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l.-RESÚMEN 

La malaria representa la principal causa de muerte por enfermedades provocadas por 
protozoarios en el mundo. El mosquito Anopheles albimanus es el principal vector de 
malaria desde el sur de E.U. hasta el norte de Perú. Este mosquito es susceptible al cristal 
sintetizado por la bacteria Bacillus thuringiensis ssp. israelensis (Bti). Este cristal está 
compuesto por cuatro toxinas Cry: Cry4Aa, Cry4Ba, CrylOAa, CryllAa y dos toxinas Cyt: 
la CytlAa y la Cyt2Ba. En este trabajo se reporta que los componentes más tóxicos del 
cristal de Bti en contra de este mosquito son las toxinas Cry4Ba y CryllAa, mientras que la 
toxina CytlAa por sí sola no presentó actividad letal aún a altas concentraciones. Además, 
se observó la existencia de sinergismo entre las toxinas CytlAa y Cry4Ba, entre CytlAa y 
CryllAa, así como entre Cry4Ba y Cryll Aa. El componente más importante en el 
fenómeno de sinergismo observado es la toxina CytlAa, funcionando probablemente como 
un receptor soluble de las toxinas Cry4Ba y Cryl1Aa. Además de la posible participación 
de CytlAa como receptor soluble, también se identificó una nueva clase de receptor para 
las toxinas Cry, una a-amilasa anclada a la membrana por glicosilfosfatidilinositol, la cual 
es una enzima localizada en el intestino de las larvas de An. albimanus. La identificación de 
esta molécula como proteína de unión de las toxinas Cry4Ba y CryllAa se determinó 
mediante las técnicas de espectrometría de masas, de cromatografia de afinidad, la 
determinación de la actividad enzimática, la clonación del cDNA, así como por medio de 
ensayos de unión de la proteína expresada de manera heteróloga a las toxinas Cry4Ba y 
CryllAa. 
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2.- ABSTRACT 

Malaria represents the leading cause of death by protozoarian provoked diseases in the 
world. Anopheles albimanus is the main vector ofmalaria from the South ofthe U.S. to the 
North of Peru. This mosquito is susceptible to the crystal produced by the bacteria Bacillus 
thuringiensis ssp. israelensis (Bti). The Bti crystal is composed by four Cry toxins: Cry4Aa, 
Cry4Ba, CrylOAa, CryllAa, and two Cyt toxins: CytlAa and Cyt2Ba. In this work we 
found that the most toxic components of the Bti crystal to An. albimanus are the proteins 
Cry4Ba and CryllAa, while CytlAa per se was not toxic at all even when administered at 
very high levels. Synergism was observed between toxin pairs CytlAa-Cry4Ba, CytlAa­
CryllAa, and Cry4Ba-CryllAa. Por synergism, the most important component observed 
was toxin CytlAa that could be functioning as a soluble receptor for toxins Cry4Ba and 
CryllAa. In addition to the participation of CytlAa toxin as a putative receptor, we 
identified a novel class of receptor for Cry toxins, a glycosylphosphatidylinositol-anchored 
a-amylase present in the midgut of An. albimanus larvae. The identification of the a­
amylase protein as a binding molecule of Cry4Ba and CryllAa toxins was determined by 
mass spectrometry, affinity chromatography, enzymatic activity assays, cloning of the 
cDNA and binding ofthe heterologously expressed protein to Cry4Ba and CryllAa toxins. 
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3.- INTRODUCCIÓN 

Una de las amenazas más graves que enfrenta la humanidad son las enfermedades 

transmitidas por los mosquitos, las cuales se estima que provocan la enfermedad en 700 

millones de personas al año (WHO, 1996). Entre las enfermedades causadas por la picadura 

de los mosquitos, se destacan por su importancia la malaria, la fiebre amarilla, el dengue y 

la filariasis linfática. En particular, la malaria, a pesar de los esfuerzos para su erradicación, 

causa un millón de muertes y quinientos millones de casos clínicos al año, de los cuales 

cerca del 90% se originan en África (Aly et al., 2009). 

Una manera de detener la diseminación de las enfermedades causadas por 

mosquitos es el control de las poblaciones de éstos. La estrategia más utilizada está basada 

en la aplicación de insecticidas químicos, pero la aplicación de estos productos por más de 

cuarenta años ha generado la aparición de resistencia en estos vectores. Otros problemas 

asociados al uso de insecticidas químicos es que al no ser específicos, provocan la muerte 

de organismos que son inofensivos para el hombre, causando además un deterioro 

ambiental debido a que no son biodegradables (Michalakis y Renaud, 2009). El uso 

prolongado y sostenido de estos productos ha sido incapaz de erradicar a estas 

enfermedades, razón por la cual seguimos presenciando la aparición de brotes epidémicos 

como los del dengue o los ocasionados por el virus del Este del Nilo. La poca eficiencia 

mostrada por los insecticidas químicos ha conducido a la búsqueda y desarrollo de métodos 

alternativos para el control de los vectores. Un método que no daña al ambiente hace uso de 

ciertas cepas de bacterias, como son Bacillus thuringiensis ssp. israelensis (Bti) y Bacillus 

sphaericus, las cuales son muy efectivas en el control de las larvas de los mosquitos y de 

otros dípteros. Además, el uso de esta tecnología presenta un alto nivel de seguridad tanto 

para la salud humana como para los insectos inofensivos (Wirth et al., 2002). 
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4.- Malaria 

La malaria, también llamada paludismo, es una enfermedad causada por parásitos del 

género Plasmodium. Los parásitos son diseminados entre la población mediante la picadura 

de mosquitos del género Anopheles infectados con Plasmodium. 

Según estimaciones de las Naciones Unidas, aproximadamente la mitad de la 

población mundial -unas 3,300 millones de personas- vive en riesgo de adquirir esta 

enfermedad, particularmente aquellos que viven en países en vías de desarrollo. Se calcula 

que unas 500 millones de personas se enferman de malaria al año, de las cuales 1 millón 

muere (Aly et al., 2009). La mayoría de los casos y muertes se registran en el África sub­

Sahariana, sin embargo, también están afectadas Asia, América Latina, Medio Oriente y 

algunas partes de Europa (WHO, 1996). 

La especie Anopheles gambiae es la principal responsable de la transmisión de la 

malaria en África, mientras que Anopheles albimanus lo es en el Continente Americano. Se 

ha reportado que ambas especies han generado niveles altos de resistencia a los insecticidas 

químicos (Dzul et al., 2007; Yadouleton et al., 2010). Al igual que todos los mosquitos, los 

anophelinos atraviesan por cuatro etapas durante su ciclo de vida: huevo, larva, pupa y 

adulto (Figura 1). Las primeras tres etapas son acuáticas y tienen una duración de 5-14 días, 

dependiendo de la especie y la temperatura ambiente. El período de fase larvario está 

conformado por cuatro estadíos, después de los cuales la larva sufre una metamorfosis a 

pupa. A partir de esta última, el mosquito adulto emerge. El mosquito adulto macho vive 

alrededor de una semana, alimentándose de néctar. Las hembras requieren además ingerir 

sangre (hematofagia) para el desarrollo de los huevos y viven entre 1 y 2 semanas. 
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Huevo 

Larva 

~ ... 

Figura 1. Ciclo de vida de Anopheles ssp. 

Como ya se mencionó, el Plasmodium es un protozoario que provoca la malaria al 

ser transmitido por los mosquitos anofelinos a los vertebrados. Existen más de 150 especies 

de Plasmodium (P), de las cuales cuatro (P. falciparum, P. vivax, P. ovale y P. malariae) 

infectan al hombre. Las dos especies más comunes son P. falciparum y P. vivax (Escalante 

y Ayala, 1994). 

a) Plasmodium falciparum.- Aunque presenta una distribución global, se le 

encuentra más comúnmente en África. La malaria cerebral es la complicación más grave de 

la enfermedad. En ésta, los glóbulos rojos infectados por el parásito se toman adhesivos y 

se pegan en las paredes de los vasos capilares, entre otros los del cerebro, provocando que 

la víctima entre en coma. La anemia es la otra complicación producida por la destrucción 

de glóbulos rojos (Breman et al., 2007). 

b) Plasmodium vivax.- Esta especie es responsable del 25-40% de los casos anuales 

de malaria alrededor del mundo, afectando principalmente a Asia y América. Este 

plasmo dio presenta la particularidad de mantener formas "durmientes" (hipnozoitos) en el 
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hígado, lo que provoca la recurrencia de la enfermedad. Se presentan episodios febriles 

repetitivos y debilitantes durante meses. Puede provocar anemia severa, aumento del 

tamaño del bazo (esplenomegalia), problemas respiratorios y coma (Bozdech et al., 2008; 

Mueller et al., 2009). 

El Plasmodium atraviesa una serIe de etapas morfológicamente distintas en el 

humano y en el mosquito. El parásito alterna entre etapas invasivas y etapas replicativas 

separadas por una sola fase de desarrollo sexual que media la transmisión del humano al 

vector ano felino (Hall et al., 2005; A1y et al., 2009). 

Tras la picadura del mosquito, éste inocula el parásito presente en sus glándulas 

salivales en el tejido del huésped. En ese momento, el Plasmodium se encuentra en la fase 

de su ciclo conocida como esporozoito. Los esporozoitos pasan al torrente sanguíneo hasta 

que llegan a los hepatocitos. Allí se multiplican para dar lugar al esquizonte hepático, tras 

lo cual se rompe el hepatocito, apareciendo un nuevo estadío del Plasmodium, conocido 

como merozoito. En este momento se completa un primer ciclo asexual, en el que los 

merozoitos pueden reinfectar hepatocitos o regresar al torrente sanguíneo, donde penetran 

en los eritrocitos (Lobo y Kumar, 1998). En los eritrocitos, los merozoitos comienzan a 

alimentarse de hemoglobina, apareciendo entonces el trofozoito. Éste se multiplica en el 

interior de dichas células, formándose el esquizonte hemático. Una vez que el eritrocito se 

rompe y libera nuevos merozoitos, la mayoría de éstos continúan infectando nuevos 

eritrocitos, pero algunos se convierten en gameto citos (Lobo y Kumar, 1998). Si el 

individuo infectado es nuevamente picado por un mosquito, los gameto citos pasan al 

mosquito donde se diferencían en gameto masculino y gameto femenino. Posterior a la 

fertilización y a la generación de cigotos, éstos se convierten en oocinetos móviles y 

alargados que invaden la pared intestinal del mosquito, donde se desarrollan en ooquistes. 

Éstos crecen, se rompen y liberan una nueva generación de esporozoitos a la hemolinfa, los 

cuales viajan a las glándulas salivales del mosquito. Es en esta fase en la que el 

Plasmodium puede volver a ser inyectado en el huésped (Lobo y Kumar, 1998). 
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El tratamiento temprano de la malaria puede acortar su duración, prevemr 

complicaciones y evitar la mayoría de las muertes. El mejor tratamiento disponible es una 

terapia basada en artemisina (Eastman y Fidock, 2009). Sin embargo, el parásito ha 

desarrollado resistencia a este fármaco, lo que diezma los esfuerzos en el control de la 

malaria .. La disponibilidad del genoma de P. falciparum ha permitido la identificación de 

antígenos potenciales que se expresan en diferentes etapas del ciclo de vida del parásito; sin 

embargo, no existe actualmente una vacuna disponible contra el Plasmodium (Gardner et 

al., 2002; Todryk et al., 2007). En noviembre del 2009 se inició el ensayo clínico Fase nI 
de la vacuna denominada RTS,S desarrollada por la compañía GlaxoSmithKline 

Biologicals, la cual en los ensayos clínicos Fase n demostró tener una efectividad del 53% 

(http://www.malariavaccine.org/). 

Debido a que no existen a la fecha alternativas a la artemisina que sean efectivas en 

el tratamiento de la malaria, el manejo de las poblaciones del vector es el principal 

componente en los programas de control de esta enfermedad (WHO, World Malaria 

Report: http://whqlibdoc.who.intlpublications/2005/9241593199 eng.pdD. Aún cuando se 

ha hechO' uso indiscriminado de insecticidas químicO's contra mosquitos para el control de la 

malaria, no se han obtenido los resultados deseados, generando el desarrollo de resistencia 

a estos insecticidas. Otra estrategia seguida consiste en la ingeniería de mosquitos 

transgénicos ineficientes en la transmisión del Plasmodio, haciendo uso de la información 

genómica de An. gambiae; sin embargO', aún estamos lejos de llevar a cabo un control 

basado en organismos transgénicos (Holt et al., 2002; Ito et al., 2002). 

A este respecto, se presenta la alternativa del control biológico de larvas de 

mosquitos haciendo uso de ciertas bacterias, especialmente Bti y B. sphaericus, las cuales 

producen toxinas insecticidas específicas a sus insectos blanco (Mittal, P.K., 2003). A la 

fecha no se ha reportado la generación de resistencia en mosquitos en campo tratados con 

Bti (Regis et al., 2000). En cambio, se han seleccionado poblaciones de mosquitos 

resistentes a B. sphaericus, cuya actividad insecticida se debe a que sintetiza una toxina 

llamada Binaria (Nielsen-LeRoux et al., 1995). Además, se ha demostrado que el uso de Bti 

mata de manera efectiva la larva del mosquito vector de la malaria en condiciones de 
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campo en el África sub-Sahariana, reduciendo la densidad de población del mosquito 

(Geissbühler et al., 2009; Fillinger et al., 2008). 

La actividad insecticida de Bti se debe a la presencia en esta bacteria de las toxinas 

Cry y Cyt, las cuales pertenecen a la clase de toxinas formadoras de poro (TFP) (de Maagd 

et al., 2001.; de Maagd et al., 2003). 

5.- Toxinas Formadoras de Poro 

Entre las toxinas producidas por bacterias, las toxinas formadoras de poro (TFP) 

representan la clase más amplia, totalizando el 30% de todas las toxinas bacterianas 

conocidas. La familia de las TFP está compuesta por varias subfamilias, que, a pesar de 

usar un modo de acción similar, presentan baja similitud de secuencia entre sí (Iacovache et 

al., 2008). 

Una vez secretadas por la bacteria, las TFP difunden hacia la célula blanco, a la cual 

se unen a través de receptores específicos. Cabe aclarar que aún cuando se les designa 

como receptores de la toxina, en realidad son proteínas presentes en la membrana que 

llevan a cabo una función celular independiente de unir a la toxina. A la fecha se han 

identificado diferentes receptores de las TFP, entre los que se encuentran proteínas 

transmembranales, proteínas localizadas en balsas lipídicas y lípidos, los cuales proveen los 

sitios de unión de la toxina en la superficie celular. Posteriormente, la unión al receptor 

desencadena cambios conformacionales en las toxinas que les permiten insertarse en las 

membranas (Parker y Feil, 2005). 

Las toxinas formadoras de poro se han clasificado en dos tipos, dependiendo de la 

estructura que les permite insertarse en la membrana. El poro formado por las u-TFP 

contiene regiones de u-hélices, mientras que en las p-TFP, éste se conforma por láminas p 
anfipáticas, las cuales se plegan formando una estructura de barril lo suficientemente 

hidrofóbica para que se lleve a cabo la inserción en la membrana (Iacovache et al., 2008). 

La formación de poros en las membranas constituye una forma de ataque que provoca la 
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ruptura de éstas, pero que a la vez puede generar cambios en la composición iónica que la 

célula es capaz de sensar y montar una defensa ante los mismos. Estas respuestas 

involucran la activación de diferentes vías de transducción de señales y mecanismos 

celulares que les permiten reparar el daño en la membrana mediante la síntesis de lípidos 

(Aroían y van der Goot, 2007). 

5.1.- a-TFP 

A continuación se discutirá brevemente acerca de las características de las colicinas, 

toxinas producidas por Eseheriehia eoli, como un ejemplo de las a-TFP. Una vez que las 

colicínas se unen a receptores específicos, éstas son translocadas hacia el periplasma de la 

bacteria blanco. La estructura tridimensional de las colicinas está conformada por varios 

dominios. La colicina la puede ser dividida en tres dominios: el dominio de translocación, 

el cual está formado por tres a-hélices, una de las cuales se extiende hacia el dominio de 

unión al receptor. Este último dominio está formado por una estructura de tallo y asa tipo P, 
que se estructura alrededor de la hélice el. El dominio formador del poro, constituído por 

un haz de diez a-hélices, el cual es un dominio globular con un núcleo hidrofóbico 

compuesto por una estructura de tallo y asa a-helicoidal formado por las hélices 8 y 9 

(Figura 2) (Wiener et al., 1997). Para explicar la inserción de las colicinas en la membrana, 

se ha propuesto el "modelo de la sombrilla", según el cual estas hélices se exponen por 

medio de una desnaturalización parcial del dominio formador del poro, un evento 

desencadenado por la variación del pH en la interfase de la membrana (Figura 3). El asa 

hidrofóbica del tallo-asa inicia la inserción en la bicapa lipídica seguida de una inserción 

espontánea del tallo-asa completo. La inserción en la membrana de estas hélices 

promovería la formación de un poro cerrado. La apertura del mismo depende, a su vez, de 

la inserción de las hélices adyacentes. Aunque es muy probable que se requiera la 

oligomerización de las toxinas, no existen pruebas definitivas al respecto, debido a que no 

se cuenta con una estructura de alta resolución de la configuración del poro (Parker y Feil, 

2005). 
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Dominio 
Formador del Canal 

Dominio de 
Unión a Receptor 

Dominio 
de Translocación 

Figura 2. Estructura Cristalográfica de la Colicina la (tomado de Wiener el al., 1997). 
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a) 

ct 1: .. 
JI[ 11 K. Ro -- 11. 11 

b) 

e) 

Figura 3. Modelo de la sombrilla para la inserción en la membrana del dominio formador 
del poro de la Colicina A. a) Aproximación de la toxina a la membrana. b) Conformación 
de sombrilla en el estado cerrado del canal, en el cual las hélices 8 y 9 se insertan en la 
membrana. c) Posible conformación del estado abierto del canal. Aunque este modelo 
asume que el canal es oligomérico, sólo se muestra un monómero para simplificar (tomado 
de Parker y Feil, 2005). 
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5.2.- p-TFP 

La a-toxina producida por Staphylococcus aureus (también llamada a-hemolisina) 

pertenece a esta familia. Se ha propuesto recientemente que la unión de la toxina a la 

membrana podría estar mediada por grupos de cabezas de fosfocolina, dentro de 

microdominios (Valeva et al., 2006). Una vez en la membrana plasmática, la a-toxina 

oligomeriza para formar un preporo soluble en agua. Un segundo cambio conformacional 

dá lugar a un barril tipo ~ , el cual es competente para insertarse en la membrana. La 

estructura de alta resolución del heptámero de la a-toxina en su estado transmembranal fue 

resuelta por cristalografía de rayos X (Song et al., 1996). La estructura muestra un 

complejo en forma de hongo y contiene tres dominios conformados principalmente de 

estructuras tipo ~ (Figura 4b) (González et al., 2008). La parte superior de la estructura en 

forma de hongo consiste de un ~-sandwich y un lazo en el extremo amino terminal que 

provee enlaces adicionales entre los diferentes monómeros. Debajo del dominio superior se 

localiza un dominio en forma de aro próximo a la cara externa de la membrana plasmática. 

