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RESUMEN 
 
La bacteria Bacillus thuringiensis durante su fase de esporulación produce un cuerpo parasporal 

conocido como cristal, el cual tiene propiedades insecticidas y esta constituido por δ-endotoxinas 

conocidas como proteínas Cry y Cyt, las cuales  se han usado para el control biológico de 

diversas plagas de insectos ya que son específicas para su insecto blanco, son inocuas para los 

humanos, vertebrados y plantas, y son completamente biodegradables por lo que no contaminan 

el medio ambiente. Las toxinas Cry4 y Cry11 son específicas hacia mosquitos como Aedes 

aegypti. 

Dentro de las toxinas Cry existe una familia de toxinas que están conformadas por tres dominios, 

el dominio I esta formado por siete hélices alfa y se propone que este dominio esta involucrado 

en la formación de poro lítico en las células del insecto blanco. Los dominios II y III están 

conformados por láminas beta plegadas y se propone que participan en la interacción con 

receptores presentes en el insecto blanco. Se ha descrito que en el caso de las toxinas Cry1A, que 

son activas hacia insectos lepidópteros, la región conformada por las hélices alfa-4 y alfa-5 es la 

que se inserta en la membrana para inducir la formación del poro, ya que mutantes en estas 

hélices afectan la toxicidad y la formación de poro. También se reportó que mutantes de la toxina 

Cry1Ab en hélice alfa-4 presentan un fenotipo de dominancia negativa ya que son capaces de 

inhibir la toxicidad de la toxina silvestre cuando se administran al mismo tiempo.  

En el presente trabajo se construyeron mutantes en la hélice α4 de las toxinas Cry11Aa y Cry4Ba 

con la finalidad de determinar el papel de esta hélice del dominio I en el mecanismo de acción de 

estas toxinas, y su capacidad de inhibir toxicidad de toxinas silvestres.  

Las mutantes E159K y V142D de las toxinas Cry4Ba y Cry11Aa respectivamente presentan una 

pérdida en su toxicidad cuando se analizaron por medio de bioensayos hacia larvas de Ae. 

aegypti. Podemos concluir que esta mutación en la hélice α-4 repercute en el mecanismo de 

acción de estas toxinas debido a que está hélice como ha sido reportado junto con la hélice α-5  

son las que adquieren una posición transmembranal lo que les permite insertarse en la membrana 

y formar los canales iónicos. Específicamente se especula que la hélice α-4  se encuentra 

orientada hacia el lumen del poro y participa en la formación del poro, por lo que estas toxinas al 
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presentar una mutación puntual drástica en uno de los residuos cruciales de la hélice α-4, puede 

que este alterando  su conformación lo  que les impide insertarse de forma correcta.  

Se demostró el fenotipo de dominancia negativa en las mutantes construidas, ya que la mutante 

Cry4B-E159K inhibió la toxicidad de la toxina Cry4B y la mutante Cry11A-V142D inhibió la 

toxicidad de Cry11A sugiriendo que la mezcla con su respectiva toxina silvestre genera hetero-

oligomeros formados por ambas toxinas que no son funcionales. En este trabajo demostramos 

que la toxina Cry4B pueden formar hetero-oligomeros con las toxinas Cry11A ya que la mutante 

Cry11Aa-V142D mostró  fenotipo de dominancia negativa sobre la toxinas silvestre Cry4Ba.  

Se ha reportado que la actividad de las toxinas Cry4B y Cry11A se incrementa cuando se aplican 

juntas en ciertos mosquitos sugiriendo un efecto sinérgico entre estas dos toxinas. Nuestros datos 

nos permiten proponer que el sinergismo entre las toxinas Cry4Ba y Cry11Aa observado en el 

mosquito se debe a una interacción molecular entre ellas. Finalmente, también se ha demostrado 

que existe sinergismo entre las toxinas Cry4B y Cyt1Aa así como entre Cry11Aa y Cyt1Aa. En 

este trabajo se observó que el efecto sinérgico entre estas toxinas requiere que las toxinas Cry 

sean activas ya que mutantes afectadas en la hélice α-4 de Cry4B o de Cry11A no son capaces de 

sinergizar con la toxinas Cyt1Aa. 
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INTRODUCCIÓN 

 Importancia de insectos en agricultura y salud. 

En las últimas décadas la producción agrícola ha sido afectada por la presencia de pestes como 

plagas, enfermedades y malezas, lo cual afecta directamente a los cultivos. 

Se define a una plaga agrícola como aquella población de seres vivos que se alimentan de las 

plantas,  o son fitopatógenos, los cuales en un sentido económico ocasionan disminución en la 

producción del cultivo, el aumento en los costos de producción y la baja en el valor de la cosecha. 

Dentro de las plagas se encuentran: insectos, ácaros, nematodos, roedores, caracoles, aves, entre 

otros. 

 Las enfermedades son causadas principalmente por microorganismos; mientras que las malezas 

son aquellas plantas que compiten con las plantas cultivadas por el uso de suelo, agua y 

nutrimentos. 

Se han caracterizado los tipos de plaga puesto que no todos los organismos fitopatógenos 

constituyen una plaga, y no todas las plagas ocasionan el mismo grado de daño a nivel comercial. 

Los insectos son plagas importantes ya que pueden causar pérdidas en las cosechas que van del 

20% hasta el 30% de las cosechas. 

Con relación a las plagas de insectos se caracterizan de la siguiente manera: 

• Plagas Potenciales o Fitófagos sin importancia económica: No afectan la calidad ni 

cantidad de las cosechas, constituyen la mayor parte de insectos en el campo agrícola, y se 

encuentran en poblaciones bajas que suelen pasar desapercibidas. 

• Plagas Ocasionales: Poblaciones de insectos que se encuentran en grandes cantidades 

solamente en ciertas épocas, mientras que carecen de importancia económica en otros 

periodos. 

• Plagas claves: especies de insectos que ocasionan daños económicos a los cultivos, puesto 

que se presentan de forma persistente, año tras año, en poblaciones altas. 
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• Plagas migrantes: Especies de insectos que como consecuencia de sus actos migratorios 

pueden penetrar periódicamente en campos cultivados donde no son residentes. 

• Plaga directa: El insecto daña directamente a los órganos de la planta que se va a cosechar 

o comercializar  

• Plaga indirecta: Cuando el insecto daña órganos de la planta que no se van a cosechar 

Además, del efecto negativo muchas de las plagas de insectos sobre los cultivos agrícolas, 

también repercuten en la salud de otros organismos animales incluyendo al hombre, al servir 

como vector para transmitir enfermedades. 

Plagas de mosquitos vectores de enfermedades en humanos. 

La elevada densidad poblacional junto con un excesivo número de personas o animales viviendo 

en un mismo lugar, así como instalaciones sanitarias inadecuadas ocasionan la contaminación del 

medio por los desechos del hombre, basura en descomposición así como por desperdicios y 

excrementos de animales domésticos. Este medio contaminado favorece la propagación y 

proliferación de enfermedades y da lugar a la infestación por mosquitos, cucarachas, roedores, 

moscas domésticas, pulgas, piojos y artrópodos que son plagas vectores de enfermedades.  

Aedes aegypti es un mosquito vector urbano con mayor importancia, ya que es capaz de 

transmitir el virus del dengue. También es vector de otras enfermedades como de la fiebre 

amarilla y de la enfermedad causada por el virus chikungunya  (Gubler et al., 1998; Becker et al., 

1993).  Aedes aegypti, es hallado alrededor del mundo entre las latitudes 45° N y 35° S, en las 

zonas isotermales intermedias a los 20ºC, es un mosquito que desarrolla sus criaderos únicamente 

en aguas limpias. 

Otro potencial vector introducido a América desde el continente Asiático, es el Aedes albopictus, 

un vector considerado de menor importancia que el Ae. aegypti en la transmisión del virus del 

dengue en áreas donde ambas especies son simpátricas. Aunque menos antropofílico que el Aedes 

aegypti, posee una mayor termotolerancia a descensos de la temperatura ambiental y es 

considerado el vector primario en áreas en donde Aedes aegypti esta ausente, presentando 

transmisión vertical transovárica para más de 15 arbovirosis incluyendo los cuatro serotipos del 

Virus del Dengue. 
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Los mosquitos de género Anopheles son vectores de Plasmodium spp, parásitos causantes de la 

malaria, la cual es un problema de salud pública a nivel mundial, principalmente en África. 

(Greenwood et al.,2008). Por último en regiones tropicales y subtropicales el mosquito  Culex 

quinquefasciatus es el vector de la filaríais. 

 

El virus del dengue pertenece a la familia Flaviviridae y existen cuatro variantes, los serotipos 1, 

2, 3 y 4. La inmunidad es serotipo-específica por lo que la infección con un serotipo determinado 

confiere inmunidad permanente contra el mismo (inmunidad homóloga), y sólo por unos meses 

contra el resto de los serotipos (inmunidad heteróloga). 

 

La infección del virus de dengue es sin duda alguna la enfermedad transmitida por artrópodos 

más común a nivel mundial en lo que se refiere a la tasa de morbilidad (en términos de 

mortalidad sería la malaria) con una incidencia que aumenta en las regiones tropicales de Centro 

y Suramérica. Se estima que dos terceras partes de la población mundial viven en zonas 

infestadas con vectores del dengue, principalmente Ae. aegypti, en donde pueden estar circulando 

simultáneamente los cuatro serotipos conocidos de este virus, estimándose anualmente de 50 a 

100 millones de casos por dengue clásico (DC), y de 250 000 a 500 000 casos de dengue 

hemorrágico (DH) en el mundo. En México en el año de 2009 se registraron,  25.029 casos de 

Dengue clásico y 5.907 casos de Dengue hemorrágico.  La tasa de letalidad para ese año fue de 

0.08% 

La situación mundial respecto al virus del dengue, en las últimas décadas se ha convertido en un 

problema de salud importante puesto que los casos de incidencia van en aumento día con día. La 

enfermedad es endémica en más de 100 ciudades de  África, América, el Mediterráneo y Sureste 

de Asia. Según estudios se estima que existen en la actualidad 50 millones de casos de Dengue en 

el mundo. 
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Figura 1 . Distribución de Aedes aegypti y áreas de transmisión de Dengue. Fuente: OMS 

Los continentes Africano y Asiático han sido los más afectados con epidemias de Dengue 

Hemorrágico, se ha observado un incremento drástico desde 1995 

En las últimas tres décadas el incremento en la presencia del Dengue en  América ha sido 

notable, lo que se encuentra condicionado con la presencia del vector transmisor Aedes aegypti. 

 
Figura 2. Distribución de Aedes aegypti  en relación  con  casos reporatados de DH. Adaptado de Gubler DJ 1998.  

Control de insectos 

Para el control de todo tipo de plagas se han utilizado diversos compuestos químicos: pesticidas o 

plaguicidas, los cuales a partir de la segunda guerra mundial tuvieron su auge. Con el 

descubrimiento de la acción de insecticidas como el DDT y el BHC se abrió el campo para 

combatir insectos vectores de enfermedades, posteriormente al grupo de los insecticidas clorados 
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se unió el de los fosforados y el de los carbamatos y posteriormente el de los piretroides estables 

(Dulmage et al.,1990; Karamanlidou et al.,1991).  

La importancia en los insecticidas radica en que sus efectos son más rápidos que el de cualquier 

otra forma de control, y por ser fácilmente manejables. Sin embargo, en la actualidad su eficacia 

ha disminuido significativamente debido al desarrollo de resistencia por parte de los insectos y 

han dado lugar a la aparición de nuevas plagas. 

Todos los insecticidas químicos son tóxicos hacia mamíferos, además son recalcitrantes por lo 

que requieren tiempos muy largos para su degradación por lo que contaminan el medio ambiente 

y afectan poblaciones de organismos para los cuales no son blanco (Ibarra et al., 1998). 

La destrucción al medio ambiente así como a la fauna silvestre es radical, y los peligros de 

intoxicación van ligados al uso de estos controles químicos (Federici, 1995). 

Por lo que es necesario la implementación de alternativas ecológicas y biodegradables para el 

control de ciertos tipos de plagas, que no ocasionen daños al medio ambiente, que sean 

específicas para su blanco y no presente toxicidad hacia otros organismos,  

Bacillus thuringiensis en el control de insectos 

Bacillus thuringiensis (Bt) es una bacteria aerobia estricta, Gram-positiva, que pertenece al grupo 

B. cereus, junto con B. anthracis y B. mycoide (Helgason et al., 2000). Las características 

entomopatogénicas de Bt, la distinguen del resto de los miembros del grupo. Los megaplásmidos 

de Bt llevan la información genética para la síntesis de  δ-endotoxinas y otros factores de 

virulencia. Estos megaplásmidos no están presentes en B. cereus, B. anthracis ni en  B. mycoide 

(Höfte and Whiteley, 1989). 

Durante su ciclo de vida pasa por dos fases: la vegetativa y la de esporulación. En su fase de 

crecimiento vegetativo, Bt, simplemente se duplica por medio de bipartición; durante su fase de 

esporulación la bacteria produce proteínas insecticidas (conocidas como δ-endotoxinas) como 

inclusiones parasporales (Bechtel y Bulla et al., 1976). 
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Figura 3. Microfotografía de Bacillus thuringiensis (Soberon y Bravo, 2008) 

δ-endotoxinas 

Las δ-endotoxinas, también llamadas proteínas Cry y Cyt clasificadas en estas dos familias con 

base a su identidad de secuencia (Angsuthanasombat et al., 1993), son inclusiones proteicas 

parasporales producidas por Bacillus thuringiensis, las cuales son tóxicas para su organismo 

blanco, entre los que se encuentran insectos de los géneros Díptera, Lepidóptera, Coleoptera, 

Hymenoptera, Homoptera, Orthoptera, y Mallophaga, y hacia otros organismos como nematodos 

y protozoarios (Angsuthanasombat et al., 1992; Schnepf et al., 1998; De Maagd et al., 2003, 

Bravo., et al 2011). 

Estas toxinas son altamente específicas para su insecto blanco, son perfectas para usarlas como 

controles biológicos contra ciertas plagas, puesto que son inocuas para los humanos, vertebrados 

y plantas, y son completamente biodegradables por lo que no contaminan el medio ambiente 

(Shelton et al,. 2002). 

Nomenclatura y clasificación. 

Las δ-endotoxinas forman dos familias de proteínas, Cry y Cyt. Se han encontrado proteínas Cry 

activas contra insectos lepidópteros, coleópteros, himenópteros y dípteros; mientras que las 

proteínas Cyt se encuentran esencialmente en cepas de Bacillus thuringiensis activas 

específicamente contra dípteros. La nomenclatura de las proteínas Cry y Cyt está basada en la 

secuencia primaria de los aminoácidos, donde los cristales proteicos reciben un mnemónico Cry o 

Cyt y cuatro rangos jerárquicos. Dependiendo de la identidad de secuencia compartida con otras 

proteínas Cry o Cyt, es asignado el rango. El primer rango es un número,  el cual se asigna de 

manera diferente a proteínas que comparten menos del 45% de identidad con otras proteínas, el 
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segundo rango es una letra capital el cual se da si las proteínas comparten menos del 78% de 

identidad y más del 45%, el tercer rango es una letra minúscula que se asigna  si las proteínas 

comparten menos del 95% de identidad y más del 78%. En el último rango se asigna un número 

si las proteínas comparten más de un 95% de identidad  pero no son idénticas, y pueden ser 

consideradas como variantes de la misma proteína. (Crickmore et al., 1998, 2002).  

