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“Jag sitter och skakar 

Glädje och förtvivlan blandat 

Likt vatten med den sötaste saft 

Strypgreppet som livet håller om min hals 

Är för en stund släppt, jag kan äntligen andas 

För första gången på vad som känns som en evighet 

Känner jag mig glad 

Tyngd, men samtidigt lättad 

 

Jag darrar av eufori som sliter och river i mig 

Vill dra mig bort härifrån till någon plats 

Där ljuset och skuggorna lever i samspel 

Och dansar livets vals med mig in i döden 

 

Kom och dansa med mig, låt oss sjunga tillsammans 

Skutta omkring i gläntorna, skrattandes 

Och för en stund bara finnas till 

För ingenting, just ingenting 

Den totala avsaknaden utav allt 

Är just allt 

Just nu, just då 

Alltid, aldrig” 

 

 

-Alltid-Aldrig, Lifelover- 
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Resumen. 

 

Bacillus thuringiensis es una bacteria gram-positiva formadora de esporas que 

sintetiza una inclusión cristalina formada por δ-endotoxinas Cry.  Dentro de éstas, 

las proteínas de la familia Cry1A, que son tóxicas contra distintos lepidópteros, 

han sido estudiadas de manera extensiva. Sin embargo, a pesar de que la 

proteína Cry1Ca tiene un espectro insecticida, que incluye a insectos plaga que no 

se controlan de manera adecuada por proteínas Cry1A, ésta ha sido poco 

estudiada.    

Recientemente se ha involucrado a dos regiones ubicadas en el dominio III de las 

proteínas Cry1Aa y Cry1Ab en la toxicidad: la lámina β16 y la lámina β22. En el 

presente estudio analizamos el papel de la región conservada β16 del dominio III 

de la toxina Cry1Ca en la actividad contra el lepidóptero Manduca sexta, para ello 

se construyeron mutantes sencillas cambiando los seis residuos que comprenden 

la lámina β16 por alanina y se evaluó el efecto de estos cambios en la toxicidad y 

unión a vesículas. Los resultados obtenidos en bioensayos sugieren que en  el 

caso de la toxina Cry1Ca las, láminas β16 y β22 no son las más importantes para 

la toxicidad. Esto fue corroborado en ensayos de unión a VMMA’s de M. sexta, ya 

que todas las mutantes con alanina se unen de manera similar a la toxina 

silvestre.  

Por otro lado, realizamos una mutagénesis a saturación sobre el residuo de 

asparagina en la posición 514 de la toxina Cry1Ab para evaluar su efecto sobre la 

toxicidad. Esto con base en estudios en los que se ha observado que al mutar 

residuos de asparagina en regiones de iinteracción, se afecta la toxicidad de la 

toxina Cry1Ac. Se obtuvieron nueve variantes de las cuales tres resultaron en una 

disminución de 1 a 3 veces en la toxicidad. Lo anterior sugiere que este residuo de 

asparagina puede estar jugando un papel preponderante en la toxicidad de la 

proteína Cry1Ab en contra de Manduca sexta, aunque no necesariamente es el 

más importante. 
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Introducción 

 

El rápido crecimiento de la población mundial ha impuesto nuevos retos en la 

comunidad agrícola (Avisar et al., 2009). Factor que ha conducido al desarrollo de 

estrategias de control de plagas altamente eficientes intentando minimizar las 

pérdidas de cultivos a nivel mundial (Gatehouse, 2008). En efecto, las plagas de 

insectos representan la principal amenaza para la producción de alimentos de 

consumo humano. Sin el uso de insecticidas químicos hubieran ocurrido pérdidas 

dramáticas en cosechas a nivel mundial (FAO, 2001). Los lepidópteros en su 

forma larvaria son considerados los insectos más destructivos.  

Durante el siglo 20 las técnicas de control de plagas evolucionaron de manera 

intensiva, particularmente en la segunda mitad del siglo. Antes de 1950 entre las 

herramientas de protección de cultivos se tenían unos pocos compuestos 

químicos que incluían sales de arsénico y cobre. En la Tabla I se describen los 

principales compuestos químicos que se han empleado como pesticidas a lo largo 

de la historia. El empleo de estas sustancias para el control de plagas somete a 

las poblaciones de insectos a una selección Darwiniana y su resultado inevitable 

ha sido el desarrollo de resistencia a estos pesticidas (Brogdon y Mc Allister, 1998;  

Raymond-Delpech et al., 2005).     

Como resultado de la preocupación por la provisión de alimentos, conservación 

del medio ambiente y la salud de los agricultores, se han buscado alternativas que 

sean específicas, efectivas y que no sean contaminantes. Los insecticidas 

biológicos o biopesticidas son una opción que cumple estos requisitos. Los 

biopesticidas  se derivan de organismos naturales o sus productos los cuales se 

emplean para el control de plagas (Bishop 1994; Nicholson 2007). Entre los 

diferentes agentes de control biológico con mayor potencial, las bacterias 

patógenas de insectos han sido las más estudiadas (Rajamohan et al., 1998). Hoy 

en día el biopesticida más utilizado es Bacillus thuringiensis, que al ser una 

bacteria entomopatogénica altamente específica, inocua para los vertebrados y 
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para el medio ambiente, es el perfecto bioinsecticida para el control de plagas en 

diversos cultivos (Pardo-López et al., 2008). 

  

 

 Tabla I. Compuestos químicos orgánicos empleados como insecticidas†.    

 

Grupo Químico 

 

Periodo de 

empleo 

 

Efectos sobre la salud y medio ambiente 

 

Resistencia 

 

 

Organoclorados 

 

 

1950-1970 

Efecto residual prolongado, se distribuyen a 

lo largo de la cadena alimenticia afectando 

aves y peces. Cancerígenos, provocan 

esterilidad y defectos de nacimiento. 

 

 

SI 

 

 

 

Organofosfatos 

 

 

1950-hoy en 

día 

Caracterizados inicialmente como 

neurotoxinas, altamente tóxicos con un 

amplio espectro insecticida. Estabilidad 

moderada en cultivos y medio ambiente. 

Producen  intoxicaciones  mortales en 

personas y animales,  algunos producen 

lesiones en el sistema nervioso después de 

una constante exposición.  

 

 

SI 

 

 

 

 

 

 

 

Carbamatos 

 

 

1960-hoy en 

día 

Baja toxicidad en mamíferos, baja 

persistencia en el suelo, plantas y el 

ambiente. Son necesarias varias 

aplicaciones. Afectan el sistema nervioso 

central, cancerígenos y provocan efectos 

adeversos sobre la reproducción 

 

SI 

 

 

 

 
†  Wheeler, 2002; National Academy of Science, 2000; Maroni et al., 2006 
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Bacillus thuringiensis: Características generales y su uso como biopesticida. 

 

Bacillus thuringiensis (Bt) fue descrito por primera vez por Berliner en 1911, 

cuando aisló una especie de Bacillus de la polilla de la harina del mediterráneo, 

Anagasta kuehniella, y la designó en honor a la provincia de Thuringia en 

Alemania dónde encontró la larva infectada. Sin embargo, la bacteria había sido 

aislada previamente por Ishiwata Shigetane, quien la descubrió como el agente 

que provocaba la enfermedad de los gusanos de seda, por lo cual la bacteria fue 

caracterizada inicialmente como un patógeno de insectos (Schenpf et al., 1998; 

Crickmore, 2005). 

 El ciclo de vida de Bt consiste de dos fases principales: la fase de crecimiento 

vegetativo y la fase de esporulación. En la fase de crecimiento, la bacteria se 

reproduce por bipartición, mientras que en la fase de esporulación se activa un 

programa de diferenciación debido a la privación de nutrientes como carbono, 

nitrógeno y fósforo (Soberón y Bravo., 2008). Durante la fase de esporulación, la 

bacteria sintetiza una inclusión cristalina de naturaleza proteíca conformada por 

proteínas Cry (también denominadas δ-endotoxinas) y proteínas Cyt (Pigott y 

Ellar, 2007). En 1956, T. Angus demostró que las inclusiones cristalinas que se 

formaban durante el proceso de esporulación eran las responsables de la 

actividad insecticida de Bt. 

Las proteínas Cry (cristal) son tóxicas contra las larvas de distintos ordenes de 

insectos: lepidópteros (mariposas y polillas), dípteros (moscas y mosquitos) y 

coleópteros (escarabajos). Aunque también se han reportado toxinas Cry que 

presentan actividad contra himenópteros (abejas y avispas) (García Robles et al., 

2001)  y nemátodos (Marroquin et al., 2000; Wei et al., 2003). Por otro lado las 

proteínas Cyt se encuentran en cepas mosquiticidas y son capaces de sinergizar a 

las toxinas Cry. 
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A lo largo de la historia se ha documentado la aplicación segura de Bt con fines de 

control biológico, la primera producción comercial de un insecticida basado en Bt 

surgió en Francia en 1938, con el producto Sporeine (Shelton et al., 2002). A 

principios de la década de1950 Steinhaus comenzó a experimentar con Bt ssp. 

kurstaki, logrando producir una formulación llamada Thuricide  (Steinhaus.,1951). 

Esta cepa produce las toxinas Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac y Cry2A y se convirtió en 

la base de productos que eran capaces de competir con los insecticidas químicos 

en cuanto a desempeño y costo. Hoy en día otras variantes son utilizadas de 

manera extensiva para el control de larvas de plagas y vectores de enfermedades, 

lo cual tiene beneficios en la salud y el medio ambiente (Crickmore., 2005).  Por 

ejemplo, la subespecie israelensis,  produce un cristal compuesto por las proteínas 

Cry4Ba, Cry4Aa, Cry11Aa, Cyt1Aa y Cyt2Ba, las cuales son tóxicas contra 

dípteros (Goldberg et al., 1977), y la subespecie tenebrionis (Krieg et al., 1983), 

produce la toxina activa contra coleópteros Cry3A.  

   

El empleo de Bt se ha incrementado a medida que los insectos plaga han 

adquirido resistencia contra los insecticidas químicos. Se estima que los aerosoles 

de Bt generan ganancias de 8 mil millones de dólares anualmente en los Estados 

Unidos (Jong Yul et al., 2007). A la fecha los genes de Bt que codifican para las 

proteínas Cry se utilizan en expresión transgénica para proveer de resistencia a 

distintos cultivos contra plagas (Nicholson 2007; Gatehouse, 2008). De hecho, 

desde 1996 se comercializan cultivos que expresan toxinas de Bt, estas 

variedades resistentes a insectos plaga representan el segundo lugar en el uso de 

cultivos genéticamente modificados, después de los cultivos resistentes a 

herbicidas (Crickmore., 2005).   
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Clasificación de las toxinas Cry                  

De manera general, las proteínas Cry que conforman el cristal paraesporal (Figura 

1) se encuentran codificadas en plásmidos de gran tamaño y se clasifican de 

acuerdo a la identidad de su secuencia de aminoácidos. A cada proteína se le 

asigna un nombre compuesto por el término Cry (o Cyt dependiendo del caso) 

seguido de cuatro categorías jerárquicas que se definen de acuerdo a la posición 

que ocupa la proteína en el árbol filogenético. La primera categoría es un número 

arábigo, y a toda proteína que muestra una identidad menor al 45% respecto a las 

proteínas conocidas se le asigna un nuevo número. La segunda categoría es una 

letra mayúscula y se le asigna una nueva letra a las proteínas que comparten un 

porcentaje de identidad mayor a 45 pero menor a 75. La tercera categoría es una 

letra minúscula y esta define a proteínas que comparten más del 75% de identidad 

pero menos del 95%. Para poder diferenciar a proteínas que varían solamente en 

algunos residuos, se asigna una cuarta categoría, que consiste en un número 

arábigo el cúal se asigna a proteínas que presentan una identidad entre el 95% y 

el 100% (Figura 2) (Crickmore et al, 1998; de Maagd et al., 2001). 

 

                                                    

  

   Figura 1. Esporangio de B. thuringiensis, la inclusión cristalina y la espora se                                                                                                                                                   

    indican con flechas.             