Inmediatamente debajo del dominio en foma de aro se encuentra el dominio del tallo, el 

cual atraviesa la membrana y consiste de un barril tipo ~ formado por 14 láminas, de las 

cuales cada monómero contribuye con una estructura de tallo y asa tipo ~, cuyas láminas 

corren en sentido antiparalelo (Song et al., 1996; González et al., 2008). 

a) b) 

Figura 4. Estructura cristalográfica de la a-toxina de Staphylococcus aureus. a) 
Monómero, b) heptámero (tomado de González et al., 2008). 
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6.- Bacillus thuringiensis 

Bacillus thuringiensis (Bt) es una bacteria de gran importancia económica ya que sintetiza 

Toxinas Formadoras de Poro que han sido utilizadas ampliamente para el control tanto de 

plagas que atacan cultivos de importancia agronómica como de vectores de enfelmedades 

de impacto en el humano. Bt es un miembro del grupo de Bacillus cereus, que también 

incluye a Bacillus anthracis y Bacillus mycoides (de Maagd et al., 2003). En particular, Bt 

se distingue de otros miembros de B. cereus por su capacidad de producir proteínas 

insecticidas, también llamadas o-endotoxinas, en forma de inclusiones cristalinas que se 

componen de las toxinas Cry y Cyt. Estas toxinas son muy específicas de su insecto blanco, 

son inocuas para los humanos y son biodegradables. Estas características han posicionado a 

Bt como una alternativa viable para el control de plagas en la agricultura y de vectores de 

enfennedades para el humano (Aronson y Shai, 2001). 

Las proteínas Cry pertenecen al grupo de toxinas (l-TFP Y presentan actividad 

contra insectos lepidópteros, dípteros, coleópteros, himenópteros, homópteros, ortópteros y 

malófagos, así como nemátodos y protozoarios (de Maagd et al., 2001). En contraste, las 

toxinas Cyt pertenecen a las toxinas ~-TFP y se encuentran principalmente en cepas de Bt 

que son activas contra dípteros (Guerchicoff et al., 2001). 

El ciclo de vida de Bt cuenta con dos fases principales, la de crecimiento vegetativo, 

en donde las bacterias se duplican por bipartición cada 30-90 minutos y la fase de 

esporulación, que es un programa de diferenciación de bacteria a espora que consta de siete 

fases y que se dispara cuando Bt se encuentra en limitación de nutrientes. La fase 1 (7 

horas) es aquella donde se induce la formación del filamento axial de Bt. En la fase 11 (de 

las 7 a las 8 horas) se forma el septo espora de división asimétrica que involucra 

meso somas. En la fase 111 (de las 8 a las 9 horas) dá inicio la síntesis del cristal insecticida, 

se presentan cambios a nivel de la membrana y el citoplasma, además de que se forma la 

espora. En las fases IV a VI (de las 9 a las12 horas), se forma el exosporio, la pared celular 

primordial, la corteza y las capas de protección de la espora. Por último, en la fase VII 

(evento posterior a las 12 horas), se dá la maduración de la espora y la síntesis de enzimas 
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líticas que liberan a los cristales insecticidas. Como mencionamos antes, durante las fases 

111 a VI del ciclo de esporulación, Bt es capaz de producir uno o más cristales paraesporales 

de carácter proteínico ó 8-endotoxinas, las proteínas Cry y Cyt, las cuales son consideradas 

dentro del gran grupo de Toxinas Formadoras de Poro (TFP) (de Maagd et al., 2003). 

6.1.- Bacillus thuringiensis ssp. israelensis 

El cristal producido por Bti se compone principalmente de cuatro toxinas Cry, como son 

Cry4Aa, Cry4Ba, Cry10Aa, Cry11Aa y dos toxinas Cyt, Cyt1Aa y Cyt2Ba, las cuales dan 

lugar a tres tipos diferentes de inclusiones cristalinas que se ensamblan en un cuerpo 

paraesporal esférico (Figura 5) (Federici et al., 2003). Las toxinas Cry y Cyt de Bti están 

codificadas en un plásmido llamado pBtoxis (Berry et al., 2002). En particular, se debe 

destacar el papel de la toxina Cyt1Aa, la cual, al sinergizar la actividad de las toxinas Cry, 

se cree que ha evitado la aparición de resistencia a Bti en dípteros, ya que a pesar de que en 

condiciones de laboratorio se han seleccionado poblaciones de Culex quinquefasciatus 

resistentes a Cry4Aa, Cry4Ba ó Cryl1Aa, en campo no se han podido seleccionar 

mosquitos resistentes a toxinas Cry en presencia de Cyt1Aa (Wirth et al., 1997). 

a) b) 

Figura 5. Bacillus thuringiensis ssp. israelensis. a) Bti en fase de esporulación; b) Cuerpo 
parasporal típico que contiene inclusiones de toxinas individuales. Sp, Espora; E, 
exoesporio; PB, Cuerpo paraesporal (tomado de Federici et al., 2003). 
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6.2.- Clasificación y Nomenclatura de las o-endotoxinas 

Las o-endotoxinas de Bt comprenden dos familias, las toxinas Cry y las toxinas Cyt. La 

nomenclatura de las toxinas Cry y Cyt se basa en la identidad de secuencia primaria entre 

las diferentes proteínas integrantes de cada familia. Esta clasificación utiliza cuatro rangos 

representados por números arábigos, letras mayúsculas, letras minúsculas y números, 

estableciendo límites de identidad que marcan las diferencias entre categorías. De esta 

manera, el número arábigo que lleva el nombre de la toxina se designa con el primer 

caracter que corresponde a una identidad en secuencia primaria de hasta el 45%; el segundo 

caracter cataloga a las proteínas con una letra mayúscula y corresponde a identidades que 

van del 45% al 78%; el tercer caracter asigna una letra minúscula y corresponde a 

identidades del 78 al 95%; y el último caracter incluye un número arábigo al final de la 

nomenclatura indicando más del 95% de identidad (Crickmore et al., 1998). 

Aunque este sistema de clasificación no toma en cuenta la selectividad de las 

toxinas Cry hacia los diversos órdenes de insectos, algunos subgrupos de toxinas Cry 

muestran una coincidencia entre la similitud en secuencia y su especificidad. Por ejemplo, 

las toxinas tipo Cry1 son activas principalmente contra insectos lepidópteros, mientras que 

las toxinas Cry3 son tóxicas contra coleópteros. En contraste, las toxinas Cry activas contra 

insectos dípteros (como la Cry1 C, la Cry2Aa, las toxinas tipo Cry4 y las toxinas tipo 

Cryll), han demostrado pertenecer a diferentes subgrupos, debido a que presentan una baja 

similitud en secuencia (Crickmore et al., 1998). 

7.- Toxinas Cry 

Las toxinas Cry se encuentran formando cristales protéicos en Bt. Una vez que son 

ingeridas por los insectos blanco, los cristales se solubilizan al ser sometidos al ambiente 

alcalino y reductor del intestino. Ya solubilizadas, las toxinas sufren una activación 

proteolítica por enzimas presentes en el tracto digestivo del insecto. Durante el proceso de 

activación son eliminadas la región amino-terminal y el carboxilo-terminal de las 

pro toxinas (Schnepf et al., 1998). 
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7.1.- Estructura de las toxinas Cry 

Las toxinas Cry son moléculas globulares formadas por tres dominos. El alineamiento de 

las secuencias de aminoácidos de estas toxinas revela la presencia de cinco bloques 

conservados. Algunos de estos bloques no están presentes en ciertos subgrupos de estas 

toxinas. Estos bloques se encuentran separados por secuencias muy variables en longitud 

entre las diferentes toxinas Cry. El bloque 1 está localizado en la hélice central del dominio 

1. Este bloque comprende la hélice 5 que ha sido implicada en la formación del poro, papel 

que podría explicar su grado de conservación. El bloque 2 incluye la hélice 7 del dominio I 

y la primera lámina-~ del dominio Il. Estas dos estructuras comprenden la región de 

contacto entre los dos dominios. Las interacciones entre estos dos dominios podrían ser 

importantes durante los cambios de orientación del dominio I con respecto al resto de la 

molécula una vez que la toxina se une a su receptor, o bien, en mantener a la proteína en su 

estado globular durante la solubilización y activación. Cada uno de los bloques 3, 4 Y 5 se 

localiza en cada una de las tres láminas ocultas del dominio IIl. El bloque 3 se localiza en el 

límite entre los dominios Il y IlI. Las dos argininas centrales del bloque 4 podrían estar 

involucradas en la formación del cristal y el bloque 5 está al final del dominio III (revisado 

por de Maagd et al., 2001). 

A la fecha se ha resuelto la estructura cristalográfica de rayos X de las toxinas 

CrylAa, Cry2Aa, Cry3Aa, Cry3Bb, Cry4Aa y Cry4Ba (revisado por Pigot y Ellar., 2007). 

A pesar de que, como se mencionó con anterioridad, el porcentaje de identidad en 

secuencia entre estas proteínas es bajo, la estructura tridimensional de las mismas es muy 

similar. Dicha estructura está conformada por tres dominios (Figura 6a). En el extremo 

amino terminal, el dominio I está formado por siete a-hélices, de las cuales la hélice 5 es 

muy hidrofóbica y forma el centro del dominio. El resto de a-hélices de este dominio 

constituyen la pared externa que protege a la hélice 5 del medio acuoso, son anfipáticas y lo 

suficientemente largas para atravesar la membrana. El dominio Il consiste de tres láminas-~ 

antiparalelas agrupadas alrededor de un centro hidrofóbico. Este dominio representa la 

región más divergente de la estructura entre las toxinas Cry y está involucrado en la unión 

de la toxina al receptor (de Maagd et al., 2001). Finalmente, el dominio III se compone de 
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dos láminas ~-antiparalelas y participa también en la unión al receptor (de Maagd et al. , 

2001). Se require un cambio conformacional importante para transformar la toxina Cry 

soluble en una estructura capaz de insertarse en la membrana (Figura 6b). Se ha postulado 

que dicho cambio conformacional podría deberse a la exposición de una hélice tallo-asa 

relativamente no polar del dominio 1, lo cual podría permitir entonces la penetración de la 

membrana. Las hélices del dominio I de las toxinas Cry son muy antipáticas, pero la región 

del asa a4-a5 es la más hidrofóbica. El "modelo de la sombrilla" para la formación del 

poro generado por las toxinas Cry sugiere que un par de hélices, probablemente la a4 y a5 

se insertan en la membrana. El resto de las hélices se reestructurarían sobre la superficie de 

la membrana al igual que los rayos de una sombrilla. 

a) b) 

Figura 6. a) Estructura tridimensional de la toxina Cry4Ba. Se señalan los tres dominios 
estructurales: el dominio 1 (azul), el dominio 11 (verde) y el domino 111 (morado). b) 
Estructura del posible oligómero de la toxina Cry4Ba formado por tres monómeros. Se 
señalan las hélices del dominio I involucradas en la formación del oligómero: la hélice a-5 
en color amarillo, la hélice a-3 en verde, la a-4 en fuscia y a-6 en azul índigo (tomado de 
Boonserm et al., 2005). 
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7.2.- Receptores de las toxinas Cry 

Los receptores de las toxinas Cry que se han identificado a la fecha pertenecen a dos 

diferentes clases de moléculas, las cuales son proteínas y glicolípidos. La unión de las 

toxinas Cry a sus receptores se puede dar a través de varias regiones, las cuales interactúan 

ya sea con proteínas o con carbohidratos. Esto les ha permitido adaptarse a interactuar con 

diferentes tipos de receptores, entre los que se encuentran a la aminopeptidasa N, la 

caderina, la fosfatasa alcalina y los glicolípidos. 

7.2.1- Aminopeptidasa-N 

Las Aminopeptidasas N (APN) son ectoenzimas dependientes de Zn +, que están 

involucradas en la digestión de las proteínas en los insectos. Las APNs llevan a cabo la 

hidrólisis de aminoácidos neutros a partir del extremo amino terminal de los péptidos que 

usan como sustratos (revisado por Pigot y Ellar, 2002). Estas proteínas presentan un 

péptido señal en la región N-terminal y se anclan a la membrana mediante 

glicosilfosfatidilinositol (GPI). 

Se ha propuesto que las APN s de lepidópteros funcionan como proteínas de unión 

de las endotoxinas insecticidas de Bt (Sangadala et al., 1994; Masson et al., 1995; Gill Y 

Ellar, 2002; Rajagopal et al., 2002; Herrero et al., 2005). Según estudios cinéticos de la 

interacción, la APN de Limantria dispar parece tener más de un sitio de unión a la toxina 

CrylAc. En este caso, el dominio III de la toxina inicia esta interacción mediante el 

reconocimiento de un residuo de N-acetil-galactosamina (GalNAc) presente en la APN 

(Figura 7a). Posteriormente, se lleva a cabo una interacción de mayor afinidad entre el 

domino II de la toxina y la APN (Figura 7b) (J enkins et al., 2000). 
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a) b) 

Cry lAc Cry lAc 

AP AP 

Figura 7. Modelo de unión de la toxina CrylAc a la APN de Limantria dispar a través de 
dos sitios. a) Se postula que la primer interacción es por medio del dominio III de la toxina 
y de un residuo de GalNac, señalado en naranja. b) Posteriormente, el dominio II de la 
toxina se une a un segundo sitio en la APN. 

Un dato más preciso acerca de la participación de la APN como receptor consistió 

en expresar la proteína del lepidóptero Manduca sexta en el intestino medio del díptero 

Drosophila melanogaster, que es un insecto que nonnalmente no es susceptible a la toxina 

CrylAc. Las larvas transgénicas de Drosophila que expresaron a la APN de M sexta se 

tomaron susceptibles a CrylAc (Gill y Ellar, 2002). Estos datos cobran mayor fuerza al 

tomar en cuenta que se genera resistencia a la toxina Cryl C en larvas de Spodoptera litura 

al silenciar la expresión de la APN (Rajagopal et al. , 2002). 

El estudio de los receptores de las toxinas Cry con actividad contra dípteros ha 

dejado ver que la APN también es una molécula de unión específica a estas toxinas, como 

es el caso de la CryllBa en Anopheles quadrimaculatus y la CryllBa así como la Cryl1Aa 

en larvas de Aedes aegypti (Abdullah et al., 2006; Chen et al., 2009b). 
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7.2.2.- Caderina 

Las proteínas caderinas están involucradas en una gran variedad de funciones, incluyendo 

la adhesión celular, la organización del citoesqueleto y la morfogénesis (Angst et al., 2001). 

Estas proteínas se caracterizan por la presencia de dominios repetidos de aproximadamente 

110 aminoácidos de largo, los cuales contienen motivos de unión a calcio. Las caderinas 

son proteínas glicosiladas y normalmente están ancladas a la membrana por un dominio 

transmembranal. Estas proteínas se localizan principalmente en uniones adherentes que 

participan en la unión célula-célula (Angst et al., 2001). 

Se ha reportado que algunas proteínas que presentan similitud a las caderinas, a las 

cuales se les nombra como proteínas tipo caderina, interactúan con las toxinas Cry. Éstas 

muestran una localización diferente a la habitual de las caderinas, ya que se encuentran en 

la membrana apical de las células epiteliales columnares del intestino medio. La primer 

proteína tipo caderina que se demostró que interactúa con las toxinas Cry es la proteína 

llamada Bt-R1, la cual es una glicoproteína de 210-kDa identificada en .M. sexta 

(Vadlamudi et al., 1993). El análisis de la secuencia de la proteína predice un dominio 

extracelular conformado por un péptido señal y 12 repeticiones características de las 

caderinas; además, presentan una región transmembranal y un pequeño dominio 

citoplasmático (Figura 8) (Vadlamudi et al., 1995). En particular, se encontró que la 

interacción entre la Cry1A y Bt-R1 está mediada por las asas apicales del dominio II de la 

toxina con las repeticiones 7, 11 Y 12 de Bt-Rl (Gómez et al., 2002a; Dorsch et al., 2002; 

Hua et al., 2004). La participación de las proteínas tipo caderina en la toxicidad por 

CrylAb es un hecho aceptado, ya que se ha visto que la expresión heteróloga de Bt-Rl en 

células en cultivo torna a éstas susceptibles a la toxina (Dorsch et al., 2002; Hua et al., 

2004). 

Se ha propuesto que las proteínas tipo caderina podrían ser receptores de las toxinas 

Cry que tienen actividad contra dípteros, ya que se ha demostrado que son proteínas que 

unen de manera específica a la toxina Cry4Ba en An. gambiae (Hua et al., 2008). En el caso 
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de Ae. aegypti, un fragmento de caderina que va del repetido 7 al 11 se une a Cryl1Aa a 

través de las asas apicales del dominio II de esta toxina (Chen el al., 2009a). 

Repelicione Dominio 
Tran membranal 

Región 
Citoplasmática 

Figura 8. Modelo de la estructura de Bt-Rl, basado en la organización en dominios de las 
proteínas de la superfamilia de las caderinas. Los números indican las regiones de unión a 
la toxina CrylA. También se representa el dominio transmembranal así como la región 
citoplasmática. 

7.2.3.- Fosfatasa Alcalina 

Las Fosfatasas Alcalinas (FAs) son fosfohidrolasas que constituyen una familia pequeña y 

muy conservada de metaloenzimas de superficie celular (Eguchi, M., 1995). Muchas de 

ellas son glicoproteínas ancladas mediante OPI, localizadas preferencialmente en balsas 

lipídicas. Las FAs están constituí das por varias subunidades y requieren de cationes 

divalentes para su actividad. Se les encuentra a lo largo del intestino medio y en los túbulos 

de Malpigio en las larvas de los insectos y en los embriones. Se ha propuesto que las FAs 

participan en la absorción activa de metabolitos (Eguchi, M., 1995). 

En el lepidóptero Heliolhis virescens la FA se identificó como receptor de CrylAc. 

La unión entre la FA y la CrylAc parece depender de la presencia de OalNAc. Un hecho 

que marca la relevancia de esta proteína en la toxicidad es que los niveles de expresión de 

FA se encuentran reducidos en una cepa resistente a la toxina CrylAc (Jurat-Fuentes y 

Adang, 2004). En el caso de los dípteros, se ha propuesto que la FA es el receptor de las 
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toxinas CryllAa y CryllBa en Ae. aegypti y en An. gambiae, respectivamente (Femández 

et al., 2006; Hua et al., 2009). En el caso particular de Ae. a egyp ti, se reportó que la 

Cry 11 Aa se une a través del dominio II y el dominio III a dos sitios diferentes de la FA 

(Femández et al., 2009). 

7.2.4.- Glicoesfingolípidos 

Los glicolípidos son lípidos modificados por la adición de moléculas de carbohidratos. La 

adición de los carbohidrato s a los fosfolípidos está controlada por enzimas del tipo 

glicosiltransferasas (van Meer et al., 2008). Entre los glicolípidos se encuentran los 

glicoesfingolípidos, los cuales se caracterizan por contener en su estructura una molécula 

de ceramida. La ceramida, a su vez, está compuesta por una molécula de esfingosina y un 

ácido graso de cadena larga unido mediante un enlace amida. Los glicolípidos se localizan 

principalmente en la membrana celular. Su papel fisiológico es la procuración de energía y 

como marcador de reconocimiento celular. 