Las proteínas Cry se encuentran agrupadas en tres familias diferentes: Cry de tres dominios (Cry-

3D), Cry binarias y Cry Mtx. La familia Cry-3D comprende de 40 subgrupos con más de 200 

miembros, se define como  proteína Cry  a una inclusión proteica parasporal de Bacillus 

thuringiensis, con efecto tóxico hacia su organismo blanco; así como a cualquier proteína que 

mantenga una secuencia similar a la de una proteína Cry conocida (Crickmore et al., 1998, 2002). 

El grupo de toxinas Cry de  tres dominios (Cry-3D) se encuentra integrado por moléculas 

globulares, que tienen tres diferentes dominios conectados por una sola unión. La estructura 

tridimensional de las toxinas Cry1Aa (Grochukski et al., 1995), Cry1Ac (Derbyshire., et al 2001; 

Li., et al 2001), Cry2Aa (Morse., et al 2001), Cry3Aa (Li., et al 1991), Cry3Ba (Galitsky et al., 

2001), Cry4Aa (Bonserm  et al., 2006), Cry4Ba (Bonserm et al., 2005), se resolvieron por 

cristalografía de rayos X, donde a pesar de que su porcentaje de identidad en la secuencia de 

aminoácidos es muy baja, el plegamiento de estas toxinas es general,  el cual se organizan en tres 

dominios estructurales principales (Figura 4). Al momento de hacer una alineación de la 

secuencia primaria se puede apreciar, en prácticamente todos los miembros de la familia Cry3-D, 

la presencia de cinco bloques de secuencias conservadas que representan las regiones centrales 

del dominio I y III de esta proteína, así como la conexión entre el dominio I y II y entre el 

dominio II y III (Bravo y Soberón ,2004).  

Los miembros de esta familia presentan protoxinas de dos diferentes tamaños, ya sean de 130 

kDa o 70 kDa. Sin embargo, al ser activadas a toxinas todas tienen  un tamaño de 60 kDa en 

donde se localizan los tres dominios y las regiones conservadas. 

Cada unos de los tres dominios de esta toxina tiene una estructura diferente así como una 

función: 
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• El dominio I está compuesto de siete α-hélices donde la hélice α-5 corresponde a la hélice 

central y se encuentra rodeada por las otras seis hélices, las cuales son anfipáticas y su 

lado hidrofílico ve al exterior de la molécula, mientras que la cara hidrofóbica está hacia 

la hélice α-5 (Li., et al 1991). Este dominio se ha propuesto que es el encargado de la 

formación del canal iónico en las células blanco del intestino de insectos (Pigott y Ellar, 

2007; Schnepf et al., 1998). 

• El dominio II está conformado por tres láminas beta-plegadas que se encuentran alrededor 

de un centro hidrofóbico en forma de prisma (Li et al., 1991), este dominio representa la 

parte más divergente de la estructura; está implicado en la selectividad ya que presenta 

regiones importantes para la interacción con los receptores: caderina, aminopeptidasa-N  

y alcalinofosfatasa (Fernández et al., 2005; Pacheco et al., 2009). 

• El dominio III, esta conformado por dos láminas beta-plegadas antiparalelas, en forma de 

sándwich (Grochulski et al., 1995), también está implicado en la selectividad del insecto  

porque tiene regiones importantes para la unión a los receptores aminopeptidasa y 

fosfatasa alcalina (Caramori et al., 1999; Bravo et al., 1992; de Maagd et al., 1996; 

Arenas et al., 2010). 

 
Figura 4. Estructura cristalográfica de las toxinas Cry1Aa, Cry2Aa, Cry3Aa y Cry4Aa. (Pillot y Ellar, 2007) 
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Mecanismo de acción de las toxinas Cry-3D 

La acción de las toxinas Cry-3D es lisar las células epiteliales del intestino de sus insectos blanco, 

formando poros líticos. Se ha descrito el mecanismo de acción para  toxinas Cry activas contra 

lepidópteros, como modelo se utilizo la toxina Cry1Ab (Goméz.,  et al 2002; Bravo., et al 2004; 

Pacheco., et al 2009).  Este es un proceso complicado, compuesto de una serie de pasos, que se 

listan a continuación: 

1. Las inclusiones cristalinas son ingeridas por las larvas de insectos  

2. Estas inclusiones se disuelven en el ambiente alcalino y reductor, a un pH de 9- 10,  del 

intestino del insecto y la protoxina solubilizada inactiva es activada por proteasas 

presentes en el intestino de la larva hasta llegar a la forma activa de la toxina con un 

tamaño de 60 kDa (Choma et al., 1990; Falcon et al.,1971). 

3. El monómero se une a sus primeros receptores anclados por un puente glicosil-fosfatidil 

inositol (GPI) como son aminopeptidasa-N y fosfatasa alcalina, en una interacción de baja 

afinidad. Estos dos receptores se encuentran muy abundantes en la microvellosidad apical 

(Pacheco et al., 2009). 

4. Posteriormente la toxina se une al siguiente  receptor, una proteína de tipo caderina por la 

cual tiene mayor afinidad pero se encuentra en menor abundancia. Esta unión provoca  un 

cambio conformacional en la toxina, que induce la remoción proteolítica de su  extremo 

amino terminal, incluyendo la hélice α-1 del dominio I . Se propone que este corte 

proteolítico expone regiones hidrofóbicas  lo cual facilita la oligomerización de la toxina 

formando una estructura de 250 kDa. 

5. Una vez que oligomeriza la toxina, esta expone sitios de contacto para unirse  a los 

receptores  aminopeptidasa N (APN) o fosfatasa alcalina (ALP), que se encuentran 

ancladas a la membrana por GPI por lo que se localizan en regiones estructurales de la 

membrana llamadas balsas lipídicas 

6. La función de estos  receptores es facilitar la inserción del oligómero de la toxina en la 

bicapa, formando el canal iónico por el que fluyen iones y agua, lo que conduce a la 

muerte de las células del intestino y de la larva (Knowles et al., 1994; Whalon et al., 

2003).  
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Figura 5. Mecanismo de acción: (1) solubilización del cristal, (2) activación proteolítica de la toxina, (3) unión del 
monómero a receptores anclados a GPI de baja afinidad, (4) unión a receptores de alta afinidad  y corte de la hélice 
alfa 1, (5) formación de oligómero, (6) unión a receptores anclados por GPI, (7) inserción en la membrana celular y 
(8) lisis celular  (Pacheco, S. 2010 Tesis doctoral) 

 

Receptores de toxinas Cry3D en mosquitos 

 

En el caso de mosquitos además de las proteínas caderina, APN y ALP se ha identificado una α- 

amilasa anclada también por GPI, como receptor  de la toxina Cry4B de uno de los vectores de la 

malaria, An. albimanus (Fernández et al., 2010). La expresión de receptores se ha correlacionado 

con la susceptibilidad a la acción de las toxinas. 

En larvas Ae. aegypti la distribución de caderina se ha observado en las microvellosidades de la 

caeca y en las células del epitelio del intestino posterior, pero no se ha observado en la membrana 

apical del intestino anterior (Chen et al., 2009). 

La caderina que se une a las toxinas Cry tiene 4 dominios estructurales: Citoplásmico, 

transmembranal, dominio extracelular membrana proximal y el ectodominio. El ectodominio en 

mosquitos consiste de 11 repeticiones de caderina (CR).  

En Ae. aegypti en el dominio de unión a toxina Cry11Aa se mapeo en el fragmento C-terminal 

que contenía los repetidos de CR7 a CR11, teniendo afinidad con Cry11Aa de ~17nM con este 

fragmento a través del loop α8 y loop 2 del dominio II de la toxina (Chen et al., 2009). 
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La distribución del receptor ALP tiene una correlación con la distribución de la caderina, así 

como con la unión de la toxina Cry11Aa, encontrándose predominantemente en las células 

epiteliales del intestino posterior y en la caeca de larvas de mosquitos (Chen et al., 2009). 

Las proteínas APNs han sido identificadas como receptores de toxinas Cry en muchas especies de 

insectos. En mosquitos se han caracterizado receptores APN para toxinas Cry; en An. 

quadrimacalatus  y  An. gambiae se han caracterizado identificados receptores APN para la 

toxina Cry11Ba (Zhang et al., 2008; Abdullah et al., 2006). 

Por medio de ensayos ha sido posible aislar e identificar receptores APN en Ae. aegypti, 

AaeAPN1 y AaeAPN2, los cuales se unen a la toxina Cry11Aa (Chen et al., 2009).  

Inserción de la toxina y formación del poro. 

La inserción en la membrana de las toxinas Cry en  las células epiteliales del intestino se lleva a 

cabo después de la unión a sus receptores, esta inserción requiere de cambios conformacionales 

de la toxina para así exponer su lado hidrofóbico en su superficie e interactuar con la membrana 

(de Maagd.,et al 2001; Iacovache., et al 2008). 

El dominio de está  toxina que ha sido reconocido como el formador del poro, es el dominio I, 

puesto que presenta similitud con el domino formador de poro de otras toxinas bacterianas como 

la  colicina 1ª,  los dominios de translocación de la toxina de difteria, y hemolisina (Aronson y 

Shai, 2001). La función de este dominio en la inserción en la membrana y la formación de 

canales iónicos ha sido apoyada por  diversos estudios de mutagénesis ( Wu y Aronson, 1992), y 

análisis de fluorescencia de diversos residuos marcados con diferentes colorantes fluorescentes 

mostraron que los dominios I y II de la toxina permanecen en la superficie de la membrana y que 

solo una porción del dominio I es el que se inserta en la bicapa lipídica,  apoyando así el modelo 

de sombrilla (Zavala., et al 2011). 

 

El análisis del dominio I de las toxinas Cry ha demostrado  que este dominio está formado por 

hélices α, donde 6 de ellas rodean al hélice α-5, y que las hélices exteriores son anfipáticas; 

donde los residuos polares o cargados  se encuentran generalmente expuestos al solvente y los 

residuos hidrofóbicos  se proyectan hacía el centro de la hélice α5 (Li et al., 1991). Este dominio 

es importante en el mecanismo de acción de la toxina específicamente en la inserción en la 
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membrana y formación del poro, donde  se ha reportado que las hélices α-4 y α-5 pueden tener 

una orientación preferentemente transmembranal, se ha reportado en toxinas activas contra 

lepidoteros Cry1Ac que el loop que conecta a la hélice α-4 y hélice α-5 es necesario para que 

estas dos hélices transmembranales se inserten de forma adecuada en lípidos de bicapas  y se 

lleve a cabo la formación de poros líticos (Gerber y Shai, 2000); mientras  que las hélices α-2, α-

3, α-7  tienen mayor afinidad hacia la superficie de la membrana.  

Por otro lado, estudios realizados con péptidos sintéticos han demostrado  que las hélices α4 y α5 

son las únicas capaces  de adoptar una  orientación transmembranal (Aronson y Shai, 2001; Gazit  

et al .,1998). Lo cual sugiere que estas son las hélices que se insertan en la membrana  y que el 

resto permanece en la superficie (Figura 6.). Esto concuerda con el modelo de sombrilla el cual 

sugiere  que las hélices α4 y α5 forman una horquilla para iniciar la inserción en la membrana, 

después de la penetración de esta horquilla, las hélices restantes se extienden en la superficie de 

la membrana (Schwartz., et al 1997). 

v 

Figura 6. Representación esquemática del modelo de interacción del dominio I de δ-endotoxinas con membranas de 
fosfolípidos  (Gazit  et al ., 1998). 

Por último, los diversos estudios en donde se reportan mutantes sitio dirigidas han permitido 

concluir que la hélice α-3 del dominio I tiene un papel muy importante para la oligomerización. 

Mutantes en la hélice α-3 de las toxinas Cry1Ab y Cry11Aa son incapaces de oligomerizar y 

pierden por completo la toxicidad hacia insectos blanco (Jiménez et al., 2007, Muñoz-Garay et 

al., 2009). 

Por otro lado, se ha demostrado que la hélice α-4 es importante para la formación del poro 

durante el mecanismo de acción de las toxinas Cry y por lo tanto para su toxicidad, puesto que 



	   19 

estudios in vitro sugieren que la hélice α-4 se encuentra orientada  hacia el lumen del poro  y 

participa en la formación del canal iónico  (Masson et at.,1999; Sramala et al., 2001) y que la 

hélice hidrofóbica α-5 interactúa con los lípidos de membrana (Nunez-Valdez et al 2001). 

Se reporto que la hélice α-4  interviene en la formación del poro, mediante una colección de 

mutantes donde se  remplazó de cada uno de los residuos de la hélice α-4 del dominio I de la 

toxina Cry1A por cisteínas, as cuales fueron analizadas  por medio de bioensayos y por 

experimentos de Light-scatering de vesículas de membrana de Manduca sexta, demostrando que 

las mutantes afectadas en su toxicidad también se encuentran afectadas  en su habilidad para 

formar poro y que las mutantes en la cara polar de la α hélice 4 son las involucradas en la 

formación de poro (Girard et al., 2008).  

En relación con toxinas activas contra mosquitos, el grupo del Dr. Angsuthanasombat realizó 

mutaciones en los residuos cargados y en uno polar de la hélice α-4 de la toxina Cry4B  y 

demostró por medio de bioensayos  que la sustitución por alanina del residuo Arg 158 es crítica 

para su toxicidad. Sin embargo, no hacen análisis de la  formación de poro de esta mutante 

(Sramala et al., 2001) 

También se han reportado mutaciones en la hélice α-4 de la toxina Cry11A en residuos polares o 

cargados, Lys-123, Tyr-125, Asn-128, Ser130, Gln-135, Arg-136, Gln139 y Glu-141, se 

expresaron en E. coli y se analizó la toxicidad contra Aedes aegypti de cada mutante, la toxicidad 

fue completamente inhibida en las mutantes que se realizaron en el residuo Arg-136, aunque 

fuera cambiado por un residuo conservado, lo que reveló que este residuo juega un papel 

importante para la función de la toxina en el lado cargado de la hélice (Angsuthanasombat et al., 

2001).  

Las mutaciones con efectos más significativos en la toxicidad hacia mosquitos A. aegypti se 

encuentran del lado polar de la hélice α-4, por lo cual se especula que esta cara de la hélice es 

importante para la formación del poro. Sin embargo la formación de poro  no fue analizada  

(Angsuthanasombat et al., 2001). 

Por otro lado, se reportó  que la sustitución por alanina de residuos polares en  Asn 183, de la 

hélice hidrofóbica α-5 de la toxina Cry4B, expresada en E. coli  pierde por completo toxicidad 

hacía larvas Stegomyia aegypti, en comparación con otras mutantes Tyr128, Gln180, Asn185, 
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Asn195,  las cuales solo muestran una pequeña disminución en su toxicidad  (Likitvivatanavong  

et al., 2006). 

