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Abstract

ABSTRACT

Bacillus thuringiensis subs israelensis (Bti) produces Cry and Cyt toxins active against
mosquitoes. In the general mode of action of the three domains Cry toxins, the
binding to the receptor is a key determinant of specificity. Specially, the loop regions
on domain II are involved in toxin-receptor interaction in lepidopteran insects.
However, mosquitocidal Cry toxins have been not fully characterized. In order to
determine the regions of the mosquitocidal Cryl1Aa toxin involved in the toxin-
receptor interaction, synthetic peptides corresponding to putative exposed regions on
the domain II of Cryl1Aa were synthesized and their ability to compete the binding of
the toxin to Aedes aegypti larvae brush border membrane (BBMYV) was determined by
a competition binding assay. We found that two putative exposed loops (a8 and loop
3) and a putative exposed region (4a-p4b) of the domain two of CryllAa are
important epitopes involved in receptor interaction. The role of loop a8 of Cryl1Aa in
receptor interaction was demonstrated by phage display and site-directed
mutagenesis. We isolated a peptide-displaying phage (PS.tox) that recognizes Cryl1Aa
and interferes the binding of this toxin to BBMYV receptors. This phage attenuates the
toxicity of Cryl1Aa around 50% in bioassays performed with fourth instar larvae of
A. aegypti. Furthermore, we characterized Cryl1Aa-loop a8 mutants (E266A, V262A
and P261A) affected in toxicity and receptor binding.

On the other hand, a 65 kDa GPI-anchored alkaline phosphatase (GPI-ALP) was
identified and characterized as a functional receptor of Bti CryllAa toxin in the
midgut of 4. aegypti larvae. Two GPI-anchored proteins of 65 and 100 kDa were
preferentially extracted after treatment of BBMYV obtained from A. aegypti larvae
midgut with phospholipase C and a 65 kDa protein, with ALP activity, was further
purified by toxin affinity chromatography. Using two peptide-phages (P1.BBMYV and
P8.BBMYV) that interact with 65 kDa GPI-ALP and affect the binding of Cryl1Aa to
BBMYV, we observed that a 65 kDa GPI-ALP was, preferentially, distributed in caeca
and posterior part of the 4. aegypti larvae midgut. Cryl1Aa toxin binds to the same
region of the midgut of P1.BBMYV and P8.BBMYV phages, furthermore the binding of
the toxin and the P1.BBMYV phage was competed by loop a8 synthetic peptide. The

importance of this interaction was demonstrated by the in vivo attenuation of
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Cryl1Aa toxicity in the presence of P1.BBMV and P8.BBMYV phages and loop a8
synthetic peptide.

Taking all our results together, we demonstrated that loopa8 is an important epitope
involved in the interaction of CryllAa toxin with the natural GPI-ALP receptor
displayed on A. aegypti larvae midgut cells.
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RESUMEN

Bacillus thuringiensis subs israelensis (Bti) produce toxinas Cry y Cyt activas contra
mosquitos. En el mecanismo de accion general de las toxinas Cry de tres dominios, la
union al receptor es el factor clave para determinar la especificidad.
Fundamentalmente, se ha descrito que las regiones lazo del dominio II de dichas
toxinas estan involucradas en la interaccion toxina-receptor. Con el objetivo de
determinar la participacion de las regiones expuestas del dominio Il de la toxina
CryllAa en la interaccion con vesiculas de membrana de microvellosidad apical
(VMMA), obtenidas a partir de larvas de Aedes aegypti, se construyeron péptidos
sintéticos correspondientes a dichas regiones. La capacidad de dichos péptidos para
competir la interaccion toxina-VMMA fue determinada empleando ensayos de
competencia de la union. Nosotros encontramos que los péptidos correspondientes a
las regiones lazo a8 y 3 y a la region expuesta f4a-B4b, afectan de modo negativo la
union. El papel del lazo a8 de CryllAa en la interaccion con el receptor fue
determinado empleando las técnicas de despliegue en fagos y mutagénesis sitio
dirigida. Como resultado obtuvimos un fago-péptido (P5.tox) que interactua con
CryllAa y afecta la union de la toxina a las VMMA. La presencia de este fago-
péptido provoca una disminucion de aproximadamente un 50% en la toxicidad de
Cryll1Aa en bioensayos realizados con larvas de A. aegypti de cuarto instar de
desarrollo. Se comprobé ademas, que las mutantes en el lazo a8 de la toxina Cryl1Aa
estan afectadas en union y toxicidad.

Por otra parte, una fosfatasa alcalina (ALP) anclada a membrana por un puente de
glicosil-fosfatidil-inositol (GPI) fue identificada y caracterizada como el receptor
funcional para la toxina Cryl1Aa de Bti en células del epitelio intestinal de larvas de
A. aegypti. Dos proteinas de 65 y 100 kDa fueron, principalmente, extraidas de las
VMA después del tratamiento de las mismas con fosfolipasa C y la proteina de 65
kDa, con actividad de ALP, fue purificada a través de cromatografia de afinidad. Con
el empleo de dos fago-péptidos (P1.BBMV y PS.BBMYV) que interactiian con la ALP e
inhiben la interaccion de la toxina con las VMA, nosotros observamos que la ALP se
distribuye en el intestino de larvas de A. aegypti del mismo modo que la toxina

CryllAa (en la caeca y la region posterior del intestino). La union de la toxina
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Cryl1Aa al intestino y su toxicidad hacia larvas de A. aegypti, fueron competidas por
ambos fagos y el péptido sintético correspondiente al lazo a8.

Los resultados obtenidos demuestran, que el lazo a8 del dominio II de la toxina
Cryl1Aa es una region importante involucrada en la interaccion de la toxina con su
receptor funcional (ALP) desplegado sobre las células intestinales de larvas de A.
aegypti. Este constituye el primer reporte donde se identifica un receptor para toxinas

Cry con actividad contra insectos dipteros.
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INTRODUCCION

Una de las principales preocupaciones, a nivel mundial, es el control de insectos que
constituyen plagas agricolas y vectores de enfermedades. Las estadisticas muestran que
alrededor del 30% de los cultivos agricolas se pierden en campo o durante su
almacenamiento debido a la presencia de insectos plagas. Ademas, muchas
enfermedades como la malaria y el dengue, las cuales son trasmitidas por mosquitos,
cobran cada afio la vida de decenas de miles de personas, fundamentalmente nifios

(Revisado en Porter et al., 1993).

Hasta el momento, el control de este tipo de insectos estd basado en el empleo
indiscriminado de insecticidas quimicos, lo que ha provocado que se generen un sin
numero de efectos adversos a nivel ambiental y de salud publica. Desde el punto de
vista ambiental el uso de pesticidas quimicos ha contribuido en gran medida a la
contaminacion del agua, asi como la alteracion del equilibrio ecologico por destruccion
de multiples organismos. Ademdas ha conducido al surgimiento de plagas agricolas y

vectores de enfermedades resistentes.

Por otra parte, existe un gran nimero de reportes que vinculan el uso de pesticidas
quimicos empleados en el control de plagas agricolas y vectores de enfermedades con la
incidencia de diferentes tipos de cancer. Especialmente, el empleo de compuestos
quimicos organofosforados, usualmente empleados en el control de mosquitos, ha sido
registrado dentro de los agentes etiologicos del cancer de mama (Cabello et al., 2003).
Todas estas consecuencias nocivas, han conducido a muchos investigadores a la

busqueda de formas alternativas para combatir este tipo de insectos.

Desde hace varias décadas, se ha venido estudiando el potencial de bacterias
entomopatogenas en el control de insectos que constituyen plagas agricolas y vectores
de enfermedades. Afios de estudio y practicas en campo han demostrado que los
biopesticidas constituyen una alternativa potencial al empleo de insecticidas quimicos;
ya que no constituyen un riesgo ecologico al ser biodegradables y altamente especificos
hacia sus insectos blanco. A pesar de esto, el bajo costo de produccion, la facil
aplicacion y el amplio espectro de accion de los quimicos; le han permitido dominar el

mercado del control de plagas donde los bioinsecticidas ocupan menos del 5%. No
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obstante, los biopesticidas son empleados cada afio en algunos millones de hectareas de

cultivos y en estos casos ofrecen un control seguro desde el punto de vista ambiental.

Para el control de plagas con biopesticidas son empleados diversos tipos de virus,
hongos y bacterias. En todos los casos se tratan de organismos que afectan a su insecto
blanco con una alta especificidad. Sin embargo, el hecho de que los biopesticidas sean
altamente especificos contra especies determinadas puede resultar paraddjico. Por una
parte, se evita que los mismos afecten a insectos benéficos y otros organismos
superiores; pero en el caso de cultivos afectados por diferentes plagas puede resultar

contraproducente.

Ademas, los costos de produccion de estos productos son elevados y su caracteristicas
de ser compuestos biodegradables obliga a que se deban aplicar frecuentemente. Es por
ello, que los ingenieros genéticos se han volcado a la busqueda de soluciones a las
limitaciones de este tipo de productos, con el objetivo de encontrar variantes cada vez

mas baratas y con mayor estabilidad y rango de accion.

Hasta la fecha, las bacterias que constituyen patégenos contra este tipo de insectos han
sido las mas empleadas y entre ellas Bacillus thuringiensis constituye el agente

bioldgico mayormente utilizado a nivel mundial.



Revision Bibliogradfica

REVISION BIBLIOGRAFICA

Capitulo 1. Bacillus thuringiensis
1.1 Caracteristicas generales

Bacillus thuringensis (Bt) fue descrita por vez primera como una plaga que mataba de
forma repentina al gusano de la seda (Bombyx mori) en Japon. La bacteria fue aislada a
partir de los cadaveres de dichos insectos y por tanto fue considerada como una plaga.
Diez afios mas tarde, una cepa con caracteristicas similares fue encontrada en larvas de

Anagasta kuhniella y a partir de entonces la bacteria asumio su nombre actual.