La evidencia directa de la participación de los glicoesfingolípidos como receptores 

de las toxinas Cry fue posible gracias a la caracterización de cepas de Caenorhabditis 

elegans resistentes a Cry5Ba (Griffitts et al., 2005). Mediante genética reversa, se 

identificaron cuatro genes que pueden restaurar la susceptibilidad a la toxina, los cuales se 

denominaron los genes bre (B. thuringiensis toxin resistant). El primer gene caracterizado, 

bre-5, es un miembro de la familia 1,3-galactosiltransferasa (Griffitts et al., 2001). 

Posteriormente, se caracterizaron los genes bre-2, bre-3 y bre-4. El gene bre-2 codifica 

para una posible 1,3-glicosiltransferasa. A su vez, los genes bre-4 y bre-3 codifican para la 

enZIma 1,4-N-acetilgalactosaminiltransferasa y para una glicosiltransferasa, 

respectivamente (Griffitts et al., 2003). 

Se ha observado que la unión de la toxina al glicoesfingolípido está mediada por un 

carbohidrato presente en el tetrasacárido central GaINAc~ l-4GlcNAc~ l-3Man~ 1-4Glc. 

Este tetrasacárido está conservado tanto en nemátodos como en insectos. En su síntesis 

participan las enzimas de la vía BRE (Griffitts et al., 2005). De acuerdo a las actividades de 
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estas enzimas y a las estructuras de sus productos, se ha postulado que las enzimas BRE 

actúan en el siguiente orden en la síntesis de glicolípidos, primero BRE-3, luego BRE-5, 

BRE-4 Y finalmente BRE-2 (Figura 9). 

BRE-4 

COMPO~TE 

1 

11 
Ccr 

111 Ccr 

IV C 'r 

o 
Glc GlcNAe Gal GalNAe Fue Man 

PC, fosforilcolina;'&' 2-0-M '-Fue 

Figura 9.- Estructura de los glicolípidos sintetizados por los productos de los genes breo 
Las flechas y las líneas punteadas señalan los enlaces glieosídieos posiblemente eatalizados 
por las enzimas BRE. Gle, glucosa; GlcNac, N-acetilglucosamina; Gal, galactosa; GaINAc, 
N-acetilgalactosamina; Fue, ~cosa; Man, manosa; 2-0-Me-Fuc, 2-orto-metil fucosa; Cer, 
ceramida (tomado de Griffitts et al. , 2005). 
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7.3.- Respuestas celulares inducidas por la exposición a las toxinas Cry 

7.3.1.- Formación de poros en la membrana celular 

La toxicidad de las proteínas Cry es inducida por la formación de poros en la membrana 

apical de la microvellosidad del intestino de los insectos blanco (Knowles et al., 1989). 

Para explicar el mecanismo de toxicidad de las proteínas Cry, se tomaron en cuenta los 

datos que se tienen sobre el modo de acción de la toxina Cry1A, la cual interactúa de 

manera secuencial con dos receptores presentes en el intestino de M. sexta, llamados Bt-R1 

y APN (Bravo et al., 2004). 

La primera interacción de la toxina Cry1Ab tiene lugar con el receptor Bt-R1, el 

cual se localiza en la porción de la membrana no asociada a balsas lipídicas (Zhuang et al., 

2002). Esta unión promueve un corte proteo lítico en el extremo N-terminal de la hélice a-1 

del dominio I de Cry1Ab. Este corte expone regiones hidrofóbicas de la toxina, 

favoreciendo la formación de un pre-poro, el cual se ha demostrado que es competente para 

insertarse en la membrana (Gómez et al., 2002b; Rausell et al., 2004). 

La segunda interacción tiene lugar entre el pre-poro y la APN, la cual se localiza en 

las balsas lipídicas y está anclada a la membrana mediante GPI (Zhuang et al., 2002). Se 

sabe que en la unión con la APN participan los dominios Il y III de la toxina. La interacción 

con el dominio II es del tipo proteína-proteína, mientras que la interacción con el dominio 

III utiliza un residuo de GalNac presente en la APN (Jenkins et al., 2000). Se cree que la 

unión del pre-poro a la APN resulta en un cambio conformacional que produce una 

estructura más flexible que facilita su inserción en la membrana (Figura 1 Ob) (Bravo et al., 

2004). 

7.3.2.- Estimulación de la Adenilato Ciclas a y activación de la Proteína Cinasa A 
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También se ha reportado que la unión de la toxina CrylAb a BtRI induce la activación de 

una vía de señalización que involucra la estimulación de la proteína G (Gas) y de la 

adenilato ciclasa (AC), con un incremento en los niveles de AMPc y la activación de la 

Proteina Cinasa A (PKA) (Figura lOa) (Zhang et al., 2006). 

El incremento en los niveles intracelulares de AMPc es un marcador de activación 

de vías de transducción de señales que pueden promover la muerte celular o proteger a la 

célula de la muerte, dependiendo del tipo celular o del estímulo desencadenador. El efector 

corriente abajo más común del AMPc es la PKA. Una vez activada la PKA, ésta altera los 

efectores corriente abajo que a su vez desestabilizan el cito esqueleto y los canales iónicos 

en la membrana celular. Tal deterioro de la integridad estructural y funcional de la célula 

promueve la muerte celular (Zhang et al., 2006). 

Los cambios citológicos ocasionados por la unión de CrylAb a Bt-RI son el 

incremento en el tamaño de las células y su lisis, lo cual ocurre entre 30 y 40 minutos 

después de la exposición a la toxina. Estos efectos son muy similares a los asociados con 

oncosis y diferentes a los descritos para la muerte celular apoptótica. Los cambios 

inducidos por CrylAb pueden ser interrumpidos inhibiendo la vía de señalización AC/PKA 

(Zhang et al., 2006). 

7.3.3.- Transducción de señales 

Un proceso desencadenado por la exposición a la toxina Cry5B consiste en la inducción de 

las vías de p38 proteína cinasa activada por mitógeno (MAPK) y la JUNK (c-Jun N 

terrninal-like) MAPK (Figura lOe) (Huffman et al., 2004). La eliminación de ambas vías 

revela cuan importantes son éstas para montar una defensa en contra de los efectos de la 

toxina, ya que los animales mutantes presentan una hipersensibilidad a dosis bajas y 

crónicas de la toxina, así corno hipersensibilidad a dosis altas pero administradas por breves 

lapsos. 
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Además, se identificaron dos blancos de la vía p38 MAPK, llamados ttm-l y ttm-2. 

La interferencia de ttm-l y ttm-2 generó hipersensibilidad a la toxina, lo que corrobora la 

participación de la vía p38 MAPK en la defensa celular a las toxinas Cry (Huffman el al., 

2004). En el caso del gene ltm-l se propone que pudiera formar parte de un mecanismo que 

le ayudaría a la célula a recuperar su balance osmótico, dado que el producto codificado por 

este gene presenta similitud a proteínas que transportan cationes (Huffman el al., 2004). 

Otra vía activada por p38 inducida por la presencia de la toxina es la vía de 

respuesta a proteínas desnaturalizadas del retículo endoplásmico (UPR por sus siglas en 

inglés), la cual representa una respuesta a estrés presente en las células eucarióticas para 

generar un balance entre el proceso de la síntesis de proteínas y el doblamiento de las 

mismas (Bischof et al., 2008). Una prueba de la participación de esta vía es el hecho de que 

si se inactiva ésta, da por resultado la generación de gusanos hipersensibles a la toxina Cry. 

Protoxina 

CITO Ol 

t..:nión de la Toxina 
a Bt-RI 

( a) 

Unión del Pre-poro 
al Segundo Re<:eptor 

.. , 
Muerte celular 
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Figura 10. Respuestas celulares inducidas por la exposición a las toxinas Cry. La protoxina 
se solubiliza en el lumen del intestino del insecto y posteriormente se activa mediante 
proteasas del intestino medio, dando lugar a la toxina, la cual se une a su primer receptor, 
Bt-Rl. Esta interacción induce una vía de señalización intracelular que involucra proteínas 
G y a la Adenilato Ciclasa (AC), promoviendo la producción de cAMP intracelular y la 
activación de la Proteína Cinasa A (PKA), provocando la muerte celular (inciso a) (Zhang 
et al., 2006). Por otro lado, la interacción entre la toxina y su primer receptor, Bt-R1, 
además de activar la vía de PKA, dá lugar a la formación de un pre-poro. El pre-poro a su 
vez se une a un segundo receptor anclado mediante GPI a la membrana. Esta interacción 
induce la formación de una estructura que al insertarse en la membrana, forma poros que 
permiten la entrada y salida de iones, generando un desbalance osmótico (inciso b). 
Adicionalmente, la formación del poro activa a la vía p38 MAPK, involucrada en la 
defensa contra las TFPs (inciso c) (Bischof et al., 2008). 

8.- Toxinas Cyt 

Las toxinas Cyt están presentes en la inclusión paraesporal de Bti junto con las toxinas Cry. 

Una vez que las toxinas Cyt son ingeridas por los insectos blanco, los cristales se 

solubilizan al ser sometidos al ambiente alcalino y reductor del intestino. Ya solubilizadas, 

las toxinas sufren una activación proteolítica por enzimas presentes en el tracto digestivo 

del insecto. Durante el proceso de activación son eliminadas la región amino-terrninal y el 

carboxilo-terminal de las pro toxinas generando una forma de 22 a 25 kDa (Li et al., 1996). 

8.1.- Estructura de las toxinas Cyt 

Las b-endotoxinas Cyt son toxinas cito líticas con actividad contra insectos dípteros. Las 

toxinas Cyt comprenden dos familias estrechamente relacionadas, las Cyt1 y las Cyt2 (Li et 

al., 1996). A la fecha, se tiene resuelta la estructura cristalográfica de Cyt2Aa (Li et al., 

1996) y Cyt2Ba (Cohen et al., 2008). Su estructura se compone de un solo dominio de 

arquitectura a/~ que comprende dos capas externas de estructuras de tallo y asa 0.­

helicoidales alrededor de una lámina ~. La lámina ~ está formada de seis hebras ~ 

antiparalelas (~1-~6), flanqueadas por una capa de a-hélices compuesta por un costado por 

las hélices al y 0.2 Y por el otro costado por las hélices 0.3-0.5 (Figura lla) (Konit y Ellar, 

1994; Cohen et al., 2008). 
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a) 

b) 

Figura 11. Estructura tridimensional de la toxina Cyt2 (a) soluble y (b) insertada en 
membrana. Las láminas p-5, p-6 Y p-7 se insertan en la membrana y forman un oligómero 
con láminas similares de otros monómeros de Cyt para formar un poro del tipo barril-p. 
(tomado de Cohen, el al, 2008 (a) y Promdonkoy y Ellar, 2005 (b), respectivamente). ' 
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Todas las toxinas Cyt reportadas a partir de diferentes sub especies de B. 

thuringiensis muestran alta identidad a nivel de secuencia de aminoácidos en las a-hélices y 

en las láminas-~, lo cual hace suponer que todas ellas presentan una estructura y función 

similar (Guerchicoff et al., 2001; Juárez-Pérez, 2002; Li et al., 1996). 

8.2.- Respuestas celulares inducidas por la exposición a las toxinas Cyt 

8.2.1.- Formación de Poros 

Se ha observado que la exposición de diferentes tipos de células eucarióticas a las toxinas 

Cyt provoca la muerte celular. La unión de las toxinas Cyt a la membrana plasmática está 

mediada por fosfolípidos no saturados tales como la fosfatidilcolina, la esfingomielina y la 

fosfatidiletanolamina (Thomas y Ellar., 1983). Actualmente se cuenta con mucha evidencia 

que sugiere que las toxinas Cyt forman poros en la membrana plasmática de la célula 

blanco (Figura 12a) (Knowles et al., 1989; Promdonkoy y Ellar, 2000; Promdonkoy y Ellar, 

2005). En particular, se ha identificado que los aminoácidos en las hélices ctA y aD 

pmiicipan en la oligomerización y que las asas aD-~4 y ~6-~7 podrían facilitar cambios 

conformacionales durante la inserción en la membrana (Promdonkoy y Ellar, 2005). 

La inserción en la membrana se explica de la siguiente manera. Las dos capas 

externas conteniendo a las a-hélices que forman parte de estructuras de tallo y asa, se 

apartan de la lámina p una vez que entran en contacto con la membrana, favoreciendo que 

las tres láminas P restantes (~5, ~6 Y ~7), se inserten en la membrana (Figura llb). Este 

evento permite la oligomerización con otros monómeros insertados y la formación de un 

barril tipo ~, provocando la lisis celular (Promdonkoy y Ellar, 2000; Promdonkoy y Ellar, 

2005). 
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a) b) 

• • • • 
Figura 12. Modelos propuestos de accIón de las toxinas Cyt. En el diagrama se señala a la 
toxina Cyt en naranja y a las moléculas intracelulares en negro. (1) La toxina se une a los 
lípidos. (2) La toxina cambia de conformación y se inserta en la bicapa lipídica, donde 
forma poros oligoméricos (inciso a, formación de poro), o bien, se agrega en la superficie 
de la membrana, provocando la fragmentación de la misma en vesículas (inciso b, acción 
tipo detergente). (3) Las moléculas intracelulares se escapan al exterior mediante los poros 
formados (a), o bien, a través de regiones lipídicas desestructuradas (b) (tomado de Butko, 
P., 2003). 

8.2.2.- Acción tipo detergente 

Un segundo modelo que explica la toxicidad de las proteínas Cyt fue propuesto por P. 

Butko (2003), el cual señala que las toxinas Cyt se agregan de manera no específica en la 

superficie de la membrana, provocando que la membrana lipídica se desordene o se 

destruya por completo mediante una acción tipo detergente (Figura 12b) (Manceva el al., 

2005). Este modelo sugiere que la región hidrofilica de las hélices interactúa con residuos 

de otros monómeros para dar lugar a una agregación no específica de las moléculas Cyt en 

la superficie de la bicapa lipídica, lo que promueve una acción tipo detergente y un 

desensamblaje de la membrana. 
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8.2.3.- Sinergismo entre Cyt1A y CryllA 

Se ha observado que las toxinas Cyt1Aa y Cry11Aa interactúan de manera sinérgica. El 

mecanismo de acción propuesto para explicar el sinergismo reportado entre las toxinas 

Cyt1Aa y CryllAa en Aedes aegypti sugiere que Cyt1Aa se inserta en la membrana y 

funciona como receptor de la toxina Cry11Aa (Pérez et al., 2005). A la toxina Cyt1Aa se le 

ha asignado un papel como receptor debido a que esta toxina mimetiza el sitio de unión de 

la FA, enzima presente en el intestino de los mosquitos que ha sido propuesta como la 

molécula de unión de la toxina Cry11Aa. 

La Cyt1Aa, una vez insertada en la membrana, deja expuestas dos regiones, el asa 

~6-aE y parte del ~7, mediante las cuales se lleva a cabo la unión de la CryllAa. Por su 

parte, las asas a8 y ~4 del dominio II de la CryllAa están involucradas en la interacción 

con la Cyt1Aa, las mismas que utiliza la toxina Cryll Aa para unirse a la FA (Pérez et al., 

2005; Fernández et al., 2006). 

9.- Efecto de las interacciones entre las toxinas Cyt y Cry 

A pesar de que la actividad larvicida contra dípteros de las toxinas Cyt es más baja con 

respecto a la que presentan las toxinas Cry, el papel de la Cyt es muy importante en la 

eficiencia mosquitocida de Bti. Se piensa que las interacciones entre las toxinas Cyt y Cry 

han retrasado la aparición de resistencia a Bti en el campo (Wirth et al., 2005). A la fecha, 

sólo en condiciones de laboratorio se han podido seleccionar poblaciones de C. 

quinquefasciatus resistentes a Cry4Aa, Cry4Ba o Cry11Aa, 10 que no ha sucedido en 

presencia de Cyt1Aa (Wirth et al., 1997). 

Un fenómeno muy interesante que se presenta es que la toxicidad producida por la 

combinación de toxinas sintetizadas por Bti es mayor que la simple adición de la actividad 

esperada al considerar las toxicidades de las proteínas individuales, fenómeno al que se ha 

denominado sinergismo. Este fenómeno se ha demostrado en los mosquitos Ae. aegypti y 
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C. quinquefasciatus (Hernández-Soto et al., 2009; Pérez et al., 2005; Promdonkoy y Ellar., 

2005; Tabashnik, B.E., 1992; Wu y Chang 1985). 

9.1.- Sinergismo entre toxinas Cry 

Además del sinergismo observado entre las toxinas Cry y Cyt de Bti, también se ha 

reportado la existencia de sinergismo entre las diferentes toxinas Cry que forman parte del 

cristal de Bti, en contra de Ae. a egyp ti, Anopheles stephensi, An. gambiae, Culex pipiens y 

C. quinquefasciatus (Wu y Chang, 1985; Angsuthanasombat et al., 1992; Delecluse et al., 

1993; Poncet et al., 1995; Ben Dov et al., 1995; Crickmore et al., 1995). El mecanismo 

molecular del sinergismo entre toxinas Cry se desconoce. 

10.- Anopheles albimanus, principal vector de Malaria en México 

El mosquito An. albimanus se distribuye en el continente americano desde el sur de los 

Estados Unidos hasta el norte de Perú (Bejarano, E. E., 2003). Este mosquito constituye el 

principal vector de transmisión de Malaria en México (Rodríguez et al., 2000). De acuerdo 

a información divulgada por la Dirección General de Epidemiología, se reportó que la 

incidencia de paludismo fué de 2.77 a 7.27 casos por cada 100 000 habitantes en los años 

comprendidos entre el 2000 y el 2005 y se estima que 30% de la población se encuentra en 

riesgo. El total de casos de malaria causados por P. vivax acumulados hasta la semana 14 

durante el 2010 es de 238, siendo Chiapas el estado que ha registrado el 62% de los mismos 

(http://www.dgepi.salud.gob.mx/boletin/2010/sem14/pdf/cua7.pdf). 

El método de control de los anofelinos presentes en nuestro país (An. albimanus, 

Anopheles pseudopunctipennis y Anopheles vestitipennis), se ha basado por más de medio 

siglo en la aplicación de DDT (1,1,1-tricloro-2,2-bis[p-clorofenil] etano) y más 

recientemente, de piretroides. El uso indiscriminado de insecticidas químicos ha favorecido 

el desarrollo de resistencia en An. albimanus (Dzul et al., 2007), lo cual representa un 

grave problema que mina los esfuerzos encaminados en contra de la malaria, haciendo 

urgente el empleo de un método alternativo como el que ofrece Bti. 
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Aún cuando se ha reportado que An. albimanus es susceptible al cristal de Bti 

(!barra et al., 2003), no se ha descrito la susceptibilidad de este vector a los componentes 

individuales del cristal de Bti ni a las posibles interacciones entre dichos componentes. Por 

último, se desconocen cuales pudieran ser las moléculas receptoras para estas toxinas 

presentes en el intestino de An. albimanus. 
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HIPÓTESIS 

Algunos de los receptores de las toxinas Cry caracterizados en insectos lepidópteros como 

son la Caderina, la Aminopeptidasa-N y la Fosfatasa Alcalina, son receptores de las 

toxinas Cry en An. albimanus. 