18 

 

 

 

Figura 2. Filogenia de las dos principales familias génicas de delta-endotoxinas, las líneas  

verticales denotan las categorías que definen la nomenclatura de estas proteínas 

(Tomado de Crickmore et al., 1998)                            
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Estructura y función de las toxinas Cry  

Mediante el uso de cristalografía de rayos X se ha logrado determinar la estructura 

de siete toxinas Cry: Cry1Aa, Cry2Aa, Cry3Aa, Cry3Bb1, Cry4Aa, Cry4Ba y 

Cry8Ea1 (Grochulski et al., 1995; Morse et al., 2001; Li et al., 1991; Galitsky et al., 

2001; Boonserm et al., 2005, 2006; Guo et al., 2009). Estas toxinas presentan 

diferencias en sus secuencias de aminoácidos; sin embargo como se puede 

apreciar en la Figura 3, la organización estructural se encuentra conservada y 

todas ellas presentan una topología conformada por tres dominios funcionales 

(Piggot and Ellar, 2007).  

 

   

 

Figura 3. Estructuras cristalinas de las toxinas Cry resueltas a la fecha, los dominios I, II y 

III se muestran en azul, morado y rojo respectivamente. Cry1Aa (PDB ID: 1CIY), Cry2Aa 

(PDB ID: 1I5P) , Cry3Aa (PDB ID: 1DLC), Cry3Bb (PDB ID: 1JI6), Cry4Aa (PDB ID: 2C9K), 

Cry4Ba (PDB ID: 1W99) y Cry8Ea (PDB ID: 3EB7) 
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Dado el alto grado de conservación en las estructuras conocidas de las proteínas 

Cry de tres dominios, se ha propuesto que el modo de acción podría ser similar 

para las distintas toxinas (Bravo et al., 2007). A diferencia de las toxinas Cry de 

tres dominios, las toxinas Cyt poseen un solo dominio  que comprende dos 

horquillas α-hélices rodeadas por una lámina β. A continuación se describen los 

dominios funcionales de las toxinas Cry. 

 

Dominio I  

Comprende la región N-terminal de la proteína y está formado por un ramillete de 

siete α-hélices que se encuentran organizadas de manera que 6 de ellas (α1, α2, 

α3, α4, α6 y α7) rodean a la hélice central de carácter hidrofóbico (α5). Las hélices 

externas se conforman por aminoácidos cargados o polares que miran hacia el 

interior, de cara a la hélice central, mientras que aminoácidos hidrofóbicos se 

orientan hacia el lado opuesto otorgándoles un carácter anfipático (Figura 4 A). La 

mayoría de las hélices miden más de 30 Ǻ y por lo tanto tienen la capacidad de 

atravesar una membrana (Bravo et al., 2007; Boonserm et al., 2006). Además, el 

dominio I presenta una similitud estructural con otras dos toxinas bacterianas 

formadoras de poro que han sido bien caracterizadas: la toxina de la difteria y la 

colicina A (Parker and Pattus, 1993). El papel del dominio I en la formación del 

poro, inserción en membrana y oligomerización ha sido demostrada mediante 

estudios  que involucran diferentes estrategias, como el uso de péptidos sintéticos 

y de mutagénesis sitio dirigida.    
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Dominio II 

El dominio II está formado por tres láminas β antiparalelas que se empacan de 

manera que forman un prisma-β (Figura 4 B), cada una de las cuales termina en 

un asa expuesta al solvente: asas α8,1, 2 y 3 (Boonserm et al., 2005, 2006). 

 

 

 

 

Figura 4.  Dominios funcionales de las toxinas Cry; (A) Dominio I  conformado por siete α-

helices, (B) Dominio II  conformado por tres hojas- antiparalelas, (C) Dominio III  formado 

por dos hojas- que se estructuran como un emparedado-. Al centro se muestra la 

estructura de la proteína Cry1Aa (PDB ID: 1CIY).  

 

En cuanto a la estructura, el dominio II es el que presenta la mayor variación entre 

los miembros de las toxinas Cry, las principales diferencias se observan en las 
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asas del ápice en las cuales la disimilitud es considerable en cuanto a longitud, 

secuencia y conformación. Además de esto, la longitud de las láminas β también 

es variable siendo las toxinas Cry2Aa y Cry4Ba los ejemplos más notables en 

cuando a la diferencia en longitudes. Dada la variabilidad que presenta este 

dominio, y las similitudes que tiene el ápice de la toxina con la región determinante 

de complementaridad de las inmunoglobulinas, se hipotetizó que podría estar 

jugando un papel en la unión a receptores (Pigott y Ellar, 2007). En el caso de las 

toxinas de la familia Cry1A esto se comprobó mediante estudios genéticos. Al 

evaluar los efectos en la toxicidad de cambios sobre residuos de las asas 2 y 3 se 

logró definir la importancia de algunos de los aminoácidos que las conforman en la 

actividad insecticida de la proteína Cry1Aa (Smedly and Ellar, 1996). Siguiendo la 

estrategia de barrido de alaninas Rajamohan y colaboradores identificaron 

residuos importantes  para la toxicidad en las asas 2 y 3 de la toxina Cry1Ab 

(Rajamohan et al., 1995, 1996). Con base en estas evidencias, se considera que 

el dominio II es responsable de establecer interacciones importantes con los 

receptores que se encuentran en la membrana de las células blanco (Pacheco et 

al., 2009, Arenas et al., 2010), ya que la falta de toxicidad de estas mutantes se ha 

asociado a la incapacidad de establecer estas interacciones (Gómez et al., 2002; 

Bravo et al., 2005) 

 

Dominio III 

El dominio III corresponde a la región C-terminal y se conforma por dos láminas β 

antiparelelas (Boonserm et al., 2005, 2006) que se empacan una contra otra 

formando un emparedado β (Figura 4 C). Ambas láminas están conformadas por 5 

hebras, la lámina externa se expone al solvente y  comprende las hebras: β13b, 

β16, β22, β18 y β19; mientras que la lámina interna se empaca contra el dominio II 

y se compone de las hebras: β20, β17, β23, β13 y β15, dos asas largas se 

extienden de un extremo del dominio e interaccionan con el dominio I (Grochulski 

et al., 1995) Este dominio presenta menor variabilidad estructural  que el dominio II 

y las diferencias que se observan se encuentran en la longitud orientación y 



23 

 

secuencias de las asas (Boonserm et al., 2005). Se han reportado estudios que 

sugieren que este dominio se encuentra involucrado en la especificidad de las 

toxinas (de Maagd et al., 1996, 2000; Herrero et al., 2004, Karlova et al., 2005) y 

en unión a receptores (Bravo et al., 2007, Arenas et al., 2010). En el caso de la 

toxina Cry1Ab se ha logrado definir que la región β16 juega un papel en la 

toxicidad contra M. sexta (Ocelotl., 2008).  

 

Modo de Acción de las toxinas Cry 

 Las proteínas Cry son toxinas formadoras de poro,  que  sufren una serie de 

cambios conformacionales que les permiten insertarse en la membrana de las 

células epiteliales de la microvellosidad media apical del intestino del insecto. Este 

proceso requiere de receptores, con los cuales la toxina establece interacciones 

específicas (Bravo et al., 2007).  

El mecanismo de acción de estas toxinas, el cual se ha  estudiado principalmente 

en insectos del órden lepidóptera (mariposas en su forma adulta),  inicia con la 

ingestión de las inclusiones cristalinas por la larva susceptible, una vez en el tracto 

digestivo del insecto ocurren una serie de eventos que a continuación se 

describen. 

1. Solubilización: Los cristales proteínicos son solubilizados al encontrarse con 

las condiciones alcalinas y reductoras del lumen del intestino, liberando a  las 

proteínas Cry en forma de protoxinas, en el caso de las proteínas Cry1 el peso 

molecular aproximado es de 130 kDa.   

2. Procesamiento proteolítico: Una vez que se han liberado las protoxinas, estas 

son procesadas por  las proteasas propias del jugo gástrico. Este procesamiento 

involucra la remoción de un péptido en el extremo N-terminal. En el caso de las 

toxinas Cry1 dicho péptido consiste de 25 a 30 aminoácidos. De manera similar la 

extensión del C-terminal es removida, dando lugar a un fragmento resistente a la 
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proteólisis y que tiene una masa de  aproximadamente 60 kDa, denominado toxina 

activa (Bravo et al., 2007).   

3. Interacción con los receptores: Recientemente se ha propuesto que la toxina 

activa interacciona con baja afinidad con los receptores: fosfatasa alcalina (ALP) y 

aminopeptidasa-N (APN); los cuales están anclados por glicosilfosfatidil-inositol 

(GPI)  (Figura 5: 1). Posterior a este evento se da una interacción con el receptor 

caderina (CADR) (Pacheco et al., 2009), lo cual resulta en la eliminación de la 

hélice α-1(Gómez et al., 2002) (Figura 5: 2).    

4. Oligomerización: El procesamiento de la hélice α1 expone residuos 

hidrofóbicos que facilitan la formación de un pre-poro oligomérico (Gómez et al., 

2002) (Figura 5: 3), que se presume está formado por 4 unidades monoméricas.   

5. Interacción del oligómero con receptores anclados por GPI: Una vez que se 

ha formado el complejo de pre-poro oligomérico, éste interactúa con los receptores 

ALP y APN (Figura 5: 4), esta unión promueve su localización en balsas lipídicas  

favoreciendo su inserción en la membrana, provocando entonces un desbalance 

osmótico y finalmente la muerte de la célula (Figura 5: 5 y 6) (Bravo et al., 2004).  
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Figura 5. Modo de acción de las toxinas Cry en lepidópteros (para mayores detalles 

consultar el texto).  

 

Antecedentes particulares  

Estudios funcionales sobre el Dominio III de las toxinas Cry.  

Los estudios que se han realizado para comprender el papel del dominio III en el 

mecanismo de acción de las toxinas Cry, no son tan extensos como los dedicados 

al dominio I o al dominio II, no obstante, en algunos reportes se subraya su 

importancia e impacto en la especificidad. En la Tabla II se presentan los 

resultados obtenidos con algunas toxinas Cry1 donde se intercambia el dominio III 

de toxinas activas con su simil en toxinas de baja o nula actividad y se aprecia que 

sólo las que contienen el dominio III de las proteínas activas son tóxicas.  
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Tabla II. Dosis letales medias de toxinas Cry parentales y quimeras. 

 

Insecto 

 

Toxina 

 

LC50 

 

Referencia 

S. exigua 

Cry1Ca ∆ 11 μg/g dieta 

de Maagd et al., 

1996 

Cry1E § NO TÓXICA 

G27* 

(1E/1E/1Ca) 

7.37 μg/g dieta 

 Cry1Ab § >100 μg/g dieta 

H04* 

(1Ab/1Ab/1Ca) 
1.66 μg/g dieta 

H. virescens 

Cry1Ac ∆ 22 ng/cm
2
 

Karlova et al., 

2005 

Cry1Fb § > 8000 ng/cm
2
 

RK12* 

(1Fb/1Fb/1Ac) 

115 ng/cm
2
 

M. sexta 

Cry1Ca ∆ 155 ng/cm
2
  

 

de Maagd et al., 

2000 

Cry1Ba § >1000 ng/cm
2
 

BBC13 * 

(1Ba/1Ba/1Ca) 
85 ng/cm

2
 

 

∆ Toxinas que de manera natural presentan actividad contra el insecto indicado. 

§ Toxinas que presentan una actividad baja o nula contra el insecto indicado. 

*Entre paréntesis se muestra el origen del dominio I, dominio II y dominio III 

respectivamente. i.e. (dominio I/ dominio II/ dominio III).  



27 

 

Además de estos trabajos con toxinas quiméricas, otros reportes indican que el 

dominio III es importante para la interacción con el receptor APN. Lee y 

colaboradores analizaron la interacción de construcciones híbridas entre las 

toxinas Cry1Aa y Cry1Ac, y notaron qué únicamente las proteínas que contienen 

al dominio III de Cry1Ac unen a la APN de Lymantria dispar (Figura 6) (Lee et al., 

1995). 

 

 

 

Figura 6.  A. Representación esquemática de las toxinas híbridas construidas por Lee et 

al., el dominio I comprende el residuo 1 al 332, el dominio II del 332 al 450  y el dominio III 

del 450 al 623. B. Unión de APN marcada con [125I] a las toxinas parentales Cry1Aa y 

Cry1Ac y a las toxinas híbridas que contienen el dominio III (residuos 450 a 623) de 

Cry1Ac (4105, 4109 y 4210) (tomado de Lee et al., 1995). 

