGluCl) pro­

dujo una hiperpolarización'._'.mú)':rápida (panel A. Figura 4.2). Después de que las 

vesículas estuvieron en cont~~Í:o"c~;, CrylAc, la permeabilidad al K+ de la membrana 

de éstas aumentó si se comp~ra:con la del trazo control en el que se agregó un volu­

men similar de la solución ·e~-1 'i:i"_q:Ue se almacenó la toxina. La hiperpolarización (T. 

ni, -10.7 ± 3 mV, n=5; H. viresc~ns:'-16.6 ± 4 mV, n=5) y la mayor sensibilidad de l::i.s 

vesículas al K+ externo son·· congruentes con la idea de que este aun1ento de la per­

meabilidad al K+ de la membrana se debe a la formación de canales iónicos por parte 

de dicha proteína. 

Con la finalidad de explorar la selectividad de los canales formados por la 1·oxina 

CrylAc silvestre en las V!:\Hv!A de T. ni y H. virescens, el J\.1eGluCl se sustituyó C0!1 .NaC! 

en el medio externo. En esla condición que es más fisiológica, la proteína produjo una 

pequeña hiperpolarización (Figura 4.2, panel B). Esta respuesta se debe a la com­

binación de dos efectos: la salida del K+ de las vesículas y la entrada del Na+. Este re­

sultado sugiere que la vía de permeabilidad inducida por CrylAc no es muy selectiva 

entre los cationes monovalentes. Sin embargo, al parecer Jos canales formados por 

CrylAc en estos insectos discriminan mejor entre el K+ y el Na+ que los formados poi· 

Cryl Den las V!VIMA de S. frugiperda, ya que en este caso el efecto observado en el me­

dio de incubación con NaCl fue una depolarización (Figura lB, Lorence et a/., 1995). 

En apariencia esta poca selectividad entre los diferentes cationes es una caracte­

rística general de los poros formados por las toxinas Cry, ya que tampoco las toxinas 

CrylAa en Bombyx mori (Uemura et al., 1992) y CrylD en S. frugiperda (Lorence et al., 

1995) forman poros selectivos para alguno de estos iones. 

Una vez que se comprobó la capacidad de formación de poro de la toxina CrylAc 

silvestre en el sistema in vilro usado y se confirmó su actividad biocida contra larvas 

neonatus de estas especies de insectos (datos no mostrados), se procedió a· analizar la 

.. ····' --- ,.,. ~ 
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A Tric/Jop/usio ni 

50nM 

140mH MeGluCI 
lOmM HEPES 

pHS.O 

B 

i 

50nM 

! 
140mM NaCI 
lOmM HEPES 

pH B.O 

CrylAc 

150mM KCI 
2mM EGTA 

0.5mMEDTA 
lOmM HEPES 

pH B.O 

fouAF 
1--:-1 
1 m1n 

150mM KCI 
2mM EGTA 

0.5mMEDTA 
lOmMHEPES 

pHB.O 

Hel/ol/J/s v/rescens 

50nM 

! 4

,:.i Control 

CrylAc 

50nM 

Figura 4.2 .. - Efecto de la toxina CrylAc en la permeabilidad de la membrana de las vesículas de 
la microve11osidad apical (VMMA) de las células del intestino medio de Trichoplusia ni y HelJo­
this virescens. El potencial de la membrana de las vesículas (20 µg) cargadas con (rnM): 150 KCl. 
2 EGTA. 0.5 EDTA. JO HEPES-HCI pH 8.0 se registró con el colorante fluorescente dis-C3-(S) como .. 
se cita en la sección de materiales y métodos y la respuesta obtenida se corrigió como se cita en 
Lorence et al.~ ( J 995. anexo 1 ). Una detlexión hacia abajo indica una hiperpolarización .. La flecha 
en la parte superior de los trazos corresponde al tiempo en que se agregó la toxina o el buffer en 
el que ésta se solubilizó ( 1 O mM CHES pH 9.50). UAF= unidades arbitrarias de fluorescencia. (A) 
El medio en el que se suspendieron las vesículas fue (mM): 140 MeGluCI, 10 HEPES-HCI pH 8.0. 
En (B) el MeGluCJ se sustituyó con NaCJ. Las concentraciones finales de K+ fueron (rnM): 1-7,, 
2-1 9, 3-42, 4-85 y 5-1 70 para T. ni y 1-11, 2-28, 3-62, 4-131 y 5-268 para H. vlrescens. En el 
trazo control se agregó el buffer o bien 250 nM de la toxina CrylAc inactivada por ebullición. 
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&.1cl·ividud de algunas lo~inas mu1;u1tcs en la ex-hélice central en este mismo sistema. 

Cabe sei'lalar que para los cxperi1nenlos sucesivos se decidió utilizar sólamcnce la es­

pecie T. ni debido a dificultades en la estabilidad de la cría de II. virescens. 

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

Recibimos del laboratorio del Dr. Aronson tres diferentes proleínas denominadas 

"A", "B" )-~ "C" en forma de polvos liofilizados. Las muestras se solubilizaron en. una so­

lución l O rnl\·I CHES pi 1 9.5 y se almacenaron a -i 0 c. En estas condiciones algunas de las 

mutantes, particularmente la "B" y la "C11 mostraron baja solubilidad y para evitar su 

agregación y precipitación fue necesario adicionar por lo menos 100 m!VI de KCI o 

NaCI a la solución en la que se solubilizaron. 

En !a Flgu~ 4.3 se ilustra la respue.5ta obtenida <>J estudiar el efecto de la toxina 

CrylAc silvestre (panel A), y las proteínas "A" •. "B" y "C" (paneles B, C y D) que nos 

envió el grupo del Dr. Aronson en las VMMA de T. ni (lote 2) suspendidas en el medio 

de incubación con i\JeGluCJ. De los trazos es claro que la única toxina que mostró acti­

vidad de formación de poro a una dosis similar a la toxina silvestre fue la proteína "A", 

tal como lo muestran las pendientes calculadas a parcir de las curvas en las que se 

relaciona la diferencia en fluorescencia causada por cada una de las adiciones de KCI 

(curva DF vs EK+) correspondientes (n=3): msnvescrc=0.71, mcoxlna"A"=0.71, mroxina"B"= 

0.30, mtoxina"C"= 0.34 vs mconcro1=0.33) La depolarización observada al agregar las to­

xinas silvestre y "A" se debe a la entrada de K+ proveniente de la solución en que fue­

ron solubilizadas. 

Para comprobar si las proteínas "B" y "C" tenían sólo disminuida la capacidad de 

alter.tr la membrana de las Vl\•1...,IA, se decidió estudiar su efecto a una dosis mayor. Sin 

embargo, sólo fue posible hacerlo para Ja proteína "C" debido a la n-iuy baja solubilidad 

de la toxina "B". En este sentido se encontró que aún a una dosis de 250 n!VI la proteína 

"C" no produjo efecto alguno, ya que los trazos obtenidos fueron similares a los del 

control (mtoxina"C" = 0.34, n=3 vs mcontrol = 0.33, n=3). 

Estos resultados fueron enviados al laboratorio del Dr. Aronson y su respuesta es 

congruente con el comportamiento observado ya que la proteína "A" corresponde a 

una toxina CrylAc silvestre purificada por ellos, mientras que las proteínas "B" y "C" 
son una mutante con actividad disminuida (Al64P, Cl.so para ·r. ni 5 veces mayor que 
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Figura 4.3.· Efecto de las toxinas CrylAc silvestre (A) y mutantes (B· D) en d potencid de la membrana de las YMMA de Tdchoplusia ni. 
El potencial de las vesículas cargadas con (mM): 150 KCI, Z EGTA, 0.5 EDTA, 10 HEPES-H'21 pH 8.0 se registró como se cita en la sección de 
materiales y métodos. Las YMMA se suspendieron en 140 mM MeGluCl, 10 mM HEPES-HCI pH 8.0. Una deflexión hacia arriba indica una 
depolarización. La flecha en la parte superior de los trazos corresponde al tiempo en que se agregó la toxina o el buffer en el que ésta se solu­
bilizó (100 mM KCI, 10 mM CHES pH 9.S). UAF = unidades arbitrarlas de fluorescencia. (A) Respuesta de las YMMA a la toxina CrylAc sil­
vestr~ (SO nM). las concentraciones finales de K+ fueron (mM): 1=9, 2=26, 3=60 y 4=127. (B) Respuesta a la toxina "A" (SO nM). Las caneen· 
traciones finales de K+ fueron (mM): 1=6, 2=24, 3=59 y 4=127. (C) Respuesta de la toxina "B" (SO nM). Las concentraciones finales de K+ 
fueron (mM): ls8, 2=25, 3=60 y 4=127. (D) Respuesta a la toxina "C" (ZSO nM). !.as concentraciones finales de K+ fueron como en (C). m = 
pendiente calculada de la curva AF(%) versus EK + del trazo correspondiente. En todos los casos la concentración ftnal de K+ citada incluye el 

K+ agregado con la IÍlxina. 
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ht de Ju silvestre) y otr.l. que perdió .su toxicidad.por completo (L167P}, respectivamen­

te. Los resultados obtenidos en estos experimentos con un dlsei'o tipo "doble ciego" 

ponen de manifiesto la utilidad y confiabiÚdad. del sistema de fluorescencia usado pa­

ra estudiar la formación de poro de las· toxinas· Cry. 

El dominio 1 de las toxinas CrylA.a y CrylAc es prácticamente idéntico a excep­

ción de una sustitución en la posición 248 (Grochulski et al., 95). Dado que la estruc­

tura terciaria de Ja proteína CrylAa·se.conoce, es posible hacer un análisis de la rela­

ción estructura-función de las mutantes CrylAc Al64P y L167F. Los residuos de las 

posiciones 164-168 están situados en la región media de la hélice a-5. El efecto de la 

introducción de una prolina en la posición 164 en sustitución de la nlanina (Al64P) 

causa la ruptura de la hélice. La cadena lateral de la leucina 167 (L167) está inmersa 

en un medio ambiente muy hidrofóbico: está situada en medio de los anillos aromáti­

cos del triptofano 65 (W65) y Ja tiros;na 107 (Y107), y flanqueada por la leucina 60 

(L60), la metionina 137 (1''1137) y la leucina 141 (L141}. La sustitución de la leucina 

167 por un residuo muy grande como la fenilalanina (L167F) causa una perturbación 

importante en la estructura terciaria del dominio I (Grochulski et <U., 95 ). 

La ausencia de ia capacidad de forn1ación de poro de las prcteíuus CrylAc A164P 

(toxina "B") y L167F (toxina "C") observada no implica que estos residuos de la región 

central de la hélice a-5 estén involucrados directamente en la formación del canal. 

Sin embargo estas mutantes pueden ser muy útiles para estudiar los pasos intermedios 

entre la unión al receptor y la formación del poro, es decir, la inserción y la agrega­

ción (ollgomerización). Para hacer este tipo de estudios es necesario diseñar o adap­

tar técnicas que se han empicado para llevar a cabo análisis similares en otro tipo de 

proteínas que forman poros tales como las colicinas. Algunas metodologías que pu­

dieran aportar información relevante acerca del mecanismo de inserción y de agre­

gación de las proteínas Cry son el apagamiento de la fluorescencia intrínseca de los 

residuos de triptofano por acción de fosfolípidos bromados y la transferencia de ener­

gía de fluorescencia (Lakey et al., 91 ). 

Con la finalidad de evitar agregar KCl o NaCl en el medio de solubilización de las 

toxinas que hace más difícil la interpretación de los resultados obtenidos en el sistema 

de fluorescencia, se decidió tratar de reemplazar estas sales por alguna sal impermea­

ble. Se encontró que el 1'1eGluCl resultó efectivo para mantener solubles las toxinas y 

al ser impermeable no influyó en la partición de la sonda fluorescente. En los experi-
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n1entos posteriores el medio en.que sc,solubilizaron las toxinas fue (mf\·I): 100 MeGluCl, 
10 CJ-IES-IJCI pH 9'.5. º .. --

Unavez conc-luido cste .. unúlisis; se procedió a estudiar el comportamiento de la 

toxina CrylAc silvestre ei1 el sisten1a <:te_bicapas lipídicas planas en presencia de su 

receptor nativo proveniente de 7: ni para después compararlo con el de las nlutantes 

A164P y l.167F. 

4.S Los canales endógenos de las VMMA de Trlchopluaia ni en bicapas 

planas 

Las bicapas formadas con la dispersión de DiFFC fueron estables por más de una 

hora en las condiciones usadas ( 100 mM KCl, 10 mM CHES-HCl, pH 9.5 en ambos com­

partimentos y potencial fijo a +50 mV), tiempo suficiente para llevar a cabo el experi­

mento. Siguiendo el protocolo citado en la sección de materiales y métodos fue posible 

obtener cotidianamente eventos de fusión de las VJVIl\-IA de T. ni a las bicapas. De he­

cho la fusogenicidad de las vesículas fue tan alta que se convirtió en un factor lirai­

tante al que nos enfrentamos para poder estudiar a nivel unitario la actividad de los 

canales intrínsecos de las Vf\·lf\·11\. Er. un estudio previo realizado en el laboratorio pa­

ra observar fusión de las vesículas de S. frugiperda se usaron entre 0.2 y 3. 7 µg de 

proteína (Lorence eral., 1995), mientras que para el caso de T. ni fue necesario redu­

cir esta concentración en tres órdenes de magni_tud (8-12 ng). Dado que en ambos ca­

sos la composición de la bicapa fue la misma, y además se usaron condiciones simila­

res para favorecer la fusión, es posible que la diferencia observada entre estas dos es­

pecies de lepidópteros se deba a una composición lipídica diferente de su microvello­

sidad apical. 

El análisis- de los canales endógenos se dificultó también debido a que su activi­

dad sólo pudo observarse durante los 2 o 3 minutos siguientes a la fusión, después de lo 

que su actividad se perdió. Este comportamiento conocido como "rundown" se ha ob­

servado con frecuencia al incorporar vesículas de membrana de diferentes tejidos de 

otros organismos a bicapas planas ( 1-lille, 1992) e incluso se observó también al estu­

diar los canales intrínsecos de las VMMA de S. frugiperda (Lorence et a/.,1995). Con 

base en la experiencia previa que se tiene en este sentido es posible sugerir que los 

canales endógenos de 7: ni perdieron su actividad porque in vivo están regulados por 

algún rnetabolito que estuvo ausente en las condiciones experimentales usadas. 
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A continuación se presentan los resultados del análisis preliminar que pudo ha­

cerse a partir de los registros correspondientes a la actividad de los canales endóge­

nos de las Vl'>'ll''IA de T. ni. 