OBJETIVO GENERAL 

Entender el mecanismo de toxicidad del cristal de Bti en contra de An. albimanus. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

a) Evaluar la actividad tóxica de cada uno de los componentes del cristal de Bti. 

b) Evaluar las interacciones entre los diferentes componentes del cristal de Bti que generan 

la toxicidad en contra de An. albimanus. 

e) Identificar el receptor de las toxinas con mayor actividad contra An. albimanus. 
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CONTRIBUCIÓN ORIGINAL 1 

An a-amylase is a novel receptor for Bacillus thuringiensis ssp. israelensis Cry4Ba and 
CryllAa toxins in the malaria vector mosquito Anopheles albimanus (Diptera: 

Culicidae ). 

Fernández-Luna MT, Lanz-Mendoza H, Gill SS, Bravo A, Soberón M, 

Miranda-Ríos J. 

Environ MicrobioL 12 (3): 746 - 757, 2010. 
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RESÚMEN 

Bacillus thuringiensis ssp. israelensis (Bti) produce cuatro toxinas Cry (Cry4Aa, Cry4Ba, 
Cry10Aa y Cry11Aa) y dos proteínas Cyt (Cyt1Aa y Cyt2Ba), tóxicas contra larvas de 
mosquitos de los géneros Aedes, Anopheles y Culex, vectores importantes de enfermedades 
humanas que transmiten los parásitos del dengue, malaria y filariasis, respectivamente. 
Trabajos previos han demostrado que Bti es muy tóxico contra Anopheles albimanus, el 
principal vector que transmite la malaria desde el sur de Estados Unidos hasta el norte de 
Perú. En este trabajo analizamos la toxicidad individual de las proteínas Cry y Cyt que 
componen al cristal de Bti e identificamos una proteína del intestino de An. albimanus 
como un posible receptor de las toxinas Cry4Ba y CryllAa. Mediante bioensayos se 
demostró que Cry4Ba y CryllAa son los componentes de Bti más tóxicos contra larvas de 
An. albimanus. Mediante ensayos de unión a ligando demostramos que una proteína de 70 
kDa anclada mediante glicosilfosfatidilinositol localizada en el borde apical de la 
microvellosidad del intestino de larvas de An. albimanus interactúa con las toxinas Cry4 Ba 
y Cry 11 Aa. Esta proteína fue identificada mediante espectrometría de masas, cromatografía 
de afinidad y ensayos de actividad enzimática como una a-amilasa. El cDNA que codifica 
para la a-amilasa se clonó mediante experimentos 5' Y 3' RACE (rapid amplification of 
cDNA ends). Se encontró que la a-amilasa recombinante expresada en Escherichia coli se 
une de manera específica a las toxinas Cry4Ba y Cryl1Aa. 
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Summary 

Bacillus thuringiensis ssp. israelensis (Btl) produces 
four Cry toxins (Cry4Aa, Cry4Ba, Cry10Aa and 
Cry11Aa), and two Cyt proteins (Cyt1Aa and Cyt2Ba), 
toxic to mosquito-Iarvae of the genus Aedes, Anoph­
eles and Culex, important human disease vectors that 
transmit dengue virus, malaria and filarial parasites 
respectively. Previous work showed that Bti is highly 
toxic to Anopheles albimanus, the main vector for 
transmission of malaria in Mexico. In this work, we 
analysed the toxicity of isolated Cry proteins of Bti 
and identified an An. albimanus midgut protein as a 
putative Cry4Ba and Cry11Aa receptor molecule. 
Biossays showed that Cry4Ba and Cry11Aa of Bti 
are toxic to An. albimanus larvae. Ligand blot assays 
indicated that a 70 kOa glycosylphosphatidylinositol­
anchored protein present in midgut brush border 
membrane vesicles 01 An. albimanus interacts with 
Cry4Ba and Cry11Aa toxins. This protein was identi­
fied as an a-amylase by mass spectrometry and enzy­
matic activity assays. The cONA that codes for the 
a-amylase was cloned by means of 5'· and 3'-RACE 
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experiments. Recombinant a-amylase expressed 
in Escherichia coli specifically binds Cry4Ba and 
Cry11Aa toxins. 

Introduction 

Due to their ability to spread diseases like malaria, yellow 
lever, dengue and Iymphatic lilariasis among others, mos­
quitoes are deadly disease vectors, causing millions 01 
deaths, and represent one 01 the biggest public-health 
threats. It is estimated that mosquitoes transmit disease 
to 700000000 people each year (WHO, 1996). For 
instance, malaria causes up to three million deaths and 
live billion clinical cases each year, with 90% 01 them 
occurring in Alrica (Breman et al., 2004). 

One way to stop the spread 01 mosquito-borne di seas es 
is to control vector populations. A common control strategy 
has been the use 01 chemical compounds that not only 
harm the environrnent but lead to the appearance 01 resis­
tant mosquitoes. One environmentally Iriendly alternative 
method to control these insects is the use 01 Cry toxins Irom 
Bacíllus thuringiensis (Bt) (Bravo et al., 2007). 

Toxin crystals from the mosquitocidal strain 8acíllus 

thuringiensis ssp. israelensis (8tl) are composed 01 lour 
major insecticidal Cry proteins (Cry4Aa, Cry4Ba, Cry1 OAa 
and Cry11Aa) and two Cyt proteins (Cyt1Aa and Cyt2Ba), 
whose genes are lound on a large plasmid (Berry et al., 
2002). Although each toxin, by ilsell, displays low toxicity, 
their combined toxic effect is synergistic towards mos­
quito larvae, as shown by the interaction between 
Cry11 Aa and Cyt1 Aa proteins (Crickmore et al., 1995; 
Perez et al., 2005). 

An emerging model has been drawn to explain the 
toxicity 01 Cry proteins to lepidopteran insects (Bravo 
et al., 2004; Bravo et al., 2007). Alter crystal solubilization 
the protoxins released are activated by proteases lound 
in the larval midgut, lollowed by the binding 01 toxins to 
the primary receptor cadherin (Vadlamudi et al., 1995). 
Binding to cadherin induces the cleavage of helix a-1 
located at the N-terminal end 01 the toxin, lacilitating its 
oligomerization (Gomez et al., 2002). Then, the toxin 
oligomer binds to a secondary receptor such as the 
enzymes aminopeptidase N (APN) (Knight et al., 1994; 



Table 1. Anopheles albimanus fourth inslar larvae sensilivily lo dif­
ferenl BU Cry mosquilocidal loxins. 

Toxin 

Cry4Ba, Cry 11 Aa,Cry 4Aa, Cy11Aa, Cyl2Ba 
Cry4Ba 
Cry11Aa 
Cry4Aa 
CyllAa 

a. 95% fiducial limils. 

2 (1-3)" 
130 (80-200) 
900 (720-1120) 

> 2 000 
> 10000 

Bravo et al., 2004; Gomez et al., 2006), and alkaline 
phosphatase (ALP) (Jurat-Fuentes and Adang, 2004), 
which are membrane ancho red by a glycosylphosphatidyl­
inositol (GPI) group. Finally, the oligomeric toxin forms a 
pore in the membrane that leads to cell death (Rausell 
et al., 2004; Pardo-Lopez et al., 2006). 

It has been reported that Cry toxins active against 
dipteran larvae bind similar proteins to the receptors 
identified in lepidopteran insects. The dipteran specific 
Cry11 Ba toxin binds to an APN from Anopheles quadri­
maculatus (Abdullah et al., 2006), Cry11Aa and Cry4Ba 
interact with an ALP from Aedes aegypti (Femandez 
et al., 2006; Bayyareddy et al., 2009; Fernandez et al., 
2009), and Cry4Ba and Cry11Aa are recognized by a 
cadherin-like protein from Anopheles gambiae and 
Ae. aegypti respectively (Hua et al., 2008; Chen et al., 
2009). 

In this work, we describe the identification and cloning 
of an a-amylase from the midgut of An. albimanus, the 
principal vector of malaria in Mexico. This a-amylase spe­
cifically binds Cry4Ba and Cry11 Aa toxins. Ligand blot, 20 
PAGE, MS identification, affinity chromatography and 
enzymatic activity assays were used to characterize this 
a-amylase as a putative Bt toxin receptor in mosquito 
larvae. 

Results and discussion 

Anopheles albimanus larvae sensitivity to Bti 
mosquitocidal toxins 

As a first step to identify protein molecules that bind Cry 
toxins present in the midgut of An. albimanus fourth instar 
larvae, we performed bioassays to determine the toxicity 
of the parasporal crystals composed of individual Cry4Ba, 
Cry4Aa, Cry11 Aa and Cyt1 Aa toxins from Bti. As shown in 
Table 1, the parasporal crystals of Bti exhibited a high 
toxicity. In the case 01 the individual toxins, the most toxic 
protein was Cry4Ba, followed by Cry11 Aa. Cry4Aa and 
Cyt1 Aa showed no toxicity at the highest concentration of 
toxin tested. 

Although it has been previously reported that An. albi­

manus is sensitive to the parasporal crystal 01 Bti (Ibarra 

a-Amylase as receptor for Cry4Ba and Cry11Aa toxins 747 

et al., 2003), this is the lirst time that the toxicity displayed 
by individual components of the Bti crystal has been 
assessed. We found that individual toxins of Bti are less 
toxic than their combination, probably due to the syner­
gism observed between the different Cry and Cyt pro­
teins, as observed originally lor Cry11 Aa and Cyt1 Aa 
proteins in Ae. aegypti (Crickmore et al., 1995; Perez 
et al., 2005). 

The toxicity values 01 different Cry toxins reported 
here for An. albimanus are similar to those found for 
An. stephensi: Cry4Ba and Cry11 Aa proteins were highly 
toxic to this insect (Delecluse et al., 1993; Poncet et al., 
1995; Revina et al., 2004), while Cry4Aa and Cyt1Aa 
showed low toxicity towards this mosquito larvae (Dele­
cluse et al., 1993; Poncet et al., 1995; Thiery et al., 
1997). 

Cry4Ba and Cry11Aa toxins bind to a 70 kDa protein in 
An. albimanus brush border membrane vesicle proteins 

It has been reported that some receptors lor Cry toxins 
are GPI-anchored membrane proteins in An. quadrimacu­
latus and Ae. aegypti larvae (Abdullah et al., 2006; 
Fernandez et al., 2006). We performed ligand blot binding 
assays of brush border membrane vesicle (BBMV) pro­
teins released alter treatment with phosphatidylinositol­
specific phospholipase C (PI-PLC), which specifically 
cleaves proteins that are anchored to the membrane by a 
GPI anchor. As depicted in Fig. 1A, Cry4Ba and Cry11Aa 
toxins bound a GPI-anchored protein of approximately 
70 kDa. Although two other minor bands are visible on 
the ligand blot for both toxins, they probably represent 
degradation products. 

In this work we found an inverse relationship between 
binding 01 Cry4Ba and Cry11 Aa toxins to their putative 
receptor and the toxicity displayed towards An. albimanus 
larvae. We observed that Cry4Ba is almost seven times 
more toxic than Cry11 Aa, while binding to the 70 kDa 
protein is higher for Cry11 Aa than for Cry4Ba. This is 
similar to what have been reported for Cry1Ab toxin that 
shows a higher toxicity towards Lymantria dispar (gypsy 
moth) than Cry1Ac, even though Cry1Ac shows a higher 
affinity towards its receptor (Wolfersberger, 1990). Pore 
formation in insect midgut cells involves the binding to the 
membrane and insertion into the membrane of Bt toxins, 
which have been recognized as reversible and irrevers­
ible steps of the mechanism of action of the toxins respec­
tively (Liang et al., 1995). In this context, toxicity was 
found to be directly correlated to the rate constant 01 
irreversible binding (Liang et al., 1995). As we have not 
measured the rate constant of irreversible binding for 
Cry4Ba and Cry11 Aa toxins to the 70 kDa protein, the 
diserepaney between binding and toxicity shown may be 
only apparent. 
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(A) (B) 

Cry toxio BBMV protejos 

GPI~ 

Fig. 1. A 70 kDa GPI-anchored protein that 
interacts with Cry4Ba and Cry11 Aa toxins is 
an a-amylase. 
A. Cry4Ba and Cry11 Aa toxins bind a 
GPI-anchored protein. BBMVs isolated lrom 
An. albimanus midgut larvae were treated with 
phospholipase C to release the GPI-anchored 
protein lraction, which was subjected to 
SDS-PAGE and electroblotted. Proteins that 
bound biotin-Iabelled Cry4Ba and Cry11 Aa 
toxins were detected by a Iigand blot assay. 

4Ba 11 Aa Total anchoted 

kDa kDa 

75 .. 

75 .. 

501> 50 .. 

37" 37 .. 

Identification of the 70 kDa protein band by mass 
spectrometry 

When the PI-PLC-treated fraction of BBMV was subjected 

to an SOS-PAGE, we observed a very prominent band of 

70 kOa, the same size of the protein bound by Cry4Ba 

and Cry11 Aa toxins (Fig. 1 B). By de novo sequencing 

of the 70 kOa protein, the amino acid sequence (OIT 

FEETOOPOAANTNPOVYOOFTR) was obtained. This 

sequence was analysed by BLAST (Altschul et al., 1997), 
showing high identity to a-amylase enzymes from other 

mosquitoes like Ae. aegypti, Culex quinquefasciatus 

(A) 

Coomasi.estalnlng 

B. The main component 01 the BBMV 
GPI-anchored protein Iraction is a 70 kDa 
a-amylase. BBMV total proteins and BBMV 
proteins anchored by GPI were run in a 
SDS-PAGE and stained with Coomasie blue. 
Arrow shows the protein band that was 
sequenced by LC-MS/MS. 

and An. gambiae (GenBank accession numbers 

XP _001660907, XP _001863693 and XP _001689203). 

As a way to confirm that the 70 kOa protein is the 

protein that is recognized by Cry4Ba toxin, we performed 

a 20 SOS-PAGE of the protein sample obtained after 

treatment with PI-PLC, followed by a ligand blot assay 

using biotin-Iabelled Cry4Ba toxin. The Cry4Ba toxin 

bound a 70 kOa protein that shows an acidic pi (Fig. 2B). 

The corresponding spot on a colloidal Coomasie blue 

stained 20 gel was picked up and sequenced by 

LC-MS/MS (Fig.2A). As a result, sequences of three 

additional peptides of 12, 19 and 16 amino acids were 

¡B) 

Fig.2. Cry4Ba toxin binds an acidic, 70 kDa GPI-anchored protein. Colloidal Coomasie blue stained 2D gel (A) and Iigand blot using 
biotin-Iabelled Cry4Ba toxin (B). Arrow shows the spot that was subjected to LC-MS/MS sequencing. 
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Fig. 3. A Cry4Ba binding protein shows a-glucosidase activity. 
In-gel a-glucosidase assay of the BBMV GPI-anchored protein 
fraction and the protein bound by an Agarose-Cry4Ba column. 

obtained. The peptide sequences identified were VILO 
FVPNHTSOEHEWFVK, ANLEQTMLWYGN and YTQN 
LPECYOLlYOWR, which upon BLAST showed high identity 

to a-amylases, as the first identified peptide. 

Analysis of a-glucosidase activity of the a-amylase 
protein purified by Cry4Ba affinity chromatography 

Our peptide sequences showed that the 70 kOa protein 
bound by Cry4Ba shows similarity to the a-amylase family 

of glycosyl hydrolases. As a-glucosidase enzymes belong 
to the a-amylase family, an in-gel a-glucosidase assay 
was performed with a protein sample obtained after 

treatment of BBMV proteins with PI-PLC-enzyme. We 
observed a-glucosidase activity in a 70 kOa band as 
shown in Fig. 3. In order to assess if the protein that 
shows a-glucosidase activity is able to bind Cry4Ba toxin, 
we performed an affinity chromatography purification 
using an agarose-Cry4Ba column. The 70 kOa protein 
that is retained in the column displayed a-glucosidase 
activity (Fig. 3), supporting the idea that an a-amylase 
protein is a binding molecule of the Cry4Ba toxin. 

cONA cloning of Aamy1, an a-amylase from 
An. albimanus larvae midgut that binds to Cry4Ba toxin 

To clone the cONA encoding the a-amylase we performed 
5' and 3' rapid amplification of cONA ends (RACE) experi­
ments. Primer oligonucleotides were designed based 
on the sequence of one of the peptides identified by 
LC-MS/MS as described in Experimental procedures. Total 
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mRNA was purified from midguts of fourth instar larvae of 

An. albimanus. Two fragments of 1305 bp and 750 bp 
were cloned as described in Experimental procedures that 
represent the 5' RACE and 3' RACE amplicons respec­

tively. Both fragments were sequenced in both strands. 

The resulting ONA sequence, consisting of 1997 bp in 

length, codes for a protein of 605 amino acids (Fig. 4). 
Additionally, 53 bp and 111 bp of ONA sequence of the 5' 

and 3' untranslated regions were obtained respectively. 

Characterization of Aamy1 protein 

The Aamy1 protein composed of 605 amino acids has a 
predicted molecular weight of 69 kOa and a pi of 4.94. In 
addition, all of the four identified peptides by MS are 

present in this amino acid sequence (Fig. 4). The protein 
shows a cleavage si te for a putative N-terminal leader 

peptide between G21 and K22, as well as an ro-site for 
GPllipid anchoring (S584) (Fig. 4). It also shows sites for 
potential N-glycosylation (N134 and N288) (Fig.4). Fur­

thermore, Aamy1 protein displayed conserved domains 

characteristic of a-amylases (Marchler-Bauer et al., 
2009), including seven conserved blocks distinctive of the 
a-amylase family of enzymes (see Fig. 4) (Janecek, S., 
1997). Several residues that are highly conserved in this 

enzyme family are found on Aamy1 amino acid sequence: 
residues 0230, E296 and 0364, which are present in the 
active site of the enzyme; histidines H135, H234 and 
H363, which are thought to be involved in substrate 
binding and, finally, residues N134, 0200 and H234 that 

potentially bind calcium ions (Fig. 4) (Janecek, S. (1997). 
AII these characteristics are consistent with the 

proposed identification of the 70 kOa protein as an 
a-amylase that binds to Cry4Ba and Cry11Aa toxins. 

Heterologous expression of the cONA that codes for the 
a-amylase that binds to Cry4Ba and Cry11Aa toxins 
from Bti 

To determine if the cloned a-amylase corresponds to the 
Cry4Ba binding protein identified in BBMV from An. albi­
manus, we assembled by PCR the a-amylase coding 
region devoid of the signal peptide and sequences down­
stream of the GPI-anchoring site, and cloned it into pGEX-
4T-3 expression vector to obtain construct pAamy1. 