 

En el 2005, Atsumi y colaboradores identificaron el sitio de unión a la BmAPN1 en 

la toxina Cry1Aa, las regiones identificadas incluyen los residuos: 508STLRVN513 y 

582VFTLSAHV589, que corresponden a las láminas β16 y β22 respectivamente 

(Figura 7 A) (Atsumi et al., 2005).    
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Figura 7.  A) Estructura tridimensional del dominio III que muestra la localización de las 

regiones de interacción propuestas por Atsumi et al. (2005). Ambas regiones se 

encuentran adyacentes en la hoja externa del dominio III, el residuo N514 está 

representado con esferas. B) Ensayo de competencia de unión usando péptidos 

sintéticos; los números indican el exceso molar de competidor utilizado.  El péptido que 

corresponde a la región -16 compite la unión de la toxina Cry1Ab al receptor APN de M. 

sexta (tomado de Gómez et al., 2006). 

 

Posteriormente Gómez y colaboradores (2006), analizaron el papel de estas 

regiones en el contexto de la toxina Cry1Ab. Se sintetizaron los péptidos DIII-1 

cuya secuencia es 506GQISTLRVNITA517 y DIII-2 cuya secuencia es 

583VFTLSAHVFN592 (en negritas se denotan los aminoacidos que corresponden a 

las regiones β16 y β22 respectivamente), con los cuales se realizaron ensayos de 

competencia en ligand blot. En estos experimentos se demostró que el péptido 

que corresponde a la región β16 compite la unión de la toxina Cry1Ab con el 
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receptor APN (Figura 7 B), y se concluyó que la región β16 del dominio III de la 

toxina Cry1Ab participaba en la interacción con este receptor en M. sexta (Gómez 

et al., 2006).  

No obstante, estos análisis sólo evaluaron la importancia de las regiones β16 y 

β22 en la interacción in vitro, sin validar la relevancia de los residuos que las 

componen en la toxicidad de las proteínas Cry1A in vivo.   

Mutaciones en el dominio III de toxinas Cry1 afectan la toxicidad.  

Recientemente se han reportado mutaciones en el dominio III de la toxina Cry1Ac 

que resultan en un incremento en la toxicidad. Mediante evolución dirigida se 

obtuvo una variante de esta proteína, en la cual el cambio de la treonina en la 

posición 524 por un residuo de asparagina (T524N) resultó en un incremento de 

0.68 veces en la toxicidad contra S. exigua. Este residuo se localiza en el cuarto 

bloque conservado que conforma el asa que une las láminas β16 y β17 y que es 

parte de una región rica en argininas que forma una superficie hidrofóbica con 

cargas positivas, que se ha propuesto se involucra en la interacción con 

receptores que contienen cargas negativas. En otro estudio se involucró a un 

residuo de asparagina en la posición 546. En este caso se obtuvo la variante 

N546A, cuya toxicidad relativa contra H. armígera es de 1.78 respecto a la de la 

toxina silvestre que es de 1, este residuo se orienta hacia la superficie de la 

proteína Cry1Ac, ubicándose en la parte superior de una cavidad en la superficie 

del dominio III, la cual se ha sugerido está involucrado en la interacción con APN a 

través del reconocimiento del ázucar N-acetilgalactosamina (Tabla III).    
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Tabla III. Dosis letal media de mutantes en el dominio III de la toxina Cry1Ac. 

 

Insecto 

 

Toxina 

 

LC50 (µg/mL) 

 

Referencia 

 

S exigua 

 

Cry1Ac WT 

T524N 

 

14.1 (12.8-15.4) 

9.6 (8.4-12.1) 

  

Shan et al, 

2010 

 

  H. armígera 

 

Cry1Ac WT 

N546A 

 

2.98 (2.37-3.63) 

1.67 (1.31-2.04) 

 

Xiang et al., 

2009 

                        Entre paréntesis se muestran los límites de confianza.  

         

 

De manera similar, mediante el empleo de la mutagénesis se han obtenido 

mutantes que resultan en una disminución de la toxicidad. Basados en los 

estudios de Atsumi y Gómez, construimos una serie de mutantes sencillas en las 

regiones β16 (residuos: 509STLRVN514) y β22 (residuos: 583VFTLSAHV590) del 

dominio III de la toxina Cry1Ab, en las cuales intercambiamos cada uno de los 

aminoácidos que las componen por alanina para evaluar su papel in vivo en la 

actividad insecticida contra M. sexta. Nuestros resultados indican que el residuo 

de leucina en la posición 511 de la región β16, así como el residuo de serina en la 

posición 587 de la región β22, son esenciales para la toxicidad de Cry1Ab en el 

modelo de estudio M. sexta, ya que al reemplazar estos aminoácidos por alanina 

la proteína pierde su actividad insecticida (mutantes L511A y S587A) (Ocelotl, 

2008; Arenas et al., 2010).  

Al realizar un análisis entre las secuencias de las toxinas Cry1Ca  y Cry1Ab se 

observa que comparten un 65% de identidad y al realizar un alineamiento en el 

dominio III se advierte que la región β16 se encuentra conservada entre ambas 

toxinas. Si bien ambas presentan actividad contra M. sexta, aún no se ha 
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delimitado alguna región del dominio III de la toxina Cry1Ca que sea indispensable 

para la toxicidad. Debido a que previamente descubrimos que la región β16 es 

importante para la actividad entomocida de Cry1Ab en contra de M. sexta, se 

sugiere que  la región β16 del dominio III de la proteína Cry1Ca podría estar 

también involucrada en la toxicidad en contra del lepidóptero M. sexta.   

 

Reportes recientes sugieren que residuos de asparagina que se localizan en 

regiones de interacción, juegan un papel en la actividad entomocida, ya que al 

mutar estos residuos se pueden obtener variantes cuya toxicidad se ve afectada. 

En la posición 514 de la región β16 del dominio III de la toxina Cry1Ab se ubica un 

residuo de asparagina y nos interesó explorar la posibilidad de realizar 

mutagénesis a saturación sobre la asparagina 514 de la lámina β16 de la toxina 

Cry1Ab, para evaluar si es posible la obtención de mutantes  que incrementen la 

actividad insecticida en contra de M. sexta.    

Si somos capaces de determinar la(s) región(es) de la toxina Cry1Ca que se 

involucran en la toxicidad contra M. sexta y comprender sus funciones, 

eventualmente podremos diseñar toxinas que nos permitan contender con 

fenotipos de resistencia o que nos permitan obtener variantes más tóxicas contra 

insectos de interés. 
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Hipótesis:  

La región  conservada β16 del dominio III de la toxina Cry1Ca es importante para 

la toxicidad in vivo en M. sexta.  

  

 Objetivo General:    

Evaluar el papel de la región β16 del dominio III de la δ-endotoxina Cry1Ca en la 

actividad insecticida contra M. sexta.  

 

Objetivos Particulares:  

Analizar los efectos de mutaciones sencillas en la región  β 16 del dominio III de la 

toxina Cry1Ca, cambiando cada uno de los residuos por alanina, en la función de 

esta proteína. 

Caracterizar  la capacidad de unión de las mutantes generadas a vesículas de la 

microvellosidad media apical de intestinos de M. sexta.   

Obtener una librería de mutantes sobre la asparagina 514 de la región β 16 del 

dominio III de la toxina Cry1Ab y evaluar los efectos sobre la toxicidad contra M. 

sexta. 
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Materiales y Métodos. 

Cepas utilizadas. 

Escherichia coli (E. coli) DH5α Genotipo: F-Φ80lacZM15  (lacZYA-argF)U169 

deoR recA1 endA1 hsdR17(rk
-, mk

+) phoA supE44 thi-1 gyrA96 relA1 - 

(Invitrogen).  

E. coli SCS110, deficiente en dos sistemas de metilasas (Dam y Dcm); Genotipo: 

rpsL (Strr) thr leu endA thi-1 lacY galK galT ara tonA tsx dam dcm supE44 Δ(lac-

proAB) [F´ traD36 proAB lacIqZΔM15 (Stratagene).  

Cepa de B. thuringiensis 407 Cry- acristalífera que carece de capacidad para 

sintetizar toxinas debido a la pérdida de los plasmidos Cry (Agaisse y 

Lereclus,1995). 

 

Fosforilación de oligonucleótidos mutagénicos.  

Los oligonucleótidos mutagénicos fueron sintetizados por Invitrogen® (Estados 

Unidos). Estos fueron diseñados a partir de la secuencia del gen de la protoxina 

cristalina entomocida de B. thuringiensis Cry1Ca  (Acceso GenBank: AY955268), 

los cambios introducidos  y la secuencia de los oligonucleótidos se muestran en la 

Tabla IV. Para la construcción las mutantes sobre la asparagina 514 (N514) de la 

toxina Cry1Ab se utilizó un oligonucleótido degenerado que permite obtener 

cambios al azar sobre un codón seleccionado (Steffens and Williams, 2007), 

buscando que la mayoría de los 20 aminoácidos posibles sean introducidos sobre 

el residuo de interés. Como templado se utilizó el gen de la protoxina Cry1Ab 

(Acceso GenBank: M13898). La secuencia del oligonucleótido diseñado para la 

mutagénesis a saturación se denominó oligo N514-Ab: 5’-C AAC CTT AAG AGT A 

NNS ATT ACT GCA CCA TTA TC-3’, dónde N representa cualquiera de las cuatro 

bases nitrogenadas y S denota G o C.   
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Los oligonucleótidos liofilizados fueron resuspendidos en un volumen de 100 µL de 

agua Mili-Q y se tomaron 300 picomoles de cada oligonucleótido (1 µL), los cuales 

se añadieron a la mezcla de reacción cuya composición fué: 5µL de amortiguador 

de cinasa (100 mM de ATP) 10X, 1 µL  de enzima PNK, 43 µL de agua Mili-Q para 

obtener un volumen final de 50 µL. Los componentes de la reacción se mezclaron 

suavemente con la pipeta y se incubó a 37°C durante 30 minutos y posteriormente 

se incubó durante 30 minutos adicionales a 68°C para inactivar la enzima. Este 

paso de fosforilación es requerido para proveer a la ligasa de un grupo fosfato en 

el extremo 5’. Este grupo es necesario para la ligación. 

. 

 

Tabla IV. Oligonucleótidos para la mutagénesis de la región  β16 de la toxina Cry1Ca. 

Oligonucleotido Secuencia 

V505A   5’-ACC TTT GGT  GAT TTT GCA TCT CTA CAA GTC AAT-3’ 

S506A 5’-TTT GGT GAT TTT GTA GCT CTA CAA GTC AAT ATT-3’ 

L507A 5’-GGT GAT TTT GTA TCT GCA CAA GTC AAT ATT AAT-3’ 

Q508A 5’-GAT TTT GTA TCT CTA GCA GTC AAT ATT AAT TCA-3’ 

V509A 5’TTT GTA TCT CTA CAA GCC  AAT ATT AAT TCA CCA-3’ 

N510A 5’-GTA TCT CTA CAA GTC GCT  ATT AAT  TCA CCA ATT-3’ 

S590A 5’-GAT ATA ATT GGG ATA GCT GAA CAA CCT CTA TTT G-3’ 
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Mutagénesis sitio dirigida.  

Para la construcción de las mutantes sobre la región β16 del dominio III de Cry1Ca 

y las librería de mutantes a saturación sobre la N514 de Cry1Ab, se utilizó el 

paquete comercial Quickchange ® Multi-site Directed Mutagenesis Kit de  

Stratagene (Agilent Technologies, Estados Unidos), siguiendo las especificaciones 

del fabricante.   

El principio en el cual se basa esta técnica de mutagénesis es el empleo de un 

plásmido metilado como templado para la PCR. Se utilizan los oligos 

complementarios al templado que contienen las mutaciones que se desean 

introducir. Una vez que finaliza la reacción de PCR, se tendrá una  mezcla de una 

cadena metilada y otra sin metilar. Para eliminar el ADN parental metilado se 

realiza una digestión con la endonucleasa de restricción DpnI; de esa manera sólo 

se selecciona el ADN que contiene la mutación de interés, una vez que se 

obtuvieron los productos de PCR, se adicionó 1 µL de la enzima DpnI (10u/µL) 

directamente a cada reacción de amplificación. Después de esto las mezclas 

fueron centrifugadas por 30 segundos y se incubaron a 37°C durante una hora 

para digerir la cadena parental, posterior a la digestión estos productos fueron 

transformados en la cepa DH5α de E. coli (Figura 8). El programa de PCR utilizado 

se muestra en la tabla V.  

Preparación y transformación de células electrocompetentes DH5α de E. coli.  