Bt es una bacteria gram-positiva, aerobia estricta y formadora de esporas, que durante la
fase estacionaria de su crecimiento forma inclusiones cristalinas. Esta bacteria es
encontrada en una amplia variedad de nichos que incluyen suelos, superficies de
plantas, productos de desecho almacenados y esqueletos de insectos. Hasta el momento
su papel ecoldgico permanece bajo debate, pero se ha propuesto que se especializd en
matar insectos como una estrategia para poder acceder a un medio rico en nutrientes.
Esta hipotesis se basa en el hecho de que su crecimiento en medios con minimos
suplementos de glucosa y nitrégeno es muy pobre. Esta incluida junto con Bacillus
cereus, Bacillus anthracis y Bacillus mycoides en el grupo de Bacillus cereus y la
caracteristica que la distingue de los otros miembros del grupo es su capacidad

enteropatdgena.

Hasta el momento se han identificado cientos de cepas diferentes de Bt, cada una de las
cuales posee un rango limitado de hospederos muy limitado. Sin embargo todas juntas
son letales a un amplio rango de ordenes de insectos tales como Lepidopteros,
Coleopteros, Dipteros, Himenopteros, Homopteros, Ortopteros y Malofagos (Beegle
and Yamamoto, 1992) y organismos tales como Nematodos, Mitos y Protozoos

(Feitelson et al., 1992).

El factor fundamental que determina la toxicidad de Bt a un amplio rango de insectos,
es la presencia de proteinas insecticidas (d-endotoxinas) contenidas en las inclusiones
cristalinas parasporales. Sin embargo, en algunos casos se ha demostrado la
participacion de proteinas producidas en la fase vegetativa del crecimiento bacteriano
(B-exotoxinas y toxinas VIP) y otros componentes dentro de la espora como quitinasas,

fosfolipasas, a-exotoxinas y enterotoxinas que sinergizan el efecto de la toxinas Cry
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(Lereclus et al., 1996). La participacion de estos factores de virulencia ha sido
demostrada por experimentos de mutagénesis sobre los genes que codifican para los

mismos (Lereclus et al., 1996; Fedhila et al., 2002).

Existe una larga historia del uso de Bt en aerosol en el control de insectos que
constituyen plagas agricolas a la que se suma el empleo, mas reciente, de Bacillus
thuringiensis subesp israelensis (Bti) y Bacillus sphaericus (Bsp) para el control de
mosquitos y moscas que constituyen vectores de enfermedades para seres humanos.
Ademas, desde el afio 1996 se han comercializado de forma exitosa plantas transgénicas
que expresan proteinas producidas por Bt, las cuales les confieren a los cultivos
resistencia a varios insectos plagas. Es por ello que constituye una alternativa atractiva a
los insecticidas quimicos comunmente empleados en el control de insectos que
constituyen plagas agricolas y vectores de enfermedades de importancia para la salud

humana.

1.2 Bt y su relacién con otras bacterias del género Bacillus

A nivel de genoma Bt esta muy relacionado con Bacillus cereus y Bacillus anthracis, de
modo que se pueden considerar como parte de una misma especie. La diferencia
principal entre las tres bacterias se encuentra en la informacion genética codificada en
cada uno de sus distintos plasmidos. En el caso de Bt aparecen plasmidos que codifican
para proteinas cristalinas con caracteristicas insectecidas; mientras que B. anthracis, un
patoégeno para humanos y animales, posee dos plasmidos tnicos que codifican para los
factores de virulencia. B. cereus ocupa el mismo nicho ecologico que Bt, pero no

produce cristales y se caracteriza fundamentalmente por su motilidad.

Bacillus sphaericus es una bacteria que forma esporas esféricas la cual es toxica a
insectos dipteros. Al igual que Bt, esta bacteria debe sus caracteristicas insecticidas a la
presencia de una toxina binaria (BinA/BinB) la cual se acumula en inclusiones
cristalinas durante la esporulacion. Existen cepas que no producen cristales, sin
embargo conservan su toxicidad debido a la presencia de proteinas de tipo soluble (Mtx)

producidas durante la fase vegetativa del crecimiento celular.

Paenibacillus popilliae es una bacteria toxica hacia larvas de coleodpteros,
especificamente el escarabajo Japonés, contra el cual ha sido empleado como agente de

control durante mas de 50 afos (Koppenhofer et al., 2000). Este coledptero constituye
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una plaga de importancia en el este de los Estados Unidos donde el empleo de quimicos
estd regulado estrictamente. El efecto toxico de P. popilliae ha sido atribuido a proteinas
contenidas dentro de inclusiones cristalinas parasporales semejantes a las toxinas Cry de
Bt (Zhang et al., 1997). Especificamente, esta bacteria produce la toxina Cryl8Aal la
cual posee una alta similitud de secuencia con las toxinas Cry2 y Cryl1 de Bt (Zhang et

al., 1997).

Por ultimo Brevibacillus laterosporus y algunas cepas de Clostridium bifermentans
producen cristales que le confieren toxicidad hacia insectos dipteros (Smirnova et al.,
1996). Las toxinas cristalinas producidas por estas bacterias poseen un gran parecido

con las toxinas Cryl16 y Cry17 de Bt con actividad hacia 4. aegypti.

1.3 Bacillus thuringiensis subespecie israeliensis (Bti)

La cepa de Bacillus thuringiensis subespecie israelensis (Bti) fue aislada por primera
vez en el desierto de Israel, motivo al cual debe su nombre. El descubrimiento de la
cepa fue realizado por Goldberg y Margalit en 1977. Esta bacteria es altamente toxica a
mosquitos del género Aedes, Culex y Anopheles los cuales constituyen vectores de

enfermedades que afectan a los seres humanos (Margalith and Ben-Dov, 2000).

Bti se ha empleado en programas de control de vectores durante mas de 20 afios y los
bioinsecticidas realizados con esta cepa han tenido mucho éxito en Africa, Asia y
Canada. Es aceptada como una excelente alternativa a los insecticidas quimicos por su
alta especificidad toxica. Ademas es inocua hacia organismos superiores y totalmente

biodegradable.

Sin embargo, el empleo de Bti en algunas regiones es aun limitado. La manipulacion de
las preparaciones a base de esta bacteria es complicada pues las formulaciones deben
permanecer en la superficie para que las larvas se alimenten correctamente y uno de los
problemas mas comunes es el hundimiento de las mismas (Rashed and Mulla, 1989).
Ademas, gran parte de la muestra aplicada es poco estable en el medio ambiente ya sea
por degradacion (Margalit and Bobroglo, 1984; Ohana et al., 1987), destruccion por las
radiaciones ultravioletas (Cohen, 1991; Pusztai et al., 1991) o por servir de alimento a
otros organismos para los cuales no resulta toxica (Blaustein and Margalit, 1991). Este

hecho conlleva a la necesidad de aplicarla frecuentemente lo cual aumenten los costos
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de produccion de las formulaciones cuando se comparan con los quimicos de uso

comun.

El efecto toxico de Bti, se debe, particularmente, a la presencia de cuatro toxinas Cry
(Cry4Aa, Cry4Ba, CryllAa y Cryl0A) y dos proteinas Cyt (CytlAa y Cyt2A)
(Guerchicoff et al., 1997). Se ha observado que el empleo de Bti en campo no genera
poblaciones de insectos resistentes (Guillet ef al., 1990; Regis et al., 2000) en contraste
con lo reportado respecto al uso de Bacillus sphaericus (Georghiou et al., 1992).
Mientras que en los cristales de Bti se encuentran diferentes toxinas Cry y Cyt, los
critales de B. sphaericus solo presentan una toxina binaria responsable del efecto
insecticida de la bacteria. Se propone que el hecho de que Bti cuente con dos tipos de
toxinas con mecanismos de accion diferentes (Cry y Cyt), es lo que ha contribuido a la
baja aparicion de insectos resistentes a esta bacteria. En este sentido se ha propuesto que

la toxina Cyt1A sinergiza la accion de las toxinas Cry contenidas en el cristal.

Las primeras evidencias del sinergismo de las toxinas de Bti se tuvieron en 1985 y estan
basadas en la observacion de que la mezcla de las proteinas presentes en el cristal era
mucho mas toxica que la suma de las toxicidades de las toxinas independientes (Wu and
Chang, 1985). Desde entonces se ha demostrado que la co-expresion de las toxinas
CryllAa y CytlAa sinergiza la actividad de CryllAa (Wu et al., 1994) e incluso
permite expresar a esta toxina sin necesidad de emplear proteinas chaperonas, las cuales
son necesarias en ausencia de Cytl A (Chang et al., 1993). Sin embargo el mecanismo
molecular por el cual las toxinas Cry de Bti y la toxina binaria de B. sphaericus
sinergizan con Cytl Aa no se conoce. Ademas experimentos realizados con el mosquito
Culex quinquefasciatus, en los cuales se han aislado poblaciones de insectos resistentes
a las toxinas Cry4A, 4B y 11A de Bti seleccionadas de manera independiente o en
combinacion, las cuales revierten el fenotipo de resistencia cuando se mezclan con

Cytl Aa (Georghiou and Wirth, 1997).

Reportes mas recientes sugieren que CytlAa sinergiza la toxicidad de la toxina binaria
de B. sphaericus, hacia larvas del mosquito C. quinquefasciatus resistentes y le confiere
toxicidad a esta toxina hacia larvas de 4. aegypti (Wirth et al., 2000; *Wirth et al.,
2000). Ademas, se existen reportes que sugieren que la toxina CytlA facilita la
internalizacion de toxinas la toxina binaria de B. sphaericus (Wirth and Federici, datos

mostrados en congresos).
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Capitulo 2. 3-endotoxinas producidas por Bacillus thuringiensis

2.1 Caracteristicas generales

El efecto toxico de Bacillus thuringiensis esta dado, en gran medida, a la presencia de d-
endotoxinas que se encuentran contenidas dentro de un cristal parasporal formado
durante la fase de esporulacion de la bacteria. Las 6-endotoxinas varian en cuanto a
estructura y modo de accion y estan separadas en dos familias de proteinas las Cry
(cristal) y las Cyt (efecto citotoxico in vitro). Las mas abundantes, dentro de las de tipo
Cry, son las llamadas proteinas Cry de tres dominios. Este grupo contiene mas de 30
tipos basicos diferentes y cientos de subtipos con diferentes especificidades en cada

caso.