Recombinant protein was expressed in Escherichia coli 
as a fusion protein with glutathione transferase as 
described in Experimental procedures. We observed the 
expression of a protein of apparent molecular weight of 
90 kOa, consistent with the expected size of the recom­

binant fusion protein. Ligand blot experiments showed 
that the 90 kOa protein bound biotin-Iabelled Cry4Ba and 
Cry11 Aa toxins, but did not bind biotin-Iabelled Cry3Aa 
toxin, known to be non-toxic to An. albimanus (Fig. 5A). 
Besides the 90 kOa band, two other proteins of 34 and 

© 2009 Society lor Applied Microbiology and Blackwell Publishing Ud, Environmental Microbi%gy, 12,746-757 



750 M. T. Fernandez-Luna et al. 

+ 1 GGTATCGGAGATCGAGAGAGAGTGTGTGTACGAACGGTCTTCTCTAGCGCACGATGCGGT 
ro r 1 

61 TGACGGTGAGCTTGCTGGTGGCGATCGGCCTTGGCATCATTGCGGTGGCCAGTGGAAAGA 
4 t v s 1 1 v a i g 1 g i i a vas g K T 

121 CGGCACCGGGCCGGCAGTCGCACGATCACGGATCCCTCGACTGGTGGGAGGCGGGAGTGT 
24 A P G R Q s H D H G S L D W W E A G V F 

181 TCTATCAAATCTATCCGCGCTCGTTCAAGGACAGTGACAACAATGGTGTCGGCGACCTGA 
44 Y Q 1 Y P R S F K D S D N N G V G D L K 

241 AGGGTATTACGGAGAAGCTGAACCATTTGGTCGATCTCGGTATCGATGATGTGTGGCTCA 
64 G 1 T E K L N H L V D L I G I D D V W L si 

I 
301 GCCCGGTCTTTACGTCGCCGATGGCCGATTTCGGGTACGACATCGCCGACTTCCGCTCGA 

84 r::::1J V F T S P ~1 A D F G Y D 1 A D F R S 1 

361 TCGATCCACTGTTCGGTACGATGGCGGACCTGGACGCTATGATCGCGAAGGCAAAAGATC 
104 D P L F G T M A D L D A M 1 A K A K D L 

421 TGGGCATCCGGGTGATACTGGACTTTGTGCCGAATCATACGAGCGATGAGCACGAGTGGT 
124 G 1 R VIL I D F V P ® íID I T S D E H E W F 

II 
481 TCGTGAAGGCAAAGAACAACGATCCCGCCTTCCGTGACTTTTACGTGTGGCGCGATCCGA 
144 V K A K N N D P A F R D F Y V W R D P R 

541 GGGGAAACGCCGAGCCGAACAACTGGCAATCGGTCTTCCGCACGCCCGCCTGGACGAGGC 
164 G N A E P N N W Q S V F R T P A W T R L 

601 TGCCAGGCGACAGCCAGTACTACCTTCACCAGTTCGACAAGAAGCAACCGGATCTGAACT 
184 P G D S Q y y L H Q F D K K IQ P D L N I y 

III 
661 ACCGGAATCAGCGCGTGAAGGACGAGATGGAGTCGATGATTCGGTTCTGGCTGGACAAGG 
204 R N Q R V K D E M E S M 1 R F W L D K G 

721 GCGTCGATGGGTTCCGCATCGATGCGATCAACCATGTGTACGAGGATCCGCAGTTCCGCG 
224 V D I G F R I 4l> A I N !ID I V Y E D P Q F R D 

IV 
781 ATGAGGAGCTGATCGATCCGAAAGGGGAGCTGATCTGGGAGAACCTGGACCACAAGTACA 
244 E E LID P K GEL 1 W E N L D H K ~ 

841 CGCAGAATCTGCCCGAGTGCTACGATCTGATCTACGATTGGCGCGACGTGTTTGATCAGT 
264 Q N L P E C y D L 1 Y D W R D V F D Q y 

901 ACAAGGCGCGGGACAATGTGACGCGCCTGATGATGACGGAGGCGTACGCTAACCTGGAGC 
284 K A R D ® V T R L M M T I<w A Y A I N L E Q 

V 
961 AGACGATGCTGTGGTACGGTAACCCGCAGCGCAACCGCAAGGGTGCCCACATACCGTTCA 
304 T M L W y G N P Q R N R K G A H 1 P F N 

1021 ACTTCGCCATGATCAACCGCCTGTCGAACGATTCGCGGGCCGGTGACTTCAAGGCGATCG 
324 F A M 1 N R L S N D S R A G D F K A 1 V 

1081 TCGACGAGTGGCTGGATGCGATGCCGGCCGGTCAGCAGGCGAACTGGGTGCTCGGTAATC 
344 D E W L D A M P A G Q Q A N W I V L G N mil 

VI 

Fig. 4. Nucleotide sequence 01 aamyl gene 
and its deduced amino acid sequence. The 
initiation and stop codons are indicated by a 
star (~) and an asterisk (*) respectively. 
Peptide sequences obtained Irom LC-MS/MS 
identilication are underlined. The N-terminal 
hydrophobic domain that corresponds to the 
putative signal peptide is shown in lower 
case. The ro-site lor GPI modilication and 
the amino acid putatively implicated in the 
cleavage site is shown as a pentagon. 
Asparagines predicted to be N-glycosylated 
are encircled. Seven conserved regions (1 to 
VII) characteristic 01 the a-amylase lamily 
proteins are boxed. The catalytically important 
residues. the histidines responsible lor 
substrate binding and the amino acids 
involved in binding 01 calcium ions are 
relerred by diamonds. squares or a double 
underline respectively.The GenBank 
accession number 01 aamyl gene is 
GQ344953. 

20 kDa were observed (Fig. 5A). A control experiment in 
which a sample of the cellular extract from E. coli contain­
ing an empty vector showed the same 34 and 20 kDa 
bands, indicating that these bands are not recognized by 
biotin-Iabelled Cry4Ba nor Cry11 Aa, but represent a 
detection artifact (Fig. 5A). 

shown to be specific since a 50-fold excess of unlabelled 
Cry4Ba protein abolished the binding of biotin-Iabelled 
Cry4Ba toxin to the 90 kDa protein (Fig. 5B). 

In order to assess the specificity of binding of Cry4Ba 
toxin to the recombinant 90 kDa protein, a homologous 
competition experiment was performed. Binding was 

Aamy1 constitutes a novel class of receptor 
for Cry toxins 

The protein bound by Cry4Ba and Cry11 Aa toxins has 
homology to the a-amylase protein family, also known as 
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1141 ACGATCGTCCCCGTATCGCTTCCCGCTTCGGTCGCGATCGGGCATCCAGCTTTGCCGTGC Fig.4. cont. 
364 ~R P R 1 A S R F G R D R A S S F A V L 

1201 TCGAGATGACGCTGCCCGGTATTGCGGTGGTGTACTACGGCGAGGAGATCGGCATGGAGG 
384 E M T L P I G I A V V Y Y G E E 11 G M E D 

VII 
1261 ACAACCGGGACATTACGTTCGAGGAGACGCAGGACCCGCAGGCGGCTAACACGAACCCGG 

404 N R D 1 T F E E T Q D P Q A A N T N P D 

1321 ACGTGTACCAGCAGTTCACGCGCGATCCCGTGCGCACCCCGTTCCAGTGGGATGACACGG 
424 V Y Q Q F T R D P V R T P F Q W D D T A 

1381 CGTACGCCGGCTTTACGGGCGCAGCGGCACGGGAGACCTGGCTCCCGGTGCATCCCAACT 
444 y A G F T G A A A R E T W L P V H P N Y 

1441 ATCGGCAGATTAATCTCGCGGCCCAGAAGGCCGCCCCGCAGAGCATGTTCAAGCTGTACC 
464 R Q 1 N L A A Q K A A P Q S M F K L Y Q 

1501 AGCGTTTGATTCAGCTGCGCAAGGGCGACACCTTCCGGTATGGTGACTACGAGTCGAAGG 
484 R L 1 Q L R K G D T F R Y G D Y E S K V 

1561 TGATGCTGAACAATGTGTTCGGCTATACGCGCACCCTCGAAGGTCACGAATCGTACGCCG 
504 M L N N V F G Y T R T L E G H E S Y A V 

1621 TGGTGGTCAATCTGAACGACAACGATGTGAACGTGAACCTGCAGGAGCTGCACCCCGATG 
524 V V N L N D N D V N V N L Q E L H P D V 

1681 TGGGGGCAGCGAAGGTTGTGCTCACGTCGCTCGATGCCAAGCTGAAGGAGGGTGACGAGA 
544 G A A K V V L T S L D A K L K E G DEI 

1741 TAACGGk~GTGTTCCACGTCATCGTCGGTGCGTACGATGCGGTTGTGTTTGAGATTTCCT 
564 T E V F H V 1 V G A Y D A V V F E I S S 

1801 CGTCCGCCAGTACGCTCGGCGTGTCGATGGTACTGATGCTGTTCGCTTCCATCCTGCGCT 
584 ® A S T L G V S M V L M L F A SIL R S 

1861 CCCTGTTCTAGGTGAGGCGTGCGCTTTAACTTATTTTTCTCCCTCAAACGTCGTCTTTAC 

604 L F * 

1921 TGAACGCACTTTCCATTAAACTAGACTGTAAATTGTATGCCGGGCCTTCTGTGCATGGTG 

1981 ATAAAAAAAAAAAAAAA 

family 13 of glycoside hydrolases that groups together a 
large number of enzymes that act on a(1-4) glycosidic 
linkages present on starch, glycogen and related polysac­
charides (Janecek, S., 1997; Stam et al., 2006). 

Other members of the a-amylase family protein have 
been reported as receptors for bacterial toxins. This is the 
case for the a-amylases of C. pipiens and An. gambiae 
that were identified as the binding molecules for the 
binary toxin of Bacillus sphaericus (Silva-Filha et al., 
1999; Romao et al., 2006; Opota et al., 2008). Although 
the Aamy1 protein is also an a-amylase, it shows only 
moderate sequence identity to the a-amylases found 
as receptors for the binary toxin. 

It has been proposed that Cry toxins active against 
lepidopteran insects interact with a primary receptor (cad­
herin). Such interaction promotes the proteolytic cleavage 
of the N-terminal helix a-1, inducing toxin oligomerization. 
A second interaction between toxin oligomers and GPI­
anchored proteins as APN or ALP pro motes the insertion 
01 the oligomers into lipid rafts membrane, forming pores 

that cause cell Iysis. Although less is known in the case of 
dipteran larvae, it has been suggested that mosquitocidal 
specific Cry toxins may follow a similar mode of action 
(Soberon et al., 2007). In An. gambiae, cadherin is a func­
tional receptor for Cry4Ba and GPI-anchored proteins, 
such as APN and ALP, have been shown to bind Cry4Ba 
and Cry11 Aa in An. quadrimaculatus and Ae. aegypti 
respectively (Abdullah et al., 2006; Fernandez et al., 
2006; 2009; Hua et al., 2008; Bayyareddy et al., 2009; 
Chen et al., 2009). Furthermore, Cry11 Aa toxin oligomer­
izes in the presence of Ae. aegypti BBMV proteins, 
leading to pore formation (Perez et al., 2007). In the same 
way, it has been shown that Cry4Ba toxin is able to form 
oligomers and insert into lipidic vesicles (Likitviva­
tanavong et al., 2006). 

The a-amylase identified in this work constitutes a new 
class of receptor molecules for the Cry toxins. Further 
research on the interaction between monomeric or oligo­
meric structures of Cry4Ba or Cry11 Aa toxins and the 
a-amylase is needed to determine the role that this recep-
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Fig. 5. Specilic binding 01 Cry4Ba toxin to 
heterologous expressed Aamy1 protein. 
A. Ligand blot analysis 01 cell extracts 01 
E. coli expressing Aamy1 protein using 
biotin-Iabelled Cry4Ba, Cry11 Aa or Cry3Aa 
toxins. As a negative control, cell extracts 
prepared lrom E. coli cells translormed with 
an empty plasmid, in the absence 01 any 
biotin-Iabelled Cry toxin but incubated with 
Streptavidin-peroxidase (Iane marked with a 
dash). 
B. Homologous competition 01 Cry4Ba binding 
to heterologous expressed Aamy1 protein. 
Ligand blot analysis 01 cell extracts 01 E. coli 
expressing Aamy1 protein using 
biotin-Iabelled Cry4Ba toxin in the absence or 
the presence 01 an excess (50x) 01 unlabelled 
Cry4Ba protein. 

tor is playing in the mechanism of action of these toxins. 

In addition, more studies should be carried on to know if 

there are other protein receptors involved in the toxicity of 

Cry4Ba and Cry11Aa toxins towards An. a/bimanus. 

strains containing Cry4Ba and Cry4Aa, 5119 ml-1
; Cry11Aa, 

25119 ml-1
; Cry11Ba, 50 I1g ml-1 and Cyt1Aa, 10 I1g ml-1

• For 
E. coli strains LB medium was used for growth supplemented 
with ampicillin at the concentration of 100 I1g ml-1

• 

/nsects Experimental procedures 

Bacteria/ strains and p/asmids 

The bacterial strains and plasmids used in this study are listed 
in Table 2. Bt strains were grown in nutrient broth sporulation 
medium at 200 r.p.m and 30°C (Lereclus et a/., 1995). The 
medium was supplemented with erythromycin, as follows: for 

Mosquitoes were reared at 28°C, 75% humidity and 12/12 
light/dark photoperiod. Guts from fourth instar larvae were 
dissected under a stereomicroscope and stored at -80°C in 
MET (300 mM mannitol, 5 mM EGTA and 200 mM Tris, 
pH 7.4), supplemented with 1 mM PMSF and 1 mM DTI, until 
used. 

Table 2. The bacterial strains and plasmids used in this study. 

Characteristics Relerence 
-~--------------------------------------------

Bt strains 
BtiHD916 
BtCG6 
407 
BTS1 

Plasmids 
pWF26 
pHT606 
pHT611 
pWF45 
p1.3-2 

pISO-1 

pAamy1 

Cry4Aa,Cry4Ba, Cry11 Aa, Cry10Aa, Cyt1 Aa, Cyt2Ba 
B. thuringensis crystal negative strain 
Bti crystal negative strain 
B. thuringiensis varo tenebrionis strain containing Cry3Aa gene 

Cry11Aa, EryR 
Cry 4Aa, Er:l 
Cry4Ba, Eif 
Cyt1Aa, Eif 
1.3 kb Iragment 01 An. albimanus a-amylase cloned into plasmid 

pCR2.1-TOPO, AmpR KmR 

0.75 kb Iragment 01 An. albimanus a-amylase cloned into plasmid 
pCR2.1-TOPO, AmpR KmR 

An. albimanus a-amylase gene coding lor Aamy1 protein cloned 
into expression vector pGEX-4T-3, Amp" 

Er:l, erythromycin resistant; AmpR, ampicillin resistant; KmR, kanamycin resistan!. 

Bacillus Genetic Stock Center (Columbus OH) 
Chang et al. (1993) 
D. Dean, The Ohio State University, USA 
M. Peleroen, Plant Genetic Systems, Belgium 

Wu and Federeci (1995) 
Delecluse et al. (1993) 
Delecluse et al. (1993) 
Wu etal. (1994) 
This work 

This work 

This work 
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Purificatíon and labelling of Cry and Cyt proteins 

Spores and crystals produced in Bt strains harbouring plas­
mids that express only Cry4Ba, Cry4Aa, Cry11Aa or Cyt1Aa 
toxins, wild-type Bti or B. thuringiensis varo tenebrionis strain 
producing Cry3Aa toxin were harvested and washed three 
times with 0.3 M NaCI, 0.01 M EDTA, pH 8.0. The pellel was 
suspended in 0.1% Triton X-100, 300 mM NaCI, 20 mM Tris­
HCI pH 7.2, and inclusions were purified by sucrose gradient 
centrilugation (Thomas and Ellar, 1983). Purified Cry4Ba 
inclusions were solubilized in carbonate buffer (sodium 
bicarbonate/carbonate 0.1 M, pH 9.5) supplemented with 
0.2% ~-mercaptoethanol (pH 10.5), and activated with 1:20 
w/w trypsin (Sigma-Aldrich), for 16 h at 37"C. Purified 
Cry11 Aa inclusions were solubilized in 100 mM NaOH and 
activated with 1 :50 w/w trypsin for 2 h at 25°C. Toxins were 
dyalized overnight in borale buffer (boric acid 0.05 M, NaOH 
0.05 M and NaCI 0.15 M, pH 8.6). Toxins were biolin-Iabelled 
using biotinyl-N-hydroxysuccinimide ester according to the 
manufacturer's instruclions (Amersham). 

Mosquito larvae bioassay 

Mosquitocidal bioassays with spore/cryslal suspensions from 
B. thuringiensis slrains producing only Cry4Ba, Cry4Aa, 
Cry11 Aa and Cyt1 Aa toxins were performed againsl An. al­
bimanusfourth instar larvae in 100 mi of dechlorinaled water. 
Positive (Bti strain) and negative controls (dechlorinated 
water) were included in the bioassay, and larvae were exam­
ined 24 h alter treatmen\. The mean lethal concentration 
(LC50) was estimated by Probil analysis using stalistical 
parameters alter three independent assays (Finney, 1971). 

Preparation of brush border membrane vesicles from 
An. albirnanus larvae 

Brush border membrane vesicles from dissected midguts of 
lourth instar An. albimanus larvae were prepared as reported 
and sto red until used (Nielsen-LeRoux and Charles, 1992). 

Phospholipase C-treatment of BBMV 

Anopheles albimanus BBMV (300 ~g) were suspended in 
300 ~I 01 PBS [45 mM NaCI, 2.8 mM NaH2P04 (H20), 3.8 mM 
Na2HP04 (7H20), pH 7.2] PI-PLC (phospholipase-C, 3 unils) 
from Bacillus cereus (Boehringer-Mannheim) was added lo 
the BBMV suspension and incubated for 90 min at 30°C, as 
previously reported (Lorence et al., 1997). 

Toxin blots 

PI-PLC-treated BBMV proteins (1 O ~g) were separated in 1 D 
or 2D 12% SDS-PAGE and eleclroblotted lo PVDF Immobilon 
membranes (Amersham) at 350 mA by 45 min using transfer 
buffer (20% methanol, 25 mM Tris-base, 192 mM glycine). 
Alter blocking the membrane with 1 % BSA, the membranes 
were incubaled for 2 h with 10 nM of biotin-Iabelled Cry4Ba, 
Cry11 Aa or Cry3Aa. Blots were washed three times using 
PBS conlaining 0.1 % Tween-20. The bound protein was 
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detected by the use of streptavidin-peroxidase conjugate and 
developed wilh SuperSignal chemiluminescence substrate 
(Pierce). 

Affinity chromatography purification of Cry4Ba 
binding proteins 

Agarose-streptavidin (200 ~I; Sigma-Aldrich) was incubated 
with 7 ~g of biotinylated-Cry4Ba toxin overnight al 4°C. 
Alter incubation, the matrix was washed 10 times in PBS to 
remove any unbound prolein. The solulion conlaining GPI­
anchored proleins (42 ~g) was incubated in batch wilh 200 ~I 
of Cry4Ba-agarose column and was washed four times wilh 
PBS, pH 7.6. The bound proteins were Ihen eluted by boiling 
for 5 min in 1 00 ~I of sample buffer [0.1 % SDS (w/v) , 10% 
glycerol (v/v), 62.5 mM Tris-HCI pH 6.8 and 0.041% of bro­
mophenol blue(w/v)]. Alter centrifugation, Ihe supematant 
was recovered and samples were slored al -20°C unlil used. 

In-gel a-amylase assay 

PI-PLC-treated BBMV proteins and Cry4Ba affinity chroma­
lography purified proteins were run in a SDS-12% PAGE, at 
4°C, 20 mA, for 75 mino The gel was washed Ihree times with 
Triton X-100 for 20 min al room temperature and incubaled 
with the substrate in the dark [100 mM citrate/phosphate, 
pH 6.5, 2 mM 4-melhylumbelliferyl-a-D-glucopyranoside 
(Fluka)], at 37"C with gentle agitation unlil the signal was 
detected, and was visualized under UV light (Silva-Filha 
et al., 1999). 