Se inocularon 10 mL de medio YENB con una colonia de la cepa DH5α  de E. coli  

y se dejó crecer durante 12 horas con agitación a 37°C. Posteriormente se 

tomaron 5 mL de precultivo para inocular 250 mL de medio YENB y las células se 

crecieron con agitación a 37°C hasta que se alcanzó una D.O.600 de 0.5. Después 

el matraz fue enfríado en hielo durante 5 minutos y las células fueron cosechadas 

centrifugando a 4000 g durante 10 minutos. El sobrenadante fue desechado y la 

pastilla se lavó con 100 mL de agua estéril fría y se centrifugó nuevamente a 4000 

g durante 10 minutos. El sobrenadante fue desechado. Este último paso se repitió 
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una vez más y después las células fueron resuspendidas en 20 mL de glicerol al 

10%, se centrifugaron a 4000 g durante 10 minutos y finalmente se 

resuspendieron en un volumen de 3 mL  de glicerol al 10% frío. Se alicuotaron 40 

µL de células en tubos eppendorf de 0.5 mL y se almacenaron a -70°C hasta su 

uso. 

 

Figura 8. Esquema general de la estrategia de mutagénesis empleada en este estudio. 

 

               Tabla V.  Condiciones del programa utilizado en la PCR mutagénica.  

 

No. De 

Ciclos 

 

Temperatura 

(C*) 

 

Tiempo 

(minutos) 

1 94 3 

 

 

35 

94 1 

55 1 

65 15 

1 65 10 
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Para la transformación de las células, los productos de PCR digeridos fueron 

purificados con el paquete comercial MinElute PCR purification Kit de Qiagen®, 

siguiendo las instrucciones del fabricante. Una vez purificados se tomaron 2 µL de 

ADN, los cuales fueron añadidos a una alícuota de 40 µL de células 

electrocompetentes DH5α de E. coli. El ADN y las células fueron mezclados 

suavemente mediante pipeteo evitando la formación de burbujas de aire. Esta 

mezcla se transfirió a celdas de 0.1 cm (BioRad) pre-enfríadas y se aplicó un 

choque eléctrico de 2.5 voltios a 25µF de capacitancia y 200 Ω de resistencia. 

Inmediatamente después del choque se agregó 1 mL de medio SOB a las células 

y estas fueron transferidas a tubos eppendorf estériles de 1.5 mL. Para su 

recuperación las células se incubaron a 37°C  con agitación durante 1h. 

Transcurrido este tiempo se tomaron 200 µL de células recuperadas que se 

platearon en cajas de medio sólido selectivo LB-ampicilina (200µg/mL) y se 

incubaron a 37°C durante 12 horas. Posteriormente se picaron colonias 

candidatas de cada una de las mutantes las cuales se crecieron en 5 mL de medio 

LB-ampicilina (100µg/mL) líquido a 37°C durante 12 horas. Finalmente, se purificó 

el ADN plasmídico para confirmar la presencia de las mutaciones mediante 

secuenciación.  

 

Secuenciación de ADN.  

Las secuencias fueron determinadas en la Unidad de Síntesis y Secuenciación de 

ADN del Instituto de Biotecnología- UNAM, en un secuenciador automático de 

DNA de 16 capilares (Applied Biosystems, modelo 3130 XL, Estados Unidos), 

capaz de dar lecturas de  aproximadamente 900 bases.  
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Preparación y transformación de células competentes de Ca2+ SCS110 de E. 

coli.   

Se utilizó la cepa SCS110 para obtener ADN plasmídico sin metilar, el cual se 

utilizó para la transformación de B. thuringiensis. Las células competentes de Ca2+ 

se prepararon como se describe a continuación. Se inocularon 5 mL de medio LB 

líquido con una colonia de la cepa SCS110 y este se incubó durante 12 h a 37°C 

con agitación. Posteriormente se tomaron 2 mL del precultivo para inocular 100 

mL de medio LB líquido, el cual fue incubado a 37°C con agitación hasta alcanzar 

una D.O.600 de 0.6, una vez que se alcanzó la densidad óptica deseada el matraz 

fue colocado en hielo durante 5 minutos y las células fueron recuperadas mediante 

centrifugación a 3,000 rpm durante 10 minutos, el sobrenadante fue desechado y 

las células fueron resuspendidas en un volumen de 10 mL de Ca Cl2 100 mM frío y 

se incubaron durante 30 minutos en hielo. Transcurrido el tiempo de incubación 

las células fueron centrifugadas a 3,000 rpm durante 10 minutos, el sobrenadante 

se desechó y la pastilla obtenida se resuspendió en un volumen final de 2 mL de 

CaCl2 100 mM más 180 µL de DMSO. Se prepararon alícuotas de 200 µL las 

cuales se colocaron en tubos eppendorf estériles de 1.5 mL. Las células se 

utilizaron inmediatamente o se mantuvieron a -70°C hasta su uso.  

Para la transformación,  las células fueron descongeladas en hielo y se les añadió 

un volumen de 5 µL de ADN  de cada mutante, el cual  se mezcló cuidadosamente 

mediante pipeteo, la mezcla se incubó en hielo durante 30 minutos, 

inmediatamente después de que transcurrió el tiempo se dio un choque de calor a 

42°C durante 2 minutos. Después las células fueron incubadas en hielo durante 5 

minutos y se les añadió un volumen de 800 µL de medio LB. Las células se 

recuperaron mediante incubación a 37°C con agitación durante una hora. Se 

tomaron 200 µL de las células recuperadas y se platearon en medio selectivo 

sólido LB-ampicilina (200 µg/mL)  y se incubaron a 37°C durante 12 horas. Se 

tomó una colonia de cada mutante para inocular 10 mL de medio selectivo líquido 



39 

 

LB-ampicilina (100 µg/mL) y se incubaron a 37°C durante 12 horas con agitación. 

Finalmente se procedió a purificar el ADN plasmídico de cada una de las 

mutantes.  

Preparación y transformación de células vegetativas de la cepa 407 Cry- de 

B. thuringiensis.  

Se estrío la cepa 407 Cry- en una caja de petri que contenía medio sólido LB sin 

antibiótico, y se incubó a 30°C durante 12 horas.  A partir de esta caja se tomó una 

pequeña muestra la cual se extendió sobre una caja de medio sólido LB sin 

antibiótico fresca y se incubó a 30°C hasta que se observaron colonias 

transparentes (aproximadamente 3 horas). La totalidad de las células contenidas 

en la caja fueron recuperadas y resuspendidas en 500 µL de medio BHI, después 

fueron homogenizadas con ayuda de la pipeta. Se  procedió a inocular un volumen 

de 100 mL de medio BHI, el cultivo se dejó crecer a 30°C con agitación hasta que 

alcanzó  una D.O.600 de 0.6. En este punto las células se recuperaron mediante 

centrifugación  a 5,000 rpm durante 5 minutos para eliminar el medio de cultivo. El 

paquete celular fue resuspendido en 50 mL de solución EB fría. Nuevamente las 

células fueron centrifugadas a 5,000 rpm durante 5 minutos y se desechó el 

sobrenadante. Las células fueron resuspendidas en un volumen final de 3 mL de 

solución EB y se prepararon alícuotas de 300 µL, las cuales fueron utilizadas 

inmediatamente después de su preparación.  

Para la transformación se tomó una alícuota de 300 µL de células y se les añadió 

un volumen de 10 µL de ADN, el cual se mezcló cuidadosamente con ayuda de la 

pipeta en condiciones de esterilidad. Se incubó la mezcla ADN-células en hielo 

durante 5 minutos, posteriormente se transfirió a celdas de 0.4 cm pre-enfríadas y 

se aplicó un choque de 2.5 V a 25 µF de capacitancia y 1000 Ω de resistencia. Las 

células electroporadas se incubaron en hielo durante 5 minutos adicionales y 

transcurrido el tiempo se les añadieron 700 µL de medio BHI, se transfirieron a 

tubos falcon estériles de 15 mL y se incubaron a 30°C con agitación durante una 
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hora para su recuperación. Se tomó un volumen de 250 µL de células recuperadas 

y se plateó en medio selectivo sólido LB-eritromicina (10 µg/mL). Las cajas se 

incubaron a 30°C durante 12 horas y se tomaron 4 colonias candidatas de cada 

mutante para verificar la producción de los cristales de las proteínas.  

Producción y purificación de cristales. 

Las cepas que expresan las toxinas Cry1Ca y Cry1Ab  silvestres, así como de 

cada una de las mutantes generadas, se sembraron en medio sólido LB-

eritromicina (10 µg/mL) y se crecieron durante 12 horas a 30°C. A partir de estas 

cajas las células fueron cosechadas en su totalidad y con ellas se inocularon 50 

mL de medio de esporulación líquido HCT, complementado con antibiótico de 

selección eritromicina (10µg/mL). El crecimiento de estos cultivos se realizó a 

30°C con agitación durante 72 horas, tiempo aproximado en el cual se completa la 

esporulación. Una vez que se pudieron observar al microscopio los cristales, los 

cultivos se centrifugaron a 10,000 rpm durante 15 minutos para recuperar la 

pastilla que contiene la mezcla de esporas-cristales. Posteriormente la pastilla fue 

lavada 3 veces con solución de lavado. Se centrifugó a 10,000 rpm durante 15 

minutos entre cada lavado. El sobrenadante fue eliminado y la pastilla se lavó 3 

veces más con una solución de PMSF 1 mM, centrifugando a 10,000 rpm durante 

15 minutos.  

Los cristales se purificaron utilizando un gradiente discontinuo de soluciones de 

sacarosa de 84%, 79%, 72% y 67% cada una de ellas complementada con 2 mL 

de Tris-HCl 1 M pH 8, 80 µL de NaCl 5 M y 400 µL de Tritón X-100 al 1%. Las 

soluciones de mayor concentración se colocaron en el fondo del tubo y por último 

la muestra de esporas-cristales previamente resuspendida en amortiguador TTN y 

sonicada con  5 pulsos de 50 segundos a 20 watts, con un minuto de descanso 

entre pulsos. Los gradientes fueron centrifugados a 23, 000 rpm a una 

temperatura de 15°C durante 30 minutos en una utracentrifuga  L-80 (Beckman).  

Las fracciones resultantes fueron colectadas, observadas al microscopio y 
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aquellas en las que se detectó la presencia de los cristales fueron lavadas tres 

veces con agua Mili-Q  más PMSF 1 mM, esto con la finalidad de eliminar el 

exceso de sacarosa. Se centrifugó a 10,000 rpm durante 15 minutos entre cada 

lavado. Finalmente los cristales fueron resuspendidos en 3 mL de PMSF 1 mM y 

se almacenaron a 4°C.  

Cuantificación de Proteína.  

La cuantificación de proteína se realizó mediante el método de Bradford utilizando 

una curva estándar preparada con BSA. Para obtener la concentración de 

proteínas en muestras desconocidas se tomó un volumen de 1µL de cada una de 

ellas y se llevó a un volumen final de 800 µL con agua; finalmente se añadieron 

200 µL de reactivo de Bradford 5X. Las muestras se incubaron durante 5 minutos 

y posteriormente la absorbancia de las muestras fue medida a 595 nm. 

 

Solubilización y tripsinación de toxinas  

La solubilización se llevó a cabo en un amortiguador de bicarbonatos 100 mM, con 

un pH de 10.5; como agente reductor se añadió β-mercaptoetanol a una 

concentración final de 0.02%. Se tomaron 500 µL de los cristales purificados y se 

transfirieron a un tubo eppendorf de 1.5 mL; las muestras se centrifugaron  a 

14,000 rpm durante 10 minutos y el sobrenadante fue desechado. Las pastillas 

fueron resuspendidas en 1 mL de buffer de solubilización con ayuda de la pipeta y 

posteriormente fueron incubadas a 37°C con 800 rpm de agitación durante 1 h en 

un Thermomixer compact (eppendorf). Transcurrido el tiempo de incubación las 

muestras fueron centrifugadas nuevamente  como se explicó con anterioridad, y 

se separó la fracción soluble que contiene la protoxina de la pastilla. La protoxina 

fue almacenada a 4°C hasta su uso.  