Las toxinas Cry de tres dominios son toxicas a diferentes ordenes de insectos dentro de
los que se incluyen Lepidopteros, Dipteros, Coledpteros e Himenopteros y Nematodos
tales como C. elegans. En contraste, las toxinas Cyt estan presentes en cepas de Bt
activas contra mosquitos. Debido a la actividad insecticida de las toxinas Cry, estas han
sido empleadas en forma de aerosol o en plantas transgénicas para combatir plagas
agricolas o mosquitos que constituyen vectores de enfermedades importantes para los

humanos.

2.2 Clasificacion de las toxinas Cry

En un principio las toxinas Cry fueron clasificadas atendiendo a su especificidad e
identidad de secuencia. Esta clasificacion, dada a las toxinas Cry por Hofte y Whiteley
en el 1989, fue sustituida en 1998 por una nueva nomenclatura basada solamente en la

identidad de secuencia primaria de las mismas (Crickmore et al., 1998).

Atendiendo a esta clasificacion las toxinas se nombran con el prefijo Cry y se adicionan
cuatro caracteres en cada caso. El primer caracter estd dado por un numero arabigo y
solo en aquellos casos donde la identidad de secuencia es menor a un 45% cambia dicho
numero. El segundo caracter es una letra mayuscula, la cual cambia s6lo en los casos
donde la identidad a nivel de genoma es mayor del 45%; pero menor del 75%. En la
tercera posicion se ubica una letra minuscula la cual cambia en los casos donde la
identidad sea mayor del 75% y menor del 95%. Por ultimo para diferenciar entre

proteinas que so6lo varian en unos pocos residuos se asignd un cuarto caracter que

11
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consiste en un numero arabigo y solo se emplea en casos donde la identidad de

secuencia es mayor a un 95% (Crickmore et al., 1998).

2.3 Estructura tridimensional de las toxinas Cry y Cyt producidas por Bacillus

thuringiensis

El alineamiento y analisis de secuencias de toxinas Cry revela la presencia de cinco
regiones con alta identidad entre ellas. A estas regiones se les denominan bloques
conservados y estan constituidos por amino acidos importantes desde el punto de vista
estructural involucrados en el contacto entre dominios. Se ha propuesto que las toxinas
Cry que poseen estos bloques presentan una estructura tridimensional similar (Hofte and

Whiteley, 1989; Li et al., 1991).

Hasta la fecha, se han resuelto las estructuras de las formas activadas por proteasas in
vitro de CrylAa (Grochulski et al., 1995), Cry3Aa (Li ef al., 1991), Cry3Bb (Galitsky
et al., 2001), Cry4B (Boonserm et al., 2005) y Cry4A (Boonserm et al 2006) y de la
protoxina de Cry2Aa (Morse et al., 2001).

La toxina CrylAa es activa contra insectos lepidopteros, la toxina Cry3Aa contra
coledpteros, las toxinas Cry4Ba y Cry4A contra dipteros y la toxina Cry2Aa posee
actividad dual contra dipteros y lepidopteros. En todos los casos se trata de toxinas Cry
con una estructura de tres dominios, altamente conservados, cada uno de los cuales
posee alrededor de 200 amino acidos. En la figura 1 se presenta cuatro de las toxinas
Cry de estructura conocida. Se puede observar que aun cuando se trata de proteinas Cry
con especificidad hacia diferentes 6rdenes de insectos, todas muestran caracteristicas

estructurales similares.
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— Diplera

Figura 1. Estructura tridimensional de toxinas Cry activas contra diferentes 6rdenes
de insectos (tomado de Boonserm et al., 2005). En todos los casos el dominio I se
muestra en azul, el dominio II en verde y el dominio III en rosa.

El dominio I (figura 2), estd formado por siete hélices a, seis de las cuales poseen
caracteristicas anfipaticas y se encuentran rodeando a la hélice a5 mas hidrofobica. Este
dominio esta involucrado en la insercion de la toxina en la membrana del insecto blanco
y la formacién del poro. Este hecho estd apoyado por diversos estudios con toxinas Cry
mutantes sobre este dominio. Ademas de la similitud estructural de dicho dominio con
los de otras toxinas bacterianas formadoras de poro como son la hemolisina E, las
colicanas Ia y N y el dominio de translocacion de la toxina de difteria y por ultimo por
la presencia de cinco hélices a externas lo suficientemente largas como para insertarse

en la membrana.

Por otra parte, existen evidencias de que el dominio I, expresado independientemente,

tiene la capacidad de insertarse en vesiculas de fosfolipidos; atin cuando la actividad de
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formacion de poro es mucho menos eficiente que cuando se trata de la toxina completa

(Schnepf et al., 1998).

Dominio I

Figura 2. Dominio I de la toxina Cry4Aa (tomado de Boonserm et al., 2006)

El dominio II consiste de tres laminas 3 antiparalelas con una topologia que se asemeja
a una conformacion de llave griega, formando un 3 prisma. Las laminas 3 se encuentran
unidas entre si por regiones lazos que varian en tamafo y donde se encuentra la mayor
variabilidad a nivel de secuencia entre diferentes toxinas Cry. Este dominio y en
especial las regiones lazos que conectan las laminas [3, ha sido descrito como el dominio
mas importante involucrado en la interaccion de las toxinas Cry con sus receptores

(revisado en Schnepf et al., 1998) (Figura 3).

El dominio III es un B-sandwich formado por dos ldminas  antiparalelas. Este dominio
ha sido asociado con mas de una funcién entre las que se encuentran: actividad de
formacion de poro (Chen et al., 1993; Wolfersberger et al., 1996; Schwartz et al.,
1997), funcion de proteccion proteolitica (Li et al., 1991), reconocimiento de N-acetil
galactosamina sobre las moléculas receptoras, a través de estructuras tipo lectinas como
sucede con la toxina CrylAc (Burton ef al., 1999) e interaccion toxina-receptor (Lee
MK et al., 1995; de Maagd RA et al., 1996; de Maagd RA et al., 1999; de Maagd et al.,
2000).
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Dominio 11

Figura 3. Dominio II de la toxina Cry4Aa (tomado de Boonserm P ef al., 2006)

Ademas, posee similitud estructural con el dominio IV de la toxina formadora de poro
aerolisina el cual esta involucrado en la estabilidad del complejo heptamérico de la

misma. En la figura 4 se muestra la estructura del dominio III de la toxina Cry4Aa.

Dominio III

Figura 4. Dominio III de la toxina Cry4Aa (tomado de Boonserm et al., 2006)

Por otra parte, la estructura tridimensional de la toxina Cyt2Aal ha sido determinada
por cristalografia de rayos X, en ausencia de lipidos (Li ef al., 1996). El analisis de la
misma, revela una proteina de 25kDa formada por un dominio simple constituido por
tres capas de alfa-beta proteina con un plegamiento unico. En la estructura las hélices a

externas delimitan un centro formado por un ramillete de laminas 3 (Figura 5).
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Figura 5. Estructura tridimensional de la toxina Cyt2Aa de Bti (Li et al., 1996)

El alineamiento de secuencias de diferentes toxinas Cyt muestra la presencia de cuatro
bloques conservados que corresponden a las hélices A, el lazo que sigue a la hélice D
junto con la B4, las 5 y 6 y la B6a junto con el lazo siguiente (revisado en Butko,
2003). Estas toxinas se catalogan dentro de dos grandes grupos (Cyt 1 y Cyt 2) con ocho

subclases diferentes.
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Capitulo 3. Mecanismo de accion de las toxinas Cry
3.1 Mecanismo de accion general

Para desplegar su accion toxica, las toxinas Cry deben ser solubilizadas de los cristales
parasporales en los que se encuentran contenidas dentro de la bacteria, proceso que se
desencadena cuando un insecto blanco ingiere los mismos. Aunque el mecanismo de
accion de las toxinas Cry no ha sido descrito aun de forma detallada, existen un gran
numero de evidencias que han ayudado a aclararlo. La mayoria de la informacion
reportada proviene de experimentos realizados con insectos lepiddpteros los cuales son

mas faciles de manipular en condiciones de laboratorio.

De manera general el mecanismo de accion de las toxinas Cry involucra cinco pasos
fundamentales dentro de los cuales se encuentran la solubilizacion de los cristales,
activacion de las protoxinas liberadas, union al receptor, formacion de una estructura de
pre-poro y e insercion en la membrana para crear un poro litico (Schnepf et al., 1998;
Rajamohan et al., 1998; Li et al., 2001). Ahora se conoce que la interaccion de las
toxinas Cry con las membranas de los insectos blanco, involucra mas de un receptor y
que la interaccion con los mismos es un proceso secuencial (Bravo et al., 2004) (figura

7, pagina 51).

3.2 Solubilizacion

Para ejercer su efecto toxico, las protoxinas Cry y Cyt son solubilizadas del cristal
parasporal que las contiene. Este proceso, ocurre en el intestino de los insectos blancos
bajo caracteristicas de pH especificas y en un ambiente reductor. El ambiente reductor
es necesario porque la region carboxilo de muchas de las toxinas Cry presenta varios

residuos de cisteinas que forman puentes disulfuro.

Una vez liberadas del cristal, encontramos protoxinas Cry de dos longitudes diferentes
(70 o 130 kDa). En el caso de las protoxinas de 130 kDa la region C-terminal no es
necesaria para la accion toxica, sinoque parece estar involucrada en la estructuracion del
cristal dentro de la bacteria. Dicha region es eliminada durante la activacion proteolitica

de las proteinas.