20 PAGE 

A sample (1 O ~g) of PI-PLC-treated BBMV proteins was pre­
cipitated with 2D Clean Up Kit (GE Amersham Biosciences). 
For Ihe first dimension, precipilated proleins were suspended 
in hydration buffer [8 M urea, 2% w/v CHAPS, 15 mM DTT 
and 0.5% v/v IPG buffer pH 3-10 (GE Amersham Bio­
sciences)]. IEF was performed by use of IPG strips (7 cm, 
pH 3-10; GE Amersham Biosciences) that were hydrated 
ovemight and focused for 4 h at 6500 V al 20°C under 
mineral oil. The IPG strips were firsl incubaled for 10 min in 
equilibration buffer I [6 M urea, 30% glycerol, 2% SDS and 
1% DTT (w/v) in 0.05 M Tris-HCI buffer pH 8.8], and Ihen with 
equilibration buffer 11 [6 M urea, 30% glycerol, 2% SDS and 
4% iodoacelamide (w/v) in 0.05 M Tris-HCI buffer, pH 8.8]. 
Alter equilibration, strips were electrophoresed in a 12% 
SDS-PAGE for the second dimension separation, by running 
al 15 mA, 4°C for 2 h. Protein spots were visualized by stain­
ing with colloidal Coomasie blue (Candiano et al., 2004). 

In-gel trypsin digestion 

The protein was digested in-gel following a protocol by 
Shevchenko and colleagues (1996). The prolein spot of inter­
est was excised from a colloidal Coomasie blue stained SDS­
PAGE and reduced with DTT, alkylated with iodoacetamide 
and in-gel digested with trypsin (Promega; Fitchburg, MA). 
Alter extraction with 50% v/v ACN and 5% v/v acetic aCid, the 
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protein mixture was desalted with Zip Tip (Millipore; Billerica, 
MA, USA) and applied to the LC-MS/MS system. 

LC-MS/MS analysis 

Samples were applied into an ESI-IT LCQ mass spectrom­
eter (Thermo Fisher; San José, CA) equipped with a nano­
spray source. At lirst, the Iluid Ilow speed was 10 mi min-1 

and then it was reduced to 500 ni by means 01 a flow splitter 
(20 x 1), belore the nanospray ionization system. The applied 
ionization voltage was 1.7 kV and the temperature 01 the 
heating capillary was maintained at 137"C. For the collision­
ally induced dissociation experiments, a nanospray capillary 
PicoFrit column (5 mm Biobasic C18, 300 Angstrom pore; 
New Objective, WOburn, MA) was loaded with the protein 
digestion mixture, using a Iragmentation source 0125 V and 
a collision energy normalized between 35% and 45%. The 
experiments were performed with the ion detection in the 
positive mode and the wideband activated. The MS/MS 
spectra Irom enzymatically generated peptides was analysed 
by using the SEQUEST software (Eng etal., 1994). 

Synthesis of cONA, cloning and expression of a 
recombinant clone in E. coli 

Total RNA lrom dissected midguts 01 lourth instar An. albi­
manus larvae were prepared with the RNeasy kit (Qiagen). 
By back-translating the sequence obtained by de novo 
sequencing 01 the 70 kOa protein spot (OITFEETQO 
PQAANTNPOVYQQFTR) and by use 01 the An. albimanus 
codon usage (http://www.kazusa.or.jp/codon/cgi-bin/ 
showcodon.cgi?species=7167), degenerate prirners were 
designed lor performing 5' and 3' rapid amplilication 01 cONA 
ends (RACE) experiments in order to clone the cONA lor the 
cx-amylase using the SMART RACE cONA Amplilication kit 
(Clontech). The primers used were Glu5 (AACTGCTGRTA 
SACKTCSGGGTTSGTGTTVGC) lor 5' RACE and Glu3 
(ATYACSTTCGARGARACSCAGGAYCCSCAGGC) lor 3' 
RACE (using the lollowing code, R: AlG; S: C/G; Y: CIT; K: 
GIT; V: AlC/G). Both 5' and 3' RACE products were cloned 
into pCR2.1-TOPO (Invitrogen), to obtain plasmids p1.3-2 
and pISO-1, carrying inserts 01 1.3 kb (5' RACE) and 0.75 kb 
(3' RACE) respectively. In order to complete the nucleotide 
sequence 01 both strands 01 ONA, primers GluA (CGACAGC 
CAGTACTACCTTCAC) and GluB (CCTCGTACACATGGT 
TGATCG) were used. These sequence data have been sub­
mitled to the OOBJ/EMBUGenBank databases under acces­
sion number GQ344953. 

For obtaining a clone to be expressed in E. coli that lacks 
the signal peptide and the GPI-anchoring site, a megaprimer 
method (Sarkar and SomMer, 1990) was lollowed to amplily 
a region Irom amino acids 24-582 01 Aamy1 protein. First, the 
clone containing the 5' RACE was used as a template lor 
PCR amplilication using primers Frag1a (GATCCGAATTCG 
GCACCGGGCCGGCAGTCGCAC, containing an EcoRI site 
that is shown underlined) and Frag1 e (GAACTGCTGGTA 
CACGTCCGGGTTCG). Amplilication conditions were 94°C 
lor 2 min, then 30 cycles (94°C lor 30 s, 50°C lor 1 min, 68°C 
lor 1 min) lollowed by an extension at 68°C lor 10 min, using 
Advantage2 Polymerase (Clontech). The resultant amplicon 

was gel purilied by minElute PCR purilication kit (Qiagen) 
and used as a 'megaprimer' on a second amplicon that was 
obtained using as template the clone containing the 3' RACE 
using primers Frag20 (ACATTACGTTCGAGGAGACGCAG 
GAC) and Frag2C (TCGATGCGGCCGCTGGAAATCT 
CAAACACAACCGCATCG, containing a Notl cleavage site 
tha! is shown underlined). Amplilication conditions were 94°C 
lor 2 min, then 30 cycles (94°C lor 30 s, 60°C lor 1 min, 68°C 
lor 1 min) lollowed by an extension at 68°C lor 10 min, using 
Vent Polymerase (New England Biolabs). Both amplicons 
were gel purilied by minElute PCR purilication kit (Qiagen). 
Finally, a third PCR reaction was performed using both ampli­
cons that overlap by 68 bp (Irom nucleotides 1270 to 1337, 
which code lor amino acids 406-428 01 the Aamy1 protein 
sequence shown in Fig. 4). First, both amplicons were 
annealed at 55°C lor 10 min, extended at 68°C lor 10 min 
and amplilied by using Frag1 a-Frag2C primers and Advan­
tage2 Polymerase. Amplilication conditions were 94°C lor 
2 min, then 30 cycles (94°C lor 30 s, 55°C lor 1 min, 68°C lor 
3 min) lollowed by an extension at 68°C lor 10 mino The 
resultant amplicon 01 1.7 kb was digested with enzymes 
EcoRI and Notl and cloned into pGEX-4T-3 (GE Amersham 
Biosciences), digested with the same enzymes. 

Expression of the recombinant construct pAamy1 
in E. coli 

For expression in E. coli, plasmid pAamy1 that codes lor 
Aamy1 protein devoid 01 signal peptide and the sequen ce 
downstream 01 the GPI-anchoring site was translormed into 
strain JM101 (New England Biolabs). From a single colony, a 
5 mi overnight culture was grown on LB Amp. The next day, 
20 mi 01 LB Amp was inoculated with 2 mi 01 the overnight 
culture and grown lor 3 h. Then, IPTG was added to a linal 
concentration 01 0.1 mM and incubated lor 2 h at 37"C and 
180 r.p.m. Cells were centriluged at 20 800 9 lor 15 min at 
4°C. The cells were suspended by vortex in 5 mi 01 
Nonidet-40 (Sigma). The solution was incubated at room 
temperature lor 10 mino After incubation, the solution was 
centriluged lor 15 min at 20800 9 and 4°C. The pellet was 
suspended in 4 mi 01 PBS. Protein samples (5 Ilg) were run in 
a PAGE-SOS 12% acrylamide gel at 30 mA. Finally, the gel 
was electroblotted to PVOF membranes and analysed by 
ligand blot with biotin-Iabelled Cry4Ba, Cry11Aa or Cry3Aa 
toxins. 

Binding specificity of the recombinant protein 

A sample 01 5 Ilg 01 the insoluble Iraction 01 an E. coli extract 
containing the recombinant protein was run in a PAGE-SOS 
12% acrylamide gel at 30 mA and electroblotted to PVOF 
membranes, which were incubated with 10 nM 01 biotin­
labelled Cry4Ba toxin in the presence or absence 01 500 nM 
01 unlabelled Cry4Ba toxin. 

Bioinformatic analysis 

Blast-p searches were done in the Blast server (http:// 
blast.ncbLnlm.nih.gov) (Altschul et al., 1997). Forthe predic-
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tion 01 the N-terminal signal sequence, we used the program 
SignalP 3.0 (http://www.cbs.dtu.dklservices/SignaIP/) (Bendt­
sen el al., 2004). Prediction 01 potential C-terminal GPI 
modilication sites was done with big-PI predictor (http:// 
mendel.imp.ac.atlsatlgpi/gpi_server.html) (Eisenhaber el a/., 
1999). Asparagines that could potentially be N-glycosylated 
were predicted using the program NetNGlyc 1.0 (http:// 
www.cbs.dtu.dklservices/NetGlycl) (Blom el al., 2004). 
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RESÚMEN 

El método más empleado a la fecha para el análisis del sinergismo entre varias toxinas se 
basa en una comparación entre los valores esperados y los observados para la dosis letal 
del 50% de los insectos probados (DLso). En este reporte se describe y aplica un método 
nuevo que permite analizar el sinergismo basado en concentraciones únicas de cada toxina. 
Utilizando este nuevo método se encontró que la proteína citolítica CytlAa, la cual forma 
parte del cristal de Bacillus thuringiensis ssp. israelensis, no es tóxica per se en contra de 
larvas del mosquito vector de la malaria Anopheles albimanus. Sin embargo, es capaz de 
sinergizar la toxicidad de las proteínas cristalinas Cry4Ba y CryllAa, también presentes en 
el cristal de Bti. Cabe mencionar que también se encontró un comportamiento sinérgico 
entre las actividades de las toxinas Cry4Ba y CryllAa, similar a lo reportado con 
anterioridad. A la fecha se desconocen los mecanismos moleculares que expliquen el 
sinergismo observado en An. albimanus por la proteína CytlAa y las toxinas Cry4Ba y 
CryllAa, así como el manifestado por las toxinas Cry4Ba y CryllAa. 
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Bioassays of insecticidal proteins from Bacillus thuringiensis subsp. israelensis with larvae of the malaria 
vector mosquito Anopheles albimanus showed that the cytolytic protein Cyt1Aa was not toxic alone, 
but it increased the toxicity of the crystalline proteins Cry4Ba and Cry11Aa. Synergism also occurred 
between Cry4Ba and Cry11Aa toxins. Whereas many previous analyses of synergism have been based 
on a series of toxin concentrations leading to comparisons between expected and observed values for 
the concentration killing 50% of insects tested (LCso), we describe and apply a method here that enables 
testing for synergism based on single concentrations of toxins. 

Bacillus thll1ingiensis subsp, israelensis 
Anopheles albimanus 
Cry4Ba 
CryllAa 
CytlAa 

Insecticidal proteins from Badllus thuringiensis are used widely 
to control insects that attack crops and transmit diseases. Whereas 
resistance to B. thuringiensis toxins has been documented in field 
popuIations of at Ieast five species of Iepidopteran pests of crops 
(Matten et al., 2008; Monsanto, 2010; Tabashnik, 1994; Tabashnik 
et al., 2008, 2009; Van Rensburg, 2007), we are not aware of any 
reported cases of field-evolved resistance to B. thuringiensis subsp. 
israelensis toxins used to control dipteran vectors of disease. Wirth 
et al. (2005) suggested that synergistic interactions between the 
naturaliy occurring combinations of crystalline (Cry) and cytolytic 
(Cyt) toxins in B. thuringiensis subsp. israelensis have deIayed insect 
resistance. 

Synergism between the Cry and Cyt toxins of B. thuringiensis 
subsp. israelensis has been demonstrated against the disease-trans­
mitting mosquitoesAedes aegypti and Culex quinquefasdatus (Crick­
more et al., 1995; Hernández-Soto et al., 2009; Pérez et al., 2005; 
Promdonkoy et al., 2005; Tabashnik, 1992; Wu and Chang, 1985; 
Wu et al., 1994). However, synergism between Cry and Cyt toxins 
has not been examined previously in Anopheles mosquitoes that 
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transmit malaria, which causes approximately one million deaths 
annually (Greenwood et al., 2008). Here we used bioassays to eval­
uate synergism among the B. thuringiensis subsp. israelensis toxins 
Cry4Ba, Cry11Aa, and Cyt1Aa against Anopheles albimanus, an 
important vector of malaria that occurs from the southern US to 
northern Peru (Bejarano, 2003). 

In many previous studies of synergism among B. thuringiensis 
toxins, statistical analysis ofbioassay data has been based on com­
parisons between expected and observed values for the concentra­
tion killing 50% (LCso) of the insects tested as described by 
Tabashnik (1992), or the underlying statisticaI modeI has not been 
specified. Although the method ofTabashnik (1992) is useful, it re­
quires LCso vaIues based on results from a series of concentrations 
of each component in a mixture and of the mixture. Here we de­
scribe and apply a complementary statistical method that enables 
testing for synergism with bioassay data from onIy a single concen­
tration of each component in a mixture and the mixture itself. 

We performed bioassays with spore!crystal suspensions from 
three B. thuringiensis strains that each produce only Cry4Ba, 
Cry11Aa or Cyt1Aa protoxin as previously reported (Fernández­
Luna et al.. 2010). Although protoxins were used in ali bioassays, 
they are referred to hereafter as "toxins" for brevity. In the current 
study, mosquito es were reared on a 10% sugar soIution, 28 oC, 75% 
humidity and a 12 h:12 h light:dark photoperiod. For bioassays, 
groups of 15 4th-instar Iarvae were put in 250-mI pIastic cups. 
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The sporejcrystal suspension was added to 100 mI of water and 
gently mixed. Mortality was scored after 24 h by gently probing 
larvae for movement. Four replicates with 15 larvae per replicate 
were assayed in each treatment (total n = 60 larvae per treatment). 
with two replicates started on one date and the other two started 
on a separate date. 

We evaluated synergism by testing for deviation from the null 
hypothesis of simple independent action (Finney. 1971). which as­
sumes the proportion of larvae surviving exposure to a mixture of 
toxins is the product of the proportions of larvae that survive expo­
sure to each of the toxins separately. For example. with two toxins 
a and b: 

5(ab)EXP = 5(a)OB5 x 5(b)OB5 (1) 

where S(ab)EXr is the proportion of larva e expected to survive expo­
sure to a mixture of toxins a and b. 5(a)OB5 is the observed proportion 
of larvae that survived exposure to toxin a. and S(b)OB5 is the ob­
served proportion of larvae that survived exposure to toxin b. We 
calculated expected mortality for larvae exposed to the mixture of 
toxins a and b as (1 - 5(ab)Exr) x 100%. We calculated the expected 
numbers of dead and live larvae by multiplying the expected mor­
tality and survival rates by the sample size used when each toxin 
was tested separately (n = 60 for each toxin). We used Fisher's exact 
test (http://www.graphpad.com/quickcalcs/contingency2.cfm) to 
determine if a significant difference occurred between the observed 
and expected numbers of dead and live larvae. Because we hypoth­
esized that synergism would cause the number of dead larvae ex­
posed to the mixture to be higher for observed than expected. we 
used a one-tailed test. We applied the same approach to test for 
synergism among three toxins: 

5(abcIEXP = 5,010B5 X 5(b)OB5 X 5(clOB5 (2) 

where S(abc)EXP is the proportion of larva e expected to survive expo­
sure to a mixture of toxins a. b. and c. 

The results show that synergism occurred in all mixtures of two 
or three toxins tested (Table 1). At 43 ng toxin per mI. mortality 
was 6.6% with Cry4Ba alone and 0% with Cryl1Aa alone (Table 
1). Cyt1Aa alone was not toxic to An. a/bimanus at 90. 180 or 
360 ng per mI (Table 1). To determine if the Cyt1Aa preparation 
contained functional toxin. we tested it against 4th instar larvae 
of Ae. aegypti and found that it was as toxic as reported previously 
by Pérez et al. (2005). Both Cry4Ba and CryllAa were synergized 
by all four concentrations of Cyt1Aa tested (21.5. 43. 86. and 
172 ng Cyt1Aa per mI). Mortality caused by the mixture of Cry4Ba 
and CytlAa was much greater at the highest concentration of Cy­
t1Aa (76.7%) than at the lowest concentration of Cyt1Aa (33.3%). 
However. the variation in mortality was smaller across the four 
concentrations of Cyt1Aa for the mixture of CryllAa and Cyt1Aa 
(range = 28.3-38.3%) and for the mixture of all three toxins 
(range = 70.0-83.3%). The observed mortality (56.7%) was higher 
than expected mortality (6.6%) for the mixture of Cry4Ba and 
CryllAa. indicating synergism also occurred between these two 
toxins. 

Results here with An. albimanus indicating that both Cry4Ba and 
CryllAa were synergized by Cyt1Aa provide the first evidence of 
synergism between Cry and Cyt toxins against an anopheline mos­
quito. The results here also confirm previous work with An. albim­
anus showing that when tested individually. LCso values (ng toxin 
per mI) were 130 for Cry4Ba and 900 for CryllAa. but Cyt1Aa was 
not toxic at 10.000 ng per mI (Fernández-Luna et al.. 2010). In con­
trasto LCso values of Cyt toxins were 60-1245 ng per mI when 
tested alone against Ae. aegypti and C. quinquefasciatus (Crickmore 
et al.. 1995; Hernández-Soto et al.. 2009; Pérez et al.. 2005; Prom­
donkoy et al.. 2005; Tabashnik. 1992; Wu et al.. 1994). The results 
here imply that even though Cyt1Aa has no toxicity by itself 

rabie 1 
Synergism among B. thuringíensis subsp. israelensis toxins. Cry4Ba. Cryll Aa. and 
Cyt1Aa against 4th instars of Anopheles albimanus. 

TOlón ser 

Cry4Ba 

CIyllAa 

CytlAa 

Cry4Ba + CIyllAa 

Cry4Ba + CytlAa 
Cry4Ba + Cyrl Aa 
Cry4Ba + CytlAa 
Cry4Ba + Cytl Aa 

CryllAa+Cyt1Aa 
CryllAa+CytlAa 
Ciy'l1 Aa + Cytl Aa 
Cryl1Aa + Cyt1Aa 

Cry4Ba + CryllAa + Cytl Aa 
Cry4Ba + CryllAa + Cytl Aa 
Cry4Ba + Cryl1Aa + Cyt1Aa 
Cry4Ba + Cryl1Aa + CyrlAa 

Concentration 
(ngper mi) 

O 
17.3 
43 
86.8 

O 
43 
90 
180 
360 

O 
90 
180 
360 

43/43 

43/21.5 
43/43 
43/86 
43/172 

43/21.5 
43J43 
43186 
43/172 

43/43/21.5 
43/43143 
43/43f86 
43/43{172 

Mortality 

Expected Observed' 

NAb O 
NA 3.3 
NA 6.6 
NA 23.3 

NA O 
NA O 
NA 3 
NA 16.6 
NA 33.3 

NA O 
NA O 
NA O 
NA O 

6.6 56.7 

6.6 33.3 
6.6 65 
6.6 56.7 
6.6 76.7 

O 36.7 
O 35 
O 28.3 
O 38.3 

6.6 83.3 
6.6 83.3 
6.6 75 
6.6 70 

, Each value for observed mortality represents results fram four replica tes of 15 
larvae per replicate (n = 60). Observed martality was significantly greater than 
expeeted martality far eaeh taxin mixture tested (Fisher's exact test. P < 0.001 far 
eaeh comparison). 

b Nat applieable; expected mortality was nat calculated for single taxins. 

againstAn. albimanus. it can synergize Cry4Ba and Cry11Aa against 
this mosquito. 