El procesamiento proteolítico se realiza in vitro; primeramente se ajusta el pH a 8.5 

mediante la adición de ¼ parte del volumen en el cual se encuentran las 
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protoxinas de Tris-HCl 1M pH 8,  se añadió tripsina (Sigma-Aldrich) en una 

relación 1:30 (m/m) a las protoxinas; la reacción fue incubada a 37°C durante una 

hora. Posteriormente la reacción se detuvo al adicionar el inhibidor de proteasas 

PMSF a una concentración final de 1 mM.  Posterior a la digestión las muestras se 

centrifugaron a 90,000 rpm en una ultracentrífuga de mesa Optima Max® 

(Beckman Coulter)  para eliminar productos de precipitación de la digestión, 

Finalmente los sobrenadantes que contienen a la toxina activa fueron 

recuperados, y almacenados a 4°C hasta su uso. El procesamiento de las 

proteínas se visualizó en geles de acrilamida al 10%, los cuales fueron teñidos con 

azul de Coomasie.  

 

Bioensayos de toxicidad.  

Los bioensayos de toxicidad se realizaron en cajas de 24 pozos (Corning) con 

dieta artificial en cada pozo. Se prepararon diluciones de dosis crecientes de las 

toxinas Cry1Ca y Cry1Ab silvestres, así como de cada una de las mutantes 

generadas en agua Mili-Q estéril. Cada pozo se contaminó con 35 µL de la 

dilución de toxina a probar. Posterior a la aplicación de la dosis sobre la superficie 

de la dieta, las cajas se dejaron secar. Cuando las cajas se secaron se colocó una 

larva neonata de M. sexta por pozo (24 larvas por caja). Las cajas se mantuvieron 

durante 7 días a temperatura ambiente con un ciclo de 12h de luz y 12h de 

obscuridad. Posteriormente se calculó el porcentaje de mortalidad comparando 

con el control negativo que es sólo agua Mili-Q.  Todos los experimentos se 

realizaron al menos tres veces. 

Cálculo de la dosis letal media (LC50)  

Para la estimación de la LC50 se realizaron bioensayos con dosis crecientes de las 

proteínas Cry1Ca, Cry1Ab y de sus respectivas mutantes. Se utilizaron 5 dosis: 5, 

10, 25, 50 y 250 ng/cm2. En la dosis más baja se espera el menor porcentaje de 

mortalidad posible, mientras que en la dosis más alta se espera el mayor 
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porcentaje de mortalidad posible. Los bioensayos se realizan como se describió en 

la sección anterior y al finalizar los  datos se analizan mediante el método de 

Probit con el software homónimo. El análisis de Probit es una regresión que se 

utiliza para analizar variables de respuesta binomial (e.g. muerte/ supervivencia). 

Este análisis transforma la curva dosis-respuesta de una sigmoide a una línea 

recta, al ajustar los datos a una línea recta se puede comparar la relación entre la 

variable de respuesta binomial (variable dependiente) y la variable independiente 

(concentración de toxina). Una vez que se obtiene la regresión se puede 

determinar la LC50 mediante análisis de máxima verosimilitud o al comparar los 

procentajes de mortalidad con las tablas de probits definida por Finney (1952). 

 

Purificación de Vesículas de la Microvellosidad Media Apical (VMMA’s) del 

Intestino de M. sexta.  

Se disectaron larvas del tercer estadío de desarrollo de M. sexta para extraer el 

intestino medio. Las larvas se mantuvieron en hielo para su disección. 

Primeramente se fijaron los extremos de la larva a una base de disección, se 

realizó un corte longitudinal para exponer el intestino, la porción media fue 

extraída cuidadosamente y se eliminió el bolo alimenticio y la membrana 

peritrófica.  El tejido se lavó exhaustivamente en un amortiguador de disección y 

se almacenó a -70°C hasta su uso.   

 

Para la  preparación de las vesículas:  

 Se tomaron 3 gramos de tejido intestinal y se decongelaron en hielo. 

 Se colocó el tejido en un tubo de vidrio estéril que contenía 30 ml de  

solución para prepararción de VMMA’s.  

 Se disgregó el tejido con un émbolo estéril montado en un homogenizador 

Black & Decker U-114 tipo FV dando 9 golpes a 2,250 rpm.  
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 Se agregó un volumen de 30 ml  de MgCl2 24 mM al tubo y se cubrió la 

boca de éste con parafilm; se mezcló suavemente mediante inversión y la 

muestra se incubó en hielo durante 15 minutos. 

 Se centrifugó a 4,500 rpm por 15 minutos a 4°C  en un rotor de ángulo fijo 

JA-20 (Beckman) utilizando una centrífuga J2-HS (Beckman). La pastilla fue 

descartada y el sobrenadante fue transferido a otro tubo estéril. 

 Se centrifugó a 16,000 rpm durante 30 minutos a 4°C usando el equipo 

antes descrito. El sobrenadante fue desechado y la pastilla resultante fué 

resuspendida en 15 mL de solución para preparación de VMMA’s más 15 

mL de MgCl2 24 mM.   

 Se repitieron los dos pasos de centrifugación anteriores  para obtener una 

segunda pastilla al centrifugar a 16,000 rpm, la cual se resuspendió en 

solución de preparación de VMMA’s diluida con agua estéril  1:1 fría. Se 

dieron 3 golpes adicionales a 2,250 rpm. Se determinó el enriqueciemiento 

en las actividades de APN y ALP. Las vesículas fueron almacenadas a           

-70°C hasta su uso.  

 

 

La concentración de proteína en las vesículas se determinó mediante el método 

de Lowry haciendo uso del paquete comercial  Bio-Rad DC Protein Assay, de 

acuerdo a las instrucciones del fabricante, utilizando una curva estándar de BSA.  

 

 Marcaje de toxinas con biotina.  

Se tomó una concentración conocida de toxina soluble y fue mezclada con éster 

de biotina (Amersham) en una relación 0.5 mg de proteína/20 µL de reactivo. La 

mezcla se incuba durante 1 h a temperatura ambiente. El éster de biotina 

reacciona con los residuos de lisina y con el N-terminal de la proteína. Para 

separar la toxina marcada de la biotina libre se utilizaron columnas con 1 ml de 
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Sephadex G25 (Sigma) en PBS 1X, las cuales se lavaron con aproximadamente 

20 ml de PBS 1X y fueron centrifugadas por 2 minutos a 2,000 rpm para eliminar 

el exceso de PBS. Se colocaron 200 µL de la toxina incubada en la columna, y se 

centrifugó durante 2 minutos a 2,000 rpm para separar la toxina marcada de la 

biotina libre. Se cuantificó la proteína por el método de Bradford y la marca se 

verificó por western blot.   

Las toxinas marcadas se corrieron en un gel de acrilamida desnaturalizante al 9%. 

Posteriormente las proteínas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa 

(ECL-Amersham Pharmacia Biotech) por 1 h a 350 mA.  

La transferencia se verificó tiñendo la membrana de nitrocelulosa con rojo de 

Ponceau 0.5% en ácido acético 2%. Después de eliminar el exceso de colorante 

con agua corriente, se realizaron los siguientes lavados: con PBS 1X por 10 

minutos, con 40 ml de PBS 1X Tween 20 2% durante 20 minutos, dos lavados  

con 30 ml de PBS 1X Tween 0.1% (15 minutos por lavado) y posteriormente la 

membrana se incubó con  estreptavidina acoplada a peroxidasa (Amersham Life 

sciences) 1:30,000 v/v en Tween-20 0.1% -PBS 1X. Se lavó dos veces con Tween 

20 al 0.1% en PBS 1X durante 10 minutos cada uno y dos  veces más con PBS 1X 

durante 5 minutos. Una vez que se eliminó el exceso de estreptavidina con los 

lavados, la membrana fue incubada con Visualizer Spray & Glow ECL Western 

Blotting System (Millipore), con agitación constante durante un minuto y la señal 

se reveló en películas para quimioluminiscencia (Amersham Pharmacia Biotech).  

 

Ensayo de unión de toxinas a VMMA’s. 

Se incubaron 10 µg de VMMA’s de M. sexta con 20 nM de la toxina silvestre o de 

las mutantes marcadas con biotina en un volumen final de 100 µL de amortiguador 

de unión. La mezcla se incubó durante 1 hora a temperatura ambiente al término 

de la cual se centrifugaron las muestras a 14,000 rpm durante 10 minutos. Se 

realizaron dos lavados con 100 µL de amortiguador de unión,  la pastilla fue 
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resuspendida en 15 µL de PBS más mezcla lítica 1X y se separaron las proteínas 

en un gel desnaturalizante al 9% para ser transferidas a  la membrana de 

nitrocelulosa. Después de la transferencia se procedió de la misma forma descrita 

previamente.  

Modelado molecular.  

Para la construcción de los modelos tridimensionales de las toxinas Cry1Ab y 

Cry1Ca se utilizaron los siguientes programas: el software en línea Clustal W 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/),  SWISS MODEL  y Swiss-Pdb Viewer 

Versión 4.0. Se realizó un  alineamiento multiple utilizando como templado la 

secuencia de la toxina Cry1Aa en el programa Clustal W, éste produce 

alineamientos biológicamente significativos de secuencias divergentes. Calcula la 

mejor coincidencia para las secuencias seleccionadas  de manera que se 

evidencian identidades, similitudes y diferencias.  

Los modelos de las estructuras de las proteínas Cry1Ab y Cry1Ca se construyeron 

en SWISS MODEL utilizando el “modo optimizar proyecto” en conjunción con 

Swiss-Pdb Viewer. La secuencia de las proteínas blanco (Cry1Ab y Cry1Ca) se 

alineó con el templado (Cry1Aa, PDB ID: 1CIY) en Swiss-Pdb Viewer de acuerdo 

al alineamiento producido en Clustal W. Los residuos que no se alinearon en el N- 

y C-terminal de las proteínas blanco, fueron removidos antes de someterse al 

programa SWISS-MODEL (Liu y Dean., 2006). 
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Soluciones y Medios de Cultivo.    

Soluciones 

Nombre Composición Comentarios 

Cloruro de Calcio CaCl22H2O 100 mM Esterilizar 

Amortiguador EB 

Sacarosa 

MgCl2 

0.625 M 

1 mM 

Esterilizar 

Solución I  

(para 

complementar el 

medio HCT) 

KH2PO4 68 g / L Esterilizar 

Solución II 

(para 

complementar el 

medio HCT) 

MgSO47H2O 

MnSO4H2O 

ZnSO47H2O 

12.3 g/L 

0.169 g/L 

1.4 g/L 

Esterilizar 

Solución III 

(para 

complementar el 

medio HCT) 

FeSO47H2O 

H2SO4 

2 g/L 

100 ml/L 

Esterilizar 

Solución IV 

(para 

complementar el 

medio HCT) 

CaCl22H2O 14.7 g/L Esterilizar 
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Amortiguador de 

Corrida 10X 

Tris 

Glicina 

SDS al 10% 

30 g/L 

 

14.4g/L 

 

10 mL/L 

Filtrar 

Amortiguador de 

Transferencia 

Tris  

 

Glicina 

 

Metanol 

30 g/L 

 

14.4g/L 

 

200mL/L 

Filtrar 

Amortiguador de 

Carbonatos 5X 

Na2CO3 

 

NaHCO3 

5.5 g/100 mL 

 

4.2g/100 mL 

Las soluciones se 

preparan por 

separado. Se 

toman 20 ml de la 

solución de 

Na2HCO3 y se le 

agregan 

aproximadamente 

80 ml de la 

solución de 

Na2C03 hasta 

llegar a un pH de 

10.5 

Amortiguador de 

Disección 

Manitol 

Tris 

EGTA 

DTT 

PMSF 

300 mM 

17 mM 

5 mM 

2 mM 

0.1 mM 

Ajustar el pH  a 

7.4 con KOH 
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Amortiguador de 

Unión 

BSA  

Tween 20  

 

en PBS 1X 

0.1%  

0.1%, 

 

 

 

Solución de 

preparación de 

VMMA’s 

Manitol 

Tris 

EGTA 

DTT 

EDTA 

Leupeptina 

Pepstatina 

Neomicina 

PMSF 

 

300 mM 

17 mM 

5 mM 

2 mM 

1 mM 

10 µL(1 mg/mL) 

10 µL(1 mg/mL) 

6 µL(12 mg/mL) 

1mM 

 

Ajustar el pH a 

7.4 con KOH 

Solución dr e 

Lavado de 

Cristales 

NaCl  

EDTA, 

0.5 M 

0.01 M 

Ajustar el pH a 

8.0 

Amortiguador TTN 

Tris 

Tritón X-100 

NaCl 

20 mM 

0.01% 

300 mM 

Almacenar  a 

4°C. 