16



Revision Bibliografica

Se ha documentado que la solubilizacion de los cristales constituye un paso limitante
que determina la toxicidad y especificidad de las diferentes toxinas Cry. Esta es
dependiente del pH intestinal del insecto blanco el cual varia entre diferentes especies,
por ejemplo, en la mayoria de los insectos lepidopteros y dipteros presenta un pH
altamente alcalino (Knowles, 1994); mientras que en el caso de los coleopteros el pH

intestinal tiende a ser acido.

La solubilizacion de las protoxinas Cyt y Cry, activas contra mosquito, ocurre a pH

alcalino.

3.3 Activacion

Una vez solubles, las protoxinas inactivas son activadas en el intestino del insecto por
medio de protedlisis discreta. En este proceso participan proteasas especificas que
remueven, principalmente, la region C-terminal para generar toxinas activas de
aproximadamente 70 kDa (de Maagd et al., 2001). Se piensa que en el intestino de
insectos lepidopteros y dipteros las proteasas involucradas en este paso son del tipo
tripsina y quimiotripsina; pues la activacion in vitro de protoxinas Cry con este tipo de

proteasas produce toxinas que conservan su efecto letal in vivo.

En el caso de protoxinas Cryl A, se ha reportado, que son necesarios cortes proteoliticos
progresivos, de 10 kDa cada uno, que provocan la eliminacién del 50% de la region
carboxilo terminal de la molécula (aproximadamente 600 amino acidos). Ademas, se
eliminan 28 amino 4cidos del extremo amino terminal (revisado en Porter et al., 1993).
Dado a que el extremo carboxilo terminal de este tipo de toxinas no es necesario para la
toxicidad, se ha sugerido que esta region podria participar en la estabilizacion de la

protoxina y evitar la activacion prematura de la misma (Knowels, 1994).

Es importante mencionar que todas las toxinas Cry son procesadas en la regiéon amino
terminal. En el caso de la protoxina Cry2Aa se ha reportado que posee una regién amino
de 28 aa, que se encuentra ocluyendo el posible sitio de union al receptor, mismo que es
procesado durante la activacion dando lugar a la expocision del sitio (Morse et al.,
2001). Por otra parte se ha descrito que mutantes de CrylAc afectadas en el
procesamiento de la region amino terminal (activacion in vitro por tripsina), estan
afectadas en toxicidad, union al receptor y formacion de poro en membranas de

Manduca sexta (Bravo et al., 2002).
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Ademas, existen algunas toxinas Cry que son procesadas intra-molecularmente durante
el proceso de activacion. Tal es el caso de la toxina Cryl1Aa de Bti, la cual sufre un
corte proteolitico en la arginina 326 para producir dos polipéptidos que se mantienen
asociados por interacciones hidrofobicas y puentes salinos y donde ambos fragmentos
son necesarios para la actividad toxica de la toxina (Dai and Gill, 1993; Yamagiwa et
al., 2002; Yamagiwa et al., 2004; Revina et al., 2004). Otro ejemplo de procesamiento
proteolitico intra-molecular es la toxina Cry4B la cual es procesada proteoliticamente
durante su activacion con jugo gastrico de larvas de Culex pipiens para dar lugar a dos
fragmentos de 46 y 18 kDa (Komano et al., 1998). En este caso, también ambos
fragmentos permanecen asociados cuando la proteina es purificada por cromatografia de
filtracion en gel y son necesarios para que se conserve la toxicidad hacia C. pipiens

(Yamagiwa et al., 1999).

El proceso de activacion es otro de los pasos que contribuye a la especificidad de las
toxinas Cry. Se propone que las proteasas involucradas en este proceso son especificas
para cada insecto, lo cual determina la especificidad en este sentido (revisado en Porter

et al., 1993).

3.4 Union al receptor

Desde que Hofmann y colaboradores demostraron que las toxinas Cry podian
interactuar con alta afinidad con vesiculas de la microvellosidad apical (VMMA), la
union a estas regiones ha sido el paso mas estudiado del mecanismo de accion de las
toxinas Cry. Se ha descrito que una vez activas, las toxinas Cry se unen a receptores

especificos y forman canales i6nicos sobre las células blanco.

Los receptores para toxinas Cry, son proteinas que se encuentran ubicados en la region
apical de las células intestinales de los insectos susceptibles. Hasta la fecha han sido
descritas cuatro tipos de proteinas receptoras para toxinas Cry. Estas son proteinas tipo
caderinas, aminopeptidasa N (APN), fosfatasa alcalina (ALP) y Glicoconjugados.
Dichas moléculas poseen una funcién importante para el desarrollo adecuado del
insecto por lo que se ha observado que las larvas que presentan mutaciones sobre los
receptores para toxinas Cry estan menos adaptadas para sobrevivir ya que carecen de
proteinas que son importantes desde el punto de vista metabdlico. Como resultado son

larvas afectadas en crecimiento y capacidad de reproduccion.
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Generalmente la union de toxinas Cry a receptores que constituyen enzimas digestivas
importantes para el insecto blanco no afecta la actividad de los mismos, sin embargo
existen dos ejemplos reportados para insectos lepidopteros donde la interaccion de la
toxina CrylAc con la ALP de los insectos lepidopteros M. sexta y Heliotis virescens
resulta en una inhibicion de la actividad enzimatica (Sangadala et al., 1994; English and

Readdy, 1989).

La unién de las toxinas Cry a sus receptores esta mediada por la interaccion de los lazos
que conectan las hojas B dominio II. Estas regiones han sido descritas como las mas
variables en cuanto a secuencia cuando se comparan las diferentes toxinas Cry. Ensayos
de mutagénesis sitio dirigida han permitido identificar residuos especificos sobre las
toxinas Cry, importantes para la interaccion de estas con los receptores presentes en las

membranas de los insectos hacia los cuales son toxicas (Dean et al., 1996).

Por ejemplo, el cambio puntual por alanina de la fenilalanina 371, ubicada sobre el lazo
2 del dominio II de CrylAb, provoca la reduccion de la toxicidad de la toxina hacia M.
sexta; pero no afecta la toxicidad hacia Heliotis virescens. Sin embargo, el cambio por
alanina de los residuos G439 y F440 localizados en el lazo 3 del mismo dominio,
afectan la unioén al receptor y reducen la toxicidad de la toxina hacia ambos insectos
(Rajamohan et al., 1996). Ademas, se ha reportado que una triple mutante de Cryl Ab
construida sobre los lazos a8 y 2 del dominio II, posee una capacidad de unién 18 veces
mayor y una actividad toxica 36 veces mayor, que la toxina silvestre, hacia larvas de

Limantria dispar (Rajamohan et al., 1996).

Otros estudios han permitido determinar que la region del dominio II de la toxina
CrylAc, que involucra a los residuos 335 al 450, es importante para determinar la
toxicidad de esta toxina hacia el insecto Trichoplusia ni; pero no participa en la
toxicidad de la toxina hacia Heliotis virescens en la cual parece participar la region que

involucra los residuos del 450 al 615 (Ge et al., 1991).

En un reporte reciente, se muestra que mutagénesis de la toxina CrylAa, activa contra
insectos lepidopteros, donde se incluyen varias sustituciones y deleciones sobre los
lazos del dominio II resulté en un ligero aumento de la toxicidad hacia el mosquito C.
pipiens y pierde la toxicidad hacia el lepidoptero M. sexta (Liu and Dean, 2006). Este

hecho demuestra que cambios puntuales sobre los lazos del dominio II de las toxinas
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Cry, pueden modificar la especificidad de este tipo de toxinas. Destacando la
participacion de estas regiones como determinantes importantes de la especificidad de

las toxinas Cry.

Por otra parte, existen evidencias que proponen que no solo las regiones lazo del
dominio II de las toxinas Cry son importantes en la interaccion toxina-receptor; sino que
también participan fragmentos de laminas [. En este sentido, experimentos de
intercambio de segmentos entre toxinas con diferente especificidad, han permitido
identificar las regiones de la toxina CrylAa involucradas en la toxicidad hacia el
lepidoptero Bombyx mori. La region comprendida entre los residuos 332 y 450 del
dominio II de ambas toxinas fueron intercambiadas entre si, confiriéndole toxicidad a
CrylAc hacia dicho insecto, el cual en condiciones normales es resistente a esta toxina

(Ge et al., 1989).

Finalmente, el dominio III de las toxinas Cry también ha sido involucrado directamente
en el reconocimiento del receptor. Existen hasta la fecha multiples reportes que apoyan
este hecho (Lee et al., 1995; de Maagd et al., 1996; de Maagd et al., 1999; de Maagd et
al., 2000). El ejemplo, mas reciente describe un sitio de union sobre el dominio III de la
toxina CrylAa importante para la interaccion con la aminopeptidasa N de B. mori

(Atsumi et al., 2005).

Experimentos in vitro realizados empleando toxinas Cry marcadas radioactivamente y
vesiculas de microvellosidad de membrana apical (VMMA), han demostrado que la
union al receptor ocurre en dos pasos. El primero comprende la union reversible al
receptor y el segundo la interaccion irreversible de la toxina con la membrana (Liang et
al., 1995). La union reversible tiene en cuenta la interaccion con el receptor; mientras
que la irreversible ocurre cuando la toxina se inserta en la membrana (revisado en Porter

etal., 1993).