As far as we know. the data reported here for An. a/bimanus pro­
vide the first example in which Cry proteins are synergized against 
a species of mosquito by a functional Cyt protein that is not toxic 
by itself to the same species of mosquito. Although our CytlAa 
preparation was not toxic to An. a/bimanus. it had the expected tox­
icity against Ae. aegypti. Thus. we can excJude the hypothesis that 
the Cyt1Aa was inactivated during purification. which apparently 
accounts for sorne early reports that Cyt toxins were not toxic to 
sorne Culex or Aedes mosquitoes (Wu et al.. 1994). 

The results here showing synergism between Cry4Ba and 
CryllAa againstAn. a/bimanus are consistent with previous results 
showing synergism between these two toxins against Anopheles 
stephensi and Cu/ex pipiens (Poncet et al.. 1995). However. against 
Ae. aegypti. synergism between these toxins was seen in one study 
(Crickmore et al.. 1995). but not in another (Poncet et al.. 1995). 

In sumo the results here establish that. similar to results with 
other mosquitoes. synergism occurs among B. thuringiensis subsp. 
israelensis toxins against An. albimanus. Whereas synergism be­
tween CytlAa and Cry11Aa occurs in Ae. aegypti larvae because 
Cyt1Aa acts as a receptor for CryllAa (Pérez et al.. 2005). we do 
not know if this is the mechanism of synergism between Cry and 
Cyt toxins against An. albimanus. Because the toxicity of Cyt1Aa 
alone was higher for Ae. aegypti (Cricl<more et al.. 1995; Hernán­
dez-Soto et al.. 2009; Pérez et al.. 2005; Promdonkoy et al .. 2005; 
Tabashnik. 1992; Wu et al.. 1994) than for An. albimanus. the mech­
anism of synergy might differ between these species. In addition. 
our results with An. albimanus show that the effect of Cyt1Aa con­
centration on synergism differed between Cry4Ba and Cry11Aa. 
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suggesting that the mechanism of synergism could also differ be­
tween these two toxin combinations. In any case, the results re­
ported here demonstrate that Cry and Cyt toxins act 
synergisticalIy against An. albimanus and thus combinations of 
these toxins may be especialIy useful for sustainable control of this 
important vector of malaria. 
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11.- DISCUSIÓN Y PERSPECTIVAS 

El cristal producido por la bacteria Bacillus thuringiensis ssp. israelensis, el cual está 

formado por las toxinas Cry4Aa, Cry4Ba, Cryl0Aa, CryllAa, CytlAa y Cyt2Ba, es muy 

tóxico en contra de diferentes especies de mosquitos tales como Aedes spp., Culex spp., y 

Anopheles spp., vectores de graves enfermedades en humanos (Schnepf et al., 1998). Sin 

embargo, el mecanismo mosquitocida del cristal de Bti se desconoce en la actualidad. En 

este trabajo se inició la determinación del mecanismo de acción del cristal de Bti en contra 

del mosquito An. albimanus, para lo cual se realizó un análisis de la mortalidad provocada 

por sus toxinas componentes de manera individual, así como por el efecto de la interacción 

entre cada una de ellas en contra de este mosquito, el cual es un vector de malaria que se 

encuentra desde el sur de Estados Unidos hasta el norte de Perú (Bejarano, E.E., 2003). 

Aunque el DDT ya no se está aplicando para el control de vectores desde el año 

2000 y su uso agrícola fue prohibido desde los años setenta, todavía es posible detectar 

niveles elevados de resistencia a dicho insecticida. En México, el uso del DDT fue 

sustituído por piretroides después de haberse usado por casi medio siglo y en la actualidad 

se utiliza la deltametrina como primera opción. Sin embargo, en un estudio realizado en el 

año 2007, se demostró la resistencia tanto al DDT como a la deltametrina en An. albimanus 

colectados en el sur de la Península de Yucatán y en Tabasco, así como en los actuales 

focos residuales de transmisión de paludismo en el Estado de México, Sinaloa, Nayarit, 

Michoacán, Oaxaca y Chiapas (Dzul et al., 2007). También se documentó la resistencia a 

metil pirimifos en An. albimanus en Chiapas (Dzul et al., 2007). Estos datos hacen 

necesario un cambio en la estrategia de combate a los mosquitos. Sería deseable que esta 

nueva estrategia esté basada en un control de tipo biológico, que no dañe el medio ambiente 

y que no genere resistencia en los mosquitos, la cual bien pudiera estar basada en el uso de 

Bti. 

Aún cuando ya se había reportado la susceptibilidad de An. albimanus al cristal 

sintetizado por Bti (!barra, et al., 2003), no se había evaluado la contribución de cada una 

de las toxinas componentes del cristal a la toxicidad mostrada por el mismo. Los ensayos de 
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toxicidad mostraron que las proteínas Cry4Ba y CryllAa de Bti son los componentes que 

de manera individual presentan una mayor toxicidad en contra de larvas de An. albimanus 

(Fernández-Luna, et al., 2010a). Por otra parte y en contraste con lo reportado para la 

toxina Cyt1Aa enAe. aegypti, C. pipiens, C. quinquefasciatus, An. gambiae y An. stephensi 

(Konit y Ellar, 1994., Juárez-Pérez, et al., 2002), se encontró que la toxina CytlAa per se 

no es tóxica en contra de An. albimanus, aún a dosis muy altas (Fernández-Luna, et al., 

201 Oa). Este dato sugiere fuertemente que para el caso de An. albimanus, los mecanismos 

de toxicidad planteados para la acción de la Cyt1Aa, como son la formación de poros ó una 

acción tipo detergente sobre la membrana, pudieran no ser operantes en este mosquito 

(Knowles, et al., 1989; Manceva, et al., 2005). 

Se ha demostrado que la actividad tóxica de ciertas combinaciones de las toxinas 

producidas por Bti en contra de larvas de mosquitos, es mayor que la esperada a partir de la 

actividad de las fracciones individuales, fenómeno al que se ha denominado sinergismo 

(Ben-Dov, et al., 1995; Crickmore, et al., 1995; Tabashnik, B.E., 1992; Wu y Chang, 

1985). En este trabajo, mediante bioensayos con las proteínas insecticidas de Bti en contra 

de larvas de An. albimanus, se demostró que aún cuando la proteína citolítica Cyt1Aa no es 

tóxica por sí sola, es capaz de sinergizar la toxicidad de las proteínas Cry4Ba y Cry11Aa 

(Fernández-Luna et al., 2010b), un fenómeno que se reportó con anterioridad en Ae. 

aegypti (Crickmore et al., 1995). 

En el caso de Ae. a egyp ti, la toxina Cyt1Aa, además de causar mortalidad en este 

mosquito de manera individual, es capaz de sinergizar el efecto de las toxinas Cry4Aa, 

Cry4Ba y Cry11Aa (Crickmore, et al., 1995). Para explicar el sinergismo entre las toxinas 

Cry11Aa y Cyt1Aa en contra de Ae. aegypti, se propuso que la Cyt1Aa se inserta en la 

membrana y expone epítopes de unión que le permiten funcionar como un receptor de la 

toxina Cry11Aa (Pérez, et al., 2005). Dado que en An. albimanus la proteína Cyt1Aa no es 

tóxica per se, y, por lo tanto, probablemente no forma poros en la membrana, proponemos 

el siguiente mecanismo de sinergismo entre ésta y cada una de las proteínas Cry4Ba y 

Cry11Aa en este mosquito: la CytlAa promueve la oligomerización de las toxinas Cry4Ba 

y CryllAa en solución, sin necesidad de insertarse y formar poros en las membranas. Parte 
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de esta propuesta se basa en la observación realizada por Pérez et al. (2007), de que la 

CytlAa favorece la oligomerización de la Cry11Aa in vitro. Una manera de poner a prueba 

este modelo pudiera ser mediante el uso de toxinas Cyt1Aa mutantes en el epítope que le 

permite interactuar con las toxinas Cry4Ba y Cry11Aa. 

Otro dato muy interesante que aquí se reporta es la existencia de sinergismo entre 

las toxinas Cry4Ba y Cry11Aa (Femández-Luna et al., 2010b). Aunque un fenómeno 

similar se observó para esta combinación de toxinas Cry en Ae. aegypti (Crickmore et al., 

1995), el grado de sinergismo encontrado en An. albimanus es aproximadamente 4 veces 

mayor al reportado enAe. aegypti (Femández-Luna et al., 2010b). A la fecha se desconoce 

el mecanismo molecular involucrado que explique el sinergismo presentado entre toxinas 

Cry, aunque una posibilidad es la formación de un heterooligómero conformado por 

Cry4Ba y Cry11Aa, cuya existencia deberá de confirmarse experimentalmente. De esta 

manera, es evidente que la toxicidad mostrada por Bti es un fenómeno complejo que resulta 

de la suma de varias interacciones, entre ellas las observadas entre Cyt-Cry, Cry-Cry y las 

Cry con sus receptores. 

La selectividad de las toxinas Cry por sus insectos blanco está determinada tanto por 

los receptores o proteínas de unión a la toxina, presentes en el intestino, así como por 

dominios específicos a través de los cuales estas toxinas interactúan con sus receptores. Las 

interacciones con el receptor constituyen un determinante importante de la especificidad de 

las toxinas Cry; por esta razón, una parte importante de la investigación sobre las toxinas 

Cry se ha centrado tanto en la identificación como en la validación de los posibles 

receptores. Los receptores de las toxinas Cry con actividad contra lepidópteros descritos a 

la fecha incluyen a las proteínas del tipo Caderina, APN y FA (Gahan et al., 2001; 

Vadlamudi et al., 1993; Jurat-Fuentes y Adang, 2004; Gill et al., 1995; Knight et al., 1994). 

En el caso de las toxinas Cry mosquitocidas, se ha identificado la unión de la Caderina a 

Cry4Ba, Cry11Ba y Cry11Aa (Hua et al., 2008; Likitvivatanavong et al., 2009; Chen et al., 

2009a), la unión de la APN a CryllBa (Abdullah et al., 2006) y de la FA a CryllAa 

(Femández et al., 2006). 
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En el caso de An. albimanus, nuestro grupo reportó que, de manera contraria a 10 

esperado, es una D a-amilasa la que funciona como el receptor putativo de las toxinas 

Cry4Ba y CryllAa (Fernández-Luna et al., 20IOa). Este descubrimiento representa el 

primer ejemplo de una a-amilasa que funciona como receptor de las toxinas Cry. Al igual 

que otros receptores identificados para las toxinas Cry como la APN y la F A, ésta a­

amilasa está anclada a la membrana por GPI (Fernández-Luna et al., 20IOa). Debido a que 

la identificación de este receptor en An. albimanus se realizó a partir de proteínas ancladas 

por GPI, desconocemos si existe otro receptor presente en la membrana, pero que no se 

encuentre anclado por GPI, como podría ser la Caderina. La búsqueda de otros receptores 

para las toxinas Cry4Ba y CryIIAa presentes en el intestino de las larvas de An. albimanus 

representa otro desafio experimental que surge de este trabajo. 

El modelo de formación de poro propone un mecanismo de interacción secuencial 

de las toxinas Cry con los diferentes receptores presentes en la membrana de las células del 

intestino de los insectos blanco (Bravo et al., 2004). Se cree que el papel de cada una de las 

interacciones toxina-receptor es facilitar los cambios necesarios para que la toxina pase de 

una conformación monomérica en estado soluble al de un oligómero insertado en la 

membrana. Según este modelo, es probable que las toxinas Cry mosquitocidas se unan 

inicialmente a la caderina como toxinas monoméricas. Posteriormente, una vez en estado 

oligomérico, la toxina se uniría a un segundo receptor anclado a la membrana mediante 

GPI (Soberón et al., 2007), como la APN, la FA o la a-amilasa reportada en la presente 

tesis (Fernández-Luna et al., 20IOa), lo cual promovería su localización en balsas lipídicas 

(Bravo et al., 2004; Zhuang et al., 2002), y facilitaría su posterior inserción en la 

membrana, con la consecuente formación de poros (Bravo et al., 2007). 

Otro aspecto interesante a considerar es el hecho de que la a-amilasa presente en la 

fracción de proteínas ancladas por GPI constituye el elemento más abundante de las 

proteínas localizadas en las vesículas del borde apical de la membrana (Fernández-Luna et 

al., 20 lOa). Es posible que la alta concentración a la cual se encuentra la a-amilasa la 

convierta en un excelente blanco de las toxinas Cry, explicando en parte la eficiencia de las 

mismas para matar a las larvas de An. albimanus. Llama la atención que una a-amilasa fue 
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identificada como el receptor de la toxina binaria de B. sphaericus en los mosquitos C. 

quinquefasciatus y An. gambiae (Silva-Filha et al., 1999; Romao et al., 2006; Opota et al., 

2008). Basados en los resultados anteriormente descritos y con la finalidad de comprobar su 

participación como receptor de las toxinas Cry, proponemos llevar a cabo la interferencia 

de la expresión de la a-amilasa en el mosquito Anopheles albimanus, esperando obtener un 

mosquito resistente a estas toxinas. 

Como se mencionó anteriormente, la selectividad de la toxina también está 

determinada por los dominios específicos a través de los cuales estas toxinas interactúan 

con los receptores presentes en el intestino del insecto blanco. La interacción de las toxinas 

Cry y sus correspondientes receptores tiene lugar a través de las asas del dominio n 
(Rajamohan et al., 1995; Lee et al., 2001). Se ha demostrado que la unión de las toxinas 

CrylA a su receptor Caderina en insectos lepidópteros es un evento complejo que involucra 

a las tres asas expuestas del dominio n (Rajamohan et al., 1995; Lee et al., 2001). De 

manera similar, los epitopes de unión de las toxinas Cry mosquitocidas con el receptor 

Caderina en Ae. aegypti involucra el asa a-8 del dominio II de la toxina CryllAa (Chen et 

al., 2009a). En el caso de la APN de lepidópteros, no sólo las asas del domino n de CrylAb 

o CrylAc están involucradas en su unión, sino que también algunas regiones expuestas del 

dominio nI son importantes en la interacción de las toxinas CrylA con la APN (Jenkins et 

al., 2000). Se propuso un mecanismo secuencial de unión para la interacción de CrylAc 

con la APN, en donde el dominio nI de CrylAc participa en la unión inicial a la APN, lo 

que favorece la posterior unión de las asas expuestas del dominio II con un sitio diferente 

de la APN (Jenkins et al., 2000). De forma análoga, en el caso del receptor FA del 

mosquito Ae. aegypti, éste se une a CryllAa a través del asa a-8 del dominio II y de los 

residuos 561RVQSQNSGNN570 del dominio In (Fernández et al., 2005; Fernández et al., 

2009 ). Con estos antecedentes, proponemos realizar un análisis de la participación de las 

asas del dominio II y de las regiones expuestas del dominio nI de Cry4Ba y CryllAa en la 

unión a la a-amilasa y en la toxicidad en contra de An. albimanus. 

El dominio II de las toxinas Cry es importante en la especificidad que estas 

proteínas muestran hacia sus blancos. Diferentes estudios que abordan la participación de 
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las asas en la especificidad han sugerido que el requerimiento de las asas podría variar para 

las diferentes toxinas Cry en las distintas especies de insectos blanco (Abdullah et al., 2003; 

Abdullah y Dean, 2004; Liu y Dean, 2006). El dominio II consiste de tres láminas P anti­

paralelas empaquetadas alrededor de un núcleo hidrofóbico en forma de un "p-prisma" 

(Pigott y Ellar, 2007). Su estructura es la más variable de los tres dominios, particularmente 

sus asas apicales, donde tres de ellas han sido implicadas en la unión al receptor, las cuales 

difieren considerablemente tanto en longitud como en conformación entre las diferentes 

toxinas Cry (Pigott y Ellar, 2007). Se ha propuesto que el dominio II de las toxinas Cryes 

similar al dominio variable de los anticuerpos (Boonserm et al., 2005). El dominio variable 

de los anticuerpos es una estructura globular compacta compuesta de dos láminas P 
antiparalelas (Mian et al., 1991). En ambos casos, las asas apicales participan en la 

interacción anticuerpo/antígeno o en la interacción receptor/toxina y presentan una alta 

variación tanto en longitud, como en secuencia y conformación (Boonserm et al., 2005). La 

capacidad de los anticuerpos de reconocer y unirse a una gran diversidad de antígenos 

deriva de sus características estructurales, que los habilitan para modular su estructura con 

la finalidad de optimizar su ajuste al antígeno, así como por la composición química en sus 

sitios de unión (Mian et al., 1991). Los anticuerpos presentan un alto contenido de 

aminoácidos aromáticos en éstos, tal vez para minimizar la pérdida de entropía al unirse al 

antígeno, lo cual resulta en menos grados de libertad disponibles para adquirir un ajuste 

geométrico preciso con el antígeno (Lawrence y Colman, 1993). Se ha propuesto que la 

similitud observada entre las interacciones anticuerpo/antígeno y receptor/toxina constituye 

la base para explicar como es posible que una misma toxina Cry sea capaz de reconocer a 

diferentes receptores (Boonserm et al., 2005). 

Profundizando en este aspecto, se ha analizado si la sustitución de las asas del 

dominio II podría dar lugar a toxinas con nuevas especificidades, para lo cual se han 

utilizado secuencias derivadas a partir de regiones determinantes-complementarios de 

anticuerpos (CDR) que reemplazan las asas apicales del dominio II de la CrylAa (Pigott et 

al .. 2008). Un análisis de variantes de la sustitución de cada asa apical con secuencias 

individuales de CDRs indicó que la estructura de CrylAa es capaz de tolerar una gran 

diversidad en secuencia en todas las posiciones de las asas (Pigott et al., 2008). Estas 
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substituciones también han mostrado que la posición de las asas es un determinante 

importante en la toxicidad, encontrándose que el asa 2 es esencial para la actividad, 

mientras que el efecto de la substitución en el asa 1 y el asa 3 son dependientes de 

secuencia (Abdullah et al., 2003). Estos datos subrayan la enorme plasticidad estructural 

presente en los epítopes de las toxinas Cry que éstas explotan para reconocer una gran 

diversidad de receptores. 