Medios para Bacterias 

Nombre Composición Comentarios 

LB 

Bacto Triptona 

Extracto de levadura 

10 g/L 

  5 g/L 

Ajustar el pH a 7 con NaOH y 

esterilizar. 
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NaCl 10 g/L 

LBagar 

Medio LB pH 7.0 

Agar 

1L 

15 g 

Esterilizar. Dejar enfriar hasta  

~50ºC y añadir, si procede, el 

antibiótico de selección. 

Distribuir en cajas petri y dejar 

solidificar. Conservar a 4ºC 

SOB 

Bacto Triptona 

Extracto de levadura 

NaCl 

KCl 

20 g/L 

5 g/L 

0.5 g/L 

0.186 g/L 

Se ajusta el pH a 7.0 con 

NaOH y esterilizar. Si se 

utiliza el medio SOB agregar 

10 ml/L de una solución de 

MgCl2 2M y 10 ml de Glucosa 

1M ambas previamente 

esterilizadas. 

BHI Infusión cerebro-corazón 37 g/L Esterilizar. 

HCT 

Bacto Triptona 

Casa-amino-acidos 

5 g/L 

2 g/L 

Ajustar el pH a 7.25 con KOH 

y esterilizar. Antes de usar 

complementar con 50 ml de la 

Sol I, 1 ml de la Sol II, 10 ml 

de la Sol III, 10 ml de la Sol IV 

y 30 ml de Glucosa al 10% 

por cada litro. 

 

YENB 

 

Extracto de Levadura 

 

Caldo Nutritivo 

 

7.5 g/L 

 

8.0 g/L 

Ajustar pH a 7.0 con NaOH, y 

esterilizar. 
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Composición de geles de poliacrilamida para electroforesis en condiciones 

desnaturalizantes. 

 

Reactivo 

 

Gel Separador (5 mL) 

 

Gel concentrador  (2 mL) 

H2O Mili-Q 

 

2.0 mL 1.4 mL 

Tris-HCl 1 M pH 8.8 

 

1.3 mL ---------- 

Tris-HCl 1.5 M pH 6.8 

 

----------- 250 µL 

Acrilamida/Bis 

acrilamida al 30% 

 

1.7 mL 0.33 µL 

SDS al 10% 

 

50 µL 20 µL 

APS al 10% 

 

50 µL 20 µL 

TEMED 

 

4 µL 2 µL 

 

 

Composición  y preparación de  la dieta artificial de Manduca sexta 

Se licuaron 20 g de agar con 500 mL de agua destilada a punto de ebullición, el 

agar se incorpora mediante calentamiento en un horno de microondas. En otros 

500 mL de agua destilado a punto de ebullición se incorporan 80 g de germen de 

trigo, 36 g de caseinato de caseína, 23 g de sacarosa, 16 g de levadura,  12 g de 

sales wesson, 2 g de ácido sórbico, 4 g de ácido ascórbico, 1 g de metilparabeno, 

3 g de colesterol y 10 g de vitaminas vanderzant.  La solución de agar y la 

combinación de ingredientes fueron mezclados al licuarse. Cuando la temperatura 

de la mezcla es menor a 50 °C se incorporan 0.25 gramos de tetraciclina, 1 mL de 

formaldehido al 37% y 4 mL de aceite de linaza. La mezcla final se deposita en los 

pozos de la caja de bioensayo para dar un  área final de 2 cm2. 
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Resultados y Discusión.   

La toxina Cry1Ca como un bioinsecticida potencial   

A la fecha, la subclase de toxinas Cry1A específicas contra lepidópteros, 

representan al grupo de proteínas Cry más estudiado y que se utilizan 

ampliamente como método de control biológico, ya sea en formulaciones de 

aerosoles o en expresión transgénica. A pesar de que el espectro insecticida de la 

proteína Cry1Ca incluye a insectos lepidópteros que son completa o parcialmente 

tolerantes a las formulaciones basadas en Bt que se utilizan actualmente, su 

empleo como método de control no es tan extenso como el de las toxinas de la 

subclase Cry1A. Como se puede observar en la tabla VI, esta proteína es tóxica 

para un amplio rango de especies de insectos como: Mamestra brassicae, Plutella 

xylostella e incluso contra subespecies del género Spodoptera (entre otros). Estos 

insectos,  los cuales no son controlados adecuadamente por toxinas Cry1A, 

causan grandes pérdidas a cultivos como el máiz, algodón  y soya a nivel mundial 

(Avisar et al., 2009). Por otra parte, la utilidad de las proteínas Cry como método 

de control podría verse comprometida por el surgimiento de resistencia en los 

insectos blanco. Recientemente se aisló una población de campo de P. xylostella 

que al estar expuesta de manera constante a aerosoles basados en B. 

thuringiensis subsp. kurstaki, presentó altos niveles de resistencia a las toxinas 

Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac y Cry1Fa, no obstante presentó niveles moderados de 

resistencia a la toxina Cry1Ca (Sayyed et al., 2005).   
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Tabla VI. Comparación de las dosis letales medias de toxinas de la subclase Cry1A y 

Cry1Ca probadas en distintos insectos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

† Las dosis letales medias (LC50) se muestran en ng/cm
2 

a menos que se indiquen otras unidades. 

 

 

Previamente se habían construido mutantes en la región β16 de la toxina Cry1Ab y 

como se puede observar en la Tabla VII la leucina 511 es un residuo muy 

importante ya que cuando se cambia por alanina se abate la toxicidad de la 

proteína en contra de M. sexta.   

 

 

 

Insecto 

 

Toxina Cry 

 

LC50 † 

 

Referencia 

 

 

Manduca 

sexta 

Cry1Aa 

Cry1Ab 

Cry1Ca 

23 

 10.2  

10.2  

Schnepf et al., 1990 

Pacheco et al., 2009 

Este estudio 

 

Mamestra 

brassicae 

Cry1Aa 

Cry1Ac 

Cry1Ca 

165 ng/mL 

>150000 ng/mL 

350 ng/mL 

 

Gilliland et al., 2002 

 

Spodoptera 

exigua 

Cry1Ab 

Cry1Ca 

601 

55 

de Maagd et al., 

2000 

 

Spodoptera 

frugiperda 

Cry1Aa 

Cry1Ab 

Cry1Ca 

>2000 

>2000 

31 

 

Aranda et al., 1996 

Trichoplusia ni Cry1Aa 

Cry1Ca 

>2000 

12 

 

Iracheta et al., 2000 
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. Tabla VII. Dosis letal media de la toxina Cry1Ab  y de sus mutantes sobre la región β16 

del dominio III (Ocelotl, 2008) 

Toxina LC50 (ng/cm
2
) 

Cry1Ab 3.7 (1.6-6.9) 

S509A 5.7 (4.6-7.2) 

T510A 31.9 (14.7-201.7) 

L511A > 1000 

R512A 6.5 (5-9) 

V513A 45 (26-105) 

N514A 15.3 (10.3-25.7) 

 

 

Con estos resultados comparamos la secuencia  de la región β16 de la toxina 

Cry1Ab con la toxina Cry1Ca, la cual también es tóxica contra M. sexta y 

observamos que tres de los seis residuos que la componen se encuentran 

conservados. (Figura 9), incluyendo el residuo de leucina.  Por esta razón, 

propusimos que en la toxina Cry1Ca estos residuos pueden tener un papel 

importante en la actividad tóxica contra M. sexta.      

 

 

 

 

 Figura 9. Alineamiento de las regiones β16 de las toxinas Cry1Ab y Cry1Ca, en azul se 

muestran los aminoácidos que se encuentran conservados en ambas proteínas, la leucina 

conservada se denota con una cruz 

Cry1Ca  DILRRNTFGDFVSLQVNINSPITQRYRLRFRY 525 

Cry1Ab  DILRRTSPGQISTLRVNITAPLSQRYRVRIRY 530 
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Mutagénesis sitio dirigida.  

Cada uno de los seis aminoácidos que componen la región β16 del dominio III de 

la toxina Cry1Ca fue sustituido por alanina (Figura 10) para evaluar el efecto en su 

actividad insecticida contra las larvas de M. sexta. Usando oligonucleótidos 

diseñados para realizar cambios puntuales fuimos capaces de generar las 6 

variantes de la toxina Cry1Ca. Esto se confirmó al observar los resultados de 

secuenciación de algunas clonas obtenidas.    

 

 Al mismo tiempo se generaron las variantes correspondientes en el residuo N514 

de la toxina Cry1Ab. Empleando el oligonucleótido N514-Ab, realizamos una 

mutagénesis a saturación sitio dirigida sobre la asparagina 514, se obtuvieron 9 

variantes: N514S, N514M, N514I, N514L, N514Q, N514V, N514K, N514H y 

N514F. Esto con base en los resultados obtenidos por Shan y col., así como los 

obtenidos por Xiang y col., quienes demostraron la importancia de residuos de 

asparagina en regiones de interacción del dominio III de la toxina Cry1Ac, al 

generar variantes cuya toxicidad se ve afectada. El ADN de cada mutante se 

transformó  en la cepa de E.coli SCS110 para recuperar el ADN no metilado que 

facilita la transformación en la cepa acristalífera de Bt.     
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Análisis de la expresión de las mutantes y de las toxinas Cry1Ab y Cry1Ca 

silvestres. 

Después de haber transformado en B. thuringiensis los ADN’s con las mutaciones 

deseadas, procedimos a crecer algunas clonas (al menos 4) de cada una de ellas 

en medio de esporulación HCT para comprobar que ninguno de los cambios 

hubiese afectado la producción de los cristales, se analizaron 3 µg de proteína 

total obtenida en la mezcla de esporas cristales.  Los cambios introducidos tanto 

en la región β16 del dominio III de la toxina Cry1Ca, como en el residuo N514de la 

toxina Cry1Ab, no afectaron la síntesis de los cristales en Bt. Esto se analizó 

observando los cristales al microscopio y por la presencia de una banda de la talla 

esperada de 130 kDa en geles de acrilamida desnaturalizantes al 10% (Figuras 11 

A y 11 B respectivamente).      

De este modo fue posible concluir que ninguno de los aminoácidos cambiados por 

alanina compromete la producción de los cristales de las mutantes. Es importante 

verificar la producción de los cristales ya que previamente se han reportado 

mutaciones en los diferentes dominios de la toxina Cry1Ab que resultan en nula o 

baja producción de cristales, fenómeno, que puede ser causado por un 

Figura 10.  Representación de cada una de las 

mutantes construidas sobre la región β16 del 

dominio III de la toxina Cry1Ca. De arriba hacia 

abajo: V505A, S506A, L507A, Q508A, V509A y 

N510A. 
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plegamiento incorrecto de las proteínas o por la introducción de inestabilidad 

estructural (Nuñez-Valdéz et al, 2001; Padilla et al., 2006,).   

               A) 

                    

                   B)   
 

                  

 Figura 11.  A) Expresión de la toxina Cry1Ca silvestre y las mutantes correspondientes 

de la región β16 del dominio III. B) Expresión de la toxina Cry1Ab silvestre y las mutantes 

sobre la asparagina 514 de la lámina β16 del dominio III.  

 

  
 

  
 



58 

 

 

Solubilización y activación con tripsina  de las toxinas Cry1Ca y Cry1Ab 

silvestres y sus respectivas mutantes.  

Después de observar que la producción de los cristales  de las toxinas no estaba 

afectada, analizamos el procesamiento in vitro de los mismos para comprobar que 

las mutaciones no afectaban la estabilidad de las proteínas con respecto a las 

toxinas silvestres.  El primer paso del procesamiento de los cristales es su 

solubilización en un ambiente alcalino y reductor, lo cual simulamos en un  

amortiguador con un pH de 10.5 más β-mecaptoetanol. Las fracciones solubles 

resultantes se analizaron en geles de acrilamida teñidos con azul de coomassie. 

Como se muestra en la Figura 12 A, todas las mutantes de la toxina Cry1Ca se 

solubilizaron correctamente y de modo similar a la toxina silvestre. El mismo 

tratamiento realizado a las variantes en el residuo N514 de la toxina Cry1Ab nos 

indicó que a excepción de las variantes N514I y N514F, el resto de los cambios 

que tenemos no afecta o compromete la solubilización de los cristales (Figura 

12B). Este análisis es importante porque se han reportado mutantes a lo largo de 

toda la secuencia en diferentes toxinas Cry que afectan completa o parcialmente 

la solubilidad de los cristales y esto al mismo tiempo se refleja en la actividad 

tóxica. Por ejemplo, mutaciones sencillas sobre residuos de triptófano en las 

posiciones 117, 226 y 455 de la toxina Cry1Ab afectan la eficiencia de 

solubilización respecto a la toxina silvestre (Padilla et al., 2006).  