Finalmente, sustituciones por alanina de varios residuos aromáticos de la hélice α7de la toxina 

Cry4Ba, Trp243, Tyr249 y Phe264 han dado como resultado la pérdida de la toxicidad de la 

toxina. Las dobles mutantes Y249L/F264L ó F264A/Y249A también tienen pérdida total de la 

toxicidad, se especula que en la toxina Cry4Ba la hélice  α-7, según el modelo de sombrilla, 

pudiese funcionar como un sensor de unión a membrana sin embargo sus elementos funcionales 

no se han identificado (Tiewsiri t al., 2007). 

Dominancia negativa. 

El efecto de dominancia negativa se ha observado en diversas toxinas formadoras de poro en 

células de mamífero como en la toxina del Anthrax la cual está compuesta de una subunidad B 

llamada antígeno protector (PA), y por dos subunidades alternativas: Factor edema (EF) y factor 

letal (LF). La combinación de PA y EF es la toxina edema ETx, la cual causa edema cuando se 

inyecta de forma subcutánea en animales de laboratorio, y la combinación de PA y LF es la 

toxina Letal LTx y esta puede causar la muerte si se inyecta de forma intravenosa.  

 

Estas proteínas son secretadas de forma independiente y se ensamblan en forma de complejos en 

la superficie de células de mamíferos, PA se une a un receptor celular y esta unión produce que 

su extremo amino-terminal, un fragmento de 20 kDa, sea cortado por proteasas de membrana. El 

fragmento que sigue unido al receptor de membrana es el carboxilo terminal de 63 kDa, el corte 

proteolítico induce la oligomerización del fragmente de 63 kDa en un heptámetro. El heptámero 

es capaz de unirse a EF o LF, el complejo de toxinas ensambladas es endocitado y se dirige hacia 

los endosomas, el bajo pH presente en los endosomas induce un cambio conformacional en el 

heptámetro, permitiendo la inserción en la membrana de una región discreta que finalmente 

formará un barril de láminas β para formar un poro.  

El resultado final es la formación de un canal por el cual se translocan a las subunidades de  EF 

y/o LF a través de la membrana del endosoma, se demostró que mutantes de la toxina PA 

localizadas en la región que se inserta en la membrana pierde por completo la toxicidad, porque 

no forman poro y son capaces de inhibir la toxicidad de la toxina silvestre, ya que pueden formar 

hetero-oligomeros entre toxinas mutantes y silvestres, resultando en oligómeros no funcionales.  
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 Ratones los cuales han sido expuestos a LTx purificada, fueron protegidos contra sus efectos al 

inyectarles mutantes de PA afectadas en  residuos del lumen del poro. Estas moléculas mutadas 

de PA son capaces de unirse a la célula, oligomerizar y unirse a LF; sin embargo no pueden 

formar canales ni translocar LFn, las mutantes PA pueden co-oligomerizar con PA silvestre,  

inhibir por completo su acción y exhibir  el fenotipo de dominancia negativa, donde hetero-

heptameros son inactivos y no pueden translocar a EF o LF a través de las membranas (Mourez et 

al., 2002) Figura 7. 

 

Figura 7. Representación de la dominancia negativa en la toxina del ántrax, donde  PA mutada (azul), la cual es 
capaz de co-oligomerizar con la PA silvestre (verde) y formar hetero-heptámeros los cuales no pueden translocar EF 
o LF (Mourez et al., 2002). 

De manera similar las toxinas Cry de Bacillus thuringiensis  pueden presentar un fenotipo de 

dominancia negativa cuando se utilizan mutantes en la región que forma poro.  

Estudios recientes muestran que mutantes de toxina Cry1Ab (activa contra insectos lepidópteros) 

localizadas en la cara polar de la hélice α-4 (E129K, T142C, T143D)  pierden por completo su 

toxicidad, ya que  son incapaces de formar poro en la membrana del insecto blanco, pero si son 

capaces de formar estructuras oligoméricas. (Rodríguez-Almazan  et al., 2009). 

Toxinas Cyt. 

La familia de las  toxinas Cyt por otro lado se conforma por dos subgrupos Cyt1 y Cyt2 

(Crickmore et al; 1998, 2002), estas toxinas también son sintetizadas como protoxinas (Cheong y 

Gill, 2003) y una pequeña porción tanto de su extremo amino terminal como de su carboxilo 

terminal  es removida para activar la toxina (Armstrong et al., 1985; Li et al., 1996). Estas 
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proteínas son tóxicas solo para insectos del género Díptera (Soberón et al., 2007), y siempre 

vienen acompañadas por toxinas Cry de 3D activas para dípteros. Lo más importante de las 

toxinas Cyt es que son capaces de sinergizar  los efectos de las toxinas Cry y potenciar su acción 

insecticida contra mosquitos (Wu et al., 1994; Bravo et al., 2007).  

Como se mencionó arriba, las toxinas Cyt tienen actividad específica contra insectos dípteros in 

vivo,  pero es importante resaltar que in vitro  tienen actividad citolítica en un gran número de 

células, como en los eritrocitos (Knowles, 1994). 

El modo de acción  de las toxinas Cyt comienza con la solubilización de la protoxina en 

condiciones reductoras y pH alcalino del intestino del insecto; posteriormente un procesamiento 

proteolítico de la protoxina, resulta en la activación de la toxina Cyt. La unión de la toxina a la 

superficie de las células epiteliales del intestino y la formación del poro da lugar a la lisis celular  

y la muerte de la larva; sin embargo, a diferencia de las toxinas Cry, la unión de las toxinas Cyt 

no se lleva a cabo mediante receptores, se propone que se unen a fosfolípidos  de la membrana 

celular. Se han propuesto dos mecanismos mediante los cuales las toxinas Cyt se insertan en la 

membrana uno de los cuales es, que oligómeros de toxinas Cyt forman un barril de hojas β que 

penetra en la membrana, donde la región transmembranal consiste de hojas β del extremo N-

terminal de la toxina (Promdonkoy et al., 2003); el segundo mecanismo de acción consiste en que 

las toxinas Cyt ejercen su acción a través de una forma de acción de tipo detergente la cual es 

menos específica y requiere concentraciones mayores de toxina (Thomas et al., 1983; Manceva et 

al., 2005). 

 

 

Sinergismo entre toxinas de Bti 

Bacillus thuringiensis subespecie israelensis  es uno de los insecticidas biológicos más efectivo, 

usado en el control de mosquitos, puesto que esta bacteria produce al menos 4 diferentes δ-

endotoxinas Cry4A, Cry4B, Cry11A y Cyt1A;  la más abundante es la toxina Cyt1A ya que el 

40% del total de proteínas cristal producidas por  Bt israelensis  corresponde a proteínas Cyt 

(Promdonkoy  et al., 2005). La toxina Cry4B muestra gran toxicidad contra larvas de Aedes y 

Anophes; sin embargo, permanece inactiva contra larvas de Culex (Promdonkoy  et al., 2005). 

Otra cepa de Bt que produce otras toxinas activas contra mosquitos como la toxina Cyt2Aa2 es Bt 
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darmstadiensis que exhibe actividad moderada hacía larvas de Aedes y Culex (Promdonkoy  et 

al., 2005). 

 Las toxinas Cry y Cyt se sinergizan cuando actúan juntas, los cristales nativos purificados de Bt 

israelensis  muestran alta toxicidad hacia larvas de mosquitos, mientras que la actividad larvicida 

disminuye de manera considerable cuando se analiza la toxicidad de cada  toxina purificada de 

forma individual (Promdonkoy  et al., 2005). 

El sinergismo se debe a la interacción entre la toxinas Cry y Cyt, como se mencionó 

anteriormente, las toxinas Cyt son endotoxinas hidrofóbicas que no comparten homología con las 

toxinas Cry, se ha demostrado que una mezcla de toxinas Cyt1A y Cry11A con una proporción 

de 0.2:1 (Cyt1A: Cry11A), la toxicidad aumenta hasta 18 veces (Pérez et al., 2005). También se 

mostró que al mezclar Cry11A con Cyt1A se suprime casi por completo la tasa de resistencia 

hacia toxinas Cry11A en larvas seleccionadas como resistentes a las toxinas Cry11Aa (Wirth et 

al; 1997), por lo que se propuso que las toxinas Cyt funcionan como receptores de las toxinas 

Cry11Aa y posteriormente se determinó que estas dos toxinas tienen una afinidad de 0.4 nM, 

además las toxinas Cyt pueden inducir la oligomerización de Cry11Aa cuando interaccionan, lo 

que comprueba que pudiera ser un receptor que Bti seleccionó (Pérez et al., 2005, Pérez et al., 

2007 )  

La toxina Cyt2A2 también es capaz de sinergizar a toxinas Cry activas contra mosquitos, la 

coexpresión de Cry4Ba y Cyt2Aa2 en E. coli  incrementa significativamente la toxicidad contra 

Culex  y Aedes, en comparación con la actividad tóxica de las toxinas por separado (Promdonkoy  

et al., 2005), con estos ensayos se advirtió el sinergismo por primera vez de una toxina que no 

mostraba toxicidad hacia el insecto y que Cry4Ba, una vez combinada con la toxina Cyt2A se 

observaba sinergismo resultando en el aumento de la toxicidad (Promdonkoy et al; 2005). 

Recientemente se analizó el efecto tóxico de la toxina Cyt1Aa en el vector Anopheles albimanus 

donde se mostró que esta toxina por si  sola no presenta toxicidad contra este organismo incluso 

exponiéndolo a concentraciones de 1000 ng/ml de toxina, en contraste con el vector Aedes 

aegypti donde si presenta toxicidad; sin embargo, al mezclar a las toxinas Cyt1Aa y Cry11Aa así 

como a Cyt1Aa y Cry4Ba  se observó un efecto sinérgico aumentando la toxicidad hacia larvas 

An. albimanus (Fernandez-Luna et al., 2010). 
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Respecto al posible sinergismo entre diferentes toxinas Cry de Bti, por medio de bioensayos con 

larvas del vector de la malaria, An. albimanus,  se ha demostrado la existencia de sinergismo  

entre las toxinas Cry11Aa y Cry4Ba, ya que al mezclarlas se observa que la toxicidad de estas 

aumenta significativamente (Fernández-Luna et al., 2010). 

 

En otro reporte, se presentan los resultados de los bioensayos realizados con cristales purificados 

de la cepa 4Q2-81 que contiene el plásmido pHT652, el cual codifica para ambas toxinas, tanto 

para Cry4A como para Cry4B, mostraron que existe mayor toxicidad hacia las 3 especies de 

mosquitos  Ae. aegypti, An. stephensi y C. pipiens, que cuando se encuentran  por separado estas 

toxinas. Esta alta toxicidad aparentemente es el resultado del sinergismo entre estas toxinas y no 

simplemente un efecto aditivo (Delécluse et al., 1993).  

Finalmente, bioensayos realizados con larvas de mosquitos de Ae. aegypti,  mostraron que existe 

sinergismo moderado pero significativo entre las toxinas Cry4A y Cry11A, así como entre las 

toxinas Cry4B y Cry11A contra mosquitos (Crickmore et al., 1995), se mostró que no se requiere 

la co-cristalización de Cry4A y Cry4B  para que se lleve a cabo el sinergismo entre estas toxinas 

(Poncet et al., 1995). 

 

HIPÓTESIS  

La hélice α-4 del dominio I de las toxinas Cry11Aa y Cry4Ba, al igual que en la toxina Cry1A, es 

importante en el mecanismo de acción, participando en la formación de poro  y toxicidad de las 

toxinas, por lo que mutantes puntuales en esta región podrían generar toxinas que formen hetero-

oligómeros con fenotipo de dominancia negativa e inhiban la toxicidad de las toxinas silvestres. 

 

El dominio I de las toxinas Cry es semejante, y este dominio es el involucrado en la 

oligomerización  así como en la  formación de poro de estas toxinas, por lo cual es posible que 

diferentes toxinas Cry interactúen entre ellas y oligomericen en hetero-oligómeros. 

 

Para que pueda existir sinergismo  entre las toxinas Cry  y Cyt, es necesario que las toxinas Cry 

se encuentren activas en la formación de poro y por lo tanto sean tóoxicas. 
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OBJETIVO GENERAL 

Determinar el papel de la hélice α-4 del dominio I de las toxinas Cry11Aa y Cry4Ba en el 

mecanismo de acción de estas toxinas y su capacidad de inhibir toxicidad de toxinas silvestres. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

• Realizar mutaciones en la hélice α-4 del dominio I de los toxinas Cry4Ba y Cry11Aa. 

• Analizar estabilidad de las mutantes durante la  solubilización y la proteólisis. 

• Realizar bioensayos en larvas de cuarto instar de Ae. aegypti. 

• Determinar el fenotipo de dominancia negativa de las mutantes con su respectiva toxina 

silvestre. 

• Determinar si una mutante en la hélice α-4 de la toxina Cry11Aa es capaz de inhibir a la 

toxina Cry4Ba silvestre. 

• Determinar si existe sinergismo entre las mutantes construidas y la toxina silvestre 

Cyt1Aa. 

 

 

 

MATERIALES Y MÉTODOS. 

Cepas utilizadas 

• Bacillus thuringiensis subsp. israelensis / 4Q2-81 pHT611 que contiene el gen de la 

proteína Cry4Ba y resistencia eritromicina  (Delécluse et al., 1993). 

• Bacillus thuringiensis subsp. israelensis/ CG6 que contiene el gen la proteína Cry11Aa y 

resistencia a eritromicina  (Chang et al., 1993). 

• Bacillus thuringiensis 407 acristalifera (Agaisse y Lereclus, 1995). 

• Escherichia coli XL-Gold 
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• Escherichia coli DH10B 

Medios de cultivo 

Medio SP: Volumen final 500 ml. 

Tabla 1. Medio  SP 

Medio SP 500 ml 

Caldo nutritivo 4 g 

Bacto-agar 7.5 g 

KCl 0.5 g 

MgSO4 7H2O 0.125 g 

 

 
Solución Compuesto Agregar al medio 

1 MnCl24H2O (10 mM) 500 μl 

2 FeSO47H2O 800 μl 

3 CaCl22H2O (5 mM) 400 μl 

 
Mezclar el caldo nutritivo, el bacto-agar, el cloruro de potasio, el sulfato de magnesio y la 
solución 1 en 497 ml de agua destilada. Ajustar el pH a 7 y esterilizar en autoclave. Cuando el 
medio se enfrié, agregar el antibiótico junto con las soluciones 2 y 3. Antes de gelificar se vierte 
en cajas Petri. 