El estudio de la participación de las asas del dominio II en la especificidad también 

ha sido abordado mediante el análisis de intercambio de asas de las toxinas (Abdullah et al., 

2003). Así, por ejemplo, mediante la remo delación de las asas del dominio II de Cry4Ba 

para asemejarlas a las de la toxina Cry4Aa, se logró incrementar su toxicidad contra C. 

quinquefasciatus y C. pipiens en más de 285 y 700 veces, respectivamente (Abdullah et al., 

2003), partiendo de la base de que la toxina Cry4Aa, a diferencia de Cry4Ba, es tóxica 

contra los mosquitos C. quinquefasciatus y C. pipiens (Abdullah et al., 2003). En un 

estudio similar, la Cry19Aa, una toxina mosquitocida con especificidad contra An. 

stephensi y C. pipiens, pero que no presenta actividad contra Ae. aegypti, incrementó en 

más de 42,000 veces su toxicidad contra este mosquito mediante la ingeniería de las asas 1 

y 2 del dominio II para asemejarlas a aquellas de Cry4Ba (Abdullah y Dean, 2004). Por 

otro lado, es posible introducir actividad mosquitocida a CrylAa, la cual naturalmente es 

tóxica contra lepidópteros, mediante modificaciones de la secuencia de las asas 1 y 2 

asemejándolas a la secuencia de estas regiones presentes en la Cry4Ba (Liu y Dean, 2006). 

Estos datos contribuyen de manera fundamental a aumentar nuestra comprensión de las 

bases moleculares de la interacción entre la toxina y su receptor. 

La identificación de una a-amilasa como receptor de las toxinas Cry amplía el 

universo de receptores involucrados en la toxicidad de estas proteínas y abre el paso para el 

entendimiento cabal de los determinantes de especificidad en la unión a sus receptores y en 

la formación del poro. Estos estudios pueden servir de base para el diseño de estrategias de 

control más eficaces en contra de la malaria y otras enfermedades transmitidas por 

mosquitos. Además, entender los principios de interacción entre las toxinas Cry y sus 

receptores permitirá el desarrollo de toxinas con nuevas especificidades. En conjunto, el 
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conocimiento surgido del estudio del sinergismo mostrado por los componentes del cristal 

de Bti en An. albimanus podrá ser utilizado en el desarrollo de nuevas estrategias diseñadas 

para evitar y/o combatir el fenómeno de resistencia de una manera eficaz. 
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RESUMEN 

Los riboswitches, al igual que otras moléculas de RNA, deben doblarse en estructuras 
tridimensionales complejas, para llevar a cabo sus diferentes funciones. Los estudios de 
moléculas únicas (single-molecule en inglés), permiten determinar los estados 
conformacionales intermedios, así como la dinámica involucrada para alcanzar las 
diferentes conformaciones. A pesar de que el FRET (fluorescence resonance energy 
transfer) y el FMOT (force-measuring optical tweezers) son métodos muy poderosos, 
ambas técnicas se podrían combinar para la identificación directa de los elementos 
estructurales de una molécula de RNA conforme ésta se va doblando. En este trabajo 
hacemos una compilación de los trabajos más recientes realizados para determinar como es 
que el ribo switch que une adenina se estructura en presencia y ausencia de su ligando. 
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Riboswitches are mRNAs that regulate gene expression upon 
specific binding of a small metabolite (vitamin cofactors, nudeo­
bases, amino acids, carbohydrates or even metal ions). Riboswitches 
must fold into very intricate 3D structures to accomplish meir 
function. Single-molecule studies are very powerful techniques 
that allow the characterization and elucidation of complex folding 
paths as well as the identification of intermediate conformational 
sta tes that an RNA must traverse to acquire its native, functional 
structure. We review sorne recent reports on the folding of me 
adenine-binding riboswitch as studied by fluorescence resonance 
energy transfer (FRET) and force-measuring optical tweezers 
(FMOT) techniques. 

Inlroduction 

Riboswitches are mRNA molecules able to interact with 
metabolites like cofactors (thiamin pytophosphate, 1 flavin mononucle­
otide,2 adenosyl cobalamin3 or S-adenosyl methioniné), nudeobases 
(adenine,5 guaniné), amino acids (glycine,7 lysine8), amino sugars 
(glucosamine-6 phosphate9), and metal ions (Mg2+).10 Binding of 
the effector molecule in the aptamer domain causes a conformational 
change in the so-called expression platform that affects the expression 
of che downstream genes at che levels of premature transcripcion termi­
nation or translation initiation in prokaryotes (reviewed in ref. 11). 

Fundamental studies have been carried out on different features 
of riboswitch function such as che molecular and structural basis of 
ligand specificity, the rates ofligand binding and folding into the very 
intricate 3D structures needed to accomplish their function. One of 
the most thoroughly studied riboswitches is the adenine-binding 
riboswitch. This riboswitch and the closely related guanine-binding 
riboswitch are formed by a three-helix junction as depicted in Figure 
1.5•6,12,13 The specificity shown by the purine riboswitches is depen­
dent on a Watson-Crick base pair interaction between the ligand and 
a pyrimidine residue, leading to a 20,OOO-fold difference in affinity 
between adenine and guanine.6,12 Adenine is completely buried 
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Figure l . Secondary slruclure cartoon of the adenine-binding riboswitch 
showing its structural elemen!s . Adenine is depicted os an orenge hexagon. 

into che binding pocket in such a way that 97.8% of the ligand is 
rendered solvent inaccessible. 13 An important feature shown by the 
crystal structure of the adenine-binding riboswitch is the formation 
of a loop-loop interaction that brings togecher helices P2 and P3 (Fig. 
1).13 Although the 3D structure explains how adenine is recognized 
in a highly specific way by the adenine-binding riboswitch, it tell us 
very litde about how it folds into its tuning-fork structure. 

Biophysical Melhods to Sludy Riboswilch Folding 

Newly developed biophysical techniques have allowed the study 
of molecular motions at nearly atomic resolution, facilitating the 
characterization of enzymatic activities like the ones displayed by 
RNA and DNA Polymerases l4,15 or che activities of che motor 
proteins (e.g., myosin, kinesin, dynein).16-18 Such techniques have 
also proven very useful for the study of conformational changes 
induced by folding in macromolecules like RNA and DNA. 19,20 

Single-molecule approaches have several advantages. 21 The most 
important is that these techniques allow the detection and manipula­
tion of individual molecules, so one can control the initial state and 
see a11 the transition intermediate states that the molecule undergoes 
to attain a final state. This allows to measure individual flucruations 
in thermodynamic and kinetic parameters, chus eliminating the aver­
aging inherent in bulk, biochemical studies. In particular for RNA, 
single-molecule studies make the detection and characterization of 
the intermediate sta tes that an RNA molecule shows in a folding 
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Riboswitches are mRNAs that regulate gene expression upon 
specific binding of a small metabolite (vitamin cofactors, nucleo­
bases, ami no acids, carbohydrates or even metal ions). Riboswitches 
must fold imo very intricate 3D structures to accomplish their 
function. Single-molecule studies are very powerful techniques 
that allow the characterization and e1ucidation of complex folding 
paths as weU as the identification of intermediate conformational 
states that an RNA must traverse to acquire its native, functional 
structure. We review sorne recent reports on the folding of the 
adenine-binding riboswitch as srudied by fluorescence resonance 
energy transfer (FRET) and force-measuring optica1 tweezers 
(FMOT) techniques. 

Introduclion 

Riboswirches are mRNA molecules able ro imeracr with 
merabolires like cofacrors (chiamin pyrophosphare,1 f1avin mononucle­
oride,2 adenosyl cobalamin3 or S-adenosyl merhionine4), nucleobases 
(adenine,5 guaniné), amino acids (glycine,7 lysine8), amino sugars 
(glucosamine-6 phosphare9), and meral ions (Mi+). \O Binding of 
rhe effecror molecule in che apramer doma in causes a conformarional 
change in rhe so-calIed expression plarform char affecrs che expression 
of che downsrream genes ar rhe levels of premarure rrIDscriprion rermi­
narion oc rransIaríon iniriarion in prokaryores (reviewed in ref. 11). 

Fundamemal srudies have been carried out on differenr fearures 
of riboswirch funcdon such as che molecular and srrucrura! basis of 
ligand specificiry, rhe rares of ligand binding and folding imo che very 
imricare 3D srrucrures needed ro accomplish rheir funcrion. One of 
rhe mosr rhoroughly srudied riboswirches is rhe adenine-binding 
riboswirch. This riboswirch and che closely relared guanine-binding 
riboswirch are formed by a three-helix juncdon as depicred in Figure 
1.5,6.12, 13 The specificiry shown by che purine riboswirches is depen­
dem on a Warson-Crick base pair imeracrion berween che ligand and 
a pyrimidine residue, leading ro a 20,OOO-fold difference in affiniry 
berween adenine and guanine.6,12 Adenine is complerely buried 
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Figure l . Secandary structure cartaan of the adenine-binding ribaswitch 
shawing its structural elements. Adenine is depicted as an arange hexagan. 

imo rhe binding pocker in such a way rhar 97.8% of rhe ligand is 
rendered solvem inaccessible. 13 An imporranr fearure shown by rhe 
crysral srrucrure of che adenine-binding riboswirch is rhe formarion 
of a loop-loop inreracrion rhar brings rogerher helices P2 and P3 (Fig. 
1).13 Alrhough che 3D srrucrure explains how adenine is recognized 
in a highly specific way by che adenine-binding riooswirch, ir rel! us 
very lirde abour how ir folds iuto irs runing-fork srrucrure. 

Biophysical Mefhods fo Sfudy Riboswitch Folding 

Newly developed biophysical rechniques have allowed rhe srudy 
of molecular morions ar nearly aromic resoludon, faciliradng rhe 
characrerizarion of enzymaric acrivities like rhe ones displayed by 
RNA and DNA Polymerases l4•15 or rhe acriviries bf rhe motor 
proreins (e.g., myosin, kinesin, dynein).1 6- 18 Such rechniques have 
also proven very useful for rhe srudy of conformarional changes 
induced by folding in macromolecules like RNA and DNAI9.2o 

Single-molecule approaches have several advantages. 21 The most 
importaut is rhar chese rechniques allow rhe derection and manipula­
ríon of individual molecules, so one can control rhe inirial srare and 
see all rhe transi rion inrermediare srares rhar rhe molecule undergoes 
ro attain a final srare. This allows ro measure individual f1ucruarions 
in chermodynamic and kineric paramerers, dlUs eliminaring che aver­
aging inherent in bulk, biochemical srudies. In panicular for RNA, 
single-molecule srudies make rhe derecrion and characrerizarion of 
rhe intermediare sta res char an RNA molecule shows in a folding 
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Single-molecule studies of thC! folding of the adenine ribo switch 

parhway more accessible. And, finally, rhey 
are very well suired for me srudy of rhe 
mechanical forces implied in rhe folding or 
unfolding of RNA.22 

Nexr, we will discuss rhe resulrs obrained 
by rhe use of fluorescence resonance energy 
rransfer (FRET) and force-measuring oprical 
rweezers (FMOT) as applied ro rhe srudy of 
folding of rhe adenine-binding riboswirch. 

Importance of the Tertiary Interadion 
Between the Loops of the Adenine 
Riboswitch as Shown by FRET 

u 

hr -y ­
/ 

h~ 

F 

FRET is well suired for me measurement 
of motions in rhe nanomerer range via rhe 
resonanr coupling of rwo different fluoro­
phores arrached ro rhe molecule of interesr. 23 
The donor molecule is excired by an exrernal 
iIluminarion source and rransfers energy ro a 
nearby accepror molecule whose absorprion 
specrrum overlaps rhe emission specrrum 
of me donor. The movement of rhe labeJed 

Figure 2 . Formatian af a tertiary contact between loops L2 and L3 of the adenine riboswitch as studied 
by FRET. U, I and F represent the unfolded, intermediate and folded states of the adenine riboswitch, 
respectively. The pair of fluorophores used as probes for FRET are denoted as yellow and red stars. 
Adenine is shown as an orange hexagon. 

porrions of rhe molecule wirh respecr ro one anorher produced by 
conformational changes affecrs me efficiency of FRET and allows 
displacements in me range of 1-10 nm ro be observed.24 

Ir has been shown rhar rhe formation of a reniary interaction 
berween rhe rerminal loops L2 and L3 of me adenine-binding ribo­
swirch is clearly seen in rhe crysral srrucrure of rhe adenine-RNA 
complex. 13 By using rhe adenine analog 2-aminopurine (2-AP), 
a fluorescenr base whose activiry is quenched when ir is bound ro 
anorher molecule, Lemay er al.,25 reponed rhar rhere exisr a correJa­
rion berween binding of mis analog ro rhe adenine riboswirch and 
rhe abiliry of loops L2 and L3 ro interacr. They also showed by 
muragenesis srudies rhar, almough half of rhe residues involved in 
rhe loop-loop interacrion are phylogenerically conserved, a lor of 
changes are rolerared and even rhe rwo loops can be swaped wirh only 
a marginal effecr on adenine binding.25 

Nexr rhey performed single-molecule FRET srudies ro infer how 
me riboswirch folds, observing rhree differenr conformarional srares: 
rhe unfolded srare (U), which presents rhe rhree heJices (PI, P2 and 
P3) wirh no rerriary interacrion; rhe folded srare (F), similar ro rhe 
anterior bur in which rhe loop-loop interacrion is presenr, bringing 
heJices P2 and P3 close ro each orher, preparing me riboswirch for 
ligand binding. They also observed an inrermediare srare (1), whose · 
presence was nor derecred in rhe previous ensemble FRET srudies, 
showing rhe high discriminarory power of single-molecule assays 
(Fig. 2) .25 Ir was hyporhesized rhar me intermediare srare represents 
a conformer in which helices PI and P3 are sracked, prepared for rhe 
Warson-Crick base pair interacrion berween adenine and RNA ro 
occur and rhe subsequent compacrion of rhe srrucrure into rhe folded 
srare.26 Bur idenrification of folding intermediares have ro awair rhe 
use of anomer biophysical rechnique, FMOT. 

Folding Intermediates of Ihe Adenine-Binding Riboswitch 

In FMOT, also known as oprical rraps or oprical rweezers, a laser 
beam is righrly focused, exerring radiation pressure on a micron-sized 

dielecrric sphere ro which one end of me molecule of inreresr is 
attached; rhe omer end of me molecule is usually rerhered ro a micro- . 
piperre or ro a second sphere in me dual-rrap configurarion (Fig. 3).27 
The rrapped sphere is polarized by rhe srrong eJecrromagneric field 
gradienr near rhe focus and experiences a force proporrional ro rhe 
gradient of rhe lighr intensiry. There exisr rwo ways of modularing 
rhe force applied, rhar is in rhe range of 0.1 ro 100 pN, eirher by 
alrering rhe position of rhe bead wirh respect ro rhe rrap center or by 
changing rhe inrensiry of me laser lighr. The waveJengrhs used are in 
rhe infrared region, in order ro minimize damage ro me macromol­
ecules used.27 The posirion of rhe sphere can be measured ro wirhin 
0.1 nm, well fitted for nucleic acids, considering a lengrh of0.59 nrn 
per nr for RNA. 28 As a consequence, oprical traps have been used ro 
srudy rhe folding of nucleic acids.1 9.20.29 

As in FMOT changes in exrension can be relared ro rhe number 
of nucleorides parriciparing in folding, rhis rechnique was used ro 
observe rhe folding of me adenine riboswirch.30 As folding and rran­
scriprion are concomiranr events, rhey devised a sysrem ro observe 
mRNA folding as ir is rranscribed in siru (Fig. 3). To rhis end, a single 
RNA Polymerase (RNAP) molecule was attached ro a sphere held 
in one optical trap. The RNAP is also bound ro a remplare DNA 
conraining a T7 RNAP promorer and downsrream a sequence coding 
for rhe adenine riboswirch. Transcriprion was srarred and sralled aner 
rhe synrhesis of me firsr 29 nt, and rhe rranscripr is hybridized ro a 
DNA handle rhar is attached ro a second sphere, held in rhe orher 
trap in such a way rhar force can be applied ro rhe RNA by moving 
one of rhe oprical rraps (Fig. 3). Ir was shown rhar rhe inirial tran­
scripr was complerely unsrrucrured. Afrer rhar, rranscriprion was 
resrarred by me addirion of ribonucleotides and allowed ro transcribe 
rhe riboswirch, preventing RNAP of furmer rranscriprion by means 
of a srrepravidin molecule bound ro rhe 5' end of rhe biorin-labeled 
remplare rhar blocked rranscript elongarion. 

The aurhors were able ro see me folding of each srrucrural 
element in me riboswitch by unfolding ir complerely and raking 
lengrh measurements of rhe RNA molecule subjecred ro a srepwise 
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Figure 3. Experimental setup af the optical trapping assay. Focused laser beoms are shown as yellow cones: Red circles represent the mic!1"on·sized spheres. 
RNAP, transcript and template DNA are depicled as an orange elipse, gmen ond blue lines, respectively. Biotin.streptavidin complexes CITe shown as blue 
diamonds. 

~u . _ P2 P _ 
~11 

e P2Ó P3e ,2 

e~e l3 

~F 
Figure 4 . Changes in length represent the refolding of the adenine riboswiklla 
at stepwise decreasing force, showing the different structurol elements <!l5 

they are formed. Red circles show the micron-sized spheres, RNA is shO'4M1ll 
as a green line and adenine as an oronge hexagon. U, 11, 12 , 13 andllF 
represent the unfolded sta te, intermediate states 1, 2 and 3 and folded slalle. 
respectively, as referred in the text. 

decreasing force. The firsr helix formed was helix P2, mar is also tlIne 
firsr element rhar is transcribed and rhe mosr stable of all (11 in FIIIl} 
4). They speculare mar srrucruring ofhelix P2 inhibirs me formariCJlGl 
of alrernarive, compering srrucrures rhar will block rhe proper folcfung 
of the riboswirch. Ir is an interesring hyporhesis as ir happens ro be ¡¡ 

general characreri5ric mar P2 5rem5 are rhe mosr srable one5 in otha 
riboswirches like me ones rhar bind rhiamin pyrophosphare, glycinr. 
adenosyl cobalamin, Iysine, glucosamine-6 phosphare and S-aden05.Jll 
merhionine (dara nor shown). 

3 

The second element ro fold is helix P3 (12 in Fig.- 4). They were 
able ro identify wirh precision which helix was furmed in each 
case by using antisense oligonucleorides direcred againsr each of 
the helice5, blocking rheir folding separarely. Folding of helices P2 
and P3 was shown ro be independent of rhe preSe'I1ce of adenine. 
The formarion of me nexr intermediare was shown ro be adenine­
dependent. In inrermediare 13, helices P2 and P3 are folded and me 
loop-loop inreracaon is pre5ent, leading ro rhe preJOrganizarion of 
me adenine-binding pocker, bur helix Pi is nor foomed, as shown 
in Figure 4_ Finally, rhe srare showing rhe shorrest Iwngrh repre5ents 
me complerely folded, adenine-bound srare, in whicb Pi , P2 and P3 
helices are presenr (F in Fig. 4)_ 

Condusions 
Riboswirches, as orher RNA molecules, musr fo F.d inro complex 

3D srrucrures ro accomplish rheir diverse fi.mcriOlllló_ So far, RNA 
single-molecule srudies are unique in their abiliry ro elucidare rhe 
intermediare conformarional stares and rhe complelit dynamics rhar 
lead ro acquisirion of its narive, funcrional srruC1lllre. A1rhough 
FRET and FMOT are very powerful merhods, ooth techniques 
could be combined in me near furure so one woruld be able ro 
idenriIY direcdy which strucrural element of an RNA molecule is 
fulding, as envisioned by Tinoco. 22 Refinements of r!hese rechniques 
will ultimarely allow a very exciring ming: rhe srudy ¡j¡)f RNA folding 
inside a living cell. 
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