En nuestro grupo de trabajo también hemos aislado de manera previa mutantes 

que poseen un fenotipo insoluble. En la toxina Cry1Ab observamos que al 

introducir una carga positiva sobre la leucina 511 o la valina 513 de la lámina β16 

del dominio II, obteníamos mutantes que perdían toxicidad, no obstante este 

fenómeno se relacionaba al hecho de que ambas eran incapaces de solubilizarse 

(Ocelotl., 2008). En el caso de las mutantes sobre la región β16 del dominio III de 

la toxina Cry1Ca no observamos diferencias significativas respecto a la proteína 

silvestre. Todas las mutantes se solubilizaron de manera correcta.                   
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A continuación tomamos todas las muestras que se solubilizaron correctamente 

para determinar la estabilidad de las proteínas frente a la proteólisis. El 

procesamiento de las proteínas Cry por las proteasas gástricas es un paso 

importante para que puedan ejercer su efecto tóxico ya que en este se libera a la 

toxina activa. Para el procesamiento  in vitro las proteínas se trataron con tripsina. 

Posterior al tratamiento, las fracciones solubles se analizaron mediante 

electroforesis en condiciones desnaturalizantes. En este análisis observamos que 

las mutantes de la región β16 del dominio III de la proteína Cry1Ca se procesan de 

manera similar a la toxina silvestre (Figura 13 A), dando lugar al fragmento 

resistente a proteólisis o toxina activa con un peso molecular esperado de  

aproximadamente 65 kDa. Lo mismo se observó en el caso de las mutantes sobre 

la asparagina 514 de la lámina β16 de la toxina Cry1Ab (Figura 13 B). 

 El analizar la estabilidad de las proteínas frente al procesamiento es importante, 

ya que cambios en la actividad insecticida de proteínas mutantes se pueden 

explicar como un efecto directo sobre la función de ésta o sobre la estabilidad 

global de la proteína (Seale J.W., 2006). Por ejemplo, en el dominio III de la toxina 

Cry1Ac se reportó la mutante W544C, la cual presenta 15 veces menos toxicidad 

respecto a la toxina silvestre; sin embargo al examinar su sensibilidad a proteasas 

se determinó que esta mutación la hace más susceptible al procesamiento 

proteolítico con tripsina o jugo gástrico, lo cual indica una menor estabilidad en 

presencia de las proteasas del insecto en el ambiente del intestino medio (Liu et  

al., 2010).  
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     A) 

                  

B)   

                

 

Figura 12. A) Solubilización de la toxina silvestre Cry1Ca, y de las toxinas mutantes sobre 

la región β16 del dominio III. Se analizaron las fracciones de la pastilla (P) y el 

sobrenadante (S) B) Fracción soluble (sobrenadante) de las variantes sobre la asparagina 

514 de la lámina β16 de la toxina Cry1Ab. La variante N514I y N514 F no se solubilizan 

con la misma eficiencia que la toxina silvestre. 
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Figura 13. A) Activación con tripsina de la toxina silvestre Cry1Ca y las mutantes sobre la 

región β16 del dominio III, B) y de la toxina silvestre Cry1Ab y las variantes sobre la N514 

de la lámina β16 del dominio III.      
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Análisis de toxicidad de las mutantes de la región β16 del dominio III de la 

toxina Cry1Ca.  

Después de  comprobar que las mutaciones introducidas no afectaron la producción 

de las proteínas, ni comprometió su solubilización y activación proteolítica, 

analizamos el efecto en la toxicidad de cada una de las mutantes tanto de la toxina 

Cry1Ca como las de la toxina Cry1Ab, y las comparamos con las actividades de las 

toxinas silvestres. Para este análisis, purificamos los cristales de cada toxina 

empleando gradientes discontinuos de sacarosa y así poder determinar con estas 

muestras, su dosis letal media contra larvas de M. sexta. En la Figura 14 se 

muestran las fracciones purificadas de cada una de las mutantes de la región β16 

de la toxina Cry1Ca En este gel se analizó la misma cantidad de proteína de cada 

una de las mutantes. 

 

                        

 

 

     Figura 14. Fracciones de los cristales purificados de la toxina Cry1Ca y las mutantes                                                                                                                                          

sobre la región β16 del dominio III. Se resolvieron 2 µg de cada proteína.  
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Para la determinación de la dosis letal media (LC50), las larvas neonatas de M. 

sexta fueron retadas con cinco dosis crecientes de la proteína Cry1Ca silvestre y 

de cada una de las mutantes (5, 10, 25, 50 y 250 ng/cm2) . Se analizaron las tres 

formas de las proteínas. Los cristales insolubles formados por protoxinas 

empacadas en la inclusión paraesporal (masa molecular: 130kDa), las protoxinas 

solubles obtenidas al solubilizar los cristales (masa molecular: 130 kDa) y las 

toxinas activas que se obtienen al procesar proteolíticamente las protoxinas 

solubles (masa molecular: 65kDa). Esto, debido a que previamente se han 

observado diferencias en la toxicidad dependiendo de la forma en la cual se 

emplea la proteína (Abdul Rauf and Ellar, 1999; de Maagd et al., 2000). Después 

de siete días se registraron los porcentajes de mortalidad y se analizaron con el 

software Probit (para mayores detalles revisar la sección de materiales y 

métodos). En la tabla VII se presentan los valores de LC50 calculados para la 

toxina silvestre y para cada una de las mutantes.    

 

Toxicidad de las mutantes de la toxina Cry1Ca probadas como cristales, 

protoxina y toxina activa.  

Al calcular los valores de LC50 de los cristales de las mutantes por alanina sobre la 

región β16 del dominio III de la toxina Cry1Ca, observamos que no existen 

diferencias de toxicidad al compararlas con la proteína silvestre, ya que los límites 

de confianza  sobrelapan en todos los casos (Tabla VII).    El mismo resultado se 

obtuvo cuando probamos las proteínas mutantes de la lámina β16  de la toxina 

Cry1Ca en la forma de protoxina soluble, observamos que no se presentó ninguna 

diferencia en cuanto a la actividad biológica ya que de manera similar al  resultado 

obtenido con los cristales, los límites de confianza sobrelapan lo cual indica que no 

hubo cambios (Tabla VII).    

 

 

 



64 

 

Como se puede apreciar en la Tabla VIII, en los datos obtenidos al probar las 

proteínas mutantes en su forma activa (fragmento procesado de 65 kDa), no se 

observaron diferencias entre la toxina Cry1Ca silvestre activada y las proteínas 

mutantes sobre la lámina β16.  Con esto confirmamos que as mutaciones no 

tuvieron efecto alguno sobre la actividad biológica de la proteína.  

Tabla VIII. Dosis letal media de la proteína Cry1Ca y las mutantes sobre la región β16 del 

dominio III en sus formas de cristales, protoxina y toxina activa probadas contra M. sexta. 

 
Proteína 

LC50 ng/cm2 

Cristales Protoxina Toxina 

Cry1Ca 10.2 (6-14.5) 6.7 (3.1-10.5) 23.3 (14.6-35.2) 

V505A 12.2 (8.2-17) 8.8 (3.8-14.4) 42.5 (23.4-81.7) 

S506A 16 (9.1-25) 6.6 (3.5-10) 26.7 (14.8-45.3) 

L507A 12 (8-17) 15.5 (7.5-25.7) 40.1 (23.2-71.7) 

Q508A 10.7 (6.1-16) 18.4 (9.5-30.5) 39.1 (25.2-65) 

V509A 9.1 (5.8-12.5) 16.6 (9.8-22.5) 31 (21.4-44.5) 

N510A 13.8 (9.8-18.8) 14 (9.4-19.3) 25 (16.2-36.8) 

 

         Los números entre paréntesis indican los límites de confianza.   

 

 

Comparación de la toxicidad de las proteínas mutantes en su forma activa 

con sus respectivas formas protóxicas y cristales.  

Al analizar la LC50  de las mutantes sobre la región β16 del dominio III de la toxina 

Cry1Ca en su forma activa, notamos que al comparar los valores obtenidos en los 

ensayos con las proteínas activas, con los valores obtenidos empleando las 

formas de protoxina y toxina, observamos que, de manera general las mutantes 
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V505A, L507A, Q508A y V509A son entre 3 y 4 veces menos tóxicas que sus 

respectivos cristales y protoxinas.  Este fenómeno, en el cual la forma activa de la 

toxina es menos tóxica que los cristales y la protoxina correspondiente se ha 

observado previamente. En un estudio realizdo por de Maagd  y colaboradores en 

el cual se evaluó la toxicidad de las construcciones quiméricas BBC13 y BBC15 

(mencionadas en la Tabla II) en contra de S. exigua, observaron que éstas en su 

forma activa presenta una toxicidad baja o nula respecto a la observada cuando 

realizaron bioensayos con las proteínas en su forma de protoxina. En el caso de 

nuestras mutantes la disminución en toxicidad de la forma activa respecto a los 

cristales y protoxinas no es tan drástica como en el caso de las proteínas 

quiméricas, lo cual podemos explicar con base en diferencias en la estabilidad 

frente al procesamiento proteolítico. Las construcciones quiméricas BBC13 y 

BBC15 al ser activadas in vitro generaron una banda de 55 kDa cuyo peso es 

menor al esperado que es de aproximadamente 65 kDa (de Maagd et al., 2000).  

En contraste las mutantes que construimos sobre la región β16 del dominio III de 

la toxina Cry1Ca, generan un fragmento activo de 65 kDa. No obstante, la proteína 

al estar completamente procesada puede sufrir cortes proteolíticos adicionales al 

ingresar al tracto digestivo del insecto, lo cual podría disminuir su toxicidad. Se ha 

demostrado que la toxina Cry1Ab en su forma activa (masa molecular: 65 kDa) al 

ser incubada con jugo gástrico de Ostrinia nubilalis, puede ser procesada dando 

lugar a fragmentos de menor peso molecular al compararse con el procesamiento 

con tripsina bovina (Siqueira et al., 2004), esto podría explicar las diferencias en 

toxicidad de las mutantes V505A, L507A, Q508A y V509A en su forma de toxina 

activa respecto a su toxicidad en forma de cristales o protoxina. 

 

Análisis de toxicidad de las variantes sobre la asparagina 514 de la lámina 

β16 de la toxina Cry1Ab.   

Durante el desarrollo de este proyecto Xiang y colaboradores reportaron que el 

residuo N546 en el dominio III de la toxina Cry1Ac es importante para unión y 

toxicidad contra H.armigera. En este estudio los autores realizaron cambios del 
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residuo N546 por A, G, D, y K y observaron  que el cambio por A incrementó la 

toxicidad aproximadamente dos veces, mientras que los cambios por D y K 

disminuyen 10 veces este valor. En la región β16 del dominio III de la toxina 

Cry1Ab tenemos el residuo N514 y analizamos el efecto generado al cambiarlo por 

otros aminoácidos en su actividad tóxica contra M. sexta. De hecho al determinar 

los valores de LC50 (Tabla IX) de las variantes que obtuvimos no observamos 

aumento de la toxicidad con respecto a la toxina silvestre. Sin embargo las 

mutantes, N514H, N514I, N514M, N514S y N514V dsminuyen entre 1 y 3 veces la 

toxicidad, lo que hace suponer que este aminoácido participa en la toxicidad 

aunque no es esencial. 

 

Tabla IX. Dosis letal media de los cristales de la proteína Cry1Ab y las variantes 

sobre la N514 de la región β16 del dominio III probadas contra M. sexta. 

Proteína LC50 (ng/cm
2
) 

Cry1Ab 0.86 (0.25-1.51) 

N514F 0.9 (0.25-1.5) 

N514H 1.6 (0.8-2.6) 

N514I 3.3 (2-2.51) 

N514K 0.7 (0.15-1.3) 

N514L 0.6 (0.7-1.2) 

N514M 1.6 (0.8-2.4) 

N514Q 0.5 (0.5-1.1) 

N514S 1.2 (0.5-1.9) 

N514V 1.4 (0.7-2.3) 

 

                              Los valores entre paréntesis indican los límites de confianza. 
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 Ensayo de unión de la toxina Cry1Ca  y sus mutantes a VMMA’S de M. sexta. 