 

Medio HCT 500 ml 

Tabla 2. Medio HCT 

Medio HCT 500 ml 

Bacto-triptona 2.5 g 

Casaminoácidos 1.0 g 

Bacto-agar 7. 5 g 
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Disolver los componentes bactotriptona, casamino-ácidos y bacto agar en 467 ml de agua 

destilada  y ajustar el pH a 7.2 con KOH y esterilizar. Dejar enfriar y agregar el antibiótico y las 

soluciones previamente esterilizadas (las soluciones se aforan a  100 ml con agua): 

 

Tabla 3. Soluciones para medio HCT 

Solución Compuesto Pesar y disolver  
en 100 ml de agua 
destilada 

Agregar al 
medio 

Solución1 KH2 PO4 6.8 g 25 ml 

Solución2 MgSO4 7H2O                     
MnSO4 H2O                             
Zn SO4 7H2O 

1.23 g                                                            
0.0169 g                                                            
0.14 g 

0.5 ml 

Solución 3 Fe SO4 7H2O                   
H2SO4 (stock 
1N) 

0.2 g                                                                    
10 ml 

5 ml 

Solución 4 CaCl2 2H2O 1.47 g 5 ml  

Glucosa 10% Dextrosa 10 g 10 ml 

Agregar al medio 25 ml de la solución 1, 0.5 ml de la solución 2, 5 ml de la solución 3 y 4, y 15 ml 

de glucosa al 10 %. Vertir en cajas Petri antes de gelificar. 

 

Medio LB 1L 

Tabla 4. Medio LB 

Peptona 10g 

Extracto de 
levadura 

5 g 

NaCL 10 g 
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Aforar a 1L  y esterilizar, si es medio sólido agregar 15 g  de agar antes de esterilizar 

Medio SOB 1L  

Tabla 5. Medio SOB 

Bactotriptona 5g 
Extracto de 
levadura  

1.25 
g 

NaCl 0.125 
g 

KCl 0.25 M 2.5 
ml 

Ajustar a pH 7 

Medio SOC 10.2 ml 

Tabla 6. Medio SOC 

Medio SOB 10 ml 

Glucosa 2 
M 

0.100 ml 

MgCl2 1M 0.100 ml 

Medio BHI (Infusión cerebro-corazón) 

Bacto-BHI dihidratado 37 g. Aforar  a 1L de agua y esterilizar en autoclave durante 20 min. 
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1.- DISEÑOS DE OLIGONUCLEOTIDOS MUTAGÉNICOS 

Se diseñaron oligos mutagénicos para la construcción de mutantes en la hélice α-4 del dominio I de 

las toxinas Cry4Ba y Cry11Aa. 

 

Tabla 7. Oligonucleótidos utilizados para la construcción de mutantes en las toxinas Cry11Aa y 
Cry4B 

Mutante Oligonucleótidos 

Cry4Ba  

A145C 5’AAC CAG TCC TAT AGA ACA TGC  GTA ATA ACT CAA TTT AAC 
TTA ACC 3 

L152D 5’ GTA ATA ACT CAA TTT ACC GAC  ACC AGT GCC AAA CTT CGA 
GAG ACC 3’ 

E159K 5’ AGT GCC AAA CTT AGA AAG ACC GCA GTT  TAT  TTT AGC 3’ 

R158A 5’ ACC AGT GCC AAA CTT GCA GAG ACC GCA GTT TAT  TTT AGC 
3’ 

Cry11Aa  

R136A 5’ AGT GGT GCT ATA ATA CAA GCA  TTA CTT CAA TTT GAG 3’ 

Q135C 5’ AAT CTA AGT GGT GCT ATA ATA TGC CGA TTA CCT  CAA TTT 
GAG 3’ 

N128D 5’ GCC  AAG  GGT TAT TTT CTA GAC CTA AGT GGT GCT ATA ATA 
CAA  CG 3’ 

V142D 5’ CGA TTA CCA CAA TTT GAG GAC CAA ACA TAT GAA GG 3’ 

2.- FOSFORILACIÓN DE LOS OLIGONUCLEOTIDOS MUTAGÉNICOS  DE LAS 

TOXINAS Cry11A y Cry4B.  

Se requiere la fosforilación de los oligonucleótidos (SIGMA-ALDRICH) para realizar la ligación 

enzimática de ácidos nucleicos puesto que es requerido para la ligasa un grupo fosfato en la 

posición 5’.  

Los oligos mutagénicos cuantificados  son fosforilados siguiendo la siguiente tabla: 
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Tabla 8. Fosforilación de oligonucleótidos 

OLIGO Buffer 10X Enzima PNK Oligo (300 

pmol) 

ATP (0.1mM) DTT 

(100mM) 

H2O 

Cry4B       

A145C 5 µl 1 µl 2.7 µl 1 µl 1 µl 39.3 µl 

L152D 5 µl 1 µl 1.49 µl 1 µl 1 µl 45.5 µl 

E159K 5 µl 1 µl 1.4 µl 1 µl 1 µl 40.6 µl 

R158A 5 µl 1 µl 1.14 µl 1 µl 1 µl 39.9 µl 

Cry11A       

N128D 5 µl 1 µl 1.14 µl 1 µl 1 µl 40.9 µl 

Q135C 5 µl 1 µl 1.5 µl 1 µl 1 µl 40.5 µl 

V142D 5 µl 1 µl 1.5 µl 1 µl 1 µl 41.5 µl 

Para que se lleve a cabo la fosforilación se deben incubar a 37°C durante 30 minutos sin 

agitación y posteriormente detener la reacción a 65°C  por 20 minutos. Almacenarlos a -20°C   

3.- REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA PARA MUTAGÉNESIS DE LA 

TOXINA Cry4Ba 

Para la construcción de las mutantes, en la hélice α-4 del dominio I de la toxina Cry4Ba: A145C, 

L152D, E159K y R158A se utilizó el kit de PCR mutagénico QuickChange Multi site-directed 

mutagenesis. Utilizando como DNA templado el vector pHT611 el cual codifica para la toxina 

Cry4Ba (Delécluse et al; 1993).  
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Para cada una de las mutantes se siguió la siguiente tabla para poner el PCR: 

Tabla 9. Reacción de PCR 

10x quick change multi reaction buffer  2.5 µl 

Quick solution  0.75 µl 

DNA templado (100ng) 1 µl 

Primer mutagénico (100ng) 2 µl 

dNTP’s 1 µl 

Quick change multi enzyme blend 1 µl 

H2O 16.7 µl 

. 

Tabla 10. Ciclos de PCR mutagénico 

No. Ciclos Temperatura Tiempo 

1 94°C 5 minutos 

35 94°C 

55°C 

65°C 

1 minuto 

1 minuto 

15minutos 

1 65°C 10 minutos 

 

4.- DIGESTIÓN ENZIMÁTICA 

 

La digestión enzimática del producto de PCR se realiza con la enzima DpnI la cual reconoce y 

digiere exclusivamente el DNA que se encuentra metilado, con lo que el DNA molde se digerirá 

y no el plásmido mutado que proviene de la reacción de PCR el cual  no se encuentra metilado.   

A cada una de la reacciones de PCR se les agrega 1 µl de la enzima de restricción DpnI, se 

mezcla de forma gentil pipeteando la solución (sin agitar), e incubar la reacción por 1 hr a 37°C. 

Posteriormente la reacción es purificada usando  el kit QIAGEN para productos de PCR según las 

especificaciones del fabricante. 
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5.- CELULAS COMPETENTES DH10B. 

Se preparan células competentes DH10B para transformación por electroporación.  De una 

colonia aislada se inicia un precultivo de LB líquido, el cual se incuba toda la noche  a 37°C con 

agitación de 250 rpm. Inocular 4 ml del precultivo en un matraz conteniendo 250 ml de LB 

líquido e incubar a 37°C con agitación hasta que las células alcancen una densidad óptica entre 

0.4 a 0.6 (aproximadamente en 4 hrs) medida a una longitud de onda 600 nm. Una vez alcanzada 

la densidad óptica se colocan las células en hielo por 30 minutos; centrifugar a 4000 rpm en 

centrifuga refrigerada (4°C) durante 10 minutos, decantar el sobrenadante y resuspender el pellet. 

Lavar con glicerol al 10% estéril y centrifugar a 4000 rpm, decantar completamente el 

sobrenadante y agregar 4 ml de glicerol al 10%, resuspender y hacer alícuotas de 65 µl. Todo el 

procedimiento se hace en estéril y evitando que las células se calienten. Congelar las alícuotas en 

hielo seco y almacenarlas a -70°C. 

6.- TRANSFORMACIÓN POR ELECTROPORACIÓN 

Se colocan las células DH10B en hielo junto con las celdas para electroporar de 0.1 cm, se agrega 

el producto de PCR, digerido y purificado, a la alícuota de células competentes; estas se pasan a 

las celdas para electroporar y se da un pulso eléctrico  de 1.3 mV, 200 ohms y 25 µfaraday; 

añadir 1 ml de LB líquido  e incubar a 37°C por 1 hora con agitación a 650 rpm; centrifugar 1 

min a 1,000 rpm, decantar el sobrenadante y resuspender el pellet en 100 µl de LB líquido y 

platear en cajas de LB ampicilina 100µg/ml e incubar toda la noche a 25°C. 

7.- REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA PARA MUTAGÉNESIS DE LA 

TOXINA Cry11Aa. 

Para la construcción de las mutantes N128D, Q135C y V142D de la toxina Cry11Aa, se utilizó el 

kit Phusion Site-Directed Mutagenesis, el DNA templado fue el vector  pCG6 que contiene el gen 

de la toxina Cry11Aa (Chang et al; 1993); la reacción de mutagénesis se realizó de acuerdo a la 

siguiente tabla para cada una de las mutantes. 
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Tabla 11. Componentes para la reacción de mutagénesis de la toxina Cry11A 

Componente Volumen 

H2O 33.5 µl 

5x phusion HF buffer 10 µl 

10mM dNTPs 1 µl 

Oligo mutagénico 4 µl 

Templado de DNA 1 µl 

Phusion hot start DNA polymerase (2U/µl) 0.5 µl 

 

Tabla 12. Ciclos de PCR mutagénico 

No. de ciclos Temperatura Tiempo 

1 98°C 30 s 

25 98°C 

65-72°C 

72°C 

5-10s 

10-30s 

1 72°C 

4°C 

15-30s 

Hold 

 

8.- LIGACIÓN DEL PRODUCTO DE PCR 

Se realiza una ligación del producto de PCR, a 5 µl del producto de PCR (25ng) se le agrega 5 µl  

del buffer de ligación 2x Quick ligation buffer y 5 µl de la ligasa QuickT4 DNAligase y se 

mezcla. Se da un pulso en la centrifuga y se incuba a 25°C durante 5 minutos, y se almacena a -

20°C. 

 

9.- TRANSFORMACIÓN POR CHOQUE TÉRMICO 

Para transformar  por medio de choque térmico, 45 µl de la células competentes XL10-gold se le 

adiciona 2 µl de β-mercapto-etanol, agitar brevemente  e incubar las células en hielo por 10 

minutos, agitando cada 2 minutos. Transferir 1.5 µl de la reacción de mutagénesis (después de 
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haber sido ligada) y agitar suavemnete, incubar la reacción en hielo durante 30 minutos y dar un 

shock de calor por 30 segundos a 42°C, incubar los tubos en hielo por 2 minutos. 

 

Adicionar 0.5 ml  de medio SOC a cada reacción e incubar los tubos a 37°C por 1 hr a 650 rpm, 

platear 200 µl de cajas de LB ampicilina 200 µg/ml e incubar a 37°C por 12 hrs. 

 

10.- PURIFICACIÓN DE DNA PLASMIDICO  

Seleccionar  colonias de las mutantes de ambas toxinas, hacer parches en cajas de LB ampicilina 

100 µg/ml  y poner cultivos líquidos de 10 ml de LB ampicilina 100 µg/ml de cada uno de los 

parches e incubar a 25°C  durante 12 hrs; extraer DNA de los cultivos líquidos  con el kit 

comercial Wizard  Plus SV Minipreps DNA purification system de promega de acuerdo a las 

instrucciones del fabricante, el cual está basado en el método de lisis alcalina y absorción del 

DNA en una resina, con el cual a partir de 5 ml de cultivo se obtiene de 15 a 20 µg de DNA  

suficientemente puro para ser utilizado en reacciones de secuenciación. 

11.- SECUENCIACIÓN DE DNA. 

La secuenciación se realizó en la Unidad de Secuenciación del Instituto de Biotecnología-UNAM 

12. PREPARACIÓN Y TRANSFORMACIÓN DE CÉLULAS VEGETATIVAS DE Bacillus 

thuringensies. 

La preparación de células competentes de Bt407 consiste en estriar una caja de LB sólido (agar) 

sin antibiótico con la cepa de Bt 407 acristalifera e incubarla durante 12hrs a 30°C, tomar una 

muestra y extenderla sobre una caja de LB sólido sin antibiótico e incubar a 30°C durante 3 hrs; 

recuperar las células en 500 µl de medio BHI y homogenizar completamente con una pipeta, 

inocularlo en 100 ml de medio BHI a 30°C hasta obtener una densidad óptica de 0.6 a 600 nm; 

centrifugar el cultivo a 5000 rpm durante 5 minutos y resuspender en  50 ml de buffer EB frío, 

centrifugar las células y resuspender en 1.5 ml de EB y mantenerlas en hielo hasta su utilización. 

Para la transformación  10 µl del DNA purificado de los cultivos de mutantes  de E. coli, se 

agregan a la alícuota  de 300 µl  de células , incubar en hielo durante 5 minutos, se transfieren a 

celdas de electroporación de 0.4 cm previamente enfriadas y se les dió un choque de 2.5V, 1000 
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Ω y 25µfaraday; posteriormente son incubadas en hielo durante 5 minutos, y se le añaden 700 µl 

de medio BHI, son recuperadas en tubos eppendorf y se incuban durante 1 hr a 30°C.   Por último 

se platean 250 µl en cajas de LB eritromicina 25 µg/ml para la toxina Cry11Aa y 10 µg/ml para 

la toxina Cry4Ba, y se dejan incubar 12 horas a 30°C para el crecimiento de colonias. 

13.- SELECCIÓN Y CRECIMIENTO DE COLONIAS 

Se seleccionan las colonias que crecieron después de la incubación y se estrían en cajas de LB 

eritromicina 25 µg/ml para Cry11Aa y 10 µg/ml para Cry4Ba posteriormente se incuban a 30°C. 

En los 3 días consecutivos se hace un pase de las cepas a cultivo nuevo  y la incubación se realiza 

a 30°C por 24hrs.  

14.- PURIFICACIÓN DE CRISTALES DE LAS TOXINAS Cry11Aa Y Cry4Ba MUTANTES 

Y SILVESTRES. 

Para la obtención y purificación  de los cristales de las proteínas Cry11Aa y Cry4Ba con sus 

respectivas mutantes, se utilizaron los medios de esporulación HCT y SP, respectivamente, 

adicionando 10 µg/ml de eritromicina para las toxinas Cry4Ba y 25 µg/ml de eritromicina para 

las toxinas Cry11Aa.  