Por lo general, existe una relacion directa entre la afinidad y la toxicidad de las toxinas
Cry. Sin embargo existen excepciones a lo que pareciera ser la regla general. Tal es el
caso de la toxina CrylAb y CrylAc que afectan de diferente forma al lepidoptero
Lymantria dispar. En este caso CrylAb se une con menor afinidad al intestino del
insecto si se compara con la toxina CrylAc. Sin embargo esta ultima posee una

actividad insecticida reducida contra este insecto cuando se compara con la actividad de
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CrylAb (Wolfersberger, 1990). Este efecto tiene sentido si se considera que en el caso
de CrylAb se encuentra una mayor cantidad de toxina insertada en membrana (unién
irreversible) que la observada para CrylAc. Para el caso de la unién de la toxina
CrylAc a su receptor aminopeptidasa N en este insecto, se ha demostrado que ocurre
una union secuencial bivalente. El primer contacto involucra la interaccion a través del
dominio III, de la toxina con la APN. Esta unién provoca cambios en la conformacion
de la proteina que permiten la exposicion de regiones del dominio II de la toxina.
Ocurre entonces un segundo contacto entre lazos de este dominio y la APN (Jenkins et

al., 2000).

En el caso de las toxinas Cyt no existen en el intestino del insecto receptores protéicos
descritos; sino que la toxina interactiia directamente con lipidos de membrana por los
cuales posee una alta afinidad (Knowles et al., 1989; Promdonkoy B and Ellar, 2000;
Promdonkoy B and Ellar, 2005). Experimentos de mutaciones sistematicas, realizados
sobre CytlAal muestran que las regiones de la proteina, involucradas en la uniéon a
lipidos y responsables de la toxicidad, son los lazos superiores de la molécula, teniendo

en cuenta la orientacion que se muestra en la figura 5 (Ward et al., 1998).

3.5 Insercion en membranas

Como ya comentamos, existen evidencias que sugieren que la insercion en las
membranas de las toxinas Cry ocurre por medio del dominio I. Hasta la fecha, se
proponen dos posibles mecanismos de insercion en membrana: el modelo de sombrilla y
el de abrecartas. Ambos modelos han sido propuestos para explicar el mecanismo de
insercion en membranas de otras toxinas bacterianas y se basan en la idea de que solo

una parte del dominio de insercion se introduce en la membrana.

El modelo de abrecartas, es un modelo mas antiguo y propone que las hélices a5 y a6
se proyectan de la estructura de la toxina y se insertan en la membrana como lo haria un
abrecartas; mientras que el resto de la toxina no cambia estructuralmente y se ubica

sobre la membrana o permanece unido al receptor (Hodgman and Ellar, 1990).

En cambio en el modelo de sombrilla, se propone que el lazo hidrofébico entre las
hélices a4 y a5 es la primera region en insertarse en la membrana y que el resto de las
hélices se colocan en la interfase lipido-agua. Este modelo esta apoyado por resultados

experimentales donde se muestran que mutantes construidas sobre la region lazo que

21



Revision Bibliografica

une las hélices a4 y a5 del dominio I de la toxina Cryl Ab estan afectadas en formacion
de poro en las membranas del lepidoptero M. sexta (Chen et al., 1995; Hussian et al.,
1996). Por otro lado, toxinas CrylAa a las cuales se les inmobilizaron las hélices o4 y
a5 por introduccion de enlaces disulfuro con el dominio II o con las hélices a3 y a6

estan afectadas en formacion de poro en membranas sintéticas (Schwartz et al., 1997).

Aunque existen experimentos de inmunocitoquimica que sugieren que las toxinas Cry
interaccionan con las membranas sin que ocurra internalizacion (Bravo et al., 1992);
reportes recientes demuestran que en casos especificos la union de la toxina conlleva a
una cascada de sefalizacion intracelular (Zhang et al., 2006) y en algunos casos puede
activar la expresion de genes de respuesta a estrés que programan a la célula para que

ocurra apoptosis (Griffits et al., 2003).

En el caso de toxinas Cyt se han descrito dos mecanismos diferentes de insercion en
membranas. En el primero, entre cuatro y seis mondmeros de la toxina forman un poro
estructurado dentro de la membrana (Knowles et al., 1989; Promdonkoy and Ellar,
2000; Promdonkoy and Ellar, 2005) y en el segundo las toxinas Cyt ejercen una accion
de detergente, menos especifica por la interaccion de muchos mondémeros de la toxina
con la membrana (Butko, 2003). Existen algunos reportes que sugieren que estos dos
mecanismos de accidbn no son mutuamente excluyentes y que dependen de la
concentracion de toxina. De modo que el empleo de dosis sub-letales provoca
formacion de poros; mientras que altas dosis de toxinas provocan un efecto detergente

sobre las membranas.

Una vez insertadas en las membranas, las toxinas Cry y Cyt inducen la formacion de
canales ionicos o poros inespecificos. En ambos casos el resultado final es la

destruccion del epitelio intestinal y la consecuente muerte del insecto.

3.6 Oligomerizacion y formacion de poro

Una vez que las toxinas Cry interactian con sus receptores en las membranas
intestinales del insecto blanco ocurre una rapida e irreversible insercion. En un
principio, se sugirid que la union toxina-receptor desencadena una serie de cambios
conformacionales sobre la toxina que conducen a la insercion de la misma (Rajamohan
et al., 1998). Ahora se conoce que, al menos en el caso de las toxinas CrylA, la union a

diferentes receptores ocurre de manera secuencial. El primer contacto tiene lugar entre
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la forma monomérica de la toxina con receptores tipo caderinas, el cual induce un
cambio conformacional en la toxina que expone un sitio de corte en la hélice al
(Goémez et al., 2002). El corte proteolitico de dicha regiéon conduce a la formacion de
una estructura oligomérica, posiblemente formada por cuatro sub-unidades
monoméricas. El oligomero entonces, pierde afinidad por el primer receptor y se une
con mayor afinidad a un segundo receptor, que en este caso es una proteina
aminopeptidasa-N anclada por glicosil fosfatidil inositol (GPI). De modo general los
receptores anclados por GPI se localizan en micro-regiones de la membrana conocidas
como balsas lipidicas las cuales presenta una estructura mas ordenada ya que estan
enriquecidas en esfingolipidos y colesterol (Zhuang et al., 2002). La union al segundo
receptor facilita la insercion del oligémero en las balsas lipidicas y la formacion de

poros liticos que conducen a la muerte del insecto (Bravo et al., 2004).
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Capitulo 4. Moléculas receptoras para toxinas Cry

El motivo de preocupacion principal en el empleo de toxinas Cry como biopesticidas es
la aparicion de insectos resistentes. El mecanismo de resistencia descrito con mayor
frecuencia implica mutaciones sobre las moléculas que funcionan como receptores de

toxinas Cry de modo que se afecta la interaccion toxina-receptor.

Como habia mencionado antes, hasta la fecha se han descrito cuatro moléculas
receptoras para toxinas CrylA, activas contra insectos lepidopteros. De este modo
aparecen proteinas tipo caderinas (Vadlamudi et al., 1995), aminopeptidasa N (APN)
(Nagamatsu et al., 1999; Knight ef al., 1994) anclada por GPI, fosfatasa alcalina anclada
por GPI (ALP-GPI) (Jurat-Fuentes and Adang, 2004) y un glicoconjugado de 270 kDa
(Valaitis et al., 2001). Ademas, existe un reporte donde se propone que los glicolipidos
pudieran participar como moléculas receptoras importantes para toxinas Cry activas

contra nematodos y algunos insectos (Griffits et al., 2005).

En el caso de toxinas Cry activas contra insectos dipteros, poco se conoce acerca de los
receptores. Para las toxinas Cryl1Aa y Cry4B de Bti se han descrito dos proteinas de 62
y 65 kDa como proteinas de unidn sobre el intestino de larvas de Aedes aegypti (Buzdin
et al., 2002). Sin embargo, la identidad de estas proteinas y su papel como receptores es

aun desconocida.

4.1 Receptores tipo caderinas

Las caderinas son una gran familia de glicoproteinas que son responsables de la
interaccion célula-célula. Estas proteinas son moléculas transmembranales con un
dominio citoplasmico y un domino extra celular con multiples repeticiones
caracteristicas (Nagamatsu et al., 1999). A diferencia de las caderinas clasicas, las
proteinas tipo caderinas que actuan como moléculas receptoras para toxinas Cry, estan
localizadas en la region apical de las células epiteliales del intestino de los insectos.
Especificamente, se conoce que la proteina tipo caderina que funciona como receptor
para las toxinas Cryl A sobre el intestino del lepidoptero M. sexta, esta localizado en la

microvellosidad apical de las células intestinales (Chen et al., 2005).

El papel de las proteinas tipo caderinas como receptores para toxinas CrylA fue

demostrado por la seleccion de una linea de H. virescens resistente a Cryl Ac. Esta linea
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resistente, llamada YHD2 posee una insercion de un transposén que incluye un codon
de paro de la traduccion del gen que codifica para la proteina tipo caderina (Gahan et
al., 2001). Por otra parte, el analisis de los alelos que codifican para proteinas tipo
caderinas de cepas de Pectinophora gossypilla resistentes a CrylAc, generadas en
campo y laboratorio, reveld tres tipos de mutaciones en este gen asociadas con el

fenémeno de resistencia observado (Morin et al., 2003).

La interaccion entre las toxinas CrylA y su receptor caderina ha sido, ampliamente,
estudiada. Se han mapeado tres regiones importantes sobre la caderina y sus
contrapartes sobre la toxina Cryl Ab. De esta forma se conoce que el lazo 2 del dominio
IT de la toxina CrylAb interactua con la region SSNITIHITDTNN®” de la caderina;
mientras que los lazos o8 y 2 interactian con la region '*'IPLPASILTVTV'**
ubicados en las repeticiones 7 y 11 de la caderina de M. sexta (Gomez et al., 2002;
Gomez et al., 2003). Ademéas se conoce que el lazo 3 del dominio II de la toxina
CrylAc interactua con la region MBGVLTLNFQ'! ubicada en la repeticion 12 de la

caderina de H. virescens (Xie et al., 2005).

4.2 Receptores anclados por GPI

Algunas de las proteinas ancladas por GPI a la microvellosidad apical de las células del
intestino larvario participan también como receptores funcionales para toxinas Cry. Tal
es el caso de las proteinas aminopeptidasa-N (Nagamatsu et al., 1999; Knight et al.,
1994) y fosfatasa alcalina (Jurat-Fuentes and Adang, 2004) que funcionan como

receptores para toxinas CrylA y CrylC.