El panel A de la Figura 4.4 ilustra las transiciones más frecuentes observadas 

a nivel de canal unitario que se detectaron en presencia de un gradiente de KCI de 3 a 

1 en cis respecto a crans en ocho experimentos. A partir de la relación entre el poten­

cial de membrana aplicado y la corriente obtenida (curva corriente-voltaje o 1/V) se 

calcularon conductancias de 160 y 380 pS (panel B). El potenc~al de inversión (Erev) 

obtenido fue de -9 y -20 mV, respectivamente. Utilizando el valor del Ercv y la ecua­

ción de Goldman-Hodgkin-Katz (Hille, 1992) se estimó la permeabilidad relativa K+/c1-

de estos canales encontrándose que prefieren el paso del K+ al del ci- (PK+/c1- - 4.3 y 

6.5, respectivamente). 

No hay estudios profundos a nivel unitario de los canales endógenos de las célu­

las columnares y caliciformes del intestino medio de los insectos. Sólo hay dos repor­

tes en la literatura en, los qu<'! se hizo un análisis 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 l'vfanduca sexu~ mostró la e"i.stencia de al menos cua­

tro tipos de canales de acuerdo a su conductancia en condiciones simétricas de KCl: 

peque11os (20 pS), medianos (40 pS), grandes (120 pS) y maxi (220 pS) (Moffett y Le­

wis, 1990); los autores no mencionan si existe similitud entre estos canales y otros que 

son abundant:es en el intestino de otros organismos. En un trabajo previo llevado a 

cabo en nuestro grupo se encontró que las t:ransiciones más frecuent:es después de 

fusionar VMMA de S. frugiperda a bicapas planas fueron de 31, 47 y 76 pS en presen­

cia de un gradiente de KCI de 3.7 a l. Estos canales presentaron un potencial de inver­
sión de alrededor de -20 mV lo que indica su selectividad hacia los cationes (PK+/Pc1- -

5. 7) (Lorence et a/., 1995). Es posible que exist:an diferentes tipos de canales en las dis­

tintas especies de lepidópteros e incluso es posible que ésto varíe de acuerdo al estadio 

de desarrollo, sin embargo, este es un aspecto que se ha est:udiado muy poco. 

Es posible que los canales intrínsecos 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 /1.1. sexta en condiciones simétricas (120 y 220 pS). En un estudio aún 

en proceso relacionado con la caracterización de los canales endógenos 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 representativos a nivel de canal unitario (A) y curva corriente-voltaje (l/V) de las transicio­

nes más frecuentes ( B) de las vesículas de membrana de la microvellosidad apical (VMMA) de Tlichoplusia 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-HCl pH 9.5 en rrans. A la deretha de cada trazo se in­

dica el potencial de mantenimiento (mV). La línea punteada indica el 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 

~y en cada caso se indica la desviación estándar. El potencial de inversión (Erev) fue de -9 y-20 mV para los canales de 

160 y 380 pS, respectivamente. 
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ronnet, 1997). Estos resultados en conjunto ponen de manifiesto que es f"recuente en­

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 VJ\·IJ\·IA a bicapas lipídicas planas (BLP) provienen de la microvellosidad api­

cal o de la membrana basolateral, sin embargo, cabe señalar que en todas las prepara­

ciones q~e se han analizado hasta el nlomento en nuestro grupo, tanto en el sistema 

de fluorescencia como en el de bicapas, siempre se ha observado permeabilidad in­

trínseca en estas vesículas. 

En la mayor parte de los estudios llevados a cabo hasta el momento las V!Vl!VIA se 

han purificado mediante un método de centri.fugación di.ferencial que utiliza Mg2+ y 

EGTA aprovechando la alta electronegatividad de la microvellosidad apical (Wol.fers­

berger el' al., J 987). Sin embargo. los contaminantes más con-iunes en este tipo de pre­

paraciones son la membrana mitocondrial y la membrana basolateral. Para poder se­

leccionar de .forma más específica las vesículas que contienen microvellosidad apical 

se podría llevar a cabo una etapa adiciona! que aproveche la riqueza en glicopro­

teínas que contiene esta membrana. La selección consistiría en hacer pasar las 

V!VIJ\·IA por una columna de lectinas; de esta .nanera sólo se unirían a Ja columna las 

vesículas que contuvieran glicoproteínas expuestas hacia a.fuera, eliminándose el 

resto de ellas. 

4.6 Los canales formados por la toxina CrylAc en blcapas que contenían 
el receptor de Trlchoplusla nJ 

Como se citó en la sección anterior una lim.itante muy importante para el desa­

rrollo de los experimentos en el sistema de bicapas .fue la excesiva .fusogenicidad de 

las VM.J\fA de T. ni. F.sta .fue la razón principal por la que pudieron lograrse muy po­

cos análisis completos, es decir, experimentos en los que se logró estudiar tanto los ca­

nales endógenos de las vesículas, como Jos .formados por Ja toxina CrylAc. A continua­

ción se presentan Jos resultados preliminares del análisis de Jos registros correspon­

dientes a la actividad observada después de agregar toxina CrylAc a bicapas que con­

tenían el receptor de T. ni (n = 5). 

r::.n la Figura 4.SA se ilustra la respuesta obtenida al agregar la proteína CrylAc 

a bicapas de DiFf'C que contenían vesículas de T. ni. Como puede verse en el trazo co-
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Figura 4.S.· Canales catiónicos formados por la toxina CrylAc en bicapas a las que previamente se fusionaron VMMA 
de Trichoplusia ni . . Los registros se obtuvieron en 300 mM KCI, 10 mM CHES·HCI, pH 9.S en cis y 100 mM KCI, 10 mM 

CHES·HCI en trans. (A) Transiciones representativas a +60 y -40 mV observadas después de agregar 0.2 nM de la toxina 

CrylAc a bicapas que contenían vesículas fusionadas. La línea punteada indica el nivel de corriente cero. Las co· 

rrientes se filtraron a 1 kHz y se digitalizaron a S kHz. El potencial de inversión (Erev) es cercano a -11 mV, lo que 

indica la naturaleza catiónica de estos canales. (B) Curva corriente-voltaje (!/V) de las transiciones presentadas en 
CI 
""!A). Cada punto de la curva representa el promedio de tres transiciones donde la desviación estándar 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 KCI de 3 a 1 indica que los canales formados por 

CrylAc son catiónicos (Erev = -11 mV) (panel B). Esta respuesta se observó en 4 de 5 

experimentos donde la conductancia aumentó 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) aún usando concentraciones de toxina muy bajas (0.2-0.5 nM). Cabe se-

1'ialar que en tres experimentos en los que se omitió la fusión de las VMMA no se ob­

servó ninguna actividad de la toxina a las dosis usadas en el presente estudio. Para ob­

tener formación de canales por parte de la toxi_na CrylC en bicapas a las que previa­

mente se fusionaron VMl'-IA de S. frugiperda, fue necesario emplear una concentra­

ción de toxina mucho mayor (5-10 nM) (Lorence eral., 1995). Al parecer este compor­
tamiento está correlacionado con la concentración letal media (CLso) de las toxinas 

hacia sus respectivos blancos (4-15 ng/cm2 de CrylAc vs 35-70 ng/cm2 de CrylC). 

Dos diferentes grupos han descrito que los canales formado:; por CrylAc a una 

concentración de -30 µg/ mi en ausencia de su receptor son catiónicos con un estado 

principal de conductancia cercano a 500 pS (Slatin et al., 1 990; Schwartz et al., 1994). 

En la Figura 4.SB 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 con.ductancia de hasta 3 ns. Estos resultados in­

dican que el receptor reduce en tres órdenes de magnitud la concentración necesaria 

de toxina para observar canales iónicos en bicapas planas. Es posible que los canales 

formados por CrylAc en presencia de su receptor funcional sean más grandes que los 

inducidos por esta misma proteína en bicapa~ sintéticas, "in embargo para aclarar 

este punto es necesario hacer estudios más profundos a nivel de canal unitario en am­
bas condiciones. 

Otra característica 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 er al., 90) es el comportamiento cinético del canal, sobre to­

do a potenciales positivos. En la Figura 4.5A se ilustra que a un J:K>tencial fijo de + 60 

mV, el canal formado por CrylAc en presencia de su receptor se cerró con muy poca 

frecuencia, mientras que en los trazos publicados a+ 40 mV se observan muchas más 

transiciones entre los estados cerrado y abierto del canal. F.stas observaciones sugeri-
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rían que en presencin del receptor la probabilidad de apertura del canal es mayor. 

Otra posible explicación a las diferencias observadas es que en ausencia del receptor 

se pudo resolver la actividad de estados de agregación más pequeños y que en presen­

cia del receptor observamos agregados u oligómeros más grandes. Otra característica 

diferente de los poros formados por CrylAc en ausencia y presencia de su receptor es 
su selectividad al K+ comparada con la del c1-: (PK+ /CI- - 25) (Slatin ec al., 1990) vs el 

resultado obtenido en este trabajo (PK+ /CI- - 5). 

En un análisis ya publicado del efecto de CrylAc en bicapas que contenían 

VJ\,IJ'vlA de·J\f.sexca, aunque no se muestra ninguna transición a nivel de canal único, si 

se ilustra una respuesta macroscópica para la que se calculó una conductancia de en­

tre 13 y SO ns (l'vlartin y Wolfersberger, 1995): Estos resulcados concuerda..~ con los 

obtenidos en el presente trabajo. Dado que en ambos estudios se utilizó como modelo la 

misma toxina y que su potencia es similar para las especies analizadas, las diferencias 

entre el trabajo de estos autores y el presentado aquí probablemente se deban a la 

concentración de vesículas y toxina usadas: 100 ng/ml VMl'vlA Jl;f. sexta y 10 µg/ml de 

CrylAc (Martin y Wolfersberger, 1995) co1nparado con 23-34 ng/ml VMI\'IA 7: ni y 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 receptor en el siste­

ma de bicapas es necesario reducir aún más las concentraciones de toxina y de proteí­

na de vesículas. Una metodología alternativa que podría utilizarse con este fin es el 

"patch clamp" aprovechando que está disponible una línea celular de T. ni prove­

niente de intestino medio (línea BTl-Tn !VI, Wickham ec al., 1992). 

Se ha demostrado que en solución las toxinas CrylAa y CrylAc pueden existir co­

mo monómeros y oligómeros (Feng y Becktel, 1994). Nuestros datos son congruentes 

con la hipótesis que plantea que son estructuras oligoméricas (agregados) las respon­

sables de la formación de los canales iónicos de conductancia tan grande como los 

aquí encontrados. 

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

contenían el receptor (complejo de aminopeptidasa N y fosfatasa) proveniente de M. 

sexta no muestran una relación l/V lineal, es decir presentan rectificación (Sch­

wartz et a/., 1996; Adang et al., 1996). Esta afirmación es arriesgada si se considera que 

no se ha hecho un análisis fino de los diferentes'estados conductores que despliegan 

las proteínas Cry. Los resultados obtenidos en este trabajo (Figura 4.5) muestran una 

63 



relación J/V lineul para los canales de CrylAc en presencia de su receptor de T. ni. La 
diferencia entre los resultados obtenidos por dichos autores y los aquí mostrados po­

dría deberse a que el "receptor funcional" esté formado no sólo por Ja mezcla de ami­

nopeplidasa y fosfatasa, sino que también participen otros componentes de la mem­

brana. Se obtuvo evidencia que apoya esta idea al estudiar la unión de CrylAc en ve­

sículas en las que se reconstituyó la mezcla de aminopeptidasa y f"osfatasa y se compa­

ró con la unión en Vl\11\·IA de /\f. sexta, encontrándose una Kd dos órdenes de magnitud 

más grande ( 100-200 nl\-1) en el modelo reconstituido (Sangadala et al., 1994). 

La gran diferencia observada al estudiar la capacidad de formación de poro de la 

toxina CrylAc en BLP en presencia (este trabajo) y ausencia de su receptor (Slatin et 

al., 1990; Schwartz et al., 1994), y el desconocimiento de los parámetros que controlan 

la eficiencia de !a capacidad de formación de poro de estas proteínas, a la luz del nue­

vo conocimiento acerca del posible rercptor de dicha toxina en varias especies de in­

sectos, la aminopeptidasa N (APN), nos motivó a estudiar el efecto de esta enzima en la 

actividad de CrylAc, con la finalidad de poder obtener registros.más finos en el sis­

tema de bicapas. Con este mismo propósito en mente se decidió también tratar de en­

contrar algún agente que nos pern~itiera bloquear la actividad de los canales endóge­

nos de las vesículas de T. ni. Para lograr ésto se llevaron a cabo experimentos en el 

sistema de fluorescencia y los resultados se muestran y discuten en la siguiente sec· 

ción. 