Finalmente, debido a que la unión de las toxinas Cry a sitios que se encuentran en 

las microvellosidades del intestino medio representa un paso clave para que la 

proteína pueda ejercer su efecto tóxico en el insecto blanco (Van Rie et al., 1990), 

analizamos el efecto de las mutaciones en la unión de la toxina a vesículas 

purificadas a partir del tejido intestinal de larvas de M. sexta.  Con base en los 

resultados obtenidos en los bioensayos, esperabamos que en el ensayo de unión 

(para detalles consultar la sección de materiales y métodos) no se observaran 

diferencias en la capacidad de unión de las mutanes, los datos obtenidos 

corroboraron la noción de que al no estar afectadas en su actividad in vivo 

tampoco se afectó su capacidad de interacción (figura 15).   

                 

 

Figura 15. Ensayo de unión de la toxina Cry1Ca silvestre y las mutantes de la región β16 

del dominio III de ésta. En el carril del control sólo se incubaron las VMMA’s con buffer de 

unión. 
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Análisis de la estructura tridimensional teórica de las toxinas Cry1Ca y 

Cry1Ab. 

 

Para entender los resultados que obtuvimos en este estudio, generamos un 

modelo de la estructura tridimensional teórica de la toxina Cry1Ca y lo 

comparamos con un modelo de la estructura tridimensional de la toxina Cry1Ab, 

tomando como referencia la estructura de la toxina Cry1Aa.  En un estudio previo 

con la toxina Cry1Ab, observamos que al mutar la leucina 511 (cambio por 

alanina) se abate la toxicidad, con base en esta observación esperábamos que al 

mutagenizar el residuo equivalente en la toxina Cry1Ca (Leucina 507) la toxicidad 

disminuyera. Sin embargo, no observamos efecto alguno sobre la toxicidad al 

mutagenizar la región β16 del dominio III de la proteína Cry1Ca.  Al analizar la 

estructura tridimensional teórica de ambas proteínas notamos diferencias 

estructurales que podrían explicar este fenómeno. Como se puede apreciar en la 

Figura 16 (paneles A y B), al eliminar la cadena lateral del residuo de leucina en la 

lámina β16 del dominio III de la toxina Cry1Ab, se pierde contacto con el residuo 

de fenilalanina 583, creando un espacio dentro de la estructura de la proteína,en el 

cual alanina  puede adaptar distintas conformaciones. Esto podría afectar el 

posicionamiento de los demás aminoácidos que forman la lámina β16, de manera 

que la conformación en la toxina mutante L511A no es óptima la interacción 

abatiendo su toxicidad.   

 Por otro lado en el caso de la toxina Cry1Ca al mutagenizar la posición 

equivalente, el residuo de leucina 507, observamos que al eliminar la cadena 

lateral no se pierde contacto (Figura 16 panel Cy D), de hecho la cadena lateral de 

la isoleucina 560 se encuentra en contacto con la alanina 507 en la proteína 

mutante, lo cual evitaría cambios conformacionales drásticos en la estructura de la 

proteína que pudieran afectar la toxicidad. 
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Figura 16.  Modelos tridimensionales del dominio III de las toxinas Cry1Ab y Cry1Ca. A) 

En el caso de la toxina mutante L511A de Cry1Ab se observa que la alanina (en rojo) no 

contacta a la fenilalanina 583 (morado). B) se muestra un acercamiento da A) para 

enfatizar el espacio creado por la ausencia de la cadena lateral en la mutante L511A. C) 

Contacto entre la isoleucina 560 y la alanina 507 en la mutante L507A de la toxina Cry1Ca 

este contacto podría evitar cambios conformacionales que afecten la toxicidad. D) 

Acercamiento de C).  
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Respecto a las variantes sobre la N514 de Cry1Ab decidimos analizar la estructura 

teórica de las mutantes N514I, N515H y N514M, cuya toxicidad disminuyó 

respecto a la toxina silvestre, para determinar si se habían provocado cambios 

conformacionales importantes en la estructura de la proteína. El residuo de 

asparagina en la posición 514 se encuentra expuesto hacia el solvente, la 

superficie de exposicón de este aminoácido es de ~25%. Al calcular los valores de 

exposición de las variantes N514I, N514H y N514M, encontramos que son de 28, 

31 y 42% respectivamente. En la Figura 17 se muestran los modelos construidos 

para cada una de las mutantes; todas las mutantes mostraron una apariencia muy 

similar a la toxina silvestre, sin afectar la estructura de manera importante, las 

diferencias observadas involucran a las cadenas laterales y a su superficie de 

exposición. Como se aprecia en la figura al superponer las variantes sobre el 

residuo de asparagina (color azul)  se observa que en todos los casos las cadenas 

laterales ocupan un mayor volumen en el espacio, esto podría tener como 

consecuencia la creación de un impedimento estérico que afecte en alguna forma 

la interacción entre la proteína y su receptor sin abatirla. La presencia de la 

histidina no tiene efectos adicionales ya que a pH 10.5 la histidina es neutra y su 

superifcie de exposición es muy similar a la del residuo de asparagina en la toxina 

silvestre. La mutante N514H presenta una LC50 similar a la de la mutante N514M, 

ésta última posee la cadena lateral más voluminosa, sin embargo esta puede 

adquirir diferentes conformaciones que no afecten la interacción. Es interesante 

notar que en el caso de la mutante N514I es la más afectada en toxicidad a pesar 

de que la diferencia en la superficie de exposición no es grande, no obstante el 

cambio de la asparagina, que es un aminoácido polar sin carga, por la isoleucina, 

un aminoácido de naturaleza hidrofóbica podría explicar este fenómeno. 
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Figura 17. Superposición de la estructura tridimensional de las variantes sobre la N514 y 

la toxina silvestre, el residuo de asparagina se muestra en color azul en todos los casos, 

del lado izquierdo se muestra el radio de Van der Waals de cada una de las sustituciones 

hechas. A) Mutante N514I: el residuo de isoleucina se muestra en anaranjado, la 

superficie de exposición aumenta de 25 a 28%. B) Mutante N514H: el residuo de histidina 

se muestra en verde, la superficie de exposición aumenta de 15 a 31%. C) Mutante N514M: el 

residuo de metionina se muestra en rojo, la superficie de exposición aumenta de 25 a 42%.  
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Mutagénesis y análisis del residuo conservado S590 de la región β22 de la 

toxina Cry1Ca  

En nuestro estudio previo con la toxina Cry1Ab demostramos la importancia de la 

serina en la posición 587, porque al cambiarla por alanina, la proteína perdió su 

actividad insecticida contra M. sexta (Tesis de licenciatura Josué Ocelotl, 2008). 

En la Figura 18 se presenta un alineamiento de la lámina β22 de las toxinas 

Cry1Ab y Cry1Ca donde se aprecia que a pesar de la baja identidad entre ellas, 

los cambios en los residuos de aminoácidos presentes en la proteína Cry1Ca son 

conservativos en su gran mayoría (estos cambios se denotan en azul). Además 

existe un residuo de serina que se conserva en ambas proteínas. 

 

Figura 18. Alineamiento de la región β22 del dominio III de las toxinas Cry1Ca y Cry1Ab, 

los cambios conservativos se muestran en azul,  la serina conservada se muestra en rojo.  

 Al comparar la orientación de la serina 587 en la toxina Cry1Ab con la serina 590 

de la toxina Cry1Ca, notamos que en ambas proteínas este residuo se orienta 

hacia el solvente (Figura 19), y como en la toxina Cry1Ab se afecta la toxicidad al 

cambiarlo por alanina, realizamos el cambio en la toxina Cry1Ca para evaluar su 

efecto. La variante S590A en la toxina Cry1Ca se obtuvo del mismo modo que las 

mutantes en la región β16. Después de observar que la  mutante S590A se 

expresa de modo similar a la toxina silvestre, analizamos la solubilización y 

activación de la proteína mutante. Como se puede observar en la Figura 20, la 

toxina mutante S590A se solubiliza y se activa de manera correcta. 
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Figura 19. Orientación de la serina conservada en la lámina β22 del dominio III de las 

toxinas Cry1Ca  (panel izquierdo) y Cry1Ab (panel derecho). La serina conservada se 

representa con esferas.   

 

Posteriormente determinamos el valor de LC50 contra M. sexta con los cristales 

purificados y obtuvimos un valor de 7.8 ng/cm2 (5-13), que al ser comparado con 

el valor de LC50 de la toxina silvestre (10.2 ng/cm2 (6-14.5)) se aprecia que no hay 

efecto sobre el mismo. Esto nos indica que aunque en la toxina Cry1Ab las 

láminas β16 y β22 del dominio III son importantes en la actividad insecticida, no 

sucede lo mismo en la toxina Cry1Ca a pesar de que hay residuos conservados en 

ambas proteínas y más aún cuando ambas tienen actividad tóxica contra M. sexta.                                         



74 

 

                               

  

Figura 20. Solubilización, expresión y procesamiento de la toxina mutante S590A 

localizada en la región β22 de la toxina Cry1Ca, la proteína se solubiliza y procesa de 

manera correcta. 

 

 

De acuerdo a lo reportado en la literatura, de manera general es difícil predecir el 

efecto de una mutación en la actividad biológica de las toxinas Cry, y el efecto de 

las mutaciones puede variar dependiendo del insecto contra el cual la proteína es 

ensayada. En un estudio en el que se analizó el papel del asa 3 del dominio II de 

la toxina Cry1Aa, al realizar una deleción de los aminoácidos 440AAGA443 se 

observó una disminución en toxicidad de más de 62 veces en contra de B. mori, 

mientras que en el caso de M. sexta solo se observó una disminución de 28 veces, 

es decir la misma deleción afecta de manera diferencial la toxicidad dependiendo 
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el insecto en el cual se pruebe (Rajamohan et al., 1996).  

Por otro lado se reportó una mutante cuadruple en la toxina Cry1Ca denominada 

pPB20 en la cual los aminoacidos  541STGV544 fueron reemplazados por alanina, 

en la cual se afecta la toxicidad en contra de S. exigua, sin embargo la proteína 

retuvo su toxicidad en contra de M. sexta (Herrero et al., 2004). A pesar de que no 

observamos cambios de toxicidad en contra de M. sexta, no descartamos que 

estas mutaciones pueden tener efectos importantes en la toxicidad contra otros 

lepidópteros, lo cual deberá ser evaluado en estudios posteriores. 
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Conclusiones: 

 

Se logró la construcción de las mutantes sencillas sobre la región β16 del dominio 

III de Cry1Ca  y la mutante S590A en la región β22. Lo mismo se logró con las 

mutantes sobre la asparagina 514 de la lámina β16 de la toxina Cry1Ab, sin 

afectar la producción de los cristales de la toxina. 

 

Las mutantes de la región β16 del dominio III de la toxina Cry1Ca no se ven 

afectadas en los procesos de solubilización ni procesamiento proteolítico. 

 

Las mutantes N514I y N514F de la toxina Cry1Ab no se solubilizan de manera 

eficiente. 

 

Las mutaciones introducidas en la región β16 del Dominio III de Cry1Ca, así como 

la mutación S590A en la lámina β22, no tuvieron efectos importantes sobre la 

toxicidad contra M. sexta. El mismo fenómeno fue observado en las mutantes 

sobre la asparagina 514 de la lámina β16 de la toxina Cry1Ab 

 

Las mutantes de la región β16 del dominio III de Cry1Ca se unen a vesículas 

purificadas a partir del tejido intestinal de M. sexta, del mismo modo que la toxina 

silvestre. 

 

A diferencia de la toxina Cry1Ab las láminas  β16 y β22  no son las más 

importantes para la toxicidad de Cry1Ca contra M. sexta.  
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Perspectivas: 

 

Probar el efecto tóxico de las mutantes generadas en este estudio contra otros 

insectos para evaluar el papel de estas regiones del dominio III de la toxina 

Cry1Ca. 

En el análisis realizado con los modelos tridimensionales de las toxinas Cry1Ab y 

Cry1Ca observamos que la lámina β16 no se encuentra en una conformación 

similar. A pesar de que es un modelo teórico, este puede servir de base para el 

diseño más racional de toxinas, al permitir la localización de residuos expuestos 

que puedan tener un papel esencial en la toxicidad de la proteína Cry1Ca contra 

M. sexta.  
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