Por otra parte una maltasa de C. pipiens anclada por GPI (cpm1), una a-glucosidasa que
ha sido caracterizada como el receptor funcional para la toxina binaria producida por B.

sphaericus (Darboux et al., 2001).

Los insectos lepidopteros producen cuatro diferentes isoformas de aminopeptidasas N
en el intestino de larvas (Oltean et al., 1999). Diversos reportes demuestran el papel de
la APN1 como receptor para toxinas activas contra lepidopteros. Por ejemplo, la
seleccion de colonias de Spodoptera exigua resistentes a CrylC, en laboratorio,
muestran que las mismas no expresan la proteina APN1 (Herrero et al., 2005). Ademas,
la inhibicion de la produccion de APN1 en S. littura, a través de interferencia de ARN,

muestra que los insectos afectados en la produccion de la proteina son menos sensibles
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a la toxina Cryl1C (Rajagopal et al., 2002). Por otra parte, la expresion heterologa de la
APNI1 de M. sexta sobre el tejido mesodérmico intestinal de Drosophila melanogaster

causa sensibilidad a la toxina CrylAc (Gill and Ellar, 2002).

Ademas una fosfatasa alcalina anclada por GPI, ha sido descrita como un posible
receptor para la toxina CrylAc sobre el intestino de M. sexta (McNall and Adang,
2003). Ademas, una cepa de H. virescens con bajos niveles de produccion de una ALP
de 65 kDa correlaciona con la resistencia de este insecto a la toxina CrylAc (Jurat-

Fuentes and Adang, 2004).

La fosfatasa alcalina es una metaloenzima dimérica con actividad fosfomonoesterasa no
especifica que contiene zinc. Esta enzima es una o/} proteina, que esta presente en una
amplia variedad de organismos que van desde las bacterias hasta los mamiferos. La
comparacion de secuencias de diferentes ALP de estructura conocida, sugiere que los

dominios importantes desde el punto de vista funcional, estin muy conservados

(Somadski JM et al., 1985).

Tanto la aminopeptidasa N como la fosfatasa alcalina, son proteinas que se encuentran
ancladas en las membranas celulares por GPI. Se ha descrito, que las proteinas ancladas
por GPI, se encuentran principalmente particionadas en microdominios dentro de las
membranas celulares conocidos como balsas lipidicas (Munro, 2003). Estas regiones
presentan una estructura ordenada y estan enriquecidas en colesterol y esfingolipidos. A
las balsas lipidicas se les ha involucrado en sefializacion intracelular y trafico de

proteinas hacia el interior de la célula (Munro, 2003).

Las proteinas aminopeptidasa N y fosfatasa alcalina que actian como receptores para
toxinas Cry en el intestino de larvas de los lepidopteros H. virescens y M. sexta se
encuentran localizados en balsas lipidicas (Zhuang M et al., 2002; Bravo A et al.,
2004). En contraste los receptores tipo caderinas se encuentran insertados en regiones
de la membrana solubles en detergentes las cuales se encuentran espacialmente

separadas de las balsas lipidicas.

Para el caso de toxinas Cry con especificidad contra otros tipos de insectos, es muy
poco lo que se conoce con respecto a los receptores. En el caso especifico de toxinas
Cry toxicas contra insectos dipteros, se han sugerido algunas posibles proteinas

receptoras. En este sentido existen reportes que describen dos proteinas de 62 y 65 kDa
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como receptores para las toxinas activas contra mosquitos Cry4Ba y Cryl1Aa (Buzdin
et al., 2002); pero la identidad de dichas proteinas no ha sido reportada hasta el
momento. Ademas se han identificado dos APNs en el intestino de larvas de Aedes y
una en el intestino de Anopheles quadrimaculatus. En el primer caso, no existe ninguna
evidencia de su papel como receptores para toxinas Cry (Pootanakit et al., 2003). En el
segundo la proteina de 100 kDa con actividad de aminopeptidasa, interactiia con la

toxina Cry11Ba; pero no con Cry2Aa, Cry4Ba o Cryl1Aa (Abdullah et al, 2006).

Finalmente, existe un reporte de la existencia de una anhidrasa carbonica anclada por
GPI que co- localizada en las mismas regiones que las toxinas Cry en el intestino de
larvas de Aedes (Seron et al., 2004), pero su papel como receptor no ha sido

demostrado.
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Capitulo 5. Otras toxinas producidas por Bacillus thuringiensis

5.1 Toxinas VIP

Existen otras proteinas insecticidas producidas por Bt que son excluidas de la
nomenclatura de toxinas Cry por no ser formadoras de cristales. Estas proteinas son
conocidas como proteinas VIPs, por sus siglas en inglés (vegetative insecticidal
proteins), y como lo indica su nombre son secretadas desde la fase vegetativa del
crecimiento de la bacteria y durante la fase de esporulacion. Las mismas contribuyen a
aumentar la virulencia de las toxinas Cry junto con algunos otros compuestos tipo
antibidticos o con caracteristicas fungicidas producidos por la bacteria (Struch et al.,
1996). Hasta la fecha se han reportado tres tipos de proteinas VIP (ViplA, Vip2A y
Vip3A).

ViplA es una proteina de 100 kDa, la cual es procesada en la region amino para dar
lugar a una version de 80 kDa después de la secrecion. Esta proteina es toxica hacia
larvas del gusano de maiz y actia en conjunto con la proteina Vip2A por lo que se

consideran toxinas binarias.

La figura 6 muestra la estructura tridimensional de la toxina Vip2. Se puede observar
que esta formada por una mezcla de hélices o y estructuras 3, divididas en dos dominios
estructuralmente homologos. El plegamiento de cada dominio es parecido al dominio
catalitico de las toxinas con actividad de ADP-ribosilacién, como la toxina de difteria

(Waren G, 1997). Sin embargo la proteina blanco de Vip2 no se conoce.

Vip2

Figura 6. Estructura tridimensional de la toxina Vip2 (tomado de Bravo and
Soberdn, 2005)
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Vip3A, es una proteina de 88 kDa que es producida durante la fase vegetativa del
crecimiento pero, que a diferencia de las anteriores, no sufre procesamiento luego de ser
secretada. Los genes que codifican a esta proteina son cominmente encontrados en las
diferentes cepas de B. thuringiensis y B. cereus. Se ha reportado que esta proteina posee
actividad toxica contra un amplio rango de insectos lepidopteros que constituyen plagas;
tales como Agrotis ipsilon, Spodoptera frugiperda, Spodoptera exigua y Helicoverpa
zea (Struch et al., 1996). Ademas, se conoce que las manifestaciones fisicas de la
intoxicacion con toxinas Vip3A son iguales a las producidas por toxinas Cry: paralisis

intestinal y lisis de las células epiteliales (Yu et al., 1997).
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Capitulo 6. Toxina binaria (BinA/BinB) de Bacillus sphaericus

La toxina binaria (Bin) esta presente en cepas de B.s sphaericus tdxicas contra
mosquitos. El cristal contenido en dichas cepas estd compuesto por dos proteinas
homologas y fisicamente separadas, BinA de 42 kDa y BinB de 51 kDa, las cuales son
depositadas dentro del exospurium en el momento de la esporulacion (Broadwell and

Baumann, 1986).

Cuando estas proteinas son producidas en Echerichia coli, son necesarias ambas para
que se produzca un efecto toxico sobre larvas de mosquito, y la mayor actividad se
observa cuando las proteinas estan en un radio equimolar (Broadwell ef al., 1990). En
cambio, la produccion de BinA sola en una cepa de Bacillus thuringiensis, es suficiente

para obtener toxicidad contra larvas de mosquito (Nicolas et al., 1993).

Al igual que las toxinas Cry de Bacillus thuringiensis, la toxina binaria de Bacillus
sphaericus es solubilizada y activada por proteolisis en el intestino de los insectos
blanco (Broadwell and Baumann, 1987). Luego la toxina se une a receptores especificos
ubicados en el epitelio intestinal y dicha unién desencadena el efecto toxico, el cual es
directamente proporcional en magnitud con la afinidad de uniéon (Nielsen-Leroux and

Charles, 1992; Silva-Filha et al., 1997).

Se ha reportado que el componente BinB es el encargado de garantizar la union fuerte y
regionalizada de la toxina binaria al receptor Cpm1 (Oei ef al., 1992; Charles et al.,
1997). La unién de Bin B con Cpml da lugar a cambios ultra-estructurales en las
células epiteliales que sugieren que ocurre la formacion de poros liticos sobre las

membranas (Charles et al., 2000).

Ensayos in vitro con membranas artificiales, sugieren que fundamentalmente BinA es
responsable de la formacion de canales en las membranas (Schwartz et al., 2001); de
modo que aunque ambas proteinas parecen tener un ancestro comun existe una

divergencia entre ambas en cuanto a su funcion.

A diferencia de lo que ocurre con C. pipiens, la proteina BinA parece estar involucrada
en interaccion con el receptor para la toxina binaria en Anopheles gambiae (Charles et

al., 1997). La estructura de BinB, correspondiente a los residuos del 29 al 421, ha sido
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determinada y muestra un elipsoide formado predominantemente de hojas B plegadas

(Chiou et al., 1999).
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Capitulo 7. Despliegue en fagos

La introduccion en 1985 de una técnica novedosa conocida como despliegue en fagos
(Smith, 1985), ha permitido a los investigadores contar con una metodologia que
permite estudiar interacciones moleculares. Mediante esta técnica, se pueden expresar
péptidos, proteinas o anticuerpos en la superficie de un fago de forma tal que estos
puedan ser utilizados para seleccionar contrapartes que interactien con las primeras y

asi poder estudiar diversos tipos de interacciones moleculares.