Se prepara el medio líquido (200 ml para cada cepa) y una vez esterilizado se adicionan los 

stocks correspondientes y glucosa al 10%, se recupera 1/8 de caja de cada una de las cepas (tanto 

de Cry11Aa silvestre y mutantes como de  Cry4Ba silvestre y mutantes), crecer a 30°C hasta 

esporulación completa  con agitación de 250 rpm; para comprobar que la esporulación esta 

completa se revisa en el  microscopio la presencia de cristales y esporas, posteriormente se 

recupera el cultivo y se centrifuga a 10,000 rpm, se resuspende y se lava la pastilla en 30 ml de 

0.3 M NaCl, 0.01 M EDTA, pH 8 y centrifugar a 10,000 rpm ,10 min. Los lavados se repiten 3 

veces y se elimina el sobrenadante, posteriormente se resuspende y lava la pastilla en 30 ml de 

H2O con PMSF 1 mM, este lavado se repite 2 veces  y se elimina el sobrenadante, la pastilla se 

resuspende en 6 ml del buffer TTN (20 mM tris, 300 mM NaCl, Tritón X-100 al 0.1%, pH 7.2) 

por cada matraz en esporulación, la muestra se sonica dando 2 pulsos de 50 segundos a 20 watts.  
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15.- PURIFICACIÓN POR GRADIENTE DE SACAROSA 

Se preparan gradientes discontinuos de sacarosa al 84%, 79%, 72% y 67%, se funden y dejan 

enfriar. Posteriormente se añaden 400 µl de tritón al 0.1%, 2 ml Tris-HCl 1M pH 8 y 80 µl de 

NaCl 5 M. Se agrega 6 ml de la concentración de 84% en el fundo del tubo y a continuación se 

colocan en orden las siguientes soluciones de sacarosa, por último se carga en cada gradiente 2 

ml de la muestra sonicada y centrifugar a 23,000 rpm durante 20 minutos, a 15°C, en la 

ultracentrífuga. Separar las fracciones y observar al microscopio, generalmente las fracciones que 

contienen los cristales son la 1 y la 2, la sacarosa se elimina lavando con 30 ml de H2O más tritón 

al 0.01%, centrifugar a 10,000 rpm, se elimina el sobrenadante y la muestra se lava mínimo tres 

veces, la pastilla se resuspende en Tris 50 mM pH 8, PMSF 1 mM.  

16.- CUANTIFICACIÓN DE PROTEÍNA METODO BRADFORD  

Para el análisis de la proteína total se utilizó el método de Bradford, utilizando una curva estándar 

de albumina sérica bovina (BSA) en un rango de concentración 1-20 mg. Para calcular la 

concentración de una muestra, se toma 1 µl y este se lleva a un volumen de 800 µl, 

posteriormente se agrega 200µl del reactivo Bradford 5X (Bio-Rad), se toma la lectura de 

absorbancia  a una longitud de onda de 595mn  en un espectrofotómetro (Beckman), y los valores  

se calculan por medio de regresión lineal respecto a una curva estándar que se hace con albúmina 

bovina .  

17.- ELECTROFORESIS DESNATURALIZANTE EN GELES DE POLIACRILAMIDA 

La electroforesis en condiciones desnaturalizantes se realiza utilizando un amortiguador de 

corrida Tris-Glicina-SDS a un voltaje de 20 mA. Las muestras se preparan utilizando mezcla 

lítica 4X, posteriormente se hierven durante 5 minutos, y se centrifugan 1 min para cargarlas en 

el gel. 

 

Tabla 13. Componentes de un gel de acrilamida 

Gel de acrilamida al 12% (5ml)   

H2O mili-Q 1.7 ml 
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Tris-HCl 1M pH 8.8 2 ml 

Acrilamida / Bis-acrilamida 

30% 

1.3 ml 

SDS 10% 0.05 ml 

APS 10% 0.05 ml 

TEMED 0.002 ml 

Gel concentrador 2 ml   

H2O mili-Q 1.4 ml 

Tris-HCl 1.5 M pH 6.8 0.25 ml 

Acrilamida / Bis-acrilamida 

30% 

0.33 ml 

SDS 10% 0.02 ml 

APS 10% 0.02 ml 

TEMED 0.002 ml 

18.- SOLUBILIZACIÓN Y ACTIVACIÓN DE LAS TOXINAS. 

Solubilización de la toxina Cry4Ba. 

Se preparan las siguientes soluciones: 

a)100 ml de Na2CO3 (carbonato de sodio) 0.5 M  

b)100 ml de NaHCO3 (bicarbonato sodico) 0.5 M 

La solución de bicarbonatos se ajusta a pH= 10.2: 

Tomar 50 ml de la solución (b) y ajustar pH con la solución (a), añadir volúmenes de 1 ml, como 

a los 4 ml agregar poco a poco, cuando deje de subir ajustar con NaOH. Aforar hasta 100 ml, la 

solución final queda a una concentración de 5X y se debe usar 1X. 

Incubar dos horas a temperatura ambiente los cristales con la solución de bicarbontos, antes de 

incubar los cristales se deben centrifugar a 11,000 rpm, 4°C, 10 min, 50 μl de la espora cristal, 
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desechar sobrenadante y resuspender el precipitado con 100 μl del buffer de bicarbonatos pH 

10.2 con β-mercapto-etanol: tomar del stock (buffer) 200 μl y añadir 800 μl de agua para que 

quede 1X, a este mililitro añadir β-mercapto-etanol 0.02%, mezclar, y tomar  para resuspender el 

pellet, por último se debe incubar dos horas a temperatura ambiente sin agitación, centrifugar 

10,000 rpm a 4°C durante 10 min, y recuperar el sobrenadante (desechar el pellet)  y cuantificar 

la proteína del sobrenadante por Bradford 

Activación de la toxina Cry4Ba 

Tomar una alicuota de protoxina (100 μl), adicionar 25 μl Tris/HCl 1 M, pH 8, adicionar tripsina 

1:20 p/p (1μg tripsina/ 20μg protoxina). Incubar cuatro hrs a 37°C con agitación, detener reacción 

con PMSF 1 mM (final). Centrifugar a 10,000 rpm, 4°C, 10 min y recuperar sobrenadante, 

analizar en gel 15% SDS-PAGE. 

Solubilización y activación de la toxina Cry11Aa 

Centrifugar  los cristales a 11,000 rpm, 10 min a 4°C, desechar el sobrenadante y resuspender el 

precipitado en una solución 100 mM NaOH a 4°C por una hora en agitación, centrifugar a 11,000 

rpm por 10min a 4°C y recuperar sobrenandante, cuantificar concentración de proteína por 

Bradford y ajustar el pH a 10.5 con HCl 5M. 

Activar con tripsina (SIGMA) en una proporción proteasa: protoxina 1:5 a 25°C durante 2 hrs en 

agitación. Detener la reacción con PMSF 1 mM (final) analizar en gel 15% SDS-PAGE. 

19.- BIOENSAYOS DE CURVA DE MORTALIDAD DE LAS TOXINAS SILVESTRES. 

Los cristales purificados por gradiente de sacarosa  de las toxinas silvestres son cuantificados por 

el método de Bradford. Estos cristales serán utilizados para alimentar a larvas de Aedes aegypti 

de cuarto instar. En vasos de 100 ml  con 10 larvas  cada uno  se agregan los cristales purificados 

y cuantificados, en 10 concentraciones distintas (5 ng/ml- 1000 ng/ml) para cada toxina  y se 

realiza por triplicado; 24 hrs después se cuentan las larvas muertas, y los datos se analizan con el 

programa probit  POLO PLUS  y así se obtiene la LC10, LC50 y LC90 de cada una de las toxinas 

silvestres.    
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20.- BIOENSAYOS DE MORTALIDAD DE LAS TOXINAS MUTADAS 

Larvas de cuarto instar de Aedes aegypti, en vasos de 100 ml de agua con 10 larvas cada uno,  

son expuestas a concentraciones muy altas (5000 ng/ml) de cada una de las toxinas mutantes 

(L152D, E159K, V142D),  24 hrs después se cuantifica la mortalidad de cada una de las toxinas. 

21. BIOENSAYOS DE DOMINANCIA NEGATIVA 

Se cuantifica la cantidad de proteína tanto de las mutantes que no presentan toxicidad como de 

las silvestres, utilizando la concentración LC50 de las silvestres se realizaran combinaciones 1:1 y 

0.5:1 mutante:silvestre, cada combinación antes de ser puesta en contacto con las larvas será 

sonicada durante 10 segundos a 20 watts. Las larvas de cuarto instar de Aedes aegypti  estarán en 

contacto con las toxinas (mutante:silvestre) durante 24 hrs  en vasos con 100 ml de agua y 10  

organismos vivos.  

22. BIOENSAYOS DE SINERGISMO 

Los bioensayos de sinergismo se realizaron en vasos con 20 ml de agua  y 10 larvas de mosquitos 

Ae. aegypti, las cuales son alimentadas con la combinación de la LC10 de la toxina Cyt1Aa y la 

LC10 de las toxinas silvestres (Cry11Aa y Cry4Ba),  de igual forma se alimentaron  utilizando las 

toxinas mutantes en combinación con la toxina Cyt1Aa, después de 24 hrs se cuantifica la 

mortalidad de las larvas. 

RESULTADOS 

Construcción de mutantes en la hélice α-4 del dominio I de las toxinas Cry4B y Cry11A 

Con la finalidad de analizar el papel de la hélice α-4 del dominio I de las toxinas Cry4Ba y 

Cry11Aa, se propuso realizar mutaciones puntuales en la cara polar de esta región en ambas 

toxinas, puesto que se ha descrito que en las toxinas Cry1A la cara polar de esta hélice se 

encuentra orientada hacia el lumen del poro. 

De este manera podremos analizar si estos cambios en las toxinas Cry4Ba y Cry11Aa afectan su 

funcionalidad. 
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La construcción de las mutantes se realizó basándonos en el criterio usado en las mutantes 

previamente reportadas, las cuales estan afectadas en la formación de poro en las toxina Cry1Aa 

y Cry1Ab, donde el cambio de aminoácidos se hacía por uno de carga neutra u opuesta. Las 

mutantes E159K, L152D, A145C, y R158A en la hélice α-4 del dominio I de la toxina Cry4Ba, 

se llevaron a cabo con el kit de PCR mutagénico QuickChange Multi site-directed mutagenesis, 

se utilizó como templado el plásmido pHT611; mientras que las mutantes de la toxina Cry11Aa; 

Q135C, N128D y V142D se construyeron con el  kit Phusion Site-Directed Mutagenesis, usando 

como templado el plásmido pCG6.  Se utilizó un kit de muatgénesis diferente dado que en un 

inicio no se obtuvieron mutantes de la toxina Cry11Aa  cuando se trabajó con el kit Quick 

Change y por eso se tomó la decisión de probar con otro kit que teníamos disponible en el 

laboratorio. 

 

Figura 8. Representación esquemática de las mutaciones realizadas.  

Producción de proteína de las mutantes construidas. 

Se analizó la producción de proteína de todas las mutantes durante la esporulación en medio HCT 

y las proteínas de los cristales se observó en  un gel SDS-PAGE al 12%.  Este análisis mostró que 

solo algunas de las mutantes,  dos de la toxina Cry4Ba (L125D y E159K) y una de la toxina 

Cry11Aa (V142D), producen proteínas del mismo peso molecular que las toxinas silvestres, 70 

kDa para el caso de Cry11Aa y 130 kDa para Cry4Ba. Las otras mutantes no  producen proteínas 

Cry, lo que sugiere que el cambio mutagénico tiene un efecto importante en la estabilidad 

estructural de la proteína, por lo cual esas mutantes no pueden ser analizadas (Fig. 9). 
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Figura 9. Gel SDS-PAGE 12%. Espora cristal. Carril 1 Cry4Ba silvestre, carriles, 2, 3 , 4 y 5, mutantes de la toxina 
Cry4Ba: L125D, E159K, A145C y R158A respectivamente; carril 6 Cry11Aa silvestre, carriles 7, 8 y 9, mutantes de 
la toxina Cry11A: V142D, Q135C y N128 D respectivamente. 

 
Solubilización y activación de las mutantes. 

Se continuó la caracterización de las mutantes que sí producían cristales proteicos con un peso 

correcto. Primero fueron analizadas para ver la estabilidad de la proteína por medio de 

solubilización de los cristales, puesto que dentro del mecanismo de acción de estas toxinas se 

lleva a cabo una solubilización dentro del ambiente alcalino de los insectos, es importante 

comprobar que las nuevas construcciones puedan realizar este proceso. Estos estudios 

demostraron que estas mutantes son estables ante el proceso de solubilización. En la Fig 10 se 

muestra un gel SDS-PAGE al 12% de las toxinas mutadas y su comparación con toxinas 

Cry11Aa y Cry4Ba silvestres.  
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Figura 10. Gel SDS-PAGE 12%. Solubilización de proteínas  con Buffer de carbonatos  y con NaOH 100 mM. Carril 
1 Cry4Ba silvestre, carril 2  y 3 mutantes L152D y E159K respectivamente; carril 4 Cry11Aa silvestre y carril 5 
mutantes V142D. 

Posteriormente se  sometieron a una digestión enzimática para comprobar su correcta activación, 

por lo que fueron tratadas con tripsina tanto las toxinas silvestres como las mutantes. Se ha 

reportado que la protoxina Cry4Ba de 130 kDa, al ser activada con tripsina genera dos 

fragmentos que son resistentes al corte con esta serin-proteasa: uno de 48 kDa y el otro de 16 

kDa, los cuales se mantienen asociados y son capaces de retener su toxicidad 

(Angssuthanasombat et al .,1993; Komano et al., 1998); por otro lado la toxina Cry11Aa a su vez 

también genera dos fragmentos que son resistentes a tripsina de 36 kDa y de 32 kDa estos 

fragmentos permanecen asociados; sin embargo, en un gel desnaturalizante se pueden distinguir 

perfectamente (Dai et a.,1993). En la  Fig. 11 se muestran las toxinas mutantes tratadas con 

tripsina y su respectiva toxina silvestre, donde se observa que las toxinas mutantes tienen un 

procesamiento correcto igual que el de las toxinas silvestres. 
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Figura 11. Gel SDS-PAGE 12% Toxinas activadas con tripsina relación de  1:20 (proteasa: protoxina) Cry4Ba y 1:5 
Cry11Aa (proteasa: protoxina). 
 
 

Curvas de mortalidad con toxinas silvestres. 

Se obtuvo una curva de mortalidad utilizando larvas de cuarto instar de Ae. aegypti  expuestas 

con cristales de las cepas silvestres de las toxinas Cry11Aa, Cry4Ba y Cyt1Aa purificadas por 

gradientes  de sacarosa, donde el rango de concentración de  muestra de cristales purificados que 

se utilizó fue  de 5-1000 ng/ml. 

 

 

Tabla 13. LC10, LC50 y LC90 de las toxinas Cry11Aa, Cry4Ba y Cyt1Aa 

TOXINA LC10 (ng/ml) LC50 (ng/ml) LC90 (ng/ml) 

Cry11Aa 67 (26-111) 454 (312-760) 635 (1512-12570) 

Cry4Ba 10 (5-16) 80 (50-97) 635 (311-899) 

Cyt1Aa 78 (47-106) 200 (156-254) 506 (375-826) 

 

Para calcular los valores de las LC10, LC50 y LC90 utilizamos el software estadístico Probit, el cual 

nos permite determinar la toxicidad de ciertas toxinas hacia los organismos vivos, en este caso,  

larvas de mosquitos. Se expone el organismo a distintas concentraciones de toxina y se analiza la 

respuesta generada dependiendo de la dosis, en donde la respuesta es siempre binomial (mata/ no 
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mata), lo que da como resultado una curva sigmoide en la Tabla 13 se muestra el resultado de 

este análisis. 