4. 7 La participación de la aminopeptidasa N de las VMMA de TrJcbopluaJa 
ni en la actividad de formación de poro de la toxina CrylAc 

Esta información se presenta y discute en el artículo que se anexa a continua­

ción, mismo que fue aceptado para publicación y apareció en el número 2 del volu­

men 414 de Ja revista FEBS Letcers de este año. 
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lrculcd mul 11011-trcult.-.J llHl\!V sni.:i:csl lhal IH1fh APN cnuhl 
rmrlicipMIC us CrylAc rl.'ccplor. "l"hc kinclic clu1raclcrb:utiun or 
PIPLC scnsilhc und rt.~i§llllll APN indicaft.-,¡ lhnt lhcy could he 
diííerC"nl i!!>o(urrns. l'"inaHy. wc ir;how lhnt iu lhl.' pr~ncc oí 21HI 
m:\I Cs+ iturinsic 11111\-IV T. 11i channd 1...-rmcahility is 001 
oho;;t.•r,·cd. nhilc lh1.• 10.'\:in induccd fH.·rrnc:dtility is nul urrcclt.·d ... 
allon·ini.: nn nccurulc an11lysi'i or lht.• cíít.•cf or thc Cry 1 AL· lo:\. in 
un T. 11i nlida:ut uu•nthra111."S. 
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<')' u•nrd.\·: 0-Enc.loloxin: Aminopcplidasc N; 
Toxin rcccph>r: l\.1o<lc of action; Jonic chunncJ; 
Barillu.\· 1huri11gic•11,\·i.\· 

1. fntroducfion 

Thc c..:rystal prnlcins (Cry) from Dt1c·il/11.\• 1h11ri11gir11.\·L\- Cl.Jt) 
are toxic to <liffcrcru insc.."Cl lurvuc. Aflcr solubili7.ation unJ 
prolcolytk :ictivillion. Cry loxins bind 10 spt.."Citic high allinity 
toxin bindiog prolcins on lhc surfncc or midgut cpithclial cclls 
( 1 J. lt is thoughl thut uflcr binJing. Cry toxins undcrgo tt 
conrornrnlional clrnngc unc.J inscrt inlo thc mcmhranc. OJigo-

•c:orrcspouding ;iulhor. Fmt: (52) (7.JJ 17 .:!J MH. 
1!-rnuil: brnv,>(!~ih1.umuu.111x 

Ahhrl'~itlliomr: APN. 1uuinupcr1h.lu~c N: UIJMV. hrush horJcr 
mcmhranc voic;fc:o;; CllE.'i. (2-fN-cyclohcxyluminnll-clhun~ulfunic 

ucidJ: dis.C:1-t5J. 3_J"-Jirruryllhic'"-Jicarbucynninc: DMSO. dimclhyl 
sufroxiJc; f~l>TA. clhylcnc,limninc 1~1rmu .. -c:lic m;ill: r:C;TA. clhylcnc 
glycnl-his·( ll·aminuclhylclhcr>-N.N.N" .N" -tcl r.mcclic m.:id: GalNAc. 
N-;icc1yf-n-~ulaclnsumi11c: c·;pf, glycn"'YIJ>hosphuliJylinnsilol: 
l IHJ•f~S. t N-f2-11yJroxyc1hylJpifl'cr¡17Jnc-N"-l2-clhnncsulfonic uciJJJ: 
f.rNA. 1.-Jc111:inc-p-ni1rouniJi,lc; Mc<;luCI, t11c1hylgluco1rninc chfori<.Jc; 
PllS. pho~rlrnlc huffcrca.J salinc: re. plu11'phi1lidylcholinc: PE. 
phnsplmfi1lylc1hm1olumiuc: Pl~c; HfKJO, Pfllyclhyfcnc glycol molecular 
wcighl HOOU: PIPl .. C'. c;1•1-~pccífic phut;;phnlif'OJSC C": ,.f\.ISF, phcnyl· 
mclhylsulícmyl f1111Jrídc: l"S. 1>hus,,Jrn1idyl.t;;Cri11c; Sl>S-PA.c .J~. ,.oc.Jium 
do .. Jc:.;:yl sulfou.- (lftfym.:ryJ:uni1fo J,!cl clcdropJ.,1rcsi~: .,.,.;~ 'rc.:1. tri"­
fhydrc1xy111cthylfmni11•unclhoa11c hy1lrctehlt•ri1lc 

INJ14-57'JJ/'17/!f.17.fHJ ,.:, l'}'J? Fcdcro1fiu11 cif Europc.:0111 UiLx:hc1nicul ; ... di:lit:!"i. 
N/Sl•l•l4·'7qlf97Jttlf114··; 

mcri .... atil'll of rhc loxin CoJJows. und lhis oligomcr fonns ionic 
clmnucls 121 which lysc lhc ccll mu.J cvcntuully JcuJ lo thc 
dc.alh nf lite illl<OCCl (.J,4j. 

CryJ,\a. C'ryJAh. C1·y1Ac.:. un"I CrylC binJing prulcins 
Jmvc l"tC"\.'11 idc.:nrilicd :mJ purificd frt>n1 Jl../a111/uru·.,.,.-'"'" [S-9) .. 
//e/io1'1is 1•irC'.,·c·c·11s {JOJ. Ly11u111trie1 tli.\11ar (11), ·P/utc•/111 ·':1'111-
·'·tc•/la { 1.2). am.J B11111hy.~ 11wri { 13). Thc Cry 1 Ab binc.Jing pro-
1ci11 is u cndhcrin-Jikc glycoprotcin (7). unJ CryJAu. CrylAc 
anti C'rylC binding protcins are nmhíopcplidasc N (APN> 
(EC J.4.11.2) fomily mcrnbcrs {S.<•.8-1.JJ. Thc 120 kl.>:1 Af•N 
has a C-tcnninul !:_!lycosylphosphnlidylinosilol (GPI) nnchor 
f f4J. susccptihJc In cndngcnous GPl~Sfl'L.'Cilic rhospholipusc C 
(PIPLC) c.lig.cslic.m (15). Whcn:. mi.'l(lurc uf 120 kDa APN ;md 
ltS kDa phu:.;pfmla:;c \\.'Lis in:.:nrpuralcd inll• phusphnlipic.l 
vcsicJcs. thc loxin co1u ... ~ntra1ion rcquircd lo induce "';Rb • -
J..:.'" rcJcasc írom thc vcsiclcs was lowcrcd 1000-fold. suggcsting 
thcit· pnrlicipalion as runctionaJ CryJAc rcccplors (SJ. Rc­
ccnlly. ir wus !ihown tlull u frnctiou of APN rcsistunt lo 
PI PLC. isolollccJ frum ,\/ . . n•.t;ta us a complc.'I( with nllachcJ 
lipiJs. n:cnnstitutcc.J in phosph:atidylcholinc:phosphu1idylscr­
inc: (PC:PSJ lipo~omc.s llnd fuscc.J to phosphalidyJctJmnol-
01minc:phosph~ttidylcholinc:chulcslcrol (PE:PC:C) phtnur lip­
id bifoycn; could ~1lso lo\vcr thc CrylAc am.J CrylC toxin 
conccntrutinns rcquircd lo nhscrvC' ionic channcls (16J. 

In lhis :study wc analyzcd thc porc-JOrrning; aclivity of thc 
most potcnt /Jt toxin ugain!it Trk'1t1p/usü1 ni larvuc. thc 
Cry 1 Ac protcin. Thc rcsults india11c thal this uctivity is di­
rcctly rclatcd lo rhc umount or Al,N prcscnl in thc T. 11i brush 
hon.Jcr mcmbrunc VC.'iiclcs (IJDMV). but not lo lhc APN en· 
zynmlic uctivity. Wc ul.so analy7.c lhc diUCrcnt typcs or APN 
tictivilics prcscnl in thc IJBMV und lhcir rclalion with thc 
loxin aclion. 

2. 1\-latcrials aud n•cl:holb 

2.1. ¡\/t11rri11l<r 
All m:ileriul!I werc from Sigmo (SI. Louis. MOJ. unlcss olhcrwiso: 

s1111cJ. 

;1.2. l"rt•p11r11tit111 tif tite hr1ul1 /ltJrclc•r 111c•111hrt111c• l'C0.<rir/1•,'f 
UUMV frc'tJU fiflh ins111r T. 11i larvuc wcre prcpan:c.I nnd analyzcd as 

prcviously n.·porlcd 121 c.'l>CCr>I lhnl ncomycin sulfate (2.4 µ¡V'mll wns 
indudec.J in lhc buOcr (JOO mM mannih>I. 20 mM 2-mcn:nptoclhnnol. 
S mM EGTA. 1 mM EJ:>TA. 0.1 mM PMSP. 150 J.•U ml- 1 pefll"IUlin 
A. JOO J.•t=. mi ·• lc11rw.::p1in. 1 J•tt m1- 1 ,oyhcim lryrsin inhihilor. JO 
mM 111;,.1:s.1 JC.:I pi 1 H.11). IJllM V wcrc Jfofy;:cJ ovcrnigld a1:ainst 
5fHJ vnfumc.t;; uf ISO mM KCJ. 2 mM f!OTA. 0.5 mM EOTA. 10 
mM lll!PES-llCI pfl 8.0 unJ slorcd nl -70-C until uscJ. 

2 .• l. Prrp11rul/n11 r~r Cry/ Ar 1mrl Cr)'IC 111.TÜl.<r 
111 '-·ar. l.:11r.,·1uld slruin 111>-73 cnCl)(fing C"rylAc loxin was grown 

for .l Jays ¡1J .:?•J•C in nulricnl hrolh spnrul•tfion mcdium fl7f. Tite ""°"'' .. ' und cr_v,.lnls wcn: h;1rvc:oc1ctl ~md wmdu .. "c.I wilh O.fH'Y.. "l'rilon X-
1• · 50 mM No1f"I. SU mM Tris-rlCI pll H.5 huffcr. Crysluls wc.:rc 
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purilic.· .. 1 hy :mcrusc µni,fi1..•nfs :U• in 1181. l"urilkd c1·y:<ili1ls u•cre ~,,lu-

~1¡11:;,~d ~~·~-~~ .. =,•1c;!v:~•,~·~!u~~~;,:::~::;!;:Y' ~~-~{,~~n~!:;c~ :•.~" u:;:.~.~:~!;e•: r~i.' 
·1·111..• purilic.•tl h1xin wn111 .. ·,1111..~n1rt1h.°'I in dialysis h:1g.."' fSJX'Cfr:1/l"1•r c111-
01r 1:?-1.J kl>;1; f•"i,._hcr Sdcntitic, J•i11sh11rµh. PA> Cl1\'cr .. ·d wirh l"ECT 
HfHtO, diuly.,.c.•d u1;:1ins1 llJOfl v1•lumcs t•f 100 mJ\t 111t.•thylgl11cm11inc 
chluridc tJ\.lcC11uCJ). IU rnM CllE.~ pll •J.5 :1ml Sllllt.'t.I ni .JªC 1111til 
USC..'ll. Tt'tldfl 1111rily WOIS cx:1mi11cd hy SUS-11A{ií:'. l.::?UJ staining wilh 
Ct'tt•lllassic hrilli.ant hluc ,,,. silvcr Cllitl·H.utl, H.ichm1111d. C'J\). \Vc,.lcrn 
blol :111uly¡r¡:cs f:?IJ wcrc .. tune using u pol,)'ch11ml ;111ti-C'rylJ\h (22J und 
u gc:,at nnti-rubhil inununnglohulin c:1•11plcü In (lf:"rnxidw~c m .. nccontl­
ury :1111ih .. uly. Prutcin w;1s mc:asurcd hy u prnlC'in dyc mcthud f2JJ 
using ¡,, .. ,·inc scru1n ••l'111111in (Ncw l!ni:l;utd Uiu-C¡1(1s, llc\•cl'ly. 1\-1.A) 
m; sloinJ¡1rJ. 

Ji.,1·h,•rirhi11 ro/i rccn111hinan1 ~lruin «.:un1:1ining lhc- r1:1·IC" ge-ne. dc­
rh·cd fru1n 111 vnr. ,.,,,,,,,,,.,.;,¡11.v wus kin1fly !'>llJl)'llil:tl f,y f>r. ""'· PclCr­
t"'>\.º11. Thc- im:lusion h1idi1.·s wcrC" snl11hifi7cJ, oictivarcJ :ind rndficJ Hs 
ÜL""S&.:f"if~'-' {.:!.Jj, 

2 . ./. º'''''·'·'ffl)' 
lnscct 1u~id1y w::is n~saycd wilh lirM inslnr 7: 11/ lurvuc hy 1hc llicf 

:i;:urfo1..~· C:l'ltHamirualiun prt-...."Cdurc us 11C"scrihc:1I f25J. Ll:>,..,.1 '\'••luc is· rc­
J"l<l•·lcJ ;1s ng oí protc:in npplicc.J lo urlilit.:ial die1 (cm:l). 

2 .• -o. 1·11torc•.vr1.•1u·c• 1111·~1.\1trc·111c"11t.v 
Mcmbrnnc polcn1iul wns n1n11ilc>rcd wi1h lhc pdsilivcly clmrgcd 

lluo1·cs1.·cn1 dyc, 3.J~-cliprupyl1hi1xlic:nrh1.teyn11inc Cdi~-C":1·f5J fl\tlokc:u­
l:ir l'rohcs. H11gc11c. C>lt: 1.75 11""1 linal. J.4 tnJ\.f s1u1.·k iu Ut--1."i<)) ;1s 
prc\·inusly Jc.-.c1·il"JCJ 1=1. Buo!• ¡m..J <.'s' wcrc frum 1\-lcrck (IJotrmstmll). 

:!.ti . .-t1r1i110¡•1·p1;,J,u·e u • .:.,·a.1•.'f 
APN Uclivily WU5 Hl'>sayed ut 25°C in 250 m""' NuCI • .::?00 mM Tds­

llCI pJJ 8.0 bufJCr using J mr .. 1 1.·h::ucinc·p-ni1rnaniliüc CLllN.-\) ns 
substru1c. Thc i11ilio1I ntlc 01 405 nm fUl11ospcc 11 spcctropht>lllUtclcr: 
Pharmncia LKU> w~•s U!if.•d 10 c::1lculn1" Sfll.'Cilic cn7.yma1ic ;1c1iviry. Thc 
nhl'>orption cocllicicn1 of ¡1-ni1rnnnilitlc ui;c:J w;1s 9.IJX 10-:i mol 1- 1 
f:?6J. Onc unit of spc..-cific APN ncli'\'ily wus dclincd ,as lhc nllulUlll 
uf cn7.ymc culolly.-.:ing lhc hyJrulysi:;. oí 1 µ11101 of LpNI\ 111in · 1 rng 
protcin- 1 ar 25 .. C. 

Thc initial vch"JCily ra1c (Y) uf ho1h AJ>N nc1h-i1ii:s ( .... cnsilh·c und 
rc~istunl In Pfl>LC) \Y:tl'> studicd Ul'> u f1mc:tio11 of suhslra1c c:1>ncc:111ra-
1ion (S, 0.05-5 m"'t LpNA). Thc J\.lidmclis consw111. ,.;,.,. wus c::ik:u­
latcd from thc double rcciprocal plol nnd. lhc mmdmum vclocily. 
v.,_,.. frmn un f~1dic-I lní."llCC pJot us dcscribcd 127J. 

The pfl dcpcndcnc:c of APN c:llalysis was dclcrmincü mcnsuring 
thc n1aximurn vclocily as a rum.:1inn of pi 1 (5.5 .•J.5). Thc ass11y con­
dilions wcrc us dcscribcc..I nbove, wilh 5 mM of LpNJ\. 

~. 7. r1uup'1111ülyli110.vi1ul .vprri/ir p/10.v'""';""·'"'' e ,/;g,•.<rtiun. .. · 
T. 11i brush hordcr n1cmbrunc vcsidcs e JCHJ J•g> wcrc su~pcnú1.•J in 

!'00 µI hutrcr sHlinc f PIJS: 137 1111\.f NuCI. 2.7 mM KCJ, IO m""I 
Nu.,llP01• pJJ 7.2). <'ne unil of PIPLC" from llat'l/111.<r rt•rru.v (IJm:h­
rin¡?cr. Munnhcirn> wus .uddcd 10 UUMV ¡r¡:uspc:nsion ;1ntf incuha1c:d for 
IJU rnin al 30ªC. Thc vcsiclc.s wc:rc w;ishcd twicc wi1h PUS ( 14 OOU rprn, 
20 min) anti NUJO;pcndcd in 1.50 mM KCI. :Z mM l!GTA. 0 . .5 ml\.f 
Hl.YJ"A. 10 mM llEPE..'i-JJCI pll X.O. 

Tnblc 1 
'll1c rcsliog mcrnbr.unc pulcnlial tlf" 'I: ni UUMV 
Pu.h;.mliuf -------------------¡¡¡~¡;;,~ 

.-1. /...11r1·1u·,• ,., 11llFH/IS /4•1ft•r.v .¡/.¡ (/'Jf,J7) ,l(J,1-J(J7 

3. R.csults nnd di~u.t;,sion 

.1.1. T/u• rcwtillK 11u•111hru11,• ¡1otc•11ti<1l '!r T. 11i BBAIV 
Thc rcsling rncmhr.mc 1'10lcnlial of T. 11i IJIJMV loudcd with 

ISO 1111\.I KCI. and Hss:.1yc.:d wilh lhc n1cmbnu1c polcnlial scn­
sirivc nuorcsccnt c.lyc c.Jis-C:i-(5). is closc lo thc K+ cqui­
lihriu•n inllcnlial (l:.'K,_ =-92 n1V) culcululcc.J by thc Ncrnst 
cquntion. in thi.? rrc~ncc ofcilhcr 140 mM NnCI or 140 mM 
JYfcGluCI ('rnblc 1 ). Thcsc e.Juta sucgc.:sl thut al rc.'>I. 1'. •· r.cr­
mcubility contrihutc.c; .significantly to thc 111cn1branc potcntiaJ 
in T. ni rnidgul HIJMV. K+ nc.Jc.Jilion cxpcrimcnts inc.Jicntc th:1t 
vcsicJc..-.¡ h¡l'\'c intrinsic clmnncl.s pcrmcnblc to K+ (Fig. JA. 
control tn1'-'c). Thi.s is shown <Jlmntitulivcly as thc slo1"tC of 
lhc control trnt.-cs (T•1blc 2). 

3.2. l~·rt oj'Cr,1'/AC' 
Toxicity nssays showcd thut thc CrylAc toxin prcpurJlion 

wns highly uctivc ugninst T. 11i larvc1c (LO, .. ,= 15 ng/c1112). 
whcrcas tite dcnururcd CrylAc form or CrylC lox:in showcd 
no activity. 

Ac.Jdilion of 50 nl\.I CrylAc lo IJIJMV suspended in 140 
mM McGJuCI produccd t•.·füsl hypcrpohlri:.--..¡1lion (F"ig. IA). 
l\flcr h"txiu cxposurc. lhc VL-sicfL""S incrc:iscc.1 lhcir rcs:ponsc 10 
KCI :u.Jc.Jitions. whcn co111p~1rc.:c.f lo cuntrols lo which thc samc 
aml>Ulll of buffer. 200 n!\t of boilctl Cry 1 /\e toxin or 200 nM 
of thc non-loxic Cry 1 C prolcin was addcd ( Fig. 1 A. Table 2). 
Thc hypcrpoluri7 .. ation (-14 ± 4 mV. 11=7) und llu: highcr 
scnsilivity to exlcrnul K+. sccn as a highcr slopc of thc toxin 
trucc compurcc.I lo thc control tn.11.:c. urc consistcnt with n 
loxin-induccd incrcasc in K .... pcrmc.ubility probably e.fue to 
ion clmnncl opcning. 

J.3. /11l'<>b•e11w1u ,y APN "" tll<' <-ffe"i.'I of c.r,1•/ /le.· toxi11 
• 11 lms bet:n rcportcd lhat trcating DUMV with PJPLC rc­

sultcd in 30-40'.X, APN rclcasc in Dm11hy.,· nwri {28.29j •lllc.I 
59".A, in Al'e1111/11cc1 se.xru (14j. To explore thc possiblc involvc- • 
n1cnt or APN in thc porc formation or CryJAc loxin. T. 11i 
HBMV wcrc prcincubatcd with PIPLC. Aflcr this trcatmcnt 
25'X1 (Ir= 3) of thc lote.ti APN activity wns len in thc HUM V. A 
sccond PIPLC lrca1n1cnt did nol cause furthcr APN .-cJcasc. 
Whcn 50 nM CrylAc was uddcc.J to PIPLC lrcutcd UIJMV9 a 
loxin clTccl on 1ncmbranc pcnncuhility was nul ol>sc1·vcd 
(111..,,1111=0.40. 11=3 vs.111, .. ,.,tr-•1=0,40. 11=?. Table 2). 'J~hi:i;: re­
sponse suggcsts thal in T. 11i miJgul rncmhruncs. thc APN­
GPI unchorcd could play a major role as CrylAc receptor. A 
sirnilar obscrvution was rcportcd in Ly111tu1triu clbrpar. whcrc 
lrcutmcnt or mic.Jgut n1cmbrancs wilh f•IPLC subs1nnti;11Jy re-

------------------------------~ A u e 
Í~,.p -'J4--:4- mV -92.3 mV -R4.5 mV 
1-.; -87±4 mV -94±5 mV -76± f mV 
140mMMcOJut..:l.IOmMUl:f'l!Spll8.0 n=:?U n=JS n=6 
1-;. -87±3 mV N.O. -78±2 mV 
140 mM NuCI, 10 mM lfHPf!.S pll H.O 11=7 11= JO 

D 

-92..5 mV 
-70±2 mV 
n=ll 
N.D. 

·i·i1~"7c..~p,;,;~;-;,-¡;¡·¡-;_,~,-f5~1;J;i~~Jtf~ ~~.~,-,¡;;~ ·,.-.;"'i1111:. mcmhrnm~ J-,.>tcntinl <""'•-"""' -,-.,,"""',1,.-cu"""'f,.-u-1"'1--.,-1-,.-.,'"'c..:-· -."",;.,..hcd-712"'1-. T=-,,.,-.-.. ,,...,-.,,.-.,,-"-,w-1.,..he-.-.,-... -ra-,...,-..,.±""s'"'.o=-.; 
u=~ 1u1n1hcr ,,,. cx1-ic1i111cn1s. /!'K• =• K 1 c'111ilih1i111u l'"'"ntr;1J ~;akulufc..-,.f with lite NcrnHI CtfUalion. N.I>. =nul dclcrudncd. 
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A. '·"'""'wc• c•t al.11•"1:"/l."i• l.1'tl••r.\ -11./ ( /1/117 J 30.l 3117 

A 
Cry1Ac 

B 
1min ..,..__... 

305 

e 

• .. Control ; u 5 G4 
125 .. 5 

Fig. l. lllf=cl of c_·r')·IA.: tn.dn on ll:c m:mbrnnc p.>tc1lliu! ir. T. ni 1n:dgu1 UU:\-tV. !\.tcmbnmc potcnlials or UUl't.tV (20 µg) Jo;1dcd ~-.,,Hh (r.d.t): 
150 KCI. 2 EGTA. 0.5 EDTA. 10 f1Erf!..c;.uc1 pll 8.0 urul suspcnc.Jr.c.J in 140 ml't.I McGluCI. IO mM HEPES-llCI pfl 8.0. wcrc rcc....,rdcd as de~ 
scribc,t (:?). A downu·urd dcflcction indiculcs u mc1nhrn11c polcntiul hypcrpolnrizution. TI.e urrow ul thc lop or thc tn•cc.. ... currc,;ponds to 1hc 
lime or toxin or huffcr A (100 mM McGluCI. JO mM CllES pll ?.5) u<ldilion. Final K• conccntrulion,; wcrc (mM): 1 =4: 2= 12: 3=2.7; 
4=56: S= 114. FAU. Om1rcM:cncc ;1rhiln1ry units. Thc cnlihration har il'i on thc len uf the tigurc nnd thc: lime scalc is i.1 thc middlc. A,; pn:vi· 
Ull!!>ly uhsc1·\.·c..J fur CrylC muJ <..."rylD loxins. Cryll\c mtcrncts with lhc tl}'c in thc ah!'>Cnce of UUl\..IV. 11roc.Jucing n small Huor~cncc dccrcnsc 
{dal:I nol shrowuj which was dctcnnincd l't>r cach ionic curuli11nn unc.J -..uhtruclcd ;.15 dcscnl"M...-..1 (2J. A: Toxin rc!!>pc.>11~ un T. 11/ llUMV. Ct1n1rol 
lrm:c wns nbtuinc,f wi1h uddition of buffer A • .:?lHJ nl\.I CryJC loxin or 200 ni\.: boilcd CrylAc coxin. The toxin clJCc.:1 un RIJMV prcincuha1cd 
wilh 250 µM GulNAc Sll\'C u lraL"C similar 10 lhc conl+ol lrncc. R: CrylAc clfect 011 UUf\.IV prcincub.atcd wich 10 mF\-1 he5t=11i11. In lhc cnnlrol. 
huffcr A wmi: ;:uldcd ins1cud of lo'f.io. C: Em.-cc uf CrylAc on UHMV prcincubatcd wi1h .:?00 mM Cs 1 • In thc control. buffer A was n<lJcJ in­
slca<l uf loxin. All cxpcrimcnts wcrc rcrcutcJ nf Jcust 3 limes'"' t"""º c.JiJl""crcul ve. ... iclc ho1ld1cs. 

thtccd lhc inhibition of short circuit cur.-cnt produccd by 
CrylAc toxin (30]. 

In onJcr to .analyzc if thc PI PLC rc."iistant APN could also 
function ns receptor in T. 11i. thc Cry 1 Ac toxin conccntration 
was incrcascd in thc ussuy wilh PIPLC trcatcd DDMV. Whcn 
thc CrylAc conccntrnlion wus incrc.ascd f"our times (From 0.2 
to 0.8 pmol toxin/µg 0111\.fV protcin) lhc porc-forn1ing uctivity 
wus rcclivcrcü. This is shown quuntilnlivcly as thc slopc oí lhc 
ln1ccs: 1u1xe. ... i1 .. =0.(l4. 11=3: 1112x1oxin=0.42. 11=3 anú 
m...,111 " 01 =0.40. 11=7. Wc cxcluJcd thc pos.o¡ibility that this cf"­
fcct wns duc lo a Uirccl uction orCrylAc on thc bilaycr. sincc 

Table 2 
UDMV hiochc1nic..·nl churnctcri7 .. alion un<l 1hcir re5p<>nl".C lo CrylAc toxin 

in liposomcs. whcrc spccific rcccptors are abscnl. 50-200-fold 
highcr toxin conccntrations nrc nccdcJ to scc a response 
[59 31-33). Thcsc dula indicatc that thc CryJAc loxin intluccd 
K+ pcrmcability clTcct can be obscrvcd cvcn in thc abscncc uf" 
GPI anchorcJ Al'N. and suggcst that othcr prolcins rcsislant 
to PIPLC trcalmcnl could function as CryJAc rcccptors. In 
accorduncc with this finding it was shown that PIPLC rcsist­
unl APN frorn M. st.•.,·1<1 function us CrylAc receptor whcn il 
was rcconslitutcd and fuscd lo planar lipid bilaycrs [16J. 

lt wns ob,;crvcd th•ll DDMV with highcr APN activity np­
purcntly display a highcr CrylAc induccd K+ pcrmcubility 

Ualch 

A D A-PIPLC 

Ncnroycin sulfate + + 
% HHMV rucing uu1• 99 96 
IJHMV APN ,_pccilic uclivity CU min- 1 mg prolcin- 1) 51.8± l.O .l2.0±0.4 

~.·.:::..:1:---cilic uctivily cnrichmcnt UllMV/hnrnogcnulc l~.40 {t1= IO) ~.37 (ll=SJ 

"'"••i••fro11oo1t.1{ 0.62 (11 = 10) 0.46 {n=S) 
% K ' pcrmcuhility incrcusc SS 22 

99 
13.0±1.0 
3 
0.40 (11=3) 
0.40 (11=3) 
o 

;~;¡~ from lhc ralin oíallrnlinc phn!Cpiu1ta111e 5pecif1c uctivily in thc prcscncc und abscnc.e oí0.1% Tritnn X-100 .. 
1'Slopc oí lhc trace'5 ohluincc.f whcn buffer or boilccJ Cry J Ac wms iuldcc.I inalend ur aclive toxin anti :iflcr "uc:c;c.v;ivc KCI addilinn•. 
--srupc of lhc lr:.Cf.:5 uhlnincc.f whcn IUIMV werc lrcalcd wilh ~O nf\.1 CrylAc am.1 succcu:ivc KCI ¡1Jditions. Vulucs: are uvcraBCll: all slafkfard 
1St!viu1io1115 wcrc IL-s.." 1h;111S'Y..:11=nu111hcrofc•rcrhncnt"I. A·Pll'J.C. vcsicl~ frnrn hah:h A trculcd with phn:i.ph:rtidylinositnl·irc¡w:.;:ir1t: phu,.phn!ipmtc ,. 
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incrca~ (Table 2). Thc.-.c t.fulu im.IÍCillc thul thc hu.in cflCcl 
dcpcnds 011 thc quantily of APN. 

Samc authors havc shown thnt Cryll\c t¡1xin l1ns 
0

nc• cUCct 
on thc 11ctivity of l"Urificd APN fron1 Jt/ . . ,.,._.,;tu (S.HJ. Ex1'1Cri· 
mcn111 in thc Ouorcsccncc Ay:rolcm using prcincuhatcd UUMV 
with thc APN inhibitor. bcstutin. wcrc done in ordcr to mm­
lya: ifan active APN is llt.."CCssury for CrylAc m.:tivity. Hcs1a­
tin inhibits 100"/o of APN. without alfccting. thc CrylAc in­
duccd K..f pcnncahility incrcasc in 7: ,,; lllJMV (f':ig. l IJJ. Thc 
hypcrpolarization valuc obtaincc.I in this conc.litinn (- I<•± 2 
n1V. /1 = 3) is within thc rang.c uf thc normal response (scc 
Scction 3.2). Thcsc data indic:atc tlmt thc prcscncc oí J\PN 
is nccC5sary for CrylAc porc fornmtion. hut nnt its cnzymulic 
;activity. 

3.4. N-Ace1yl-1>-¡:11/ar10.vu111i11c.• inhihit,\· Cr_a·J ... I« ¡m1·«:fi1r111i11M 
llc'tfrity 

11 has bccn rcporlcd lhat N-acctyl-1>-gnluctosaminc (Gul­
NAc) hlockN thc bindin,g of Cryl Ac to Al .. wx111 o.md f> • • \"J"­
la.\"/cllt1 llOMV (34.12J. Also. il hus l')CCll :-ohown lhat G:tfNAc 
hlocks lhc binding of CrylAc to thc purilicc.J Al'N (6.19J. 
Fluorcsccncc mc.i1:..urcrncnts 1')Crfc.1r111cd r>rcim.:uhu1i11g thc 
HIJMV with dilTcrcnt GotlNAc conccntrutions showcd tlmt 
250 µM GalNAc was ablc lo inhihit thc Cryll\.c porc-forming 
uctivity (111..,,.111 = 0.44. "= .J vs. 111.,.,1111.,1 =0.40. 11 = 3). ·rhcsc rc­
!'iults suggcst that also in T. 11i larvuc thc Cry 1 Ac rcc:cptor is a 
GalNAc bcaring glycoconjug.&itc. unc.J tlmt GaJNAc is dircclly 
involvccJ in thc binding ofCrylAc loxiu to its receptor. as has 
bccn rcportctJ for /U. sc•.,·tu and />. XJ•lt•.\·fc•lltt l;trv:ic . 

_l.5. A /'N <:'1urac1<.!ri=t11io11 
In nnfcr lo a11alyzc lhc rossihility tlHll bo1h Ai"N (s.;:nsilivc 

;111t.J 1·csis1ant lo PIPLC) are diffcrcnl cnzymc~. lhcir kinclic 
cnnstants. A".,, und V111,,". wcrc dctcnnincd hy pcrfnrining cx­
pcdmcnts whcrc thc iuiliul n1tc. v. w:as studicd us a runcliun 
or 1.-lcucinc-p-nitroanilidc conccnlnllion. lt wus íound thal 
PIPLC scnsilivc APN displ;1ys u K,.,=0.052±0.003 mJ\.1 nnd 
V111,.,. = 18.2±0.3 µmol n1in- 1 mg pro1cin- 1• whilc thc PlPLC 
rcsistant APN has a .K,,, = 0.203 ± 0.005 mM ancJ 
V.,.,.;c = 21.~i ±0.8 J.111101 n1in- 1 rng protc111- 1 • 

Thc profilc of V 111,.ic/pU curves showcc.J that thc n¡,1i11uil pi 1 
c..'lf bnth APN was clcsc to 7.2 .. Thus. the ¡..·m vulucs- r.uggc:o>l 
tlmt both APN. scnsitivc unJ rcsistunt h . ., Plf.,LC. ec..,uld be 
t.JilTcrcnt isoforms. Howcvcr. thc Vm"._, and optinml pt-1 '"'ere 
si1nilar. Wc cannol ex.elude thc possibility th.at <lirfcrcnccs in 

Totblc 3 
Rcl.a1ivc ion renncotbilily 

Cutiun OHM V intrimdc pcnnca- Cry 1 Ac indm.:cd pcrn1ca· 

K~.----~~.-i:~-'·:y'-'(-'"~'x~··o.../_m..c"-'''-)----~-.i11~:y (ms• /1111,• )" 

N;;1_. 0.97 0,99 
Li. 2.f)4 :?.<10 
es• 0.19 n.11r. 
Rh' 1.12 0.71 

lttn sclcc1ivity wus Cl'>timnlcd from lhc ratio oí lhc !'i.IUl'IC of 1h~ lluo· 
rc!'>Ccncc ri!'lcs which rcsuh frorn udditions or incn:nl'<ing co11ccntrn1io11s 
oí a ccrluin cntinn vs. 1han a K'. '"s •. !1i.l1•p...· of lhc 1Juc..1n."°!"Cc11c..·c 
chm1gcs induccJ hy dilfcrcnl XCI m.lditionl'< h., HUMV: X'. dilTcrcnl 
monnvulcnl c.11ions; 111,_ •• !'dope ínr Kc·1 m.IJilit•ns. 
"H.clativc pcnncahility of CrylAc ind11cc...•tl pnrcs t11co1surcd in lht:' prcs­
cncc of :?fH) ml\.f Cs 1 • "·hich hlncl.:s 1hc i111rinsii..· pcrnu .. ·:1hility. Stmul­
nnl Jcvioili1ll1S ""CH! lcss lh;1n '."iii'!{,, "= 5 in lwo dirlCri..•111 n .. •sh:lc h:11t .. ·hcs. 

"''· J.nrnu,• <'l dl.IFl-:lls l.t•/f••rs -11./ (/997) .111.I .1117 

Aº,.. cuuld l>e. ~fue to the i-nUucncc uf ll1c lipi4.I cnvin11uncnl on 
Gl'I Ulh.:hurc;c.1 APN :1c1ivi1y •. The cxislertcl~ of al lcas1 lwu 
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En el artículo presentado en la sección anterior se muestra que la aminopeptida­

sa N (APN) unida a lot microvellosidad apical mediante un ancla de glicosilfosfatidil­

inositol (Gf'I) es una de las moléculas que CrylAc puede utilizar como receptor en el 

intestino medio de T. ni. Sin embargo, los resultados obtenidos en las V.IVJIVJA tratadas 

con la fosfolipasa C específica para GFI 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 órdenes de ma_gnitud de la constante de afinidad (Kd) 

calculada para la unión de CrylAc a las VJVJIVIA de J\I. sexca y a la APN de M. sexca re­

constituida (Sangadala ec al., 94), sugieren que el receptor puede estar formado por 

más de un componente. 

Con la evidencia disponible hasta el momento no es posible llegar a una con­

clusión definitiva acerca de la participación del receptor en la formación del poro. Es 

necesario hacer e.xperimentos finos a nivel de canal único en presencia y ausencia 

del receptor en Jos que se renga un número suficiente de registros que permitan cal­

cular la conducrancia, la selectividad, Ja probabilidad de apertura y cierre, el diá­

metro del poro y sus propieclades fannacológicas. La técnica de bicapas planas a las 

que se fusionen VIVIMA con una concentración conocida de receptor o bien el hacer 

"patch cla1np" a células de intestino medio de insecto en cultivo podrían ser herra­

mientas útiles que aporten información más clara acerca de la función del receptor 

en la formación del canal. 

Es muy importante también enfatizar que hasta el momento se conoce muy po­

co acerca de lo que sucede entre la unión al receptor y la formación del poro. El dise­

ño de mutantes y su análisis usando técnicas que permitan estudiar separadamente la 

inserción, la agregación y la formación del poro son los retos más importantes a en­

frentar en el entendimiento del mecanismo molecular de acción de las proteínas Cry. 
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Capitulo S 
Conclusiones y Perspectivas 

Respecto del estudio del espectro de emisión de la sonda Ouorescente utilizada, se 

encontró que a pll mayores o iguales a 8.5 la eficiencia de emisión disminuye, por lo 

que se estableció como condición de trabajo usar una solución con pH 8.0. Este resul­

tado será de utilidad para hacer estudios !'imilares a los aquí mostrados en los que se 

usen vesículas de la mayor parte de las especies de lepidópteros, dípteros y algunas fa­

milias de coleópteros ya que semeja el pH predominante en su intestino (Knowles, 

1994). 

El potencial inicial de la membrana de las VMMA en las especies analizadas, T. ni 
y 1-I. virescens resultó ser muy cercano al potencial de equilibrio del K+; ésto indica 

que en el reposo la permeabilidad principal de la membrana es para este Ión. Al pa­

recer este es un comportamiento general de los lepidópteros ya que se obtuvieron re­

sultados similares al estudiar VM!vlA de Spodoptera frugiperda (Lorence et al., 1995). 

El efecto producido por la toxina CrylAc a "!os pocos segundos de estar en contac­

to con la membrana que contiene a su receptor funcional proveniente de T. ni y H. 

viresccns es inducir una vía 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+ (Figura 4.2) que los inducidos por Cry 

10 en las VMMA de S. frugiperda (Figura lB, Lorence et al., 1995). 

De los resultados obtenidos al estudiar la acción de algunas proteínas CrylAc mu­

tantes en la a-hélice 5 en el sistema de fluorescencia con un diseño experimental tipo 

doble ciego podemos concluir que esta metodología es útil para distinguir las toxinas 

activas (CrylAc silvestre, paneles A y B de la Figura 4.3) de otras con capacidad de for­

mación 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 T. ni a bicapas lipídicas planas se encontraron tran­

siciones debidas a la actividad de canales iónicos endógenos. De las curvas corriente­

voltaje correspondientes, se calcularon conductancias de 160 y 380 pS y potenciales de 

inversión de -9 y -20 mV, respectivamente, lo que indica su preferencia hacia los ca­

tiones. Estos canales son similares en cuanto a conductancia a otros descritos en las 
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células cnliciformes de f\f•lnduca scsl'1 (lvJoffett y Le"•is, 1990) y en vesículas de Ly­

n1antri'1 dispar (Peyronnet, 1997), pero tienen conductancias mayores a las calculadas 

para los canales endógenos de las Vl\·11\·IA de S. frt,1giperd•l (l.orence et al., 1995). 

lits vesículas 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 vesículas de S. frugiperda ya que la concentración de 

proteína necesaria para observar fusión fue de 8 a 12 ng para el primer caso y 0.2 a 

3.7 µg para el segundo. Dado que en ambos casos la composición de la bicapa y las so­

luciones de trabajo fue la misma y se usaron condiciones similares para favorecer la 

fusión, es probable que la diferencia observada se deba a una composición lipídica 

diferente de la microvellosidad apical de estos insectos. 

Los canales formados por Ja toxina CrylAc silvest:re en bicapas que contenían al 
receptor funcional proveniente de T. ni son catiónicos (Ercv -11 mV) y presentan una 

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

ron aún usando concentraciones de proteína muy bnjas (0.2-0.5 n!VI = 12-32 ng/ml). 

Esta evidencia favorece la idea de que son estructuras oligoméricas las responsables 

de la formación de este tipo de poros. Para poder excluir la posibilidad de que el r"'-­
ceptor participe directamente en la formación del canal es necesario llevar a cabo ex­

perimentos en Jos que se pueda controlar o por Jo menos estimar el número de recep­

tores presentes en cada vesícula con la finalidad de lograr registros más finos. Una 

alternativa que pudiera aportar información relevante en este sentido seria hacer es­

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

Respecto de Jos ex-perimentos llevados a cabo en el sistema de fluorescencia para 

aclarar el papel de Ja aminopeptidasa N, la molécula identificada como la proteína de 

unión par.J. Cryl Ac en diversas especies, en la formación del poro se puede concluir lo 

siguiente: 

La actividad de formación de poro de la toxina CrylAc depende de la cantidad de 

aminopeplidasa N (APN) presente en las VMMA de T. ni. 

l.a inhibición de la actividad enzimática de Ja APN con bestatina no afectó la ca­

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

toxinn depende de la presencia de esta proteína, pero no de su actividad enzimática. 
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la N-acetil-D-gah.~ctosarnina (250 µ1'·1) bloquea la acción de la proteína erylAc en 

las vesículas de T. ni, indicando que este azúcar está involucrada directamente en la 

Interacción toxina-receptor. 

Los experimentos llevados a cabo con VJ\11\·IA de -¡: ni tratadas y no tratadas con Ja 

fosfolipasa específica para glicosilfosfatidilinositol (GFI) sugieren que la toxina ery 

lAc puede utilizar como receptor la APN anclada con GFI y también alguna otra 1nolé­

cula o moléculas que son resistentes a este tratamiento. 

La caracterización 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 caracterización farmacológica de 

los canales endógenos de las Vl\-JJ\·IA de T. ni y los formados por erylAc se pueden citar 

las conclusiones siguientes: 

El es+ es un agente que bloquea los canales enuógenos de la vesículas pero no al­

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

menos para los canales intrínsecos de los lepidópteros d., ia familia Noctuidae, ya que 

también es capaz de bloquear los canales de las VJVIJVIA de S. frugiperda (Lorence ec al., 

1995). 

En presencia de 200 mM de es+ se encontró que el poro inducido por erylAc es 

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

selectividad determinada es: u+ > K+ - Na+ - es+> Rb+. En apariencia esta es una ca­

racterística general de las proteínas de tipo eryl ya que se observó un comportamien­

to similar para los canales inducidos por CrylD en las VJVIMA de S. frugiperda (Loren·· 

ce ec al., 1995). 

La utilización del es+ es una herramienta muy útil que permitirá llevar a cabo 

estudios más finos en el sistema de fluorescencia y también en el de bicapas planas, 

ya que podrá diferenciarse con mayor claridad la actividad de los canales endógenos 

de los inducidos por las proteínas ery. 
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FEllS ISI<,_¡ 

8-Endoloxins induce cation channcls j¡¡ 5'podoptera ji·ugiperda 
brush bordcr 1i1cm[)rancs in suspcnsion ~llld in planai: lipid_bllüycrs 

Argelia Lorcncc. Alberto Darszon. Claudia Di:iz. Artu1" Liévano. Rodollo Qui1Ílcro; 
Alejandra llravn~ ' ., 

/11.ui11110 tlt• /li1uc•c uu/unio. ll11irr•1·.\i1/11d Ncu ,,,,,,,/ ..-l1111i111""'' ,/,• ,\ft~.,.,, ''· . 1,.,1,, 1· .. ~1.rl 510-_I_ Cº11c•111011-.1r11 <•-"'.:!71 •• \lor.. 
0

,\/1~_,:icu 

Ri.·.:~in:d 5 All!:!llSI llJ') .. ; 1c1o'h•t.•d vc1"'Siou11~·c~"¡\, .. 1_1:! l,11niary 111'.JS 

Abslr;lcl l\lcmbnttH.' ¡Htfcnti;tl 1n1.·a!'>11r1.·1ncuts n!'>ioi.: a lluur1.-s­
cenl dyc indk:iUed thal 1 .. 0 !iofK.""Cilic tn.t1.in.,. 11clh1.• ;11.:uinii.t Sp111/op­
lc.•ru fr11J:ipC'rdu larn1c (Cr)·IC and Crylll) cause immedi;tf1.• 1•1.·r­
mcahilily duana,:t.'S in midi:ur c1•ilbclial hrush IH•nfor 1nc111hr:m1.• 
,·csiclt..'!15 (Hlll\-IV). "l"hc initial rcsponst.• anti lbc sustain1.>tl pcrmca­
bilily cha11a:,c ¡are catinnic. nnl 'cr~· 1\ ~ ~·11.-cth·c. ami occur al in 
vh·u lethnl duq.~ (nf\.I). "1111.• 10,in n"!'.pono,;c has a diff1.•rcnf ion 
sclt.-cth·i1y arMI is tnnn.• M"nsilh·c fo Haz+ llmn tht.• intrin ... ic culiun 
perme11hilil)" uf 11111\t\'. E!\¡M!'rimcnls in1.·or1H1rnlini: 11111'1\' intn 
1ilanar li1>id hila)·eB (Pl-H) dcutmr..trutecl rlmt tht.-s1.• '"1."!'.i1..•lt.-s con­
taiu culiun cluumcl~ (.11. 47 untl 7<• p.c.;). A 2---ao fnld conduct:mi.·1.• 
im:n•n...e was hKl11ecd .,_,. nl\.I conccnlrutinns 11f toxin in PI.U 
conhtinini=, llUl\.1\1

• C1111iunic ~in~l1.• dmnnd lrunsiticms uf 50. IO<•. 
360 and 752 pS werc rL>Soh·cd. Thu .... IJ11dl/11.v t/1111·i11)lir1ui.,· li­
cndotoxins induce au incr ... asc in cution 1n1.·tnhr:.1nc 111..•r1111.•ahilit~· 
iuu1hini: ion chamtck in 11111\.1\'-coutaiuin~ functionul n.•ct.•ptors. 

A"<"I" u·onl': J-Endoloxin: ~luJc uf ai.:lio11: louic c.:hannd: 
/J1i1-ill11.\· tluo·iuJ.:h•n.,-;_,. 

1. hllroductiun 

IJ1wil/11.1o· 1'111ri11gi<"11.\-; ... · (/JI) is a Grnm-pusilivc hm:lerium lhal 
during sporululiun pruc.Ju.:cs c:ryswllinc inclusions forn1cd hy 
prolcins cullcc.J J-cndoloxins ur inscclidc.Jal crystul prulcins 
( JCP). which are loxic to lhc l.arvuc oí v¡1rious insccls. n1n11y nf 
which are di5ett9C vec1onr. Dr major~rup pcsts. Numcrous ICJ> 
genes lmvc bccn c.Joncd. scqucnc.:cd. und cla:->silicd into livc 
JJ:rnups and scvcrul subg.rnups 1.111 lhc h.a!'iis uf scc.¡uem.:c hc.1mol­
ogy unc.J toxicily sp&.."Clrn { I J. 

ICI, are synlhcsizcc.J in U1c form oíimtclivc protoxins llml are 
solubilizcc.J and protcolytically activalcc.J in thc ins<.."Cl gut. Thc 
acliv:.ucc.I lo:ic.in binds to sp1..-cific rcccptors locatcc.I in lhc ¡apicul 
microviUi of epithclial cclls in the inscct"s midgut. Aftcr bimJing:. 
thc tox.in inserls irrcvcrsibility into thc ccll plasmu mctnbrnnc 
(2) unJ íorn1s a porc or lcsion 1hat ullows ncl up1akc ofions anc.I 
wnler. Jcac.Jing to midgul ccll swclling ¡lfld cvcntuul lysis. 11 lms 
bcen proposcc.J th;.1t K • -sclcctivc porcs urc involvcc.J in lhis pruc­
css 13-7), 

Thc purilicc.J ICP lrnvc lhc ability to induce ion Jcukugc in 
synlhctic phospholipic.J vcsiclcs (8.9]. In tlu: ¡1bscm:c of spccilic 
rcc.:cplors CryJA(c). CrylJJA. Crylll02 unc.J CrylC lux.in!" fc.""trm 
cnlion·sclcctivc clmnncls ul ulkalinc pM; CrylC ulso forms 
anion-sclcctivc clmnnds :.ti pH 6.0. in plmmr bil:.1ycrs [10-IJJ. 

•c111rcspnndin!! a111hnr. Fn~: C52) c7.lJ 172 JRH. 
1:.-1n;11I: hn1vtl!•1!phrJ22.ccini;chi.11n01m.mx 

Tlw "''11111>11<...:n11-;t1ions nci.:dci.I ln c~cn lhcsc cll""ccl!'i are ul 
lc.1·.t 1:1:id-11111t.·s J111!hc1· 1ha11 lhe in vivu hiucic.h: c,.,nccntrntinn. 
11 11.:~ h .. · .. .-n pí~'l'o.>s~;d lhal thc 1·cccptur f11no • .:li1ol11_s as u binJin~ 
protc1u 10 i11crc.1sc thc lucul cc.1ncen1rulinn uf lhe toxin in thc 
vkio1i1y ,•f" 111 .. ~ 1m:mbrn11c lllJ. l{ccencly lhc rcceplnr fnr 
<.. .. ,.., 1.-"\t' J ¡, '' 111 iu Alt1111111,-11 -'""-"'" h;is hccn i1.lentiJied us n 111e1-
aliu1 •1 <'1 t.•.1:.~- a1111nupcplicJ;1sc N 11...a¡. 

I·:~·~ ,·nr i11 ,. it 1" a!'.says usiug. hru~h horc.lcr 1nc1nhranc vesiclcs 
cnlt.\.t\.·1 h.1\'\.' ·.holWll pcnncahilily drnn!,!CS induccd hy Cry 
'"' ,11,-•. 11 piiv.'-iolog.icul c,-.11c.:cnlra1iu11s (nl\1) 11 S.1(1J. l luwevcr. 
tl1l- i_.,_.,1 ~·11n-1s \.VCl"C 1·ccunlcd aflcr 1 h uf incuh.atiun wilh lhc 
vcs11:1e ... _ 1111:..:..iuJ.4 thc inilinl response proc.lucec.I by thc luxin once 
il i111~·1:1.·1~ \~1111 its rCCCJ""t(Or. 

11~-. ,- \\ ~- ~ how 1hat 111\I cnnc.:cn1n11ionsur ICPcuusc un i1111ne­
d1.itt.· \ !1:111¡.:1· 111 :1u:111hranc polcntial. n1casureJ \YÍth u pulcntial­
sc11•.i:1' t." llt-••1c:.cc11I c.lyc. in UBJ\'1 V isolatec.I fru1n lile mic.lgul of 
.\¡111 •. .' •. •p!. 1" ¡, 11gipc.'1·t!11 li1rv:ac. Two spccilic h•xins uclivc ug;linsl 
1lfr. 1:1<..v,.1 '' "rvlC anc.I CrylDlanc.l lwn 11011-hn.ic JCP(Crylll/\ 
and < -, .. 1,.\1c)J wcn: uscd. \Ve :-.llu..licc.I thc innie h¡1sis of thc 
hlJr1.1u-11;.1¡11,_c,1 1111.:111hrane pu1cnti¡tl clwngcs ¡1ncJ cxpl1.1red thcir 
pha1111.it. .,1, ""Y· l l:tving founc.1 :-.pc..:ilic In." in responses in thesc 
BUf\I \"_ "'-" .111;orpnraleU 1hcm into plamtr bil¡1ycrs wherc lhcy 
Jispf.1\·e1..I i11trinsi..: single chanm.:I cnlion 1.·nn&.lucu1nces muinly 
._,r 31 .. 1-¡ ;rnd 76 pS. A 2-·40 ful1.I cnnc.lucl¡111cc inc1·cusc wus 
ohsc1 ·.cd '" hl-n nM cnm.:cnlralions ofloxin wcrc uJc..h:d In hiluy­
c1·~ c1..11ila111i11g BB"'-1V. Thc ,,,_,in·inJuccd cunJucl;.111cc incrcasc 
w¡1~.t.:.\11-1.'111...-. ;inc.I single chunm.:I lransilinns of 50. 106. 360 t1nc.I 
752 pS c.:1111!d be rcsolvcc.I. Thcsc rcsulls inc.licatc lhnt lhe loxin 
n.::c .. ·p\(ll '" runda111cnlul fnr cllicicnt lnxin-induceJ c..1tion porc 
fo1n10111011. 

2. Malcriafs "'"' mclhtttb 

2 l. "••"!'•" .,_.,,,,, 1if 1h1• hrruh hur.lt•r 11u·111hru11c.• ,.,._,·ic-le.'i 
I~ 1 t M v f1 < >111 5lh inslu r S. fr11xi1wr1l11 101 rvuc werc pre pu red as rcpurlcd 

( 17) ·11 ... vc'-''- les wcrc t.liuly7ctl o\•crnight up.;1insl 4CKl vols. 1.11~! ~o mM. 
KCI. 1 mM l:GTA. 0.5 mM EDTA. IO mM llEPES-llCI. pll 7.5 
(Sit~tn;i. Sr. Luuis. MO). mnl :mnicutcc.I íor six 30·s pcrinds ni 2s•c 
(Urau~o11 1 :'••O ~nnic hoilh~ l.>;rnhury. Cr) in 1hc s.i1n1e snlution. The 
UIJf\.IV u .. <.d 111 lhc ph111ar lip1d hil;1ycr cxpcrimcnls wcrc k1;11olc,1 ,1vcr­
nii..:h1 '~ 11 h 1 :-_,, 1\.1 sucrnsc :11 O"(· ¡1nd sln.-~d ¡1t -70"C until uM:i.1-

tlBf\.I .. -u11~·J11ncnl w;1s csti111i11Cd m:.:oulin!! lo 1lu: ;.1U..oilinc phnsplmt­
usc (Al"J-1(• O:\ tochro1nc e uxidaM.! m.:11v1ly 1ali11 (1J.5 12.5 ftlld incrc:isc/ 
1ug pru1<~111 1c,Hlivi.· ID thc i11i1h1I ht1111ugc11;.1tcl. which \Vcrc 1nc;1suri..--c.I ¡is 
rcpor lctl f I l-i. J 4J. Vcsiclc oric11Wli11n w;1!'> dc1cn11i11cJ frnan lhc Al> nctiv­
ily in th~· ¡>n:· .... ·ncc und uhscnc~ uf fUJ2% Tri1un X-lfNJ (SigmuJ. 

Hcu:p1,., ( •.•11ce111rntion in lhc 1>csi...:lcs llllll thc hn111ni;cm11c w.;1s 
1nca:-.ur~d ,1/1· 1 CrylC himling 11 ... inJ.? n1011n1.:l0111al anlihody 20A6E9 
llf.!<1111 ... 1 11 .... -1. •111 (~uppllctl h~· IJ1. :\l. f'o..•li.:1ot.·11. J'l;111I CicnclicSys1c1ns. 
(.icn1. lkr¡'.•:i·i<J .1nd a scco11tl 011111h.•oly ...-uupl..-ll 1t1 pcn1xi1olasc (1oloilo111111 
slu"""' 

IN>J4-S793/95/S•J.501) l9'J5 Fcdcr;11ion oí Eurnpcan Uiuchcmic•1I So..:iclics. All rt¡'ll!~ ·' ··· ' - c.:d. 
S.0•;/J/ 0014·5793195)00092-5 

88 



) 

_, 

.1 ( ... ,,.,,.,. ,., 01/ // l.U.' ¡,.,,,.,.., .•rolJ f /•J•J.\J ~11 ~~} 

A B 
IDioM 

a 
Canffal 

b e K+ outalde (mM) Cry 10 

l '"''" • MeGklCI Rutfer 
IC.CI and NaCI Oulter 

80 

-b 

o 

-204-~~~...C.,r-r-~~~~~~~r-.--1 
•120 •100 -00 -60 ""40 ·20 o 20 

EK+(mV) 

Fig. 1. EOCct nfthc CrylC ~tnc.1 CrylD tmdn,. un thc mcmhranc potcntiul in s,,,,,¡,,¡nrr11fr11µip«r1lu mic.lgut brus.h bnrc.lcr mcmhranc v~iclcs. Mcn1brnnc 
fM.llCnliuliot. oí lJDMV (20 µ1;.1 lmtc.h:J wilh tmMJ 150 KCI. 2 EGTA. O.S EDTA. lo HEPES-tlCI. pll 7.5. wcrc rccorJcJ H!i> Jr..-scrihcd in !OCi:lion 2. 
Prc-cquilibr.ition with 1.5 JIM Dis-C,-C.SJ <lJ min) m".I thc clT! .. "Cl c.1f0.5 µM oligomycin nrc not s.hown. An upw¡1nl dcOcc1iun inc.licatcs." mc1nbrunc 
rotcntinl dcpulurizntion. Thc nrrow on h"í' or thc lnu .. "\..-S cetrrcsponcJs. to thc time of toxin nr buffer A aJJilion. PAU .. lluorcsccncc nr-bilrury unit~. 
(AJ CrylO r-csponsc of UUMV SU!'pcnJcJ in 140 m"", mcthylglm .. "Ounim: chh:u·iüc. 10 1nM UErES-HCI. pl-I 7.5. (Aa) Final K• co1u."Cnlrutiuns wcrc 
(01M); 1 = 4: 2 = 13: 3 = 3tJ: 4 =e~ unJ 5 = 13'.\. In thc contr .. ,1. huffcr A wns m.h.lcc.I instcud f.lÍ toxin .. {Ab) lntcraction or thc CrylD loxin with thc 
Jyc in uhscncc nr UHMV .. tUJ CrylC und CrylD cff"-cts upon ,;ubs1itution oímcthylg.lucuminc c:hloric.lc incubation bull"cr hy 10 mM KCI. 1311 mM 
NuCI. IO m"", 111.:PE."i-llCI. pll 7 .. S. 1-iuff..:r. Fim1I K• c,1nc:c1ur.11i<1ns wcrc Cn1M): 1=23::?. = 4.¡: 3 = RS: 4 = 165: S = :.'tí17. Thc "-'"'1ntrul tn1cc was 
nb111incll wHh hulTcr A ;ulJitinn. us wcll us with CrylllA. Cr)·IAlc) nnJ hailcd CrylC noJ CrylD t<nins Ullllitinns, tC) H.cslinp. mctnhrunc fM.1lcntiul 
w111s Jclcrmincd ¡1s lk-scrihcd in ,;ecti.,111 2 . .J fron1 il J/.-(i:'F.J vs. /::.._ .. (In V) curve. In thc rrcscncc nfextl·rnnl 111 mM KCI. 13111nM NnCI. thc 1ncm.urcJ 
rcstiny. mcinbranc potcntiul w¡1s -59 ± J mV 111 = 13). unJ -99 ± 5 mV (11 = 38) in cxh:rm.11 1.iu m"'I ~tcGluCI. 

2.2. Prl'/'flrt1tiu11 1~r i11 ... c.•rti1·i1lul ,·ry:t;;fal ¡1rotc•i11 ... 
1:. .. 1·llc•rirllia ,.,.¡; n.""Cn1nhin:1nl slrains cnnh1ininl! thc 1-rylC anJ ,·rylD 

genes. llcrivcll frurn lit v:1r. 1•uu111101·;,/u .... nl1ll •1i:111r11i. 1cspccti"·cly. wcrc 
kitnlly surplicd hv l)r. l\I. Pcfcrucn. Thc mdul'oinn hulli1..'S WCl'C sc.1luhil­
i;,rcJ. :.u.:1iv;1ICll :.1n~I ¡iurilicd ns in (:!UI. Crys1alo,¡: frn1n lit v~tr. 11•11c./1ritmi ... · 
!'olrHin HTSI. C•Jnloiining ("rylll1\ prolcin. anll l"nHn lit var. /.iu1· ... 1flki 

stn1in 110-73. conlnininJ:.! CrylA(c) pn1lcin. wcrc 11ru .. 1uccll mul purilicJ 
:is lk•scrihcd in 1211. Tnxin~ wcrc Jiulyz1..~ uguinst 200 vnls. of 21H, n1M 
N::iCI. :?O mM Tris--1 ICI. pi 1 K.'1 (bulTcr A). mul 1m1intainc,1 •11 4ºC ni 
1nu:«t fnr a n1nn1h. Adivatcd ln.,in puril)' w;1s cxmnincd hy Sl>S-PAC.iE. 
ll2J unJ hy \Vcs1c1 n hluts P3J. Thc C.-ylC nml Cryl D h1xins wcrc 
1,lc11alurc1,I hy hnilin¡.; lhcm liu .JO inin in 'JO ml\.1 NuOll <.11ul tlu.:n 
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• 1. ¡_,,,.,.,,, ,. ,., *'t. 11··1~·11s ,_,.,,..,_, _,,,,, ''"'"'-" 1 _ .. , 7 _ .. _._ .. 

11cu1rali7cd w11h l ICI Thc 1.kn;ilun.·d lu"ns ln!'.1 1h1.•ir in-.cc1i..:i1.lal acli'l.'­
ily for .... -. /rrt.1.!ipc•1·,/a. J11 .. 1.•c1 '"'icily w;is Hs-..i1y1.•tl u•ith 1 ... 1 in!'.1¡11· S . 

. H11.eipc·r./11 l.1rva1.• ¡1ccnulin¡? 10 (~-1). Pruh:in \'l.'il:o. 111c:is11r1.•,I ¡'"" 1lc,t:rihc1I 
in (:?5J u""mlt BSA :1s¡1 sto.111Jo11d e Ne" Engl:.11h.I Bi1.•Lah:.. Bc'l.'crly. l\IAI. 

~.3. 1-'luor,·.H·c•nn• n11·u.,11r.•u"''"·' 
"-lc1nhn111c rn1enli¡1I wus 11nl11i1,,1·c1.I '-'•illl 1he l1m111.•:.1.·cnl l'''""lli\•cly 

dmrJ:!cc...I 1lyc. 3.3°-diprnp~hhiu1.lic;11hrn.:ya11inc tDis-C',·f~J; l\.11.,k•1.·11l;ir 
l'rnl-.....""S. Eu¡?cnc. OH .. : 15 Jll\I li11;1l. 1 1111\I sHx·L in 1 >l\1SOI. Fl11011c""­
ccncc \\'.;I!'. n.-c:onJct.I ill lhc Co;!Olío7 11111 t..•:itcÍIHli1.•11/cn11 ... si1.111 "ª'-'1."kll)!lh 
pair usinJ; ;1 1 h111:..01h:d1 S}"!'.lt.•m 1 Nnrll•ll... Englm11.0. m• in P<•J. 11~ 1x0 qln­
l;1ri,..:1li1.•n 1.•nus......,. dyc in1crm1l17-i1lion i11l1l lhc BllMV ¡111ll ¡1 l11nll·e!'.t.."Cllt."C 
d1.-..:rc01~: 1.lcp1.lh11·i,_¡1ti1ll1 c¡1u ...... -... ll1c ••PJ'ti.•..,,it1.• dlCcl. l>yc c:1l1ln;1tu111 ;1111.I 
tlc1cnui11;11ion uf r-cMinJ; 1111.•1nhn1nc pu11.·111ial w1.·1·1.· pc1 f1111n1.•1.I in 1h1.• 
rrc~encc oí v;ilinumycin (:? Jl~1J hy srn .. ·ecssivc addi1i11n!'. uf Kc_"I 111 
BHl\.1V (:?Opg) su ... pc111.lcll m \';1rious inedia (71MIJ1h. Ncilhc1· cmh1111)I 
cyunit..lc 111--chlnrophcnyl hidn1~nnc tFC.."C"P. 1 JIM,: C;1lhiod1e1111. •• 1ni-
11-.,,:l101h.lrial uncuu¡llcr. nor oli¡?omycin (ll.5 111\1; Si~1na,. u11 ,,·1·1•;1M: 
inhihilor. ;1llcr-cd lhc 111c1nhr;111c polc111i:1J 1ncasur-e1nc111s. i111h1.·•1lrng 
lhat lhcre i" no 1niln1.·h11111.Jri;1l c11nlrihu1i1.111 11.1 1h1.· rt..-cnnlcr si)!.nals hh11;1 
11111 slu•wn). /\11 dc1cr1nina1i11n-. wcrc 111011.lc :11 Jll"'t• will1 c1111:--l¡1111 !'.lir­
ring. "J"i1nc 0(/,.) w.ascon:.i1.krcd 10 he whcn thc llllMV "c1c¡ul1.lcd. ¡1111.I 
lhe KCI uJJitinns wcre mmf.: ¡1flcr- 1J 111in. Mc111hn111c pulcntial 1.fclc1111i-
1mtions wcrc done ltl lime!'O wilh 4 1.lilli:1·cnl \/Csiclc ha1chc"" urulcr 1hc 
1.lilli:1·cnl e:..pcri1ncnl¡1I c1mdi1i1'n' 11s...•tl. ( "¡1lit111 s11h:.lilt1l11ms i11 1l1c i11t..•t1-
l"i;.1litu1 huffor wcn: nwdc hy r1.·pt.u::i11g 1hc N-1ncthyl-n-J?l111.·m11i111.• d1ln­
ri1.lc {J\,1cC.iluCI) hy lhc ind1c;111.-..I Sltll(s) (1nnl ¡'tl!'r mnl). 111ai11l¡1i11111µ 1hc 
llSl1lOlo1.-i1y c-150- IC.CI 1110s111J. et· w;1ssuhi.1i1u1cd wilh 111c1han1.·i.ulf&111-
a1c·. 

K • ch;111ncl blo~lcrs na:• ;1ml es· wcrc frnm .l.T. U;:1kcr. l'hil· 
li1..,..,,tu1rp.. NJ. tctr¡1c1hylnmn11.•ni11111 chlt•1·i1.lc (TEAJ u11d 4-;1111i1111¡..,yri1.l­
inc (4-1\l'J wcrc fnHn Al11111t1nc Luhs. Jcr11s.;1lcm. lsr¡1cl. 

~ . ./. Plauar li¡1h/ hi/ay<"I" tº.'l'•"ri1111•111.<r 
l'lunar li(liJ tiih1ycrs (PLI•» wcrc nmde hy lhc Miicllcr 11ml H.1uli11 

mcthuJ 127). us in f:?KJ. wi1h Jirh)"lano)·l-rhus(llmtidyl chnline hlil'l'C"> 
1Av;1nli Polar Li(lids. IJirminJ;lmm. AL: 20 1np.l111J in u-dccanc1. Typic¡tJ 
hih1ycr c;1pacit¡1ncc \ll:llucs werc hc1wccn 150 mul .:?50 pF. UullCr s1.•lt1-
tiun t3lHIJl1oí150 mM KCI. 5 mM Tris-1 ICI. 0.5 mM El>TA. pi J lJJI) 
was ;u.h .. lctl to Có!Ch ní thc ccll com(lurun.:nts. Once thc hil¡1yer w;1s 
fonncd. a 1rnnsmc1ntiranc s.111 grmlicut w¡¡s cstahlishctl rni!'.ing 1 Kl"IJ 
to 550 mM in d.<r. thc cmnpartmcnl whcrc :mcrose lrn1dcc.l Ulll\IV 
(0.:?-3.7 µg rrotcin) wcrc uJJcJ for fusion: tran." was lu:ld :11 virtual 
)!.h'IUllJ. Vcsiclc incorporalil•ll w¡1suss;1ycJ uÍlcrnpplic.ation oía 50-mV 
holJing potcntiul across thc PLB. To:"f.ill (O.<•- I0.'1 nl\.I} w;as addc1.I lo 
thc <"i.'li compartn1cnt. All c:..1'1C!'rimcnls wcrc pcrfortnclf •11 rno1n tcn1¡'tl!'r­
nturc. 

Single channcl currcnt!> "ere ri.."'t.·nnlccJ wilh u 1)¡1gu11 3'JfH)A palch· 
clamp mnpliOcr (Dug;:in Cnrr .• Minnc;ipulis. l\tN) ns in l:?RJ. Currcnts 
wcrc filtcrcd nl 200 or 500 1-17. uncJ c.ligiti7.ed nn-line ni 1 ''r:? kll7.. 
rcsf"'l..'Clivcly. unc.I unuly:1:cJ nn a pcrsn1utl cu111pu1cr usin¡? ¡1 Digitl;11a 
1.200 inlcrfo1.-c nnlf Axot¡1¡lC' ;111J 1..Cl11111r softw:irc (/\~''" l11str11111cn1s. 
Fostcr City. CA). 

3. Rcsulls and discussion 

.J./. T/1t.~ re.o;lin¡.: 111c111bram• pote11tit1/ of /.J/IAIV 
Thc rcsting mcmbnmc polcnliul of BUMV h.1m.Jcd wilh 150 

mM KCI. um.1 ussayct.I wilh thc mcmbr..1nc polcnliul·scnsilivc 
fluorcsccnt c.lyc Dis-C1·(5). is nol for from thc K. + cquilibrium 
polcntial u~~ .. ) calcululcc.I by lhc Ncrnsl ClJUUtinn. In lhc prcs­
cncc of cxtcrnul 10 mM KCI. 130 mM NuCI. lhc mcnsurcd 
rcsling mcmbrunc potcnti¡1J wns -59 ± 3 mV (11 = 13). mul 
-99 ± 5 mV (11 = 38) in cxlcrnal 140 1nM McGluCI CFig. IC). 
Thc calcuf¡1lcc.I E._ wcrc -7 J uru.I -108 mV. rcspcctivcly. This 
suggcsts thal in thc UIJMV oí S. Ji·11J.:ip<.•rcla. K. • pcrmcabilily 
cuntributcs significuntly to thc rcsling. mcmbrunc potcnlial. K + 
¡1tJc.lition cxpcrimcnls without valinomycin indicatcd thnt thc 
vcsiclcs havc intrinsic channds permeable to K • (Fig.. JA nnd 
B. control truces). 

.21'} 

3.~. HIJC•c•t o/" c'i-c'llc/0/11.ttill.\" 
Th~ l..·rylL" tnxin \V<l!li ;iboul 2 fold mua·c active lli.an C1·yJD 

lo~in 01gai11st .... -. ,li·11.i:i¡1,•nla lan:ac (Ll.>.,.,·s nf .:"\1.2 ngh:m=-' with 
a IX-48 CI ..... ami 77.c, nlifcm=-' wi1lt a 17--147 CI.,:-. n!:ipcc1ivcly}. 
'"'hercas thc Cryl/\lc) ami CrylllA luxins shnwcc.I no uctivily. 

Adtlilitlll uf 100 nM uf dther nf lhc uctivc loxins (upproxi­
ma1dy :?5 pmul h.ui11/11g UBl'VtV prulcin) lo HHMV suspcnr.Jcr.J 
in 140 1nt\I t\tcGluCI pruc.lu1..-..:d a fa!lil hypcrpulari,.utit111. /\fler 
hnin cxpu:.tll"C. lhe vcsiclcs ¡1lso incrcuscc.l thcir 1·cspnn~c In K<...·1 
•1dditiuns. whcn en111parcd to 1hc cnnlrol In '""·hich thc saine 
amnunt ,,r h11ffcr w.as m.Jdcd (l:ig.. 11\u). Expcri111cnls in thc 
uhscncc nr IJIJl\.1V wi~h un cquiva1lcnl cnncentratiun 1.•f Jlunrcs­
ccnt c.lyc. i.lu.nvcd thut hoth toxins induce u fust lluorc~cc11cc 
r.Jccrcasc. !limallcr than thc hypcrp1.1l;,1ria11iun sccn with thc vcs­
iclcs (Fig.. IAhl. This nrtifoct. which nuty rcsull from clccln.1-
slatic intcraction nf thc luxins with lhi.: r.Jyc. w¡rs c.lctcrrnincr.J 
undcr c¡1ch innic conc.lition m11..J sublructct..1 in ull suhsc1.1ucnl 
cxpcrimcnts tFig. IAn.b). Thc hypcrpl,lariallit•n (9 ± 3 mV. 
11 = 23) and thc highcr scnsitivity uf thc vcsiclc!li to cxlcrnal K • 
;1rc cnnsislent wilh a lnxin-induccd incrcu:-oc in K • pcrmcahility. 
p1.1si.ihly mcc.liatcd hy iun chnnncl npcning,. 

3 .. l. /011 ·'"'"'"tirily r111t/ .,.pc><"f/irit_t• 
U has bcci1 rcpnrtcd tlml Cryl/\(u) lox.in incrcnscs cution 

pcnncuhility non-sclcctivcly. cvcn for t..liv¡alcnts. in llBM V from 
/lmubyx 111111·i 115]. To explore thc sclcctivity uf CrylC am.1 
CrylD l"CSl'lt'lnses in ~: .frugip<."t'd" HIJMV. McGluCI '~·n_s 1·c-
1.,luccd hy NnCI in tite cxtcrm•l mcr.Ji¡a. Unc.lcr this cont..litinn. 
which is mnrc physiulogicul. bnth CrylC unt..1 Cryl 1) toxins 
inc.luccr.J n dcpolari;,.ution. cvcn thoug.h lhc lux.in at..lc.Jilinn arti­
fm.:t decrcascs Jluurcsccncc ( Fig. 1 IJ}. This response is c.lue 10 
the clectrug.cnic uplakc uí Na•. unc.1 sug.gcsts lhut thc tnxin­
inc.luccd pcrmcability pathway is nol vcry sclcctivc mnung 
1nonovalent cutiuns. 

l\s mcnlionct..1 ubnvc. thc cation pcrmcubility oí HIJMV in­
crcascs uflcr loxin ac.lc.lition (100 nM CrylD. scc Fig. IA>. In 
this cunditic.111 km scl1..'Clivity can be estilnulcll frum thc n1tiu ol" 
tite slopc ni" thc llLHll"csccncc riscs which rcsult from adc.Jitiuns 
oí inc1·cusint! conccntrnlinn of ;1 ccrluin culion vs. lhat uf K+ 
(mx•lm..,+). Sincc UUMV huvc intrinsic culion pcrmcnbilities. 
the response to serial at..lt..litions oí cuch cut ion was t..lctcnnincc.J 
in lhc uhsencc oí toxin. ns c.lcscribcc.I carlicr. unc.J thc sloJ"'K! 
suhtractcd frn1n lhnsc nhtnincd in ils prcscnce. ,.;;1ble 1 shows 
thc sclcctivity series J"or thc inlrinsic pcrmcuhility or UUMV 

Table 1 
ltch1ti\lc ion pcnncubili1y 

Cution IJllMV intrinsic 
pcrmcabilily 
(ltlx•/lnK•) 
l.fHJ 
0.83 
O.IJH 
1.15 
O.HJ 
1.25 

CrylD-imluccJ • 
pcnncabilily 
flll)f,•fallK•)• 

l.fHI 
0.711 
0.5(1 
0.3:? 
0.'15 
0.79 

01Jculutiuns wc1·c ;1s tk-scribc1.I in si...'Ctinn J.3. nl)I(,•• slo1oc nf the lluur~-.­
ccncc ch:ing:cs intluccd hy JiITcrcnl XCI udtliti111~s In llUMV: X"". dilfcr­
cnl 1nonnvnlc111 c..-;;11iu11s. m,_ •• :dore lf.1r KCI ¡1ddilions. •E.,.,.1inmlcd 
rcl;1ti\IC l"ICrtnc11tiili1y of 1h.: 10.11.in Cryl 1.>-i11Juccd l'll•rcs 01flcr suh1rncl· 
in!t lhc in1rinsic ch;11111cl rcli11ivc l'ICrmeubility. Ali stuni.larJ ,1cvia1io11s 
wcrc lcss 1h;111 S?f, f11 = 5}. 
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Fip.. 2. Rcprl0 sc111atn:c single d1i1nncl rcconls C/\1 and I l"c:urvcs fnun lhc nulst cummon cuJTcnl 1runsi1it"ns (IU nrnnMV fro1n :•;._J'i-11µf¡1,·rd" fuM:d 
h" a 1.1i1•1•c hpi1I hilaycr. ltccnnli. werc uti1nincd in 5511 mf\.f KCI. 5 1111\1 Tris-1 ICI. 0.5 ml\I El>TA. pll 9.0. ri.,-: 150 mf\tl KCI. 5 ml\.1 Tds-HCI. 0.5 
ml\I EllTA. pi 1 IJ.U. 11·1111.,·. l lulJinp. po1c1t1i;1ls in mV ;1rc inJic¡1lcd un thc lcft ofc;ich f"C:Ct•HJ. Zc:..-u cuncnt lcvd is indiculcd by Jushc<l Jincs. i::. was 
around -20 mV. 

1NI1; > es• > K • > Li* > Rh4 == Na•) nnc..f ft.lr 1lmt inc.JuccJ by 
thc toxin fK .. >NI r; > Nu• > Rb• >u•> es•). As thc inilial 
n:sponsi.: 1riggcrcd hy thc loxin. lhc sustuincJ pcrmcubilily 
clmng.c i:-o catinnic. allhuu~h nol vcry K .. sch..<>t:livc. 

Osmnlic swcllini;cxpcrimcnts in IJIJMV frum Af11111/11ct1.'H.":\·tu 
lrnvc i111.Jicu1cJ 111111 CrylA(c) h .... xin incrcuscs uniun pcrmcuhílity 
(16). Expcrimcnts whcre J\tcGluCI was sub~1itutcJ by McGlu­
mcthuncsulfonutc in lhc incubation buOCr showcJ llmt thc 
toxin c.Jncs nnl inc.lucc anion pcrmcubility chan~c.-.. but a 
hypcrpnluriL<-llion (8 ± 2 rnV. "= 3) duc lo K • clllux (us in 
FiJ;.. IA). J lowcvcr. intrinsic anionic ch:.111ncls nmy cxist in thcsc 
vcsiclcs. 

Thc colcoplcrun-s,.,ecific toxin (CryllJA) um.J llu: nc;m-tc.ndc 
lcpiJoptcnm-spcciJic tnxin (CrylA(c)) wcn: uscd lo dch:rminc 
thc spccilicily uf thc cllCct. Ncithcr luxin :.11l'-:..:1cJ BIJM V intrin­
sic pcrmcnbility. cvcn ni highcr cnnccntrutions (500 nM ¡111J 
200 nM. rcspcctivcly). In :.1Jc.Jitiun. thcCrylCunc.I CrylD toxins 
Jusi thcir insccticic.1::11 uctivity :.1nc..I thcir cupacity In clmngc thc 
pcrmcubility nf thc vcsidcs whcn boilcc.I. 

Although lhe CrylC lo:\.in is 2 fe.lid more tnxic 10 .S • .fr11gi­
J'c.01·du lhilll Cryl J') toxin. it is lcss potcnt in inc.lw.:in};! pcrmcahil­
ity t.·lwng.cs lu the BBJ\.·1V. J lc.1wcvcr. lhc toxicily assnys wcrc 
petfonncJ with lst instar larv;ie. in contna:-.1 to thc pcn11c¡1bilily 
01ssays '"'hicl1 werc perfnnncc..1 wilh llJJl\--fV pt1.-ilicd from tl1e lo1sl 

inslur. In BBMV is,1Jatcc.I frmn thc 2nc.J unc.J :ln.I instur wc huvc 
foum..I tlmt CrylC mu.1 CrylD lmvc similur cll'-..'Cls (d~1t11 not 
sh<.lwn). h is po:i...,.Íhlc thut thc CrylC und CrylD ·receptor dcn-
sity _i1~.}Hl~V _varics Juring Jarvul c.lcvclnp1~enl:- · 

.J.4 • . · Ph111·~11t11•11/ogic.·c1/ che1re1ct<•ri=e1ti1111 
Prcviously il was rcportcc.1 tlml lhc CrylAs-inducct..I pcrn1cu­

bility incrc¡1sc is vcry scnsitivc to cxlcrnul Da~• anc.1 Cu~· [JJ. 
T¡1hlc 2 computes thc cffcct or sume K+ chunncl blockcrs anc.1 
Ca2 º un thc intrinsic clmnncls ur UDMV und on lhcir rc:;¡,onsc 
10 Cryl D toxin. Thc intrinsic channcls urc more scnsitivc to 

Tnhh: 2 
L:llC:cl of K • clmnncl blnckcrs unJ Ca::• un thc in vil ro m.:civily c.lf lhc 
CrylD lu.,in 

K. • chunncl 
blockcr 

J11trinsic clmnnds Cryll.> clmnm:I~ 

/\ H /\ 11 
-=-------,...,-~.,...---=---------------u .. z· 4f.HJ ± 45 µM <50%) 2fHJ ± 20 µM (50%J 
Cu::• 4fMJ ± 40 JtM (50%) 600 ± 40 JIM (50~) 
Cs- JO± :? • .5 mM (.50%} lfHI ± IO mM (0%) 
TEA .;\O± S.o mM C.50%) 200 ± 211 mM (26%) 
4·AI' 4 :!: 0.5 mM (.511%) :m ± 5 mM (11%) 

A. chnnncl bloc .. ·k<--.,-,-n-n-cc-·n-lr_a_1;-.,-.,-,-± S.D .• 11 = 5). B.% of K • llCrmcnhil­
ily inhihitinn. IC .. , \'li:crc tli:tcnninctl fro111 cln~c rc!"ponsc curves. 
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Fil! . .l. C";lliun clmnncls íornu:d by CrylC 1oxm in hil;1yers wilh íused HU,..,IV. lonic cnm.liliom;. \VCre me in Fig. 2. (A) Sinp.lc dmnncl trunsilinns nhscrvcJ 
7.5 1nin ancr 111.6 nM CrylC aJdi1ion. cn1 l\l;u:ro:.copic rcs¡.,onsc ohscrvcd ;11 111 min w11h lhc smnc luxin conccnlratinn. CCJ llcprcscnl•1tivc sinl?le 
channd ltansitinns ut O •nV from hilaycrs cunt;1i11ing UBl\IV cxposcc.I lo 1.)-· 10.tl n!'l.1 CrylC toxin. Thc ,.h,llcc.I lmcs indicnh: lhe zcro currcnl leve). 
EM "·ere closc to -:?O mV. inJicnting 1lm1 thcsc ch:inncls urc catinnic. C [)) /-V plut of thc single chunucl 1rnnsilium• 1ucsc11tcc.I in C. Thc inscrl in tite 
ten siUc alM' shows thc / ·V cune uf a 111oicnlsc1,p1c response Cy = 1.'J 11S). 

Cu~·. Cs'". TEA+ nnc.1 4·AP. bul lcss scnsilivc to Bn2•. Thc 
c..lislincl ion sclcclivily anc..1 scnsilivity lo\van.Js vnrious hlockcrs 
oí thc intrinsic und lhc CrylD-inc..luccc.I pcrmeubility chungcs 
suggcst thal thcy are <liffcrcnt. · 

3.S. "/iui11 rt.•.,1m11."0c.'.'I> 1if p/a11ar ¡,¡,;,¡ hila.n·r ... omtui11i11J.: llllll-1 V 
Thc prcvious rcsulls suggcsl lhal cation chnnncls mee.Hule thc 

loxin cfft..""Cls. Thus~ loxin-induced single chnnncl uctivity was 
cxumincd in plum1r biluycrs. Fig.. 2A illustrutcs thc most frc­
qucnt single clmnncl transitions dclcctcd in PLIJ lo which 
HOMV wcrc fuscc..I (scc scction 2). Tht..-sc cxpcrimcnts wcrc 
pcrformcd huving. u 3.7 fold hig.hcr KCI conccntralion in C'is 
th¡111 in trun.,·. Single chunncl cont.luctunccs of 31. 47 unc..I 76 pS 
wcrc culcuh1tcc..I fro111 /-V curves ofthcsc transitions which huvc 
rcvcrsoal potcnti¡1ls of--20 mV .. inc..lic¡lling thut thcsc chunncls 
urc cation-sclcctivc with •• P..:+/Pc.r - S. 7 ( Fig.. 211). 

Thc cnc..log.cnous UHMV clmnncls wnsh\.-..ut .. lusting lmly 1 -2 
min. This mukcs thcir clmrnctcri7 .. uliun diflicult: hc.nvc\'er. in 21.1 
cxpcrimcnts mac..lc in Ion mM CsCI 1·fa/J(J1) mM KCI tnms. no 
single channcl uctivity wus <lctcclcd uncr BllMV udc..lili•••1. 011-

thoug.h clmnncls uppcarcd uítcr nl\-1 toxin ac.IJition. Thcsc prc­
liminury rcsults sug.gcst lhul lhc enc.Jogcnous channcls urc 
blockcd by es• whilc thosc inc..luced by thc loxin are nol~ in 
ugrecmcnt wilh lhc mcmbrunc pc.-..lcntial cxpcrimcnls. 

ll lms bcen shown thnt thc puriliec..I lox.ins alonc cnn induce 
single channcl aclivity in PLU ( 10-13]. We rcpcalcJ thcsc cxpcr­
imcnts und ncvcr suw c:lmnncl uclivily (11 = 25) unlcss > S µM 
toxin was usccJ. Thc single channcl trunsilions obscrvcd with 
µM conccnln1tions of toxin wcrc culionic und sin1ilar to lhosc 
c..lcscribcc.J cnrlicr [10-13]. 

Thc response lo CrylC of PLU cnntuining. UDMV wus lcsled. 
Two lypcs or tuxin responses urc illustrutcd in Fig. 3: onc 
involving fcw channcls (Fig. 3A.C). und •• mncroscopic con­
duclancc incrcuse (1-"ig. 311) whcrc :tome lurgc single channcl 
transitinns cun be resolved. /-V curves of thc loxin-inc..luccc..I 
single clmnncl cvcnls (Fig. 30) or frc.1m mucroscopic responses 
( Fig. 31> inscrt .. 1.9 nS curve) mcusurcd um.Jcr a 3. 7 fnlc..I KCI 
µrm.licnl indicatcd tlml thc toxin-aclivatcd ch••nncls urc cnti-

•c. Toxin responses wcn: ohscrvcd in 15117 cxpcrimcnts 
·re lhc cnnduclancc incrcuse rungcd from 2 tu 40 fl1ld. Thc 
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time 10 induce a reSpl"tfl!'C in bilayer C'Xpcrimcnts depended on 
thc toxin concentr:..ition. Low ccmcentrations (0.6-3 n~1) re­
quired up to 45 n1in (n = 13). whiJe at hif!her concentrntions 
(5-10.6 nf\1) the rcSPl"'ll!'c!' was :;.een after 0-10 min (11 =~l. Fig. 
3C shows exampJes of the toxin-induced single channel transi­
tions 752. 360. 106 and 50 pS in bilayers containing BB'-1V. The 
symbol on the left side of each current record corresponds to 
the 1-1' curve for that channel (Fig. 30). 

This work presents additiona1 evidence that BB!\·f'V contain 
a functional Bt toxin rect:ptor. Both in vesicles and in PLB.JCP 
aftcr interacting v.·jth their receptors induce an increase in cat­
ion membrane pcrrneability involving ion channels. The re­
sponses were observed a1 to:o..in concemrations (n!l-1) which 
corrclatc with thc in viv1.." lethal doses and with the ran2e needed 
to inhibit amino acid uptakc into BB?\1V of othcr i;;sects [7]. 
Thc rcsults indicatc that midgut ccll Jysis rcsults from receptor 
mcdiatcd toxin-induced cation pore formation. 

A.ekno111edgements: '\Ve 1homk f\.t.C. Felipe Espinosa for technical assis­
tance. Dr. M. Pefcroen for providing monoclonal antibodies and E. eoli 
strains. M.C. Eduardo Aranda and Laura Lina for performing the 
bioassays. This work was partialJy supponed by DGAPA and COSA· 
CyT. A.O. is an lntcrnationaJ Scholar ofthc Howard Hughes Medica) 
Jnstitutc. 
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