El despliegue de fragmentos de anticuerpos, péptidos y proteinas pequeflas en la
superficie de fagos filamentosos por fusion a una proteina de la capside del fago (plIl)
(McCafferty et al., 1990; Barbas et al., 1991; Breitling et al., 1991; Garrard et al., 1991;
Hoogenboom et al., 1991; Marks et al., 1991; Griffiths et al., 1994) y la seleccion contra
una molécula de interés de los fagos que llevan secuencias de interaccion especificas,
constituye un poderoso método para identificar como interactian dos moléculas con
especificidad de union predeterminada (Winter ef al., 1994). Para la obtencion de dichas
secuencias se puede partir de genes variables de inmunoglobulinas (Winter and
Milstein, 1991) de animales inmunizados contra un antigeno especifico o no
inmunizados (Marks et al., 1991; Hoogenboom and Winter, 1992), genes sintéticos
(Soderlind et al., 2000) o sus combinaciones (Rojas G et al., 2002). De esta manera se
pueden obtener fagos que interactien con alta (Clackson et al, 1991) o mediana
afinidad y con actividad neutralizante contra virus (Barbas et al., 1992; Moulard et al.,

2002) y toxinas (Gomez et al., 2001), entre muchas otras opciones.

El despliegue de péptidos sobre la superficie de un fago y la seleccion de los mismos
contra una proteina determinada, ha sido de gran utilidad para estudiar interacciones
entre proteinas. A través de este método se pueden obtener, utilizando un mismo
repertorio, secuencias con diferentes especificidades de union (Soderlind et al., 2000), lo
cual incluye anticuerpos dificiles de obtener por inmunizacion como son los

autoanticuerpos (Griffiths et al., 1993).

La posibilidad que ofrece esta metodologia para construir bibliotecas de gran diversidad
molecular y seleccionar moléculas con propiedades determinadas la han hecho de

amplia aplicacion.
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Existen muchos trabajos donde se ha utilizado el Despliegue en fagos para llevar a cabo
el mapeo de epitopes (revisado en Kay et al., 2000). De esta manera se ha podido
definir la especificidad de dominios SH3 individuales (Sparks ez al., 1996; Grabs et al.,
1997); determinar los motivos de union a dominios WW (Linn et al., 1997) y dominios
EH (Salcini ef al., 1997; Yamabhai et al., 1998) o encontrar los residuos que determinan

la especificidad de union de los dominios PDZ (Doyle et al., 1996).
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Capitulo 8. Teoria del reconocimiento molecular

La teoria del reconocimiento molecular propone que las regiones de interaccion entre
dos proteinas pueden predecirse atendiendo a la complementariedad de sus perfiles de
hidropatia. Asi mismo, propone que dos proteinas que compartan perfiles de hidropatia

pueden interaccionar con el mismo ligando (Blalock, 1990).

Desde la descripcion de este concepto algunos grupos han tratado de demostrar su
aplicacion practica. Es asi como han surgido algunas evidencias experimentales que
apoyan que el arreglo apropiado de amino acidos polares y no polares determina la
especificidad de una proteina. En este sentido surgen ejemplos en la bibliografia que
muestran que el empleo de esta teoria ha permitido la sintesis de péptidos con actividad
bioldgica o el disefio de proteinas con especificidad pre-determinada (Blalock et al.,

1999).

Aunque existen resultados experimentales que sugieren la validez de la teoria del
reconocimiento molecular (Boquet ef al., 1995; Picard ef al., 1986), algunos autores se
cuestionan si verdaderamente se puede aplicar en interacciones que ocurren in vivo
(Root-Bernstein et al., 1998) y si los modelos donde se observa su cumplimiento son

representativos como para establecerlos como una regla general.

El empleo de la teoria del reconocimiento molecular, para predecir interacciones
proteina-proteina en nuestro grupo de trabajo, ha sido de gran utilidad. De este modo se
pudo predecir la interaccion entre el lazo 2 de la toxina CrylAb con una de las regiones
del receptor Bt-R1 (Gomez et al., 2002). Asi mismo, fue posible predecir que el
anticuerpo scFv73 y la region HITDTNN del receptor Bt-R1 interactuan con las mismas

regiones de la toxina Cryl Ab (Gomez et al., 2002).
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OBJETIVOS

En los afios previos a que comenzara el trabajo que se describe en esta tesis. nuestro grupo
de investigacion, utilizando el despliegue en fagos como herramienta, logré identificar un
epitope clave involucrado en la interaccion toxina-receptor para toxinas CrylA (Gomez e
al., 2001). Asi, se identifico un anticuerpo en formato de scFv (scFv73) capaz de inhibir la
interaccion de las toxinas CrylA con uno de sus receptores presente sobre el intestino del

lepidoptero M. sexta (proteina tipo caderina de 210 kDa) (Gomez e al.. 2001 ).

Este anticuerpo scFv73, es capaz de disminuir en un 50% la toxicidad de la toxina CrylAb
hacia larvas de M. sexta (Gomez et al., 2001) y promueve la formacion de la forma
oligomérica de la toxina, la cual es responsable de la insercién de la toxina en membranas
de larvas de M. sexta (*Gomez et al., 2002), mimetizando la actividad del receptor. Por otra
parte, se demostré que la interaccion del anticuerpo scFv73 ocurre a través del lazo 2 del
dominio II de la toxina ("Gomez I er al., 2002). Este resultado confirma la importancia de

este dominio en la interaccion de toxinas Cry con sus receptores.

El desarrollo de esta tesis se basa en la hipdtesis de que las regiones lazos que conectan las
hojas B del domino II de las toxinas Cry, estdn involucradas en la interaccion de dichas
toxinas con sus receptores ubicados sobre la region apical del intestino de los insectos

blanco.

Durante nuestro trabajo nos propusimos como objetivo principal estudiar la interaccion de
la toxina Cryl1Aa de Bti, descrita como la mas activa contra 4 aegypti. con el intestino de
larvas de 4. aegypti. Esto con vistas a determinar él o los receptores involucrados con la
interaccion de la toxina asi como los epitopes de la toxina que participan en dicha

interaccion.

Para responder a nuestros objetivos generales, se trazaron objetivos particulares especificos.
Estos objetivos incluyeron la prediccion de la estructura terciaria de la toxina CryllAa,
para ubicar las posibles regiones lazos y B expuestas del dominio II, a fin de sintetizar
péptidos correspondientes a dichas regiones. Los péptidos sintéticos involucrados en la

interaccién toxina-receptor, fueron caracterizados empleando como metodologias
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fundamentales ensayos de competencia de la union de Cryl1Aa biotinada a las VMMA y
despliegue en fagos. De esta manera pudimos identificar regiones sobre la toxina Cryl1Aa
importantes para la interaccion con uno de sus receptores funcionales sobre el epitelio

intestinal de larvas de 4. aegypli.

El papel de las proteinas ALP y APN ancladas por GPI, como posibles receptores para la I
toxina CryllAa, fue determinado por anlisis de la actividad enzimatica de las proteinas
purificadas por cromatografia de afinidad. La localizacion del receptor ALP fue descrita

mediante el empleo de técnicas de inmunolocalizacion.

Los resultados obtenidos, asi como las técnicas empleadas se describen ampliamente en los

apéndices [ y I1.
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CONCLUSIONES GENERALES

El mecanismo de accidén general de las toxinas Cry, ha sido ampliamente estudiado. Se
conoce que una vez que el insecto blanco ingiere la bacteria, los cristale son solubilizados
en el intestino. Para esto son necesarias caracteristicas especificas de pH y condiciones
reductoras. Una vez solubles, las protoxinas liberadas son procesadas por medio de
proteasas de tipo tripsina y quimotripsina y las toxinas activas se unen a receptores
especificos que se encuentran sobre el epitelio intestinal. La union al receptor desencadena
una serie de eventos que conllevan a la insercion en membranas y la formacion de poros

liticos que conducen a la muerte del insecto.

Para el caso de toxinas CrylA, activas contra insectos lepiddpteros, se han descrito tres
receptores funcionales. Los dos primeros en ser identificado fueron proteinas tipo caderina
de alto peso molecular y varias isoformas de proteinas aminopeptidasa-N ancladas por GPL
Durante muchos afios diferentes grupos trataron de demostrar la importancia de cada uno
de estos dos tipos de receptores con el objetivo de definir cual constituia el receptor
funcional (Gahan et al., 2001; Morin et al., 2003; Gill and Ellar, 2002; Rajagopal et al.,

2002). Los resultados obtenidos sugeren la participacién de ambos tipos de proteinas.

Evidencias experimentales obtenidas en nuestro laboratorio, han demostrado que durante el
mecanismo de accion de la toxina Cryl Ab, ocurren uniones secuenciales a ambos tipos de
receptores, los cuales se encuentran ubicados sobre regiones de la membrana espacialmente
separadas. En este sentido los resultados sugieren, que la toxina monomérica se une a un
primer receptor tipo caderina y esta unién induce un cambio conformacional. Como
consecuencia la toxina expone un sitio de corte proteolitico y las proteasas eliminan la
hélice al. El corte de esta region de aproximadamente 28 amino acidos, deja expuestas
regiones hidrofobicas, lo cual provoca la formaciéon de una estructura oligomérica
compuesta probablemente por cuatro subunidades monoméricas (Gémez et al., 2002). El
oligbmero formado pierde afinidad por el receptor tipo caderina, e interactia con alta
afinidad con el segundo receptor aminopeptidasa-N. Este receptor conduce al oligobmero a
microregiones de la membrana, donde se inserta y crea poros liticos que conducen a la

muerte del insecto (figura 7).
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La hipdtesis anterior estd apoyada por evidencias experimentales que muestran, que la
estructura de pre-poro se inserta de manera mas eficiente en VMMA, obtenidas a partir de
intestinos de larvas de M. sexta. De esta manera se forman canales estables, con una alta
probabilidad de encontrarse en una configuracion abierta (Rausell ef al., 2004). La forma
oligomérica de la toxina es activa en ensayos de toxicidad in vivo y es 200 veces mas afin

por el receptor APN que el mondmero (Bravo et al., 2004).
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Figura 7. Mecanismo de accion general de las toxinas Cry. Particularidades reportadas para
toxinas Cry con actividad contra insectos lepidopteros. Comparacién con insectos dipteros.