 

Análisis de toxicidad de las toxinas mutantes Cry11Aa y Cry4Ba. 

Se analizó la toxicidad de las mutantes en larvas de cuarto instar de Ae. aegypti, dado que las 

mutantes construidas se encuentran afectadas en la cara polar de la hélice α-4, la cual se propone 

se encuentre orientada hacia  el lumen del poro y participa en la formación del canal iónico, se 

espera que las mutantes construidas de ambas toxinas se encuentren afectadas en su capacidad de 

formar canales iónicos, por lo que no serán tóxicas hacia las larvas de  Ae. aegypti. Las larvas 

fueron expuestas a concentraciones muy altas (5,000 ng/ml), de cada una de las mutantes, durante 

24 hrs, después de lo cual se analizó si las mutantes construidas eran tóxicas o no (Tabla 14 ). 

 

Tabla 14. Porcentaje de mortalidad de larvas a concentración de 5000 ng/ml de toxina 

TOXINA ( 5,000 ng/ml) PORCENTAJE DE MORTALIDAD. 

Cry4B E159K  0% 

Cry4B L152D 100% 

Cry11A V142D 0% 

 

Las mutantes E159K y V142D de las toxinas Cry4Ba y Cry11Aa, respectivamente, no presentan 

toxicidad hacia las larvas de Ae. aegypti, incluso si estas se exponen a concentraciones muy altas 

de toxina; mientras que la mutante L152D de la toxina Cry4Ba presenta una mortalidad del 100% 

hacia  las larvas a una concentración de 5,000 ng/ml. Por lo que se determinó la LC 50 de la misma 

mediante una curva de mortalidad (dosis/respuesta), la cual fue procesada por el programa 

estadístico (Probit) y así establecer la LC10, LC50 y LC90.  
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Tabla 15. LC10, LC50 y LC90 de la toxina Cry4Ba L152D 

TOXINA LC10 (ng/ml) LC50 (ng/ml) LC90 (ng/ml) 

Cry4Ba L152D 28 (5-57) 119 (60-215) 497 (264-2108) 

 

Análisis de Dominancia Negativa de las mutantes E159K y V142D. 

Las mutantes  E159K y V142D, de las toxinas Cry4Ba y Cry11Aa, respectivamente, no presentan 

toxicidad hacia larvas de Ae. Aegypti. Estas mutantes puntuales se encuentran afectadas en la cara 

polar de la hélice α-4 del dominio I, la cual se ha descrito, ser crucial para la inserción en la 

membrana y formación del canal iónico.   

Con las mutantes afectadas en su toxicidad hacia larvas de mosquitos, se realizaron  bioensayos 

con mezclas de toxina silvestre y mutante para comprobar si presentaban fenotipo de dominancia 

negativa. 

Primero se analizó si las mutantes E159K y V142D de las toxinas Cry4Ba y Cry11Aa 

respectivamente, presentaban el fenotipo de dominancia negativa con su respectiva toxina 

silvestre. Para lo cual fue necesario realizar mezclas a partir de la LC50 de cada una de las toxinas 

silvestres. Primero se mezcló la LC50 de la toxina Cry4Ba con la toxina mutante Cry4Ba E159K a 

una proporción 1:1 silvestre:mutante, así mismo se realizó otra mezcla con una proporción 1:0.5 

silvestre:mutante, después de ser sonicadas cada una de las mezclas de los cristales de estas 

toxinas, se alimentaron larvas de Ae. aegypti. La mortalidad de las larvas se cuantificó 24 hrs 

después, en donde se comprobó que  larvas alimentadas con la LC50 de toxina Cry4Ba silvestre se 

tiene mortalidad era del 50%. Sin embargo con larvas alimentadas con la mezcla de ambas 

toxinas, silvestre y mutante, la mortalidad de las larvas disminuía considerablemente con esta 

mezcla (Figura 12. ). Así mismo la LC50 de la toxina Cry11Aa silvestre se mezcló con la mutante 

Cry11Aa V142D  en una proporción 1:1 y 1:0.5 silvestre:mutante, 24 hrs después de ponerlas en 

contacto con las larvas se cuantificó la mortalidad, y observamos que esta disminuye 
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considerablemente  cuando  fueron alimentadas con las mezclas, mientras que las que fueron 

alimentadas con las toxinas silvestres mostraban el 50 % de mortalidad (Figura 12.).  

Para analizar si las mutantes con fenotipo de dominancia negativa podían interactuar y formar 

hetero-oligomeros con otras toxinas que no fueran sus toxinas silvestres, se realizaron bioensayos 

con larvas Ae. aegypti, en donde  se alimentaban con  una mezcla 1:1  y 1: 0.5  Cry4Ba silvestre: 

Cry11Aa V142D (Figura 12) y notamos que esta mezcla de proteínas presentaron una 

disminución en su mortalidad comparadas con las que solo se alimentan con las proteínas Cry4Ba 

silvestres, sugiriendo que las toxinas Cry4Ba y Cry11Aa pueden interactuar  formando hetero- 

oligómeros dando como resultado un fenotipo de dominancia negativa cuando se mezcla con la 

toxina mutada en la hélice α-4. 

 

Figura 12. Gráfica de mortalidad. Barras negras indican el porcentaje de mortalidad de las toxinas silvestres, las 
barras blancas la mortalidad de la larvas utilizando una mezcla de 1:.05 silvestres:mutante, y las barras rayadas 
utilizando una mezcla 1:1 silvestres:mutante. 

 
 Análisis de Dominancia Negativa de la mutante E97A de la toxina Cry11A. 
 
Se analizó el efecto de la mutante sitio dirigida E97A de la toxina Cry11Aa en la toxicidad 

inducida por la toxina silvestre Cry11Aa construida en el laboratorio y reportada con 

anterioridad, esta mutante se localiza  en la hélice alfa 3 del dominio I (Muñoz et al.,  2007), la 

cual no presenta toxicidad hacia larvas de mosquitos Ae. aegypti,  por que  se encuentra afectada 
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en la formación de estructuras oligoméricas.  Para analizar  si esta mutante tiene el fenotipo de 

dominancia negativa se realizaron bioensayos con larvas de cuarto instar de  Ae. aegypti, las 

cuales fueron alimentadas con la mezcla de toxina silvestre con la mutante en proporción 1:.0.5, 

1:1, 1:10 y 1:100 toxina  silvestre:mutante, tomando como referencia la LC50 de la toxina 

silvestre (Figura 13). 

 

 
Figura 13. Bioensayos con larvas Ae. aegypti, para probar fenotipo de Domianncia Negativa de la toxina Cry11Aa 
E97A, a combinaciones 1.0.5, 1:1, 1:10, 1:100 toxina silvestre:mutante. 

 
La mutante sitio dirigida  Cry11Aa E97A no presenta un fenotipo de Dominancia Negativa, pues 

al encontrarse en una proporción 1:1 y 1:0.5 toxina silvestre: mutante, la toxicidad hacía las 

larvas se conserva igual que cuando se utiliza solo la toxina silvestre, indicando que  esta mutante 

no es capaz de interactuar con la toxina silvestre para formar hetero-oligómeros, los cuales 

inhiban la toxicidad de la toxina silvestre; mientras que dosis donde la proporción toxina mutante 

se encuentra 10 y hasta 100 veces más que la silvestre, puede uno observar una disminución  en 

la mortalidad de las larvas, de forma ascendente dependiendo de la concentración de la mutante, 

esta disminución se le atribuye a la existencia de una competencia entre las toxinas por los 

receptores de membrana en el intestino de las larvas. 

Ensayos de sinergismo. 

Con el fin de analizar la importancia de la hélice α-4  en la toxicidad  de las toxinas Cry4Ba y 

Cry11Aa se realizaron bioensayos con las mutantes E159K y V142D en presencia de la toxina 

Cyt1Aa, la cual se ha reportado que sinergiza los efectos de las toxinas Cry, aumentando su 

toxicidad. 
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Para estos bioensayos se utilizó la LC10 de la toxina Cyt1Aa, junto con la LC10 ya sea de la toxina  

Cry11Aa ó Cry4Ba. Así mismo, se realizaron combinaciones de la LC10 de la toxina Cyt1Aa con 

cada una de las mutantes  que no presentaban toxicidad a diferentes concentraciones (Figura 14 y 

15). 

  
 

Figura 14. Ensayos de sinergismo de la mutante Cry4Ba E159K  

  

 
Figura 15. Ensayo de sinergismo de la toxina Cry11Aa V142D 

 

Para las mutantes E159K y V142D afectadas en la hélice  α-4, la presencia de la toxina Cyt1Aa 

no potencia su acción sobre las larvas, al contrario que las toxinas silvestres donde su toxicidad 

aumenta gracias a los efectos sinérgicos que tiene la toxina Cyt sobre las toxinas silvestres. 
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DISCUSIÓN 

En este trabajo se muestra la construcción de diversas mutantes localizadas en la hélice α-4 de las 

toxinas Cry11Aa y Cry4Ba. 

Estas mutantes fueron construidas basándonos en la posición  de mutantes realizadas  en la toxina 

Cry1Ab, las cuales tenían una mutación en la hélice α-4 del dominio I y  presentaban incapacidad 

en la formación del canal iónico así como una toxicidad nula. Estas mutantes de la toxina 

Cry1Ab  si eran capaces de formar oligómeros  y sin embargo no formaban poros en membranas 

sintéticas y se reportó que mostraban un fenotipo  de dominancia negativa. Se supuso que son 

capaces de formar hetero-oligomeros con las toxinas silvestres e inhibir su toxicidad (Rodriguez-

Almazan  et al., 2009).  

 De acuerdo a los datos obtenidos de la toxina Cry1Ab, así como lo reportado por Girard et al., 

2008, en donde analizaron que la cara polar de la hélice α4 de la toxina Cry1Aa estaba 

involucrada en la formación de poro, nos basamos para construir las mutantes en las toxinas 

Cry11Aa y Cry4Ba, puesto que a pesar de que entre estas toxinas  su porcentaje de identidad en 

la secuencia de aminoácidos es muy bajo, el plegamiento es similar en las toxinas Cry donde se 

ha analizado la estructura tridimensional por cristalografía y análisis de rayos-X; por lo que se 

especula que su mecanismo de acción es similar.  Las toxinas Cry11Aa y Cry4Ba presentan 

también una cara polar y otra hidrofóbica. 

Las mutantes construidas se expresaron en una cepa de Bacillus thuringiensis acristalífera 

permitiendo la producción de cristales proteicos dentro de Bacillus thuringiensis, lo que hace 

posible que genes clonados se expresen de igual forma que lo hacen los genes cuando se 

encuentran en sus plásmidos nativos. En este trabajo se realizaron siete mutantes  de las cuáles 

cuatro de ellas no se pueden visualizar en gel SDS-PAGE, lo que indica que estas mutantes 

resultan ser inestables y susceptibles  hacia la degradación  por proteasas o que  estas mutantes no 

producen proteínas Cry, lo que sugiere que el cambio mutagénico realizado está afectando la 

estabilidad estructural de la proteínas; por lo cual  estas mutantes no fueron analizadas. 
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El laboratorio del Dr. Angsuthanasombat ha reportado mutantes en la hélice α-4 de varias 

toxinas, entre la cuales se encuentra la Cry4Ba, donde describen que el residuo R158 de la hélice 

α-4  es indispensable para la toxicidad de esta proteína y que la mutación de este residuo cuando 

la proteína es expresada en Escherichia coli, lleva a la pérdida de toxicidad de la toxina. 

Apoyándonos en estos resultados construimos también la mutante R158A; sin embargo, esta 

mutación expresada en Bacillus thuringiensis  no es estable, puesto que es muy susceptible a 

degradación  por proteasas, lo que hace imposible que se pueda analizar. Es posible que las 

proteasas producidas por ambas bacterias sean diferentes y por eso si se expresa en E. coli pero 

no en Bt.  

Sin embargo, de las mutantes construidas, la  E159K y L152D de la toxina Cry4Ba  y  la V142D 

de la toxina Cry11Aa, mostraron que la producción proteica se lleva a cabo de la misma forma 

que en las toxinas silvestres, de tal forma que las proteínas se pueden observar en un gel SDS-

PAGE  con el mismo peso molecular que en las toxinas silvestres. 

El intestino de los insectos dípteros susceptibles a las proteínas Cry, presentan un ambiente 

alcalino donde estas proteínas se solubilizan liberando a la protoxina, mediante una solubilización 

in vitro se analizó la estabilidad de las proteínas y comprobamos que estas mutantes llevan a cabo 

de forma exitosa este proceso.  

Las proteínas Cry son producidas como protoxinas para su posterior procesamiento por proteasas 

que se encuentran en el intestino medio de las larvas susceptibles, liberando su fragmento tóxico. 

En la toxinas Cry4Ba se ha reportado que al ser activada con tripsina genera dos fragmentos 

resistentes a serin-proteasas, de 48 kDa y 16 kDa (Angssuthanasombat et al .,1993; Komano et 

al., 1998); mientras que en la toxina Cry11A presenta dos fragmentos resistentes a tripsina de 36 

kDa y 32 kDa (Dai et a., 1993), por lo que las mutantes se procesaron con tripsina para analizar 

que estas se activaran de forma correcta. Conforme a los resultados de estos experimentos, 

podemos deducir que las mutantes construidas que si producían proteínas Cry no son susceptibles 

a degradación y que el residuo cambiado no afecta la estabilidad estructural de las proteínas, 

puesto que se pueden visualizar en gel SDS-PAGE, y tanto su solubilización como activación con 

tripsina se lleva a cabo de la misma forma  que con las toxinas silvestres correspondientes. 
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Las mutantes E159K y V142D de las toxinas Cry4Ba y Cry11Aa, respectivamente, presentaron 

una pérdida en su toxicidad cuando se analizaron por medio de bioensayos hacia larvas de Ae. 

aegypti. Por lo que se concluye que esta mutación en la hélice  α-4 repercute en el mecanismo de 

acción de estas toxinas, debido a que está hélice como ha sido reportado junto con la hélice α-5,  

son las que adquieren una posición transmembranal lo que les permite insertarse en la membrana 

y formar los canales iónicos (Gazit et al; 1998). Específicamente se especula que la hélice α-4  se 

encuentra orientada hacia el lumen del poro y participa en la formación del poro (Masson et 

at.,1999; Sramala et al., 2001), por lo que estas toxinas al presentar una mutación puntual 

drástica en uno de los residuos cruciales de la hélice α-4, puede que este alterando  su 

conformación lo  que les impide insertarse de forma correcta.  

Las mutaciones sitio-dirigidas realizadas, se encuentran en posiciones homólogas a las que se 

reportaron para las toxinas Cry1Ab  las cuales presentaron un fenotipo de dominancia negativa, el 

mecanismo de acción de las toxinas Cry se reportó para toxinas Cry1A; sin embargo, se especula 

que al tener  un plegamiento general todas la toxinas Cry, su mecanismo de acción debe ser 

similar por lo que al  probar si nuestras mutantes eran dominantes negativas , estas  presentaron al 

igual que las toxinas Cry1Ab reportadas anteriormente un fenotipo de dominancia negativa, lo 

que nos permite inferir que las mutantes Cry11Aa y Cry4Ba también forman hetero-oligomeros 

con las toxinas silvestres e  inhiben su toxicidad al impedir que se formaran canales iónicos.  

En la naturaleza se encuentran cepas de Bti, las cuales son capaces de producir diferentes toxinas 

y al comparar la toxicidad de estas cepas con las que solo produce una variedad de toxina se 

puede apreciar que el efecto en las cepas nativas es mucho mayor, que el de un efecto aditivo lo 

que nos lleva a concluir que existe un sinergismo entre estas toxinas. 

Se ha reportado que las toxinas producidas por Bti son capaces de sinergizar sus efectos entre 

ellas, como se ha demostrado ya sea con las  toxinas Cyt1A y Cry11A las cuales sinergizan sus 

efectos aumentando su toxicidad, así como entre toxinas Cry4Ba y Cry11Aa en donde también 

por medio de bioensayos se ha demostrado su interacción y efectos sinérgicos. Una vez 

demostrado el fenotipo de dominancia negativa en las mutantes construidas, se pudo observar la 

interacción existente entre estas toxinas, dado que la mutante Cry11Aa V142D mostraba  

fenotipo de dominancia negativa sobre las toxinas silvestre Cry4Ba, lo que nos indica que estas 
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dos toxinas son capaces interactuar entre ellas formando hetero-oligomeros los cuales  no forman 

canales iónicos, inhibiendo la toxicidad de la toxina silvestre. De esta manera podemos proponer 

que el sinergismo entre las toxinas Cry4Ba y Cry11Aa observado en el mosquito, se debe a una 

interacción molecular entre ellas. 

Respecto a los resultados de  bioensayos realizados con la toxina Cry11Aa E97A localizada en la 

hélice  α-3,   que resulta con la incapacidad de oligomerizar por lo cual no puede continuar con 

su mecanismo de acción. Esta mutante no presenta dominancia negativa al mezclarse con la 

toxina silvestre, este resultado reafirma la hipótesis de la importancia de la formación de 

oligómeros para desarrollar un fenotipo de Dominancia Negativa. Puesto que la mutante E97A no 

fue capaz de inhibir la toxicidad de la toxina silvestre cuando se encontraba  a proporciones 1:1 ó 

1.0.5 silvestre:mutante, puesto que no era capaz de formar hetero-oligómeros  junto con la 

silvestre. Sin embargo, cuando esta mutante se encontraba a concentraciones muy altas en 

comparación con la silvestre 1:10 y 1:100 silvestre:mutante, la toxicidad disminuía de forma 

considerable, esta disminución en la toxicidad no se le puede atribuir a un fenotipo de 

dominancia negativa, si no que  al encontrarse en concentraciones muy altas en el intestino del 

insecto en comparación son la silvestre, se  generaba una competencia por unión a receptores, 

donde la probabilidad de que  se uniera la toxina mutante era mucho mayor. 

De acuerdo con los resultados de los bioensayos de sinergismo donde  la combinación de la LC10  

de la toxina Cyt1Aa con la LC10 de las toxinas silvestres, Cry11Aa y Cry4Ba,  la mortalidad en 

las larvas se ve afectada aumentada de forma considerable indicando que existe un efecto de 

sinergismo, puesto que la mortalidad es mucho mayor que si observáramos un efecto de adición. 

Mientras que la combinación de la LC10 de la toxina Cyt1Aa con las toxinas mutantes en 

diferentes concentraciones, no muestran de forma considerable un efecto de sinergismo, lo que 

nos lleva a suponer que  no existe un efecto sinérgico puesto que es necesaria la formación de 

poro por parte de la toxina Cry para que se lleve a cabo el sinergismo entre las toxinas Cry y Cyt.  
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CONCLUSIONES 

.- Las mutantes E159K y L152D de la toxina Cry4Ba y la mutante V142D de la toxina Cry11Aa 

producen proteínas Cry, las cuales son estables a degradación por proteasas y se procesan de 

forma similar que las toxinas silvestres. 

.- Los residuos E159 de la toxina Cry4Ba y V142 de la toxina Cry11Aa son cruciales para la 

toxicidad de estas toxinas. 

.- Al igual que para las toxinas Cry1Ab, en las toxinas Cry11Aa y Cry4Ba, mutaciones  en la cara 

polar de la hélice  α-4, presentan fenotipo de dominancia negativa e inhibir la toxicidad de las 

toxina silvestre correspondiente. 

.- Las toxinas Cry4Ba y Cry11Aa son capaces de interactuar entre ellas, y formar hetero-

oligomeros, los cuales presentan fenotipo de dominancia negativa, por lo tanto  proponemos que 

el sinergismo entre estas toxinas se  puede deber a que son capaces de interactuar entre ellos. 

.- El fenotipo de dominancia negativa no se observa con mutantes afectadas en la hélice  α-3, 

incapaces de oligomerizar. Por lo que podemos decir que el fenotipo de Dominancia negativa 

observada con mutantes en la hélice α-4 es una prueba de que las toxinas Cry4Ba y Cry11Aa 

forman oligomeros semejantes a lo reportado para las toxinas Cry1A. 

.- El sinergismo entre las toxinas Cry4Ba y Cyt1Aa así como el de  Cry11Aa y Cyt1Aa requiere 

que la toxina Cry sea activa en la formación de poro ya que mutantes afectadas en la hélice α-4 

son incapaces de sinergizar con la toxinas Cyt1Aa. 
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Abstract

Background: Bacillus thuringiensis Cry toxins are used worldwide in the control of different insect pests important in
agriculture or in human health. The Cry proteins are pore-forming toxins that affect the midgut cell of target insects. It was
shown that non-toxic Cry1Ab helix a-4 mutants had a dominant negative (DN) phenotype inhibiting the toxicity of wildtype
Cry1Ab when used in equimolar or sub-stoichiometric ratios (1:1, 0.5:1, mutant:wt) indicating that oligomer formation is a
key step in toxicity of Cry toxins.

Methodology/Principal Findings: The DN Cry1Ab-D136N/T143D mutant that is able to block toxicity of Cry1Ab toxin, was
used to analyze its capacity to block the activity against Manduca sexta larvae of other Cry1 toxins, such as Cry1Aa, Cry1Ac,
Cry1Ca, Cry1Da, Cry1Ea and Cry1Fa. Cry1Ab-DN mutant inhibited toxicity of Cry1Aa, Cry1Ac and Cry1Fa. In addition, we
isolated mutants in helix a-4 of Cry4Ba and Cry11Aa, and demonstrate that Cry4Ba-E159K and Cry11Aa-V142D are inactive
and completely block the toxicity against Aedes aegypti of both wildtype toxins, when used at sub-stoichiometric ratios,
confirming a DN phenotype. As controls we analyzed Cry1Ab-R99A or Cry11Aa-E97A mutants that are located in helix a-3
and are affected in toxin oligomerization. These mutants do not show a DN phenotype but were able to block toxicity when
used in 10:1 or 100:1 ratios (mutant:wt) probably by competition of binding with toxin receptors.

Conclusions/Significance: We show that DN phenotype can be observed among different Cry toxins suggesting that may
interact in vivo forming hetero-oligomers. The DN phenotype cannot be observed in mutants affected in oligomerization,
suggesting that this step is important to inhibit toxicity of other toxins.
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Introduction

Bacillus thuringiensis (Bt) bacteria produce insecticidal crystal (Cry)

proteins that are used in the control of insect pests important for

agricultural crops and against vectors of human diseases [1]. Cry

toxins have been characterized as pore-forming toxins. Their

mechanism of action involves specific interactions with several

receptors and insertion of part of the toxin into the apical

membrane of insect midgut cells, forming pores that finally kill the

larvae [2]. It was shown that Cry1A binding to cadherin receptor

induced the cleavage of an amino-terminal region including helix

a-1 leading to toxin oligomerization. Cry oligomers bind to

aminopeptidase or alkaline phosphatase receptors [3,4], and

inserts into the membrane to form toxic pores [1,2]. Helix a-3

of Cry toxin is involved in toxin oligomerization [5] and helix a-4

in membrane insertion and pore formation [6]. Mutants affected

in helices a-3 or a-4 are thus affected in pore formation activity

and completely lost toxicity against their target insect [5–7].

Recently it was reported that some non-toxic Cry1Ab helix a-4

mutants showed a dominant negative (DN) phenotype, since they

inhibited wildtype insecticidal activity at substochiometric ratios

[8]. These mutants were able to form homo-oligomers but were

affected in their pore formation activity and it was proposed that

monomers of the Cry1Ab-DN mutants are able to form oligomeric

structures with wildtype Cry1Ab functioning as effective antitoxins

that block toxicity of the wildtype toxin and then have the

potential to be use to protect special ecosystems from the potential

effects of Cry toxins on non-target insects [8]. Similar antitoxins

from different pore forming toxins that affect mammalian cells as

protective antigen PA subunit of anthrax toxin from Bacillus

anthracis [9,10], ClyA Cytotoxin from Escherichia coli [11] and

vacuolating toxin VacA from Helicobacter pylori [12] have also been

reported. DN inhibitors of PA, ClyA and VacA, are inactive

mutant-toxins that are able to form oligomer structures but are

affected in their pore formation activity. It was suggested that they

work as powerful inhibitors since they are able to co-assemble into
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oligomers together with their corresponding wildtype toxin

resulting in an effective inactivation of pore formation activity of

their wildtype toxins resulting in the complete loss of toxicity [9–

12]. In addition a dominant-negative mutant of HCN channels

present in the ventricular myocardium were also reported. The

nonfunctional HCN2 mutations affected pore formation of the

channel and suppressed HCN2 wildtype activity in a dominant-

negative manner [13]. In all these reports, the DN phenotype has

been regarded as compelling evidence for in vivo oligomer

formation and for this reason they were proposed as anti-toxins

to control the diseases that these bacterial-toxins induce in

mammalian organisms or to control arrhythmogenesis and cardiac

pacing [9–13].

Bt subsp. israelensis produce different Cry toxins (Cry4Aa,

Cry4Ba, Cry10Aa and Cry11Aa) that are active against mosquito

larvae [14]. It was proposed that mosquitocidal Cry toxins share a

similar mechanism of action with Cry1A toxins, that are active

against lepidopteran insect pests, since similar Cry-binding

molecules have been identified in mosquitoes, including cadherin

[15,16], aminopeptidase [17,18], and alkaline phosphatase [19].

Interestingly, several reports show a synergism between Cry11Aa

and Cry4Ba although the molecular mechanism of this synergistic

effect remains unknown [20–22]. Cry11A and Cry4Ba mutants in

helix a-4 were affected in toxicity against mosquito larvae [23,24].

In this work we used the previously described non-toxic

Cry1Ab-D136N/T143D mutant to analyze if its DN phenotype

extends to other Cry1 toxins. Cry1Ab-D136N/T143D was a

potent inhibitor of Cry1Ab in vivo and was affected in pore

formation but not in toxin-oligomerization [8]. We analyzed if this

DN-mutant was able to inhibit the toxicity of the highly related

Cry1Aa and Cry1Ac toxins and also of other Cry1 toxins that are

active against M. sexta (Cry1Ca, Cry1Da, Cry1Ea and Cry1Fa). In

addition we isolated helix a-4 mutants of Cry4Ba and Cry11Aa

and analyzed their DN phenotype with both wt Cry4Ba and

Cry11Aa toxins. Our results show that Cry1Ab DN mutant

functions as antitoxin of Cry1Aa, Cry1Ac and Cry1Fa, while

Cry11Aa and Cry4Ba DN mutants inhibit the toxicity of both

Cry11Aa and Cry4Ba toxins. These results suggest that in some

cases Bt Cry toxins have the potential to form hetero-oligomers.

Results

In vivo inhibition of toxin insecticidal activity
To compare the potency of the Cry1Ab helix a-4 mutant

D136N/T143D as DN inhibitor of other Cry1 toxins, we tested its

ability to inhibit the toxicity of other Cry1 toxins that are also

active against M. sexta such as Cry1Aa, Cry1Ac, Cry1Ca, Cry1Da,

Cry1Ea and Cry1Fa. We first determined the medium lethal

concentration (LC50 value) of each protoxin performing bioassays

against first instar M. sexta larvae using a series of different protoxin

concentrations (Table 1). Then we fed M. sexta larvae with

mixtures of Cry1Ab-D136N/T143D mutant with the different

wildtype Cry protoxins (at their corresponding LC50 concentra-

tion) in a protein ratio 0.5:1 (mutant:wildtype). Figure 1A shows

that Cry1Ab-D136N/T143D mutant blocked the action of

Cry1Aa, Cry1Ac and Cry1Fa toxins, but did not affect the

toxicity of Cry1Ca, Cry1D or Cry1Ea. The inhibition of toxicity of

Cry1Aa, Cry1Ac and Cry1Fa toxins by Cry1Ab-D136N/T143D

mutant was observed at sub-stoichiometric ratio.

We analyzed if the DN phenotype could be observed with a

different inactive mutant affected in oligomerization such as the

Cry1Ab-R99A located in helix a-3 of domain I [5]. Figure 1B

shows that this mutant did not have a DN phenotype, since it was

unable to inhibit the toxicity of the wildtype toxin when used a

sub-stoichiometric or equimolar ratios. In contrast, when we tested

higher concentrations of the Cry1Ab-R99A mutant, up to 10 or

100 fold higher concentration of the mutant than the wildtype

toxin; we found that Cry1Ab-R99A was able to inhibit toxicity of

wildtype toxin (Fig. 1B). This is probably due to binding

competition for toxin receptors since mutation of Cry1Ab-R99A

is located in helix a-3, a region that is not involved in toxin

interaction with receptors. These data suggest that binding

competition requires much higher concentrations of the compet-

itor, indicating a complete different mechanism than DN

phenotype.

Isolation of Cry4Ab and Cry11Aa mutants in helix a-4
As mentioned previously the mosquitocidal Cry11Aa and

Cry4Ba have a synergistic effect when fed together to certain

mosquito larvae [20–22]. In order to analyze if these toxins have a

similar mechanism of action than Cry1A toxins, we isolated four

mutants in helix a-4 of Cry4Ba (A145C, L152D, E159K and

R158A) and three mutants in Cry11Aa (N128D, Q135C and

V142D). Some of these mutants were highly susceptible to trypsin

degradation (Cry4Ba-A145C, Cry4Ba -R158A, Cry11Aa-N128D

and Cry11Aa-Q135C) and were not further analyzed. The crystal

inclusions of Cry4Ba-L152D, Cry4Ba-E159K and Cry11Aa-

V142D mutants were purified and protoxins activated with

trypsin, as described in materials and methods. Figure 2 shows

the SDS-PAGE electrophoretic profile of protoxins and activated

toxins of Cry4Ba and Cry11Aa mutant toxins analyzed in this

work. The Cry4Ba mutants produced a similar 40 and 18 kDa

activated toxin fragment as the wildtype and the Cry11Aa mutant

also showed a similar activation profile of 36 and 32 kDa as the

Cry11Aa, indicating no major effects in toxin structure stability.

The insecticidal activity of these wildtype and mutant proteins was

analyzed in bioassays against Aedes aegypti larvae as described, using

purified crystal suspensions that were sonicated to avoid

aggregation [25]. The Cry4Ba showed a lower LC50 value than

Cry11Aa toxin (Table 1). The Cry4Ba-L152D mutant was active

against A. aegypti while the mutants Cry4Ba-E159K and Cry11Aa-

V142D were inactive (Table 1). To test the ability of Cry4Ba-

E159K and Cry11Aa-V142D to inhibit the toxicity of their

corresponding wildtype toxins we used an equimolar (1:1) as well

Table 1. Toxicity of Cry toxins.

Protoxin
LC50

(95% fiducial limits) Target insect

Cry1Aa 3.7 (2.8–4.7)a Manduca sexta

Cry1Ab 2.9 (1.8–4.8)a Manduca sexta

Cry1Ac 1.8 (2.0–3.6)a Manduca sexta

Cry1Ca 52.5 (41.6–75.5)a Manduca sexta

Cry1Da 25.1 (19.9–44.1)a Manduca sexta

Cry1Ea 225.0 (190.1–280.8)a Manduca sexta

Cry1Fa 14.1 (8.2–22.3)a Manduca sexta

Cry4Ba 83.7 (55.4–130.2)b Aedes aegypti

Cry4Ba L152D 108.1 (79.2–190.4)b Aedes aegypti

Cry4Ba-E159K .2,000b Aedes aegypti

Cry11Aa 454.11 (312.7–760.6)b Aedes aegypti

Cry11Aa-V142D .2,000b Aedes aegypti

ang/cm2;
bng/ml.
doi:10.1371/journal.pone.0019952.t001
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as a lower ratio (0.5:1) of mutant:wildtype to fed the mosquito

larvae. Figure 1C shows that both mutant toxins were able to

block the action of their corresponding wildtype toxin showing a

DN phenotype since inhibition was observed at sub-stoichiometric

ratios. We finally analyzed if Cry4Ba-E159K was able to inhibit

the toxicity of Cry11Aa and if Cry11Aa-V142D could affect

toxicity of Cry4Ba against A. aegypti. Figure 1C shows that these

mutants blocked toxicity of a different wildtype toxin suggesting

that in vivo Cry11Aa and Cry4Ba toxins may interact in A. aegypti.

However, when we used the previously described non-toxic

Cry11Aa-E97A mutant, located in helix a-3 that is affected in

oligomerization [26], we found that this mutant did not show a

DN phenotype since it was unable to inhibit the toxicity of the

wildtype toxin when tested at 0.5:1 or 1:1 ratios. Similarly to the

data of Cry1Ab-R99A mutant described above, we found that

Cry11Aa-E97A mutant was able to block toxicity at 10:1 or 100:1

ratios (mutant:wt) suggesting that this inhibition is due to a different

mechanism, most probably involving binding competition.

Discussion

Inactive mutants of PA subunit of the anthrax toxin were

among the first reports of DN mutants in pore forming toxins.

These mutants were able to form oligomer structures but were

affected in their pore formation activity, working as powerful

inhibitors of anthrax toxin since they co-assemble into hetero-

Figure 1. In vivo analysis of the Dominant Negative phenotype of Cry mutants. Panel A, Toxicity assays against Manduca sexta larvae of
different Cry toxins at their corresponding LC50 concentration (see table 1) (black bars) and mixtures of Cry1Ab-D136N/T143D mutant with these
wildtype Cry toxins in a protein ratio 0.5:1 (mutant:wildtype) (white bars). Panel B, Toxicity assays against Manduca sexta or Aedes aegypti larvae of
Cry1Ab or Cry11Aa at their corresponding LC50 concentration (black bar) or in a mixture with Cry1Ab-R99E or Cry11Aa-E97A mutant toxins in a
protein ratio 1:1 (dashed bars), 10:1 (mutant:wildtype) (grey bars) or 100:1 (mutant:wildtype) (white bars). Panel C, Toxicity assays against Aedes
aegypti larvae of Cry4Ba or Cry11Aa at their corresponding LC50 concentration (black bar) or in a mixture with mutant toxins in a protein ratio 0.5:1
(mutant:wildtype) (white bars) or 1:1 (dashed bars).
doi:10.1371/journal.pone.0019952.g001

Figure 2. Analysis of Cry4Ba and Cry11Aa proteins in SDS-PAGE. Protoxins and trypsin-activated proteins were stained with Coomassie blue.
Molecular weight markers used in all SDS-PAGE were precision pre-stained plus standards all blue (BioRad, Hercules CA). Soluble protoxins are
Cry11Aa, E97A, V142D, Cry4Ba, L152D and E159K. Trypsin activated toxins are Cry11Aa-T, E97A-T, V142D-T, Cry4Ba-T, L152D-T and E159K-T.
doi:10.1371/journal.pone.0019952.g002
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oligomers with the wildtype toxin resulting in an effective inacti-

vation of pore formation and toxicity [9,10]. Similar results were

obtained with other pore forming toxins such as VacA and ClyA, and

in HCN ionic channels, where mutants affected in pore formation but

not in oligomerization also showed a DN phenotype [11–13]. It was

proposed that the underlying mechanism involves the hetero-

oligomerization between the mutant toxins with the wildtype

resulting in a DN effect, blocking the wildtype toxicity [9–13].

The mutant Cry1Ab-D136N/T143D in helix a-4, analyzed in

this study, was previously shown not to impair toxin assembly in a

pre-pore structure, but rather to block an essential conformational

transition of the assembled complex necessary for membrane

insertion and pore formation [8]. It was reported that this mutant

inhibited the activity of wildtype Cry1Ab in vivo against M. sexta

larvae and in vitro by analyzing pore formation in black lipid

bilayers [8].

In this work we hypothesized that if the DN phenotype of

Cry1Ab-D136N/T143D extends to different Cry toxins this could

suggests hetero-oligomerization among different Cry toxins. We

thus analyzed if the Cry1Ab-D136N/T143D mutant was capable

of blocking the toxicity of other Cry1 toxins when mixed at sub-

stoichiometric ratios.

Our data show that DN mutant of Cry1Ab was able to inhibit

toxicity of Cry1Aa, Cry1Ac and Cry1Fa toxins at 0.5:1 ratio

(mutant:wt). These data suggest that the molecular mechanism

observed in DN phenotype involves co-assembling between

different Cry toxin-monomers forming hetero-oligomeric struc-

tures. In addition, we isolated mutants in helix a-4 of Cry4Ba and

Cry11Aa toxins that are specific against mosquitoes. Some of these

mutants lost toxicity and also showed a clear DN phenotype when

mixed with their corresponding wildtype toxin. The DN

phenotype was also observed between the Cry4Ba-E159K mutant

and Cry11Aa or the Cry11Aa-V142D mutant and Cry4Ba

wildtype suggesting interaction between these two toxins. These

data resulted quite interesting since it was reported that Cry11Aa

and Cry4Ba have synergistic activity [19–21] showing in some

cases up to 10 fold higher activity in the mixture than the expected

mortality from the individual toxins.

Recently, a 3D-structure model of the Cry4Aa pre-pore

oligomer was published, based in the structure of the trimeric

unit cell of the X-ray crystal structure of the Cry4Ba toxin [27]. In

this structural model the authors proposed that the Cry4Aa

oligomer is stabilized by some residues of helices a-3, a-4 and a-6

and that pore formation may involved and insertion into the lipid

bilayer of the hairpin conformed by helices a-4 and a-5 of domain

I, while domains II and III remain in the membrane surface [27].

Comparison of amino acid sequences of helices a-3, a-4 and a-6

among the different Cry toxins used in this study did not revealed

any apparent explanation for the specificity of the DN phenotype,

indicating that primary sequence of these domain I regions do not

determine the binding interaction among different Cry toxins

and/or that other toxin regions are involved in this interactions,

this remains to be analyzed.

The role of toxin oligomerization in inducing the DN

phenotype was supported by the fact that Cry1Ab-R99A or

Cry11Aa-E97A mutants affected in the process of oligomerization

[5,26] did not induce a DN response since they were unable to

inhibit toxicity of their corresponding wildtype toxin at sub-

stoichiometric ratios neither at equimolar ratios. These data

strongly suggest that oligomerization among DN mutants and

wildtype monomers, represents the mechanism responsible of the

DN phenotype.

Our results show that helix a-3 mutants, Cry1Ab-R99A or

Cry11Aa-E97A, do not have a DN phenotype but inhibited

toxicity of their corresponding wt toxin when tested at higher

ratios such as 10:1 or 100:1 (mutant:wildtype), suggesting

competition for receptor binding. These data are similar to some

reported mutants of the anthrax toxin, since a PA mutant affected

in toxin oligomerization did not show a DN phenotype since it was

unable to form hetero-oligomers with the wildtype toxin [28].

However, this mutant still bound to, and competed, receptor

binding causing a competitive inhibition of anthrax toxin action at

10:1 ratio [28].

Although the physiological role of hetero-oligomerization

among different toxins remains to be analyzed, it is interesting

to note that synergism between different Cry toxins such as

Cry4Ba and Cry11Aa against mosquito larvae have been reported

[20–22]. The synergism between Cry1A toxins has been also

documented before. Specifically, Cry1Ab and Cry1Ac synergized

against Chilo partellus larvae showing up to five fold higher activity

when both toxins are present in the bioassay [29]. Also it was

reported that Cry1Aa and Cry1Ac have a synergistic effect against

Lymantria dispar larvae, increasing their toxicity up to 4.9 fold and

in this case voltage clamping assays demonstrated that combina-

tion of both toxins resulted in a greater pore formation activity

than the individual toxins [30]. In the case of Cry1A and Cry1Fa,

there are no data of synergism between them. However, when

both toxins were expressed in Bt-cotton plants, the control of

Helicoverpa zea and Spodoptera species was more effective than single

protein Bt-cotton plants [31]. Overall, these data may suggest that

synergistic effect could be related to the interaction of different Cry

toxins, forming a complex that is more effective in killing the target

larvae. Most Bt isolates produce more than one Cry toxin, thus, it

is tempting to speculate that hetero-oligomerization of Cry toxins

could have been selected in nature as a mechanism to modulate

toxicity and insect specificity of these family of pore-forming

toxins.

Materials and methods

Construction of Cry4Ba and Cry11Aa mutants
Mutants in helix a-4 of Cry4Ba (A145C, L152D, E159K and

R158A) and Cry11Aa (N128D, Q135C and V142D) were

produced by site-directed mutagenesis (Quick-Change, Strata-

gene, La Jolla, CA) using pCG6 plasmid [32] containing cry11Aa

gene or pHT611 plasmid [33] harboring the cry4Ba gene as

templates. Appropriate oligonucleotides were synthesized for each

mutant. Automated DNA sequencing at Instituto de Biotecnolo-

gı́a-UNAM’s facilities verified the single point mutations. Acrys-

talliferous Bt strain 407 was transformed with recombinant

plasmids as reported [34] and selected in Luria broth at 30uC
supplemented with 10 mg ml21 erythromycin.

Purification of Cry1, Cry4Ba and Cry11Aa toxins
The inclusion bodies of Cry1C, Cry1Da, Cry1Ea and Cry1Fa

protoxins were obtained as recombinant proteins expressed in

Escherichia coli as reported [35]. Cry1Aa, Cry1Ab and Cry1Ac were

produced in Bt bacteria as described [36]. Protoxins were

solubilized in alkaline buffer 50 mM Na2CO3, 0.2% b-mercap-

toethanol, pH 10.5.

Bt transformant strains of Cry4Ba and Cry11Aa proteins were

grown at 30uC in nutrient broth sporulation medium with

erythromycin until complete sporulation. Crystal inclusions were

purified by sucrose gradients [37]. Cry4Ba protoxin was

solubilized in alkaline buffer and activated with trypsin in a mass

ratio of 1:20 w/w trypsin/protoxin, for 4 h at 37uC. Cry11Aa was

solubilized in 100 mM NaOH, 1 h at 4uC. The pH was

equilibrated at pH 8.6 with same volume of 1M Tris HCl pH 8

Dominant Negative Phenotype among Cry Toxins
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and activated with trypsin (1:50 w/w trypsin/protoxin) for 2 h at

25uC. Phenylmethylsulfonyl-fluoride (1 mM final concentration)

was added to stop proteolysis. Finally proteins were visualized in

SDS-PAGE gels stained with Coomassie blue. Molecular weight

markers were precision pre-stained plus standards all blue

(BioRad, Hercules CA).

Bioassays
Bioassays of Cry1A protoxins were performed with first instar

M. sexta larvae. Soluble protoxins (from 0.1 to 2000 ng/cm2) were

applied onto the diet surface of 24-well plates, using 24 larvae per

toxin concentration in triplicate. Protein was determined by the

Bradford assay. Mortality was recorded after seven days and lethal

concentration (LC50) value in ng of toxin per cm2 of diet was

estimated by Probit (Polo-PC LeOra Software).

The bioassays of Cry4Ba and Cry11Aa against forth instar A.

aegypti larvae were done with purified crystal suspensions that were

sonicated to avoid aggregation [25]. Ten different concentrations

of purified crystals were used (50–6000 ng/mL) in 100 mL of

dechlorinated water containing 20 early fourth-instar larvae.

Negative control (dechlorinated water) was included in the

bioassay, and the viability of larvae was examined after 24 h.

The mean lethal concentration (LC50) was estimated as described

above. We used crystal suspensions due to the feeding behavior of

these larvae since they fed by filtering and then a soluble protoxin

is not toxic.

For DN assays different ratios of mutant:wildtype (0.5:1, 1:1,

10:1 and 100:1; w:w) were assayed. The concentration of wildtype

toxins used in DN-bioassays corresponds to the LC50 value of each

wt toxin as show in table 1.
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36. Höfte H, Grave H, Seurinck J, Jansens S, Mahillon J, et al. (1986) Structural and

functional analysis of a cloned delta endotoxin of Bacillus thuringiensis berliner
1715. Eur J Biochem 161: 273–280.

37. Thomas WE, Ellar DJ (1983) Bacillus thuringiensis var israelensis crystal delta-

endotoxin: effects on insect and mammalian cells in vitro and in vivo. J Cell Sci 60:
181–197.

Dominant Negative Phenotype among Cry Toxins

PLoS ONE | www.plosone.org 6 May 2011 | Volume 6 | Issue 5 | e19952
.. ~ . 
. ~ .. 


	Portada
	Índice General
	Resumen
	Introducción
	Hipótesis
	Objetivo General   Objetivos Particulares
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Literatura Citada
	Anexo