Una ALP anclada por GPI, constituye la tercera molécula receptora descrita para insectos
lepiddpteros. La misma fue encontrada en H. virescens (Jurat-Fuentes and Adang, 2004) y
puede tener el papel propuesto para la APN en M. sexta. Sin embargo, no existe ningin

reporte que demuestre esta hipotesis.

Para el caso de toxinas Cry con especificidad para otros 6denes de insectos, poco se conoce
acerca de los receptores involucrados en la interaccion de la toxina con las células
intestinales. En el afio 2002 Buzdin y colaboradores reportaron los primeros resultados, que
mostraban a dos proteinas de 62 y 65 kDa como moléculas de uniéon sobre las VMMA de
larvas de 4. aegypti, para las toxinas Cry4Ba y Cryl1Aa de Bti (Buzdin et al., 2002). Sin

embargo la identidad de dichas proteinas y su papel como moléculas receptoras, no fue
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analizada. Por otra parte han sido descritas dos APN, presentes sobre el intestino de larvas
de A. aegypti (Pootanakit et al., 2003) y una anhidrasa carbdnica, que colocaliza con las
regiones del intestino a las cuales se unen toxinas Cry en el mismo insecto (Seron ef al.,
2004). Sin embargo su participacion como receptores para dichas toxinas no ha sido
descrito. Finalmente una o-glicosidasa (Cpm1) constituye el receptor funcional, en larvas

de C. pipiens, para la toxina binaria producida por B. sphaericus (Darboux et al., 2001).

Los datos reportados en este trabajo demuestran que la proteina de 65 kDa, descrita
previamente como una proteina de unidn para Cryl1Aa, es una APL anclada por GPI a las
membranas de las células intestinales de larvas del mosquito 4. aegypti. Este constituye el
primer reporte acerca de un receptor para toxinas Cry con actividad contra insectos
dipteros. Ademas, se caracterizd una proteina transmembranal de alto peso molecular (200
kDa) que interactiia con Cryl1Aa. Por ultimo fue caracterizada una de las regiones sobre la

toxina, involucrada en la interaccion con la ALP.

Por otra parte, datos no publicados obtenidos en nuestro laboratorio, sugieren la existencia
de una estructura de pre-poro para la toxina CryllAa (Pérez y Sanchez, comunicacién
personal). Estas evidencias sugieren, que en el mecanismo de accion de toxinas Cry activas
contra insectos dipteros, también ocurre la formacién de una estructura oligomérica. Este
hecho, sumado a la presunta participacion de mas de un receptor, sugiere que de modo
general, el mecanismo de accion de toxinas Cry es reiterativo. Al igual que ocurre para
toxinas Cry activas contra insectos lepidopteros, en este caso, el receptor de alto peso
molecular podria estar a cargo del contacto previo de la toxina Cryl1Aa con las membranas
del insecto blanco. Este primer contacto podria desencadenar una serie de cambios
conformacionales sobre la toxina, que condujeran a la formacion de oligobmeros que
interactuen con la proteina ALP. La proteina ALP anclada por GPI, podria estar ubicada en
regiones de microdominios de membrana, en las cuales ocurra la insercion tal como sucede

con la APN de M. sexta.

Los resultados obtenidos en esta tesis son de gran importancia para ayudar a esclarecer el
mecanismo de accion general de toxinas Cry y en particular de toxinas Cry activas contra

insectos dipteros. Los mismos sugieren que de modo general las toxinas Cry actuan con el
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intestino de su insecto blanco a través de un proceso que involucra varios pasos y en el cual

participan mas de una molécula receptora (figura 7).

54



Perspectivas

PERSPECTIVAS

Resultados preliminares

Una vez identificada la ALP como un posible receptor para CryllAa, tratamos de
secuenciar la region amino de la proteina para confirmar su identidad. Los esfuerzos
realizados en este sentido fueron del todo infructuosos, pues la region amino de la

misma se encuentra bloqueada.
Analisis de secuencia de la ALP

Experimentos realizados en el laboratorio del Dr. Sarjeet Gill, confirman la existencia
de una fosfatasa alcalina en el intestino de larvas del mosquito 4. aegypti, que interactua
con la toxina CryllAa. La interaccion de CryllAa-ALP fue observada empleando
ensayos de union a ligando. La secuencia de la fosfatasa alcalina aislada y que

interactua con Cryl 1 Aa se muestra en la figura 8.

MYLLRMFAVFVVLLSSVLRASRG PSQEFVQYLTTTPSDHVHPPPDRDGDDGNLNRKKR

LISA GAQLKLKEQLLKRKNFNKAKNVIFFLGDGMSIPTLAASRMYLG
QKQGHSGEETQLSFEEFPDVGLVKTYCVDKQVADSACSATAYLCGVKANYATIGVTAAV
KYNNCTTGNDPKNHVHSIMSWAQAAGKATGIVTTTRVTHASPAGTYAHVSR EHECDAD
ILAQNADPNDCQDIASQLVRNNPGKNLKVILGGGRRKFTPNTEKDPSGKPGQRMDGVNL
ISEWYYSKPLGSARYVTNKQGLMGINFNETEYLMGLFNYDHMKYHMDSNPKEDPTLSDL
TYAAIKTLEKNKAGFVLFVEGGKIDLAHHETKARKSLDETVQLSEAVQLATQYTNSDDT
LILVTADHAHTMSMAGYSKRGHDILGVSGSSHDKGKSPYTTLSYANGPGGPSLTDGRRL
NITEEMLTNKDFQYPKLVPLKYETHGGDDVALFAYGPWSHLFSGMYEQNVIPHIIGYAA
CIGSGLTACIG

Figura 8. Analisis de secuencia de 1a ALP anclada por GPI de A. aegypti. La figura muestra la secuencia
de una ALP aislada a partir de células intestinales de larvas de 4. aegypti. En azul se subraya el péptido
sefal de la proteina. En rojo subrayado los residuos cataliticos y sin subrayar los residuos de union a
metales. En verde se sefiala una region predicha como posible region de interaccion con el lazo a8 de la
toxina Cryl1Aa (ver perfiles de hidropatia).

El analisis de la secuencia muestra que la ALP posee un peso molecular estimado de 60
kDa y conserva todos los sitios de union a metales (residuos en rojo) que se encuentran
en otras fosfatasas alcalinas. Ademas, posee un péptido sefial (marcado en azul y

subrayado) que puede facilitar la exportacion de la ALP fuera de la célula y se puede
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predecir que constituye una proteina anclada por GPI. Este resultado nos permite

especular que, la ALP encontrada por el grupo del Dr. Sarjeet Gill podria coincidir con

la proteina de uniodn caracterizada en este trabajo.

Finalmente, el analisis de la secuencia revela la existencia de una asparagina en la
region amino terminal (marcada en amarillo) que provoca el bloqueo de la reaccion de

protedlisis empleada para la secuenciacion. Este hecho explica porque no pudimos

determinar la secuencia de la proteina.

Analisis de los perfiles de hidropatia de la ALP

Con el objetivo de predecir las posibles regiones importantes para la interaccion de la
ALP con la toxina Cryl1Aa, se realizé un analisis de los pérfiles de hidropatia de la
proteina. La comparacion de la secuencia de la ALP con la region a8 de la toxina
CryllAay el péptido desplegado en el fago P1.BBMV, muestra una region con pérfiles
de hidropatia complementarios sobre la ALP. Esta region ademas, guarda similitud con
el péptido desplegado el el fago P5.tox (figura 9). La region hipotetizada se muestra en

la figura 8 (en verde) y su participacion sera demostrada por ensayos complementarios.

ALP vs P1.BBMV ALP vs lazo a8 ALP vs PS.TOX

A
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Figura 9. Analisis de los pérfiles de hidropatia

Propuestas para la continuacion del trabajo

Tomando como base estos resultados preliminares nos proponemos la caracterizacion de
la ALP de secuencia conocida, para demostrar que es la misma proteina identificada
durante la realizacion de este trabajo. La proteina serd clonada en un vector adecuado
para su expresion como proteina soluble. Se llevaran a cabo ensayos de uniéon por
ELISA con la proteina Cryl1Aa para determinar la constante de afinidad de la uniéon de
ambas proteinas. Ademas se incluird un analisis con la toxina Cry4B de Bti, para

determinar si realmente comparte el mismo receptor que Cryl1Aa.
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Por otra parte, se empleard el péptido a8 y los fagos P1.BBMV y P5.tox como
competidores de la union de Cryl1Aa a la ALP, para confirmar la participacion de esta
region en la interaccion de la toxina con su receptor. Este mismo analisis se realizara
para identificar otras regiones sobre el dominio II, que pudiesen participar en la
interaccion toxina-receptor. Para esto pretendemos caracterizar la participacion de otras
regiones de la toxina, las cuales parecen ser importantes para la interaccion con el

receptor y que fueron previamente identificadas en este trabajo (B4a-f4b y lazo 3).

Paralelamente se analizara si la proteina ALP interactua con alguna region del dominio
Il de la toxina, empleando un arreglo de péptidos sintéticos sobrelapantes,

correspondientes a esta region, adheridos a membrana.

En adicion, se analizaran proteinas ALP mutantes para determinar las regiones de la
proteina que participan en la interaccion con las toxinas CryllAa y Cry4B. Para
construir dichas mutantes se tomara la region predicha por hidropatia y se emplearan
fragmentos sobrelapantes de 450 pb de la ALP. De esta forma se pretende expresar de
manera independiente fragmentos de la proteina para determinar la region de la misma

involucrada en la interaccion con la toxina Cryl 1Aa y en particular con el lazo a8